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RESUMO

A memoria episodica consiste na capacidade de recordar, de forma integrada, informagdes
contextuais dos eventos. Estudos com modelos animais tém utilizado critérios
comportamentais para avaliagdo desse tipo de memoria, utilizando elementos como o que
(evento) ocorreu, em determinado lugar (onde), em um dado momento do tempo (quando),
sendo sua ocorréncia tratada de forma associativa entre esses aspectos. . Salienta-se que ainda
ndo ¢ bem compreendido a sua trajetoria ontogenética. O presente estudo buscou descrever o
comportamento de ratos Wistar submetidos a uma tarefa de memoria similar a episodica
durante o neurodesenvolvimento. Nessa dire¢do, foram utilizados 140 ratos da linhagem
Wistar, sendo 30 reprodutores e 110 filhotes com 18, 24, 35, 60, 80 e 90 dias de nascimento,
mantidos em condigdes controladas. O presente trabalho realizou uma padroniza¢ao do
aparato e objetos para diferentes idades, logo foi feita uma avaliacdo de um conjunto de
objetos 3D. A tarefa de memoria similar a episddica consistiu em 3 sessdes, sendo 2 amostras
e 1 teste. Cada uma das sessdes teve duracao de cinco minutos, com intervalo de uma hora
entre elas. Também foram submetidos a uma tarefa de reconhecimento de objetos novos para
servir como controle de avaliagdo de discriminacao dos ratos e existéncia de falsos positivos.
Os resultados do indice de discriminagdo demonstraram que os ratos em diferentes idades
expressaram predominantemente a memoria temporal ndo-integrativa no teste
WWWhen/ELM, sobretudo a partir de P35, além de uma tendéncia para a memoria temporal
em P60 [t(14) = 1,954, p=0,071]. Para a NOR, apenas ratos em P33 foram capazes de
discriminar os objetos no primeiro e segundo minuto. Os resultados demonstraram que um
deles foi explorado diferencialmente. Analises referentes a locomogao, comportamento do
tipo ansioso e neofobia indicam que ratos em diferentes idades apresentam padrdo similar.
Essa ¢ a primeira tarefa de memoria episddica que avalia simultaneamente os aspectos
temporais e espaciais da memoria do tipo episddica em varias idades da ontogenia com
intervalo de tempo de uma hora, com objetos e campo padronizado para cada idade.
Conclui-se que ndo foram identificadas varidveis relacionadas a neofobia, sendo o principal
resultado do estudo, a emergéncia da memoria de ordem temporal em P35.

Palavras-Chave: Memoria similar a episddica. Exploragdo. Discriminac¢do de objetos. Ratos.



ABSTRACT

Episodic memory consists of the ability to remember, in an integrated way, contextual
information about events. Studies with animal models have used behavioral criteria to assess
this type of memory, using elements such as what (event) occurred, in a certain place (where),
at a given moment in time (when), and its occurrence is treated in an associative way between
the aspects mentioned above. Its ontogenetic trajectory is not yet well understood. The
present study sought to describe the behavior of Wistar rats submitted to a memory task
similar to episodic memory during neurodevelopment. To this end, 140 Wistar rats were used,
30 of which were breeders and 110 pups at 18, 24, 35, 60, 80 and 90 days of birth, kept under
controlled conditions. This study standardized the apparatus and objects for different ages, so
a set of 3D objects was evaluated. The episodic-like memory task consisted of 3 sessions, 2
samples and 1 test. Each session lasted five minutes, with an interval of one hour between
them. They were also subjected to a novel object recognition task to serve as a control for
evaluating the rats' discrimination and the existence of false positives. The results of the
discrimination index showed that rats at different ages predominantly expressed
non-integrative temporal memory in the WWWhen/ELM test, especially from P35 onwards,
in addition to a tendency towards temporal memory at P60 [t(14) = 1.954, p=0.071]. For
NOR, only rats on P33 were able to discriminate objects in the first and second minute. The
results showed that one of them was differentially explored. Analyses relating to locomotion,
anxiety-like behavior and neophobia indicate that rats at different ages show a similar pattern.
This is the first episodic memory task that simultaneously evaluates the temporal and spatial
aspects of episodic memory at various ages of ontogeny with a time interval of one hour, with
objects and a standardized field for each age. It was concluded that no variables related to
neophobia were identified, with the main result of the study being the emergence of temporal
order memory in P35.

Keywords: Episodic-like memory. Exploration. Object discrimination. Rats.



CAPITULO I

Introducao

A memoria ¢ a capacidade de armazenar, reter e recuperar informagdes ao longo do
tempo, resultante da interagdo com estimulos do ambiente. Ela é composta por diferentes
estagios: codificagdo (processo de transformar informagdes em um formato que possa ser
armazenado), consolidacdo (estabilizacdo das informagdes armazenadas), evocacao
(recuperacao das informagdes quando necessario) e esquecimento (perda de informagdes ao
longo do tempo) (Tulving, 2002). Para entender como a memdria funciona, ¢ importante
analisar como esses estdgios operam de forma independente € como se inter-relacionam,
influenciando a forma como lembramos e esquecemos informacdes (Guskjolem &
Cembromuvski, 2023).

