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RESUMO

Experiéncias que acontecem no periodo de maturacdo sexual em animais sdo consideradas
criticas, pois nessa fase ocorrem processos como a neurogénese, 0 crescimento axonal e a
sinaptogénese. Os ratos sdo animais altriciais; passam por eventos biolégicos importante no
seu periodo p6s-natal, como mudancas estruturais consideraveis na massa cinzenta e aumento
da densidade e complexidade dendritica. Ocorre também a influéncia de fatores hormonais na
adolescéncia, os quais geram alteracbes na fisiologia e estrutura cerebral dos animais. O
desenvolvimento da memdria de informacfes aversivas ao medo é essencial para a
sobrevivéncia, a qual esta vinculada a emog¢do do medo no animal. Entendendo isso, podemos
utilizar o mecanismo de aprendizagem por associacdo, que configura o condicionamento do
medo Pavlovano, para o estudo da memoria aversiva. Utilizando este método, 0 nosso estudo
verificou as respostas defensivas, com foco nos comportamentos de self-grooming
(autolimpeza), rearing (apoio nas patas traseiras) e freezing (imobilidade), aléem da
investigacdo do hipocampo dorsal, por meio da expresséo de C-fos, que é um gene imediato, e
PNNs, que sdo proteinas que atuam na plasticidade neural, nas diferentes fases do
processamento da memoria aversiva em ratos com 24 dias de vida, 0s quais estdo na fase da
adolescéncia inicial, periodo que ainda ndo compreende a puberdade. Os resultados indicaram
gue os ratos responderam com freezing durante a aquisicdo e evocacdo de memoria de medo
ao contexto, e observamos que as fémeas apresentam maior prontidao em expressar freezing
comparadas aos machos na fase de recuperacdo da memoria. Além disso, registramos células
imunorreativas a C-fos e WFA (indicativas da presenca de redes perineuronais) em todo o
hipocampo dorsal, em todos os grupos experimentais, e em ambos 0s sexos. No campo da
ontogénese da memoria, estes resultados serdo ainda mais proveitosos quando comparados

com estudos futuros, que visem investigar a neurobiologia de ratos na fase da puberdade.

Palavras-chaves: Memoria aversiva, C-fos, PNNs, Hipocampo dorsal.



ABSTRACT

The experiences that occur during the period of sexual maturation in animals are considered
critical, as processes such as neurogenesis, axonal growth and synaptogenesis occur at this
stage. Rats are altricial animals; undergo important biological events in the postnatal period,
such as considerable structural changes in gray matter and increased dendritic density and
complexity. There is also the influence of hormonal factors in adolescence, which generate
changes in the physiology and brain structure of animals. The development of memory for
fear-aversive information is essential for survival, which is linked to the emotion of fear in the
animal. Understanding this, we can use the association learning mechanism, which configures
Pavlovian fear conditioning, to study aversive memory. Using this method, our study verified
defensive responses, focusing on the behaviors of self-cleaning (self-cleaning), elevation
(supporting the hind legs) and freezing (immobility), in addition to investigating the dorsal
hippocampus, through the expression of C -fos, which is an immediate gene, and PNNs,
which are proteins that act in neural plasticity, in the different phases of aversive memory
processing in 24-day-old rats, which are at the beginning of adolescence, a period that does
not yet understand puberty. The results indicated that the rats responded with freezing during
the acquisition and recall of the fear memory to the context, and we observed that females are
more willing to express freezing compared to males in the memory retrieval phase.
Furthermore, we recorded C-fos and WFA immunoreactive cells (indicative of the presence of
perineuronal networks) throughout the dorsal hippocampus, in all experimental groups and in
both sexes. In the field of memory ontogenesis, these results will be even more useful when
compared with future studies, which aim to investigate the neurobiology of rats during

puberty.

Keywords: Aversive memory, C-fos, PNNs, Dorsal hippocampus
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1 INTRODUCAO

Os ratos sdo animais considerados altriciais, e seu neurodesenvolvimento abordauma
série de eventos no estdgio embrionéario e durante o periodo poOs-natal, que compreende
processos bioldgicos importantes, sofrendo influéncias de fatores ambientais, desde o
nascimento até a sua fase de maturacdo sexual (Smith EFS, 1991. Terranova ML; Laviola G,
1995. Gibb R. L, 2005.). As experiéncias que acontecem nesse periodo, considerado sensivel,
podem trazer consequéncias comportamentais e fisiolégicas de longo prazo para esses
animais. Entre as caracteristicas tipicas dessa fase pode-se citar a neurogénese, o crescimento
axonal e a sinaptogénese.

Na fase inicial do pos-natal (caracterizado em dias pés-natal ou PND) 0-5 dias
ocorrem mudancgas estruturais consideraveis na massa cinzenta, aumento da densidade e
complexidade dendritica. Em PND7 inicia um expressivo crescimento cerebral, tendo sua
porcentagem maxima de volume da maioria das estruturas cerebrais ocorrendo em PND20,
onde também h& um pico na mielinizagcdo (Dobbing; Sands, 1979. Bockhorst KH et al; 2008.
Workman et al; 2013. Semple et al; 2013). No periodo da adolescéncia ocorrem refinamentos
dos circuitos neurais (PND21), que percorre até a fase adulta (PND60). Na adolescéncia
ocorrem mudancas ontogenéticas no hipocampo, havendo umpico na densidade de receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) no cértex temporal em PND28 (Pokornny, J.; Yamamoto, T.,
1981. Brust et al 2015.), sendo o pico da neurogénese hipocampal na fase anterior (PND14-
17) (Rice, D.; Barone. S Jr, 2000. Semple; Bridgette D. et al.; 2013). Entre as mudancgas no
periodo da adolescéncia, encontramos um rearranjo funcional na amigdala, e em outras
estruturas como o cortex pre-frontal medial (mPFC), cortex cingulado anterior e insula.
Acontece também a influéncia de fatores hormonais, os quais geram alteracdes na fisiologia e
estrutura cerebral dos animais, ativando receptores de andrdgenos e estrogenos no cortex
cerebral (Pierkarski et al. 2017. Juraska; Willing, 2017). A adolescéncia se caracteriza por
modificacdes cerebrais importantes, particularmente sensiveis a eventos estressores (Piekrski
et al. 2017).

A memoria para informacdes aversivas, ou meméria do medo, é fundamental no
processo adaptativo e de sobrevivéncia. O medo é uma emoc¢do que se desenvolve por meio
de um conjunto de circuitos ativados por estimulos acessados por um estado que seja
considerado perigoso, o qual pode ser tratavel ou operacionalizado através de nivelamentos.
Entre os mecanismos que podem ser utilizados estédo o de aprendizagem por associacdo e 0s

direcionados ao papel exercidos pelo circuito septo-hipocampal no processo de ansiedade.
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Segundo os estudos de Pavlov (1927), sabe-se que a associa¢do de um estimulo condicionado
(CS) a um estimulo incondicionado (US) geram respostas fisiolégicas e comportamentais
inatas, levando os animais a utilizarem estratégias de defesa; entre elas podemos encontrar o
freezing, rearing e self-groming em roedores. As reagfes incluem também respostas
autondmicas e endocrinas, envolvendo a liberacdo de horménios e a atividade de genes
imediatos (Ledoux; Joseph E, 2000). Nestes processos atua o circuito corticolimbico, o qual
constitui uma rede formada pela amigdala, o hipocampo e pelo mPFC, dentre outras estruturas,
formando projecBes que sdo reciprocas e interligadas (Bear et al. 2007).

Segundo Zimmermann et al. (2019), um cérebro imaturo que é exposto a eventos
estressores afeta 0 seu neurodesenvolvimento, o que pode levar a transtornos psiquiatricos
originados nas fases ontogenéticas iniciais. Assim, obtendo uma compreensdo sobre a
memoria aversiva durante a ontogénese, podemos fornecer oportunidades para perspectivas
translacionais.

No campo da Ontogénese da Memoria, cabe citar a amneésia infantil, que se caracteriza
pela impossibilidade, na vida adulta, de evocar memdrias do inicio da vida (Alberini;
Travaglia, 2017) — um fendmeno que lanca luz as diferencas ontogenéticas no processamento
mnemonico. Ao relacionar a neurogénese e o0 esquecimento, G&o et al. (2018) afirmam que
novos neur6nios, surgidos no processo de desenvolvimento, podem acabar por competir com
neurdnios pré-existentes, como as assembléias neurais que constituem os engramas, havendo
uma relacdo inversa entre formacdo de memdrias e taxa de neurogénese. Tal ideia é apoiada
pelo fato de roedores precoces (que tém taxa de neurogénese pos-natal baixa no hipocampo)
ndo apresentarem amnesia infantil.

A literatura vem expondo que as memdrias infantis também podem estar sendo
armazenada de forma latente, e ndo necessariamente sendo perdidas ou esquecidas, o que faz
com gue essas memorias possam ser recuperadas e acessadas por meio de pistas especificas
ou por estimulacéo artificial do traco dememoria (Heim, C.; Nemeroff, C. B., 2001. Josselyn,
S. Aet.al; 2012. Gao, A., Xia, F., Guskjolen, A. J., Ramsaran, A. ., et al. 2018. Frankland,
P.W et. al. 2019).

Quanto as diferencas no processamento mneménico ao longo da vida, alguns autores
destacam que os mecanismos moleculares ativados no hipocampo diferem entre animais
imaturos e adultos (Donato et al. 2020). Neste contexto, sabe-se que a expressdo de genes
imediatos (IEGs) se destaca como uma forma de investigar 0s mecanismos subjacentes ao
processamento mnemonico. Esses genes atuam em processos de codificacdo, armazenamento

e evocagdo de informacgdes, em diferentes idades (Barbosa, F. F.; Silva, R. H., 2018. Bessieres
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et al. 2020). H& uma diversidade desses genes descritos, no entanto os seus padrdes de
ativacdo neural ndo séo idénticos, pois refletem vias de sinalizacdo celular diferentes. Entre
esses IEGs, C-fos € um dos mais estudados (Kinnavane, L. et al. 2015). C-fos atua na
regulacdo de transcricdo de outros genes downtream associados a plasticidade sinaptica. A
analise de diferentes IEGs pode nos fornecer insights quanto aos mecanismos subjacentes a
formacdo de um traco de memoria (Lanahan A.; Worley P., 1998).

Outro mecanismo subjacente no processamento mnmdnico envolve a composi¢ao
estrutural do parénquima cerebral. Para a estabilidade e regulacdo da plasticidade sinaptica,
sugere-se que proteinas da matriz extracelular; as redes perineuronais (PNNSs), sejam
fundamentais. As PNNs podem interferir sobremaneira no equilibrio excitatério-inibitorio em
neurdnios piramidais, 0s quais sao espontaneamente evocados (Sunayana B. et al. 2017). Em
cérebros maduros desempenham um papel crucial na plasticidade sinaptica, formando uma
barreira fisica que controla as mudancas na formacao de novas conexdes entre 0s neurénios, o
que permite ou pode inibir a conexao entre o axénio de um neurdno ao corpo de outro
neurdnio (Corvetti, L. & Rossi, F. 2005). Em cérebros que estdo em desenvolvimento pode
haver altos niveis de expressdes de componentes da matriz, observados antes do pico da
sinaptogénese pos-natal (Dino, M.R et al. 2006).

Sendo assim, o presente estudo fornece uma investigacdo do comportamento
defensivo e do hipocampo dorsal associado a expressdo de C-fos e PNNs, nas diferentes
fases do processamento da memdria aversiva em ratos com PND24, os quais sdo

individuos na fase da adolescéncia inicial, periodo que ainda ndo compreende a puberdade.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Memodria

A memoria certamente faz parte das fungdes cognitivas mais complexas que
conhecemos. Estudos sugerem que o aprendizado e o armazenamento de novas informacGes
atuam causando alteracGes estruturais sobre o sistema nervoso (Dalmaz; Alexandre Netto,
2004). Podemos dividir a memdria em memoria implicita (ndo necessita de um processo
consciente para a evocacdo) e memoria explicita (evocada por um processo consciente)
(Squire; Zola, 1996). A memdria explicita se divide em: memoria semantica (identifica um
evento que aconteceu no passado, e sabe-se do que se trata e se tem a consciéncia da
informacdo da memdria evocada, sem informacOes e contexto espagco-temporais, formando
memoria de longo prazo, que consiste em um conhecimento geral sobre 0 mundo), e memoria
episodica (ME). Sendo uma das principais memorias do sistema cognitivo, a ME é a memoria
filogeneticamente mais recente, e com o envelhecimento, comeca a sua deterioragdo
(Baddeley et al. 2018). A ME possui a capacidade de ligar o que aconteceu, quando aconteceu
e onde aconteceu — a capacidade de se voltar ao passado, utilizando o tempo subjetivo, é
possivel gragas a consciéncia autonoética, pois € ela quem traz ao individuo a sensagéo de ser
0 protagonista que realizou o evento lembrado da maneira que esta sendo recordado. Para que
esses processos acontecam, a ME necessita de uma distribuicdo de eventos conectados, que
estdo relacionadas a regides cerebrais corticais e subcorticais, as quais se sobrepdem, e que
estdo presentes em outros sistemas de memoria (Tulving; Markowitsch 1998. Tulving, 2002).
Sabe-se do envolvimento hipocampal nas memdrias declarativas, assim como nas memarias
aversivas adquiridas em contexto conspicuo, em funcédo do papel do hipocampo em construir
representacdes relacionais (Eichenbaum, 2004). Assim sendo, o protocolo de
condicionamento de medo ao contexto é uma das formas de acessar a funcdo hipocampal em

processos mneménicos (Rudy et al. 2004).

2.2 Condicionamento do medo

Podemos definir etologicamente 0 medo como sendo um estado motivacional que
ocorre através de estimulos especificos, os quais dardo origem a comportamentos de defesa ou
de fuga (Steimer, 2002. Boissy, 1995), proporcionando o enfretamento de uma situagéo
adversa ou inesperada. Em uma perspectiva evolutiva, 0 medo conduz o individuo a acessar o
melhor mecanismo comportamental para aumentar a chance de sobreviver ao evento que se

apresenta. Em situacGes que ocorram estresse ou dor, 0s animais aprendem a temé-la, e ao
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reencontrar tal situacdo, apresentam um comportamento de evitacdo. Porém, animais jovens
podem apresentar reacdo inata a diferentes estimulos que despertem medo, de forma que o
medo ndo ocorre apenas por perigo conhecido e iminente (Steimer, 2002. Boissy, 1995).