O processo de codificagdo se da por meio de uma mudanga fisica no sistema nervoso
em resposta a uma experiéncia de aprendizagem. Tal etapa depende de outros sistemas e
processos, como ¢ o caso da atengdo, no qual os sistemas de memdria irdo seletivamente
armazenar as informacdes mais relevantes para o sujeito. Assim, as memorias recentemente
codificadas podem se manter temporariamente através do aumento da atividade neural
induzida pela aprendizagem (McGaugh, 2000). No caso de memorias de longo prazo, a
transformagdao de memorias de curto prazo para uma condicdo duradoura necessita da
expressdo de genes e proteinas, que perfazem o aumento de conexdes sindpticas entre os
neurdnios ativos no momento da aprendizagem, compreendendo o processo de consolidacio
(Bisaz, Travaglia & Alberini, 2014). J4 a evocagdo das memdrias se relaciona a reativagdo do
conjunto neuronal que estava presente durante a sua codificagdo, ou seja, apos a
consolida¢do, estas podem ser recuperadas por meio de uma ag¢do consciente ou inconsciente
do individuo (Cohen & Stackman, 2015).

Para além dessa concepgdo, a memoria pode ser classificada ndo s6 quanto a duracao,
mas também referente ao seu contetido. A primeira classificacdo, como citado anteriormente,
¢ baseada no aspecto temporal da memoria (curto/longo prazo), sendo a de curto prazo
evocada por curtos periodos no tempo, enquanto a de longo prazo requer a necessidade de
sintese proteica para consolidagdo, podendo ter sua evocagao apods longos intervalos de tempo

(horas a anos) (Squire & Zola, 1996; Izquierdo, 2018). A segunda classificacdo diz respeito



ao seu conteudo (explicito/implicito), onde as memorias explicitas t€ém duragdo variavel,
desde alguns minutos, até mesmo meses ou décadas e possuem disponibilidade de acesso
consciente para fatos ou eventos. Em relacdo as memorias implicitas, estas podem durar por
toda a vida e sdo expressas por meio da aprendizagem associativa ou ndo associativa de
habitos, possuindo uma rede dependente de varios sistemas cerebrais (Squire, Stark, & Clark,
2004).

A memoria explicita pode ser sub-classificada em semantica e episddica. O primeiro
tipo pode ser caracterizado pela capacidade de acumular informagdes e conhecimentos gerais,
auxiliando na formacgdo de conceitos sobre o mundo, elementos presentes ou fatos. A
memoria episoddica pode ser descrita como a habilidade para recuperar eventos que tem uma
especificidade quanto a sua localizagdo temporal e espacial (Tulving, 2002). Por muito tempo
afirmou-se que tal habilidade era unicamente humana, porém, nas ultimas décadas, tem-se
demonstrado que animais ndo verbais conseguem formar uma memoria similar a episodica
(Griffiths, Dickinson & Clayton, 1999). Partindo-se, entdo, da dificuldade de avaliacdo da
consciéncia destes animais, os pesquisadores tém estabelecidos critérios comportamentais
para sua investigacdo, o que, dentro de um olhar evolucionista nos permite compreender que
os seres humanos compartilhem ndo somente estruturas anatOmicas, mas também aspectos

cognitivos com outros animais (Barbosa & Castelo-Branco, 2022).

Memoria de Reconhecimento

Atualmente, compreende-se que, tanto a memoria episddica quanto a semantica
podem ser resgatadas através de pistas contextuais do ambiente, ou por meio de dicas internas
ao sujeito, sendo estes definidos como recordagdo e reconhecimento (Skinner & Fernandes,
2007; Yonelinas & Park, 2007). Assim, Aggleton e colaboradores (2012) tém discutido a
associacdo entre a capacidade reconhecimento e a memoria episddica. Alguns estudiosos
afirmam que tais elementos sdo parte do mesmo continuum, porém, outras evidéncias
indicam que se tratam de dois processos qualitativamente diferentes (Aggleton et al., 2012;
Cohen, & Stackamn, 2015; Yonelinas & Park, 2007; Aggleton & Brown, 2006). Avancos
obtidos nas técnicas de imagem associados ao desenvolvimento de testes comportamentais
auxiliaram na resolucdo de tais questdes, aproximando-as de um consenso, sendo o processo
de reconhecimento o indicador de que um acontecimento ja foi vivenciado (Aggleton &

Brown, 2006).