Elaborado por Ivan Petrovich Pavlov em 1927, o condicionamento cléssico ou
condicionamento de Pavlov, trouxe maneiras de desvendar mecanismos neurais subjacentes
do medo. A aprendizagem do animal a estimulos ambientais que predizem acontecimentos
aversivos elicia resposta de defesa (a qual é inata), favorecendo as chances de sobrevivéncia
do individuo (Maren; Stephen, 2001). Esse procedimento envolve a apresentacdo de um
estimulo condicionado (CS) neutro, o qual habitualmente é um som, associado a um estimulo
incondicionado (US), que pode ser nocivo ou aversivo, como um choque elétrico leve. Este
protocolo envolve a expressdo do comportamento natural da espécie, juntamente com reacées
fisiologicas que sdo controlados pelo sistema nervoso autdbnomo e por alteragdes do sistema
endocrino (Ledoux; Joseph E., 2014).

Em decorréncia do condicionamento, um estimulo evoca a resposta de outro, ou seja:
um acontecimento traumatico ou aversivo (estimulo) pode ocasionar uma resposta
comportamental no individuo, o qual formou representagdes neurais daquele
ambiente/momento (Maren; Stephen, 2001). A busca pelas vias cerebrais que estdo
envolvidas no condicionamento do medo (CM) definiu a amigdala como o local de inicio da
cascata de eventos que leva o individuo a desenvolver esse CM. Resumidamente, acredita-se
que a transmissdo (informacdo do ambiente) sobre o CS é passada para a amigdala, que,
entdo, a transmite para varias redes de controle, as quais irdo executar uma resposta
condicionada ao tronco cerebral. Envolvido nesse processo de CM encontramos o hipocampo,
o0 qual se projeta para a amigdala e atua no processamento de estimulos contextuais que estéo
associados as referéncias do ambiente (Ledoux; Jeseph, 1998).

Por consequencia, 0s animais podem construir estratégias para se livrar de uma
possivel ameaca que pode ser ativa ou passiva. O freezing € uma estratégia passiva de
enfretamento, onde o animal permanece imobilizado ou congelado em uma posicéo.
Geralmente o freezing ocorre quando o animal se depara com uma ameaca inevitavel,
ocasionando uma inibicdo autondma. Estratégia ativa de enfretamento, como a fuga,
geralmente é utilizada quando o animal se depara com uma situacdo em que consegue
escapar, e entdo e corre de tal ameaca (Steimer, 2002). As estratégias possuem papéis
distintos, sendo articuladas pelo medo e também pela avaliagdo cognitiva da probabilidade de
sucesso iminete.

Precisamos entender a fisiologia do organismo que estamos trabalhando, o seu
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desenvolvimento e fases de vida para estabelecer o seu ciclo. Segundo Hunt e colaboradores
(2016) ratos adolescentes (PND 24) que acabaram de passar pela fase do desmame possuem
suficientemente funcionalidade no sistema basico do medo. Por exemplo, Hefner e Holmes
(2007), em seu estudo sobre os efeitos do etanol, o qual incluiu, entre outras variaveis, pares
de tom-choque, observaram que camundongos adolescentes com 4 semanas apresentam
diferente nivel de freezing e maior vulnerabilidade a intoxicacdo quando comparados aos de
6 semanas e 0s de 8 semanas. Mesmo todos esses animais estando no periodo da adolescéncia,
existem diferencas significativas entre as idades, sendo importante a analise ontogenética

comparativa.

2.3 Genes Imediatos

Genes Imediatos (IEGs) sdo aqueles que apOs a ocorréncia de um determinado
estimulo celular atuam com rapida ativagcdo de transcricdo (em minutos) (Barbosa & Silva,
2018). Os IEGs possuem expressdo baixa e indetectavel em células quiescentes (células que
ndo estdo em fase de proliferacdo), no entanto em células que estdo no periodo de transcricao,
esses IEGs sdo bem detectaveis e possuem tempo de meia-vida curto, o que transforma a sua
expressdo em um papel de regulador, que podem sinalizar seus produtos protéicos quando
ocorre um estimulo externo (Sheng; Greenberg, 1990). Os IEGs nos permite detectar
circuitos neurais em processos que envolvem memoria e aprendizagem, pois apresentam
especificidade espacial (Barbosa; Silva, 2018). Os IEGs podem ser classificados em dois
grupos: o de fatores de transcricdo reguladores, que influenciam a funcéo celular através dos
genes a jusante (downstream) que regulam, e os do grupo de efetores, que controlam
diferentes funcdes celulares especificas (Kinnavane; Albasser, 2015). Sabendo disso,
podemos fazer a associacdo de tarefas comportamentais, como o condicionamento do medo
contextual, a métodos que identifiguem a ativacdo de areas neurais, como uma forma de se
avaliar as estruturas recrutadas na memoria, através da utilizacédo e identificacdo de IEGs no
cérebro (Barbosa; Silva, 2018).

2.4 C-fos

A primeira descricdo do IEG C-fos ocorreu atraves de estudos com células nao
neurais, na buscar de encontrar o gene responsavel pelo fator de crescimento (Kelly et al.
1983. Greenberg; Ziff, 1984), e posteriomente as pesquisas mostraram a versatilidade desse
gene em diferentes regides cerebrais.

C-fos faz parte dos IEGs classificados no grupo fatores de transcricdo reguladora, esta
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bem destribuido no cérebro e atua na plasticidade sindptica de longo prazo, podendo ser
utilizado apropriadamente na Neurobiologia, pois possui baixo nivel de atividade em repouso
(Kinnavane, Albasser & Aggleton, 2015). A utilizacdo da expressdo de C-fos vem
demonstranndo o quanto os niveis desse gene podem estabelecer resultados no mapeamento
funcional do cérebro. Algumas pesquisas ja relacionaram C-fos ao condicionamento do medo,
entre elas as que fazem associacdo do IEG C-fos e a amigdala. Mudancas ambientais de longo
prazo, podem ocasionar efeitos significantes na emocionalidade, como mostraram os estudos
de Nikolaev, Evgeni et al. (2002) através da atividade diferencial de C-fos nas areas da
amigdala. Além disso, h& estudos utilizando C-fos e condicionamento do medo com o foco
em outras areas neurais. Beck e Fibiger (1995) utilizaram C-fos para mapeamento metab6lico
no condicionamento do medo em rato, identificando neurénios imunorreativos a C-fos em
estruturras corticais e subcorticais amplamente dispersas. O estudo de Vann e colaboladores
(2000) fez associacdo de C-fos com o hipocampo para analisar padrdes diferenciais de
ativacdo das areas hipocampal e parahipocampal em ratos, e observaram que durante as
tarefas espaciais de memdria houve aumento da expressdo de C-fos tanto no hipocampo
dorsal como ventral. Nos cortices parahipocampais, o perirrinal ndo mostrou grande ativagédo
de C-fos, mas o entorrinal e 0 pds-rinal mostraram esse aumento nas duas tarefas. Durante
uma tarefa de memdria espacial no labirinto aquético, os niveis de C-fos aumentaram em
areas corticais e subcorticais, incluindo o hipocampo e suas conexdes (Jenkins, Trisha A. et
al. 2003).

Podemos, assim, entender que C-fos esta amplamente bem distriuido no hipocampo, e
que através dele podemos observar os efeitos do condicionamento do medo nesta area tao

importante para a memoria e o aprendizado.

2.5 Redes Perineuronais

As redes perineuronais (PNNSs) ndo tém a sua estrutura conhecida em detalhes, mas 0s
estudos sobre estas estruturas sao crescentes. Com o auxilio do marcador de lectina-aglutinina
isolada de Wisteria floribunda, descobriu-se que em diversas areas do cérebro, e
especialmente em torno dos interneurénios de parvalbumina, ocorre a presenca de PNNs
(Miyata, S. et al. 2018).

A formacdo das PNNs ocorre pela condensacdo de diferentes proteinas ao redor de
neurdnios. Seus princiais componentes sdo o Acido Hialuronano, Proteoglicanos formadores
de PNNs, Tenascina e Proteinas de ligacdo entre hialuronano e proteoglicano (HAPLN-1, -3 e

-4). Esses componentes sdo sintetizados por neurénios, astrécitos e oligodendrécitos, que
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formam um microambiente Unico (Lau, L.W. et al. 2013). As PNNs em cérebros adultos
desempenham um papel crucial na plasticidade sinaptica, formando uma barreira fisica que
controla as mudancas na formacdo de novas conexdes entre 0s neur6nios, 0 que permite ou
inibe a conexdo entre 0 axonio de um neurdnio ao corpo de outro neurénio. PNNs podem
atuar como limitador da mobilidade dos AMPARs ionotropicos, ou como andaimes para
inibidores de conexdes sinapticas (Corvetti, L; Rossi, F. 2005. Saroja, S.R; et al. 2014). Em
cérebros em desenvolvimento, podem-se evidenciar altos niveis de expressbes de
componentes da matriz observados antes do pico da sinaptogénese pés-natal (Dino, M.R; et
al. 2006).

As PNNs sdo refinadas no periodo do desenvolvimento pds-natal, e podem ser
ativadas por estimulos ambientais; as experiéncias com o ambiente sdo mediadoras da
adaptacdo do individuo ao mundo. A plasticidade cerebral € alta durante os periodos criticos,
0s quais envolvem regides cerebrais diferentes ao longo do desenvolvimento, uma vez que
existem diferentes periodos criticos para as funcdes cognitivas, emocionais, sensoriais, de
linguagem, entre outros, tornando, assim, o tempo de ocorréncia variavel (Reh, R.K.; et al.
2020). Esse periodo representa vulnerabilidade ao individuo, pois estdo sendo desenvolvidos
0S Seus sistemas e suas conexdes, e a ocorréncia de consequéncias negativas, como o estresse,
traumas infantis e falta de cuidados, podem trazer danos inreparaveis, pois no final do periodo
critico ocorre uma estabilidade progressiva nas conexdes sinapticas, reduzindo a capacidade
da platicidade cerebral, e tornando as formacdes e também os danos permanentes (Callaghan,
B.L.; Graham, B.M.; Li, S.& Richardson, R. 2014). As PNNs podem interferir sobremaneira
no equilibrio excitatorio-inibitorio em neurdnios piramidais, 0s quais sdo espontaneamente
evocados (Sunayana B. et al. 2017).

Assim sendo, sabe-se que a memoria de medo esta associada as PNNs, e a formacéo
destas estruturas coincide com a maturacdo neuronal (Fawcett et al. 2022; Wang; Fawcett,
2012). Como foram mencionados anteriormente, 0s mecanismos menmdénicos se alteram ao
longo da vida, podendo haver mudancgas na circuitaria recrutada no processamento de tipos
diferentes de memoria, o que pode ser avaliado por meio do estudo das areas neurais ativadas.
Ademais, 0s eventos criticos, como a puberdade, alteram significativamente o cérebro, sendo
base para diferencas sexuais permanentes. Embora as maiorias das diferencas sexuais surjam
apoOs a puberdade, existem evidéncias de que algumas caracteristicas neurobioldgicas ja se
diferenciem no periodo pré-pabere (Park; Ganella & Kim, 2017; Colon et al. 2018; Park et al.,
2020). Desta forma, o presente estudo buscou investigar a memoria de medo na fase inicial da

adolescéncia, em ambos 0S Sexos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar as respostas defensivas, a ativagdo neuronal e a expressdao de redes
perineuronais no hipocampo dorsal de ratos machos e fémeas pré-puberes, com 24 dias de
vida, submetidos ao protocolo de condicionamento de medo ao contexto.

3.2 Objetivos Especificos
Investigar diferencas sexuais nos comportamentos de Self-grooming, Rearing e Freezing em

ratos com 24 dias de vida durante a codificacdo e evocacdo da memdria de medo ao contexto;
Verificar diferencas sexuais no perfil de inducdo de ativacdo neuronal, por meio da expressdo
do gene imediato C-fos, e da plasticidade sindptica, por meio da expressdo de redes
perineuronais, no hipocampo dorsal de ratos com 24 dias de vida submetidos a codificacéo e

evocacgdo da memoria de medo ao contexto.
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4 METODO

4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus) (50 machos e 46 fémeas) da linhagem
Wistar, apresentando 24 dias de vida, provenientes do biotério localizado na Unidade de
Producdo Animal, no IPeFarm, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os animais
foram alojados em gaiolas plasticas-padrdo (32cmx39cmx16.5cm) e com comida e agua
disponiveis a vontade, sob um ciclo claro-escuro de 12/12h, com luzes acesas as 06h30 e
temperatura em 23+1°C.

O protocolo experimental utilizado foi a tarefa de medo condicionado ao contexto.
Os sujeitos foram designados aos seguintes grupos:

1.  Grupo Home Cage (N = 22): Condigao neurotipica em PND24. Os animais ndo
foram submetidos ao ambiente experimental. Constituiram este grupo 11 fémeas e 11 machos;

2. Grupo TR- (N = 20): Codificacdo do contexto. Os animais foram expostos a
caixa de condicionamento, mas ndo foram submetidos aos choques. Constituiram este grupo
10 fémeas e 10 machos;

3. Grupo TR+ (N = 31): Codificacdo da memoria aversiva. Os animais foram
expostos a caixa de condicionamento e foram submetidos aos choques. Constituiram este
grupo 15 fémeas e 16 machos;

4.  Grupo TR+/T (N = 23): Evocacdo da memoria aversiva. Os animais foram
expostos a caixa de condicionamento por duas vezes, caracterizando duas sessdes: sessao de
treino, em que houve aplicacdo de choques, e sessdo de teste, em que o0s animais foram apenas
inseridos no aparato, 24 horas ap0s a sessao de treino. Constituiram este grupo 10 fémeas e 13
machos.

Todos os animais acima descritos foram incluidos na analise comportamental. Para a
analise imunohistoquimica, a qual sera descrita a seguir, foi utilizada uma subamostra
composta por 17 animais, organizada da seguinte maneira:

1.  Grupo Home Cage (N = 4): Constituiram este grupo 2 fémeas e 2 machos;

2. Grupo TR- (N =4): Constituiram este grupo 3 fémeas e 1 macho;

3. Grupo TR+ (N = 4): Constituiram este grupo 2 fémeas e 2 machos;

4.  Grupo TR+/T (N =5): Constituiram este grupo 3 fémeas e 2 machos.

Os procedimentos foram conduzidos segundo as normas disponibilizadas pelo
CONCEA e reguladas pelo Comité Local daUFPB, CEUA/UFPB, obtendo aprovagdo da CEUA,
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conforme Protocolo N°2502280121.

4.2 Conducdo de acasalamentos para obtencéo dos filhotes em idade especifica

Foram realizados acasalamentos para obtencdo da prole em idade pds-nascimento
conforme delineamento experimental. O peso e o ciclo estral das fémeas foram
acompanhados diariamente por uma semana. O esfregago vaginal foi realizado e reconhecido
a fase de pré-estro nas fémeas, um macho escolhido aleatoriamente foi introduzido em gaiola
contendo duas fémeas, entre 17h00 e 18h30. No dia seguinte, entre 7h00 e 8h00 as fémeas
foram observadas para identificacdo do tampao vaginal,e posteriormente acompanhadas até o
quinto dia da provavel gestacdo. De acordo com Coleman et al. (2016), mantemos todas as
fémeas no esquema de luz claro-escuro de 12:12h, sem prejuizo em parametros do cuidado

materno, que seriam determinantes nas respostas comportamentais da prole.

4.3 Tarefa de medo condicionado ao contexto e desenho experimental
A tarefa de medo condicionado ao contexto compreendeu uma sessdo de treino e

outra de teste. A sessdo de treino configura a codificagdo da memoria aversiva e a sessdo de
teste configura a evocacdo desta memoria. Na sesséo de treino, cuja duracdo é de 5 minutos,
0s ratos sdo alocados individualmente em uma caixa com chdo de grade, conectada a um
estimulador elétrico. Inicialmente foi permitido os animais explorarem o ambiente, e a partir
da metade da sessdo, os ratos foram submetidos a 5 choques de 0,5 mA, a cada 30 segundos.
Na sessdo de teste os animais foram colocados na caixa de condicionamento, mas néo
receberam choques. Como mencionado anteriormente, os animais foram divididos em quatro
grupos: Home Cage, TR-, TR+, e TR+T, de forma que alguns grupos realizaram apenas parte
da tarefa (i.e.: sessdo de treino, mas ndo de teste), de acordo com o informado na descricéo
dos grupos (Figural).

Posteriormente a realizacdo da tarefa, os animais foram submetidos a eutanasia,
perfusdo transcardiaca, croniotomia, microtomia e marcacdo imuno-histoquimica para células
positivas a C-fos e Redes Perineuronais. Segundo Pantazopoulos et al (2020), esses
marcadores tém maior expressdo durante o periodo noturno, sendo assim, optamos por

realizar os experimentos na fase escura (23h30m a 02h30m).
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Figura 1 - Tarefa de medo condicionado ao contexto e grupos experimentais.

4.4 Anélise do comportamento

Os comportamentos analisados foram:

Freezing, comportamento em que o animal permanece inteiramente imovel por mais
de 1 segundo, a ndo ser por movimentos referentes a respiracdo, que é uma resposta de medo
amplamente descrita na literatura.

Rearing, quando o animal retira totalmente as patas dianteiras do chdo do aparato
(foram incluidas nas analises o rearing apoiado em superficie vertical e 0 sem 0 apoio).

Self-grooming, comportamento em que o animal faz uma autolimpeza, caracterizado
por uma sequencia de movimentos estereotipados em ordem cefalocaudal (Kalueff et al.
2016).

O experimento foi filmado e a andlise do comportamento foi realizada,
posteriormente, por meio do software EthoWatcher (Crispim Junior et al. 2012), um programa
que possibilita o registro de categorias comportamentais pré-definidas, caracterizando
duracdo, frequéncia e laténcia. Foram conduzidas analises cegas para Sexo e Qrupos
experimentais, e os videos foram nomeados de forma numérica, sem quaisquer informacdes
acerca do grupo experimental ou sexo dos ratos, visando eliminar possiveis vieses do
observador sobre os comportamentos a serem analisados. Foram usados 97 videos de 74
animais, contendo sessfes de treino e de teste. Na analise dos dados foi utilizada a duracao
total dos trés comportamentos. Em relacéo ao freezing, além dos dados absolutos, foi utilizada
uma variavel definida como “porcentagem de tempo em freezing em relagao ao tempo total de

sessdo”, computada como duracdo do freezing* 100)/300 nas analises que consideram o
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tempo total de sessdo e duragdo total do freezing* 100)/150 nas analises que consideram a
primeira ou segunda parte da sessdo, considerando-se que é uma medida comum em estudos

dessa natureza.

4.5 Perfuséo, craniotomia e microtomia
Ao final dos testes comportamentais, os animais foram anestesiadoscom o uso de

sobredose do farmaco anestésico geral tiopental sodico (180mg/kg, via i.p.). Com o animal
completamente anestesiado, realizamos o processo de perfusdo transcardiaca com impulséo
de solugédo fosfato tamponado (TF0.1M), em seguida impulsionamos a solucdo fixadora de
paraformaldeido (PFA) 4% em TF 0.1M. Os cérebros foram removidos através de
craniotomia e mergulhados por 24 horas em solucdo 4% de PFA e 30% de sacarose (v/v) em
TF 0.1M. Foram feitas seccdes frontais de 50um distribuidas em 5 pocos contendo solugéo
anticongelante  a base de etilenoglicol e TF 0.1M. Ap0s esse processo, 0s cortes foram

armazenadosa 4°C ate a reagdo de imunohistoquimica.

4.6 Imunohistoquimica e Contagem de células
Os cortes armazenados em compartimentos foram submetidos ao processo de

imunohistoquimica para dupla marcacdo de C-fos e PNNSs, baseada no protocolo avidina-
biotina-complexada a peroxidase (ABC). Apds lavagens iniciais com TF 0,1M e pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio seguido de lavagem e imersdo em leite, 0s cortes
foram novamente lavados e incubados em solucdo de anticorpos primarios anti-c-Fos; 1:1000
e Triton X100, durante um periodode 16 horas. Concluida essa etapa, foram realizadas novas
lavagens e as sec¢Oes foram incubadas por duas horas em solucdo com anticorpo secundario
biotinilado (anti-coelho, 1:1000) e Triton X100. Logo depois foram incubadas por 2 horas em
solucdo contendo avidina-biotina (0,5%) e Triton X100+NaCl. Por fim, as seccBes foram
lavadas e incubadas em solucdo a 0,05% de diaminobenzidina (DAB) (Sigma Company), por
5 minutos, para a deposicdo do cromdgeno, seguido de tratamento por peroxido de
hidrogénio. Apo6s nova lavagem, os cortes foram imersos em Wisteria floribunda (1: 5000) e
Triton X100, tendo-se aguardado 5 horas para esta reacdo, sendo, seguida de lavagens.
Houve, entdo, nova rodada de incubacdo por 2 horas de avidina-biotina (0,5%) e Triton
X100+NaCl, seguida de lavagem, e incuba¢do em solucdo em 0,05% de DAB (Sigma
Company), finalizada por tratamento em peréxido de hidrogénio, seguido das lavagens finais.
As secdes foram montadas em l&minas e cobertas com laminulas em meio de incluséo

(Entellan, Merck) para posterior visualizagdo em microscépio Optico. As imagens foram
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digitalizadas e posteriormente analisadas por contagem de células. A contagem de células
ocorreu as cegas para as variaveis grupo e sexo, utilizando-se o software Image J. Células
reativas para C-fos e PNN foram contadas nas areas CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado do

hipocampo dorsal de uma subamostra de cada grupo experimental.

4.7 Analise estatistica
Os dados foram analisados no software IBM SPSS Statistics for Windows (versao

27). As diferencas significativas foram consideradas quando p < 0.05. Realizamos os teste de
Shapiro-Wilk e de Levene, averiguando desvio de normalidade. Para investigar diferencas
sexuais foi usado o teste de Mann-Whitney, e para a diferencas entre grupos o teste de
Kruskal-Wallis. O teste de postos sinalizados de Wilcoxon foi utilizado para averiguar
diferencas intra-grupos entre partes da mesma sessdo (Tr+ e Tr+T) e entre diferentes sessdes
(Tr+T). Para os dados referentes as células imunoreativas a C-fos e PNNs, foi aplicada apenas

analise descritiva (apresentacdo dos dados em média e desvio padréo).
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5 RESULTADOS

5.1 Comportamento

A andlise mostrou que o comportamento Self-Grooming ndo foi apresentado em
todos os animais da amostra, se ausentando totalmente em 23 animais, tanto na sessdo de
treino como na sessdo de teste. A média da frequéncia foi de 1,24 episodio e a média de
duracdo foi de 4 segundos e 20 milésimos.

Para correlacionar a expressdo comportamental com a ocorréncia do estimulo
aversivo, para 0Ss animais que receberam choques, foi analisada a ocorréncia do
comportamento considerando-se as duas metades da sessdo de treino (ou seja: na primeira
metade da sessdo, ou “parte 1 da sessd@o”, onde ndo houve a ocorréncia de choques, e a
segunda metade da sessdo, ou “parte 2 da sessdo”, em que houve aplicacdo dos choques).
Assim sendo, no caso do Self-Grooming, ndo foi encontrada diferenca significativa entre a
parte 1 e a parte 2 da sessdo de treino dos grupos TR+ e TR+T (para a frequéncia: T = -1,226;

p =0,2; para a duracdo: T =-0,083; p =0,9) (Figuras 2 A e Figura 2 B, respectivamente).
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Figura 2 - Ocorréncia de Self-Grooming nos grupos TR+ e TR+T, expresso em Frequéncia
(Figura 2A) e Duracéo (Figura 2B).

O Rearing foi 0 comportamento mais observado nos animais, com pelo menos uma
ocorréncia sendo registrada para todos os animais na sesséo de treino. A frequéncia média foi
de 11,5 episodios, e duracdo média total de 28 segundos e 18 milésimos. O Teste de
Wilcoxon revelou diferenca significativa para 0s animais que estavam nos grupos que
receberam choques, ou seja: houve diferencas entre a parte 1 e a parte 2 da sessdo de treino
dos grupos TR+ e TR+T, tanto para a frequéncia (T = 16,29, p < 0,01), como para a duragdo
(T =21,95, p <0,01). Desta forma, foi observada maior duragdo e quantidade de Rearing na
primeira metade da sessdo do que na segunda (Figuras 3A e 3B).
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Figura 3 - Ocorréncia de Rearing nos grupos TR+ e TR+T, apresentada em Duracédo (Figura
3A) e Frequéncia (Figura 3B) nas duas partes da sessdo de treino.

A analise dos dados mostrou que o comportamento menos apresentado pelos animais
foi o Freezing, onde 51 animais ndo o realizaram e 23 realizaram. Entre os 23 animais que 0
expressaram, a média do tempo de duracdo do comportamento foi de 17 segundos e 14
milésimos (DP 16,69) e a frequéncia de 2,17 episodios (DP 1,6). Para os grupos Tr+ e Tr+T,
foi observada diferenca significativa (T=6, p <0,05) na frequéncia de Freezing entre as duas
metades da sessdo, sendo maior a frequéncia na parte 2 do que na parte 1 da sessdo (a média
da parte 1 foi de 0,16; DP:1,05; e a da parte 2 foi de 0,53; DP: 0,64) (Figura 4A). Esta
diferenca, porém, ndo foi encontrada para a duracdo do Freezing (Figura 4B). Este resultado

indica que o comportamento de Freezing é obtido como resposta ao estimulo aversivo.
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Figura 4 - Ocorréncia de Freezing nos grupos TR+ e TR+T, expressa em Frequéncia (Figura
4A) e Duracdo (Figura 4B) nas duas partes da sesséo de treino.

O teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon realizado para comparar a sessao de teste
e a de treino para os animais do grupo Tr+T ndo apresentaram diferencas significativas entre
estas duas sessdes para nenhuma das variaveis referentes ao Freezing, onde T=-1,87 p= 0,006
para frequéncia e T=-1,782, p= 0,075 para duracdo e porcentagem de tempo em Freezing por
sessdo. Esses dados indicam que ratos com 24 dias de idade sdo capazes de evocar memoria

aversiva com intervalo de 24h.

5.2 Diferencas entre grupos

Apenas o comportamento de Rearing apresentou diferencas significativas entre 0s
grupos. Foi verificada diferenca na duragdo (H = 8,4; p <0,05) (Figura 5A) e frequéncia (H =
14,3; p<0,001) (Figura 5B) desse comportamento. Além disso, houve diferencas entre grupos

para a frequéncia de Rearing na parte 1 da sessao de treino (H = 12,5; p<0,01) (Figura 5C) e
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para a duracao (H = 8,9; p<0,05) (Figura 5D) e frequéncia na parte 2 da sesséo de treino (H =

12,9; p < 0,01) (Figura 5E).
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Figura 5 — Comportamento de Rearing entre grupos, apresentada em Duracdo (Figura 5A) e
Frequéncia (Figura 5B) e para as duas partes da sessdo de treino em Duracdo parte 1
(FigurabC) e para Frequéncia na parte 1 (Figura 5D) e parte 2 (Figura 5E).

5.3 Diferencas Intragrupo referentes ao sexo

Também foram investigadas diferencas sexuais dentro dos grupos. Ndo houve
resultado significativo para o grupo TR-. Para o grupo TR+ foi observado que as fémeas
realizaram mais Self-Grooming do que os machos na primeira parte do treino; resultado
expresso tanto na duracao (U = 69.5, p < 0.05) (Figura 6 A) como na frequéncia (U = 62, p <
0.05) (Figura 6B) deste comportamento. Por sua vez, o grupo TR+T apresentou um resultado
significativo: os machos apresentaram maior laténcia para o Freezing do que as fémeas na

sessao de teste (U = 2, p < 0.05) (Figura 6C).
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Figura 6 - Diferengas sexuais em ratos PND24 submetidos ao Condicionamento de Medo ao
Contexto: fémeas do grupo TR+ apresentam mais autolimpeza que 0s machos na sessdo
inicial de treino e fémeas apresentam menor laténcia para o comportamento freezing na
evocacao da memoria de medo.



31

5.4 Imunohistoquimica
Foram verificadas células reativas para C-fos e WFA em todo o hipocampo dorsal,

em todos 0s grupos experimentais, e em ambos os sexos. N&o foi utilizada estatistica
inferencial na analise dos dados provenientes da Imunohistoquimica, em funcdo do reduzido
tamanho amostral. Para cada grupo experimental, obtivemos a média e o desvio-padrdo dos
marcadores nas subareas hipocampais, como demonstrado nas Figuras 7 e 8. A Figura 9
apresenta uma imagem representativa do cérebro de animal do grupo Home Cage,

demonstrando a operacionalizagcdo da contagem celular.
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Figura 7 — Neurdnios reativos a C-fos nas subareas hipocampais dos grupos Home Cage,
TR-, TR+ e TR+T, representados como meédia e desvio-padrao.
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Figura 8 — Neurbnios reativos a Wisteria floribunda, indicando a presenca de redes
perineuronais, nas subareas hipocampais dos grupos Home Cage, TR-, TR+ e TR+T,
representados como média e desvio-padrao.

Figura 9 — Imagem representativa do hipocampo dorsal de um animal do grupo Home Cage,
apresentando a delimitacdo anatémica e destacando a visualizagdo dos neurénios marcados
para C-fos (azul) e PNNs (verde).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho caracterizou as reacOes defensivas e o perfil de ativacdo e
plasticidade no cérebro de ratos pré-puberes de ambos 0s Sexos.

Utilizando a tarefa de condicionamento de medo ao contexto, foram registrados os
comportamentos de self-grooming, rearing e freezing. O self-grooming ndo se mostrou
informativo, uma vez que 0s grupos expostos ao choque exibiram, em média a mesma
quantidade e duracdo de eventos de autolimpeza dentro e fora dos periodos de aplicacdo de
estimulo aversivo no treino. Ressaltamos, porém, que em nosso trabalho, essa variavel
apresentou diferenca exclusivamente no contexto de diferengas sexuais, em que as fémeas do
grupo TR+ apresentaram mais autolimpeza do que 0os machos no momento do teste em que
ndo ha choques. Considerando que Fernandez-Teruel e Estanislau (2016) afirmam que este
comportamento pode ser uma medida denotativa de ansiedade relacionada ao uso de
ambientes novos, 0 resultado que encontramos deve estar indicando uma reatividade
diferencial ao estresse neste sexo.

Em relacdo ao comportamento de rearing, mesmo havendo algumas diferencas
intergrupo, em nosso trabalho este foi um dos comportamentos mais prevalentes. Observamos
que os eventos de rearing e sua duracdo foram maiores na parte do treino sem a apresentacao
dos choques. Sabemos que a fase da adolescéncia € um momento marcado pela curiosidade
nos roedores (Lin; Wilbrecht, 2022), assim 0s animais podem estar expressando este
comportamento como uma forma de explorar um ambiente desconhecido (Goes et.al., 2013).
Esta interpretacdo € apoiada pelo fato de que ndo realizamos habituacdo dos animais ao
aparato em nosso estudo, e, além disso, o experimento foi conduzido durante a madrugada, o
que corresponde a fase do dia em que o0s animais estdo mais ativos. Por outro lado, o rearing,
assim como o self-grooming, também € tido na literatura como um comportamento do tipo
ansioso (Sturman, 2018), sendo necessarios outros estudos para compreender adequadamente
0s comportamentos que ratos pré-pUberes exibem no contexto da tarefa que foi aqui
empregada.

O freezing é o principal indicador de reacdo imediata ao medo (LeDoux, 2014).
Embora estudos apontem que ratos com 10 dias de idade ja respondam ao protocolo de
condicionamento de medo ao contexto (Landers; Sullivan, 2012), alguns pesquisadores
mostraram reducédo de freezing em camundongos adolescente entre os 29 e 33 dias de vida,
gerando uma lacuna quanto a ontogenia comportamental desta reacdo defensiva. Em nossa

amostra, houve grande variagdo, pois nem todos os animais o apresentaram. Entretanto, nos
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animais submetidos a choques, observamos que a frequéncia de freezing foi maior na parte do
treino em que ha a presenca do estimulo aversivo, 0 que ndo ocorreu para 0 grupo TR-.
Juntamente com a expressao de freezing pelos animais do grupo TR+T, ao serem reinseridos
no aparato experimental 24 horas ap6s o teste, estes resultados indicam que o freezing parece
ser um correlato confiavel tanto para codificagdo como para evocacdo de memdria de medo.
Este argumento € apoiado por Baker & Richardson (2015), Raineki et al. (2010) e Santarelli e
colaboradores (2018), que também registraram freezing em ratos no P24, e a variacdo obtida
em nossa amostra pode se dever a menor intensidade de choques utilizada em nosso estudo,
comparada a literatura (Santarelli et. al., 2018).

A segunda parte dos nossos resultados se refere & imunohistoquimica, em que foi
utilizada a expressdo do gene imediato C-fos e das redes perineuronais em Cal, Ca2, Ca3 e
GD do hipocampo dorsal. Ao compararmos as medias das células reativas a C-fos e WFA dos
grupos experimentais com o grupo controle (Home Cage), podemos assumir que a ativacao
neuronal e a expressdo de redes perineuronais decorreram, de fato, dos procedimentos
experimentais.

C-fos é compreendido como um bom marcador de atividade celular, e nossos
achados corroboram o fato de que o aprendizado de medo contextual € hipocampo-
dependente em roedores desde o inicio da ontogénese (Travaglia et al., 2018); e verificamos
ainda até mesmo a codificacdo do contexto (grupo TR+) recruta o hipocampo como um todo
nesta idade, em ambos 0s sexos. Este dado confirma que, para esta modalidade de memoria, 0
hipocampo de animais em P24 ja apresenta algumas caracteristicas funcionais similares aos
adultos (Matus-Amat et al. 2004).

Ao observarmos os dados referentes as células reativas a WFA, parece haver menor
modulacdo por redes perineuronais na fase de evocacdo comparada a fase de codificacdo, uma
vez que a expressdo no grupo TR+T apresentou menores médias que os demais grupos
experimentais. Em nossas analises comportamentais, verificamos uma diferenca sexual na
forma de expressdo do freezing na evocacdo da memoria aversiva, em que 0os machos do
grupo Tr+T apresentaram maior laténcia para exibir este comportamento do que fémeas. Ao
observamos o perfil de ambos os sexos nos dados de imunohistoquimica, na fase de
codificacdo as fémeas parecem apresentar maior ativacdo neuronal que os machos em
praticamente todas as subareas hipocampais, enquanto os machos deste grupo parecem
expressar mais redes perineuronais que as fémeas no hipocampo. De todo modo, em funcéo
do reduzido tamanho amostral, os dados referentes a imunohistoquimica ndo sdo conclusivos,

e apenas demonstram possiveis dire¢des, as quais devem ser consideradas em estudos futuros.
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Desta forma, o nosso trabalho demonstrou que os ratos com 24 dias de vida
respondem com o comportamento de freezing nos processos de aquisi¢cao e evocacdo de uma
memoria de medo ao contexto. Foi observada uma diferenga sexual, em que as fémeas
apresentam maior prontiddo em expressar freezing na fase de recuperagdo da memoria.
Verificamos também células immunoreativas a C-fos e WFA (indicativas da presenca de
redes perineuronais) em todo o hipocampo dorsal, em todos 0s grupos experimentais, e em
ambos os sexos. E importante destacar que na idade aqui investigada (P24), os ratos ainda n&o
entraram na puberdade, ndo tendo sido expostos ao aumento de hormdnio gonadais que ocorre
na adolescéncia, acarretando diferencas na morfologia e fisiologia do hipocampo ao longo do
desenvolvimento (Premachandran et al., 2020); sabe-se que que existem receptores para
androgenos e estrégenos no hipocampo (Premachandran et al., 2020). Assim sendo, seria
interessante a realizacdo de estudos similares ao nosso envolvendo outras janelas temporais na
adolescéncia, abrangendo o periodo pré-pubere e pds puberdade (ou seja: apos as idades pos-
natal P35-P38).
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7 CONCLUSAO

O comportamento de Freezing continua sendo um bom indicador para a meméria de
medo contextual em ratos PND 24. A expressdo do IEG C-fos e a ativacdo de PNNs s&o
correlatos da estimulacéo aversiva, mesmo na presenca de choques em frequéncia de 0,5 mA.,
sendo evidente que as areas hipocampais dorsais (Cal, Ca2, Ca3 e GD) participam desse
processo. Torna-se importante a verificacdo desses resultados em ratos em outra fase da
adolescéncia, para verificar as modificacbes que ocorrem ap0s a exposicdo expressiva aos

hormdnios gonadais, em ambos 0S Sexos.
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ANEXO A - Parecer aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais

Universidade
Federal da
Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "CODIFICACAO DA MEMORIA AVERSIVA AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO EM RATOS",
protocolada sob o CEUA n2 2502280121 (o 001306), Sob a responsabilidade de Flavio Freitas Barbosa e equipe; Ywlliane da Silva
Rodrigues Meurer; Rochele Vasconcelos Castelo Branco Mourao; Karen Cristina Pugliane ; Rafaella Ellen de Andrade Marinho; ANA
PAULA DE CASTRO ARAUJO; Jeanderson Soares Parente - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd 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 Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 26/03/2021.

We certify that the proposal "FEAR ENCODING ENCODING ACROSS DEVELOPMENT IN RATS", utilizing 90 Heterogenics rats (30
males and 60 females), protocol number CEUA 2502280121 (o 001306), under the responsibility of Flavio Freitas Barbosa and
team; Ywlliane da Silva Rodrigues Meurer; Rochele Vasconcelos Castelo Branco Mourao; Karen Cristina Pugliane ; Rafaella Ellen de
Andrade Marinho; ANA PAULA DE CASTRO ARAUJO; Jeanderson Soares Parente - which involves the production, maintenance and/or
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes
or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 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 Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 03/26/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2021 a 03/2024 Area: Psicologia

Origem: Unidade de Producdo Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 30
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 200a250g

Origem: Unidade de Producao Animal IPeFarM

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 2 a3 meses N: 60
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 200a250g

Local do experimento: As tarefas comportamentais serdo realizadas entre 8h e 14h do dia de experimento na sala de
experimentacao do Laboratério de Estudos em Meméria e Cognicao (LEMCOG), localizado no Centro de Ciéncias Humanas, Letras e
Artes da UFPB. Os procedimentos de perfusdo, microtomia e analise imuno-histoquimica serdo realizados no Laboratdrio de
Psicofarmacologia localizado no IPeFarm.

Jodo Pessoa, 26 de marco de 2021

da«‘ﬂw o G Gorlos 1A, Clorsck

Profa. Dra. Jailane de Souza Aquino Prof. Dr. Carlos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco lll Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 2502280121



	1 INTRODUÇÃO
	2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA
	2.1 Memória
	2.2 Condicionamento do medo
	2.3 Genes Imediatos
	2.4 C-fos
	2.5 Redes Perineuronais

	3 OBJETIVOS
	3.1 Objetivo Geral
	3.2 Objetivos Específicos

	4 MÉTODO
	4.1 Animais e grupos experimentais
	4.2 Condução de acasalamentos para obtenção dos filhotes em idade específica
	4.3 Tarefa de medo condicionado ao contexto e desenho experimental

	Figura 1 - Tarefa de medo condicionado ao contexto e grupos experimentais.
	4.4 Análise do comportamento

	Os comportamentos analisados foram:
	Freezing, comportamento em que o animal permanece inteiramente imóvel por mais de 1 segundo, a não ser por movimentos referentes à respiração, que é uma resposta de medo amplamente descrita na literatura.
	Rearing, quando o animal retira totalmente as patas dianteiras do chão do aparato (foram incluidas nas análises o rearing apoiado em superficie vertical e o sem o apoio).
	Self-grooming, comportamento em que o animal faz uma autolimpeza, caracterizado por uma sequencia de movimentos estereotipados em ordem cefalocaudal (Kalueff et al. 2016).
	O experimento foi filmado e a análise do comportamento foi realizada, posteriormente, por meio do software EthoWatcher (Crispim Junior et al. 2012), um programa que possibilita o registro de categorias comportamentais pré-definidas, caracterizando dur...
	4.5 Perfusão, craniotomia e microtomia

	Ao final dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados com o uso de sobredose do fármaco anestésico geral tiopental sódico (180mg/kg, via i.p.). Com o animal completamente anestesiado, realizamos o processo de perfusão transcardíaca com im...
	4.6 Imunohistoquímica e Contagem de células

	Os cortes armazenados em compartimentos foram submetidos ao processo de imunohistoquímica para dupla marcação de C-fos e PNNs, baseada no protocolo avidina-biotina-complexada a peroxidase (ABC). Após lavagens iniciais com TF 0,1M e pré-tratamento com ...
	4.7 Análise estatística

	Os dados foram analisados no software IBM SPSS Statistics for Windows (versão 27). As diferenças significativas foram consideradas quando p < 0.05. Realizamos os teste de Shapiro-Wilk e de Levene, averiguando desvio de normalidade. Para investigar dif...
	5 RESULTADOS
	5.1 Comportamento

	Figura 2 - Ocorrência de Self-Grooming nos grupos TR+ e TR+T, expresso em Frequência (Figura 2A) e Duração (Figura 2B).
	Figura 3 - Ocorrência de Rearing nos grupos TR+ e TR+T, apresentada em Duração (Figura 3A) e Frequência (Figura 3B) nas duas partes da sessão de treino.
	Figura 4 - Ocorrência de Freezing nos grupos TR+ e TR+T, expressa em Frequência (Figura 4A) e Duração (Figura 4B) nas duas partes da sessão de treino.
	5.2 Diferenças entre grupos

	Figura 5 – Comportamento de Rearing entre grupos, apresentada em Duração (Figura 5A) e Frequência (Figura 5B) e para as duas partes da sessão de treino em Duração parte 1 (Figura5C) e para Frequência na parte 1 (Figura 5D) e parte 2 (Figura 5E).
	5.3 Diferenças Intragrupo referentes ao sexo

	Figura 6 - Diferenças sexuais em ratos PND24 submetidos ao Condicionamento de Medo ao Contexto: fêmeas do grupo TR+ apresentam mais autolimpeza que os machos na sessão inicial de treino e fêmeas apresentam menor latência para o comportamento freezing ...
	5.4 Imunohistoquímica

	Figura 7 – Neurônios reativos a C-fos nas subáreas hipocampais dos grupos Home Cage, TR-, TR+ e TR+T, representados como média e desvio-padrão.
	Figura 8 – Neurônios reativos a Wisteria floribunda, indicando a presença de redes perineuronais, nas subáreas hipocampais dos grupos Home Cage, TR-, TR+ e TR+T, representados como média e desvio-padrão.
	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÃO
	8 REFERÊNCIAS
	ANEXO A - Parecer aprovado pela Comissão Ética no Uso de Animais