O processo de memorizagdo por reconhecimento pode ser compreendido como um
subtipo de memoria explicita, que esta atrelado a capacidade de discriminagdo entre um
objeto novo e outro familiar, sendo esta uma habilidade que esta presente em varias espécies.
Neste tipo de memoria podem ser descritos dois processos distintos: a familiaridade, que
compreende o como saber, € ndo se envolve a lembrangas de experiéncias anteriores, € a
recordagdo, que se associa a capacidade de atengdo plena aos estimulos presentes que acabam
por promover a evocacao consciente de detalhes contextuais (Cohen & Stackman, 2015;
Eichenbaum, Yonelinas & Ranganath, 2007).

Esses processos anteriormente mencionados tém fungdes que auxiliam no
fornecimento do reconhecimento global da experiéncia. Estudos tém evidenciado que o
processo de familiaridade aparece relacionado ao cortex entorrinal e perirrinal, como
também, o parahipocampal em primatas, enquanto o recordar esta intrinsecamente associado
ao hipocampo e, a partir disto, pode-se observar que tais processos operam de forma
dissociada em suas fungdes, mas que, integram conjuntamente areas do lobo temporal medial
(LTM) (Eichenbaum et al., 2007).

Neste sentido, ¢ relevante mencionar que tal habilidade ¢ crucial para o
reconhecimento e previsdo de situagcdes que possam vir a ser ameagadoras, além de situagoes
potencialmente vantajosas, possibilitando a modulacdo das respostas comportamentais.
Assim, as tarefas de reconhecimento de objeto se tornam um paradigma essencial na
investigacdo dos mecanismos neurais envolvidos nos diversos tipos de memoria (“o que”,
“onde” e “quando”), bem como relacionados aos diferentes estagios, como a codificacao,

armazenamento € evocagao.

O acesso a memoria similar a episodica através das tarefas de reconhecimento de objeto

Por meio da execugdo de uma tarefa de reconhecimento de novos objetos (NOR), foi
possivel observar que roedores gastam mais tempo explorando a novidade presente em um
objeto ainda desconhecido quando comparado ao mais familiar (Ennaucer & Delacour, 1988).
Tais tarefas consistem numa fase de amostra, compreendida como a sessdo de aprendizagem,
e uma fase de teste. Na fase amostral, os animais sdo postos em uma arena, que pode ser
circular ou quadrada, onde sdo expostos a novos objetos. Apds um intervalo de tempo, os
animais sao novamente expostos a esta arena, onde sdo apresentados a um objeto novo e um
familiar. A finalidade de tal tarefa € verificar se os animais passam maior tempo explorando o

objeto novo (Ennaucer & Delacour, 1988).



Uma primeira adaptagdo da NOR deu-se a partir do interesse na investigacdo do
aspecto espacial da memoria, denominada de tarefa de reconhecimento de localiza¢dao dos
objetos (NOLT). Nesta, os animais sdo postos em uma arena e apresentados, em fase de
amostra, a dois objetos idénticos. Apos um dado intervalo de tempo, os ratos sio novamente
realocados na arena e expostos aos objetos, com um deles sendo apresentado em nova
localizagdo. Assim, seguindo a logica da exploragao de novidades nestes animais, espera-se
que, durante o teste, estes gastem mais tempo na exploragdo do objeto deslocado, quando
comparado ao estacionario (Ennaucer, 2010).

Uma versdo de tarefa associativa da NOLT foi posteriormente criada, sendo
conhecida como “object-in-place”. Nela, comumente sdo utilizados 4 objetos diferentes em
uma fase amostral e, apds um intervalo de tempo, os animais sdo reexpostos a arena com o0s
mesmos objetos, contudo dois deles tendo suas posi¢des trocadas, sendo esperado que o
animal passe mais tempo explorando os objetos que tiveram mudanga em seu
posicionamento. Neste caso, o experimento possibilita avaliar se o animal consegue formar
uma associagdo entre os objetos e seus locais especificos (Dix & Aggleton, 1999).

Para além disso, tem-se compreendido a capacidade de reconhecer temporalmente a
apresentacao de objetos por parte dos ratos. A tarefa de memoria de ordem temporal
compreende a utilizagdo de duas fases de amostra e um teste. Na primeira fase amostral, os
animais sdo colocados na arena onde, livremente, exploram dois objetos “A” idénticos. Apds
o periodo de intervalo, os roedores sd3o novamente introduzidos no campo aberto e acessam
dois objetos “B” nas mesmas posi¢des da primeira fase de amostra. Por fim, durante o teste,
os animais s3o expostos a uma cdpia de cada um dos objetos apresentados anteriormente.
Como resultado ¢ esperado que os animais explorem mais o objeto mais antigo, neste caso, o
“A”, quando comparado ao que foi mostrado mais recentemente (Mitchell & Laiacona,
1998).

Diante do exposto, pode ser percebido que as tarefas apresentadas avaliam diferentes
elementos da memoria similar a episodica, porém tais protocolos nao verificam a capacidade
dos animais na integracdo de tais elementos dentro de uma situacdo especifica. Nesta
perspectiva, Kart-teke e colaboradores (2006) desenvolveram uma tarefa de reconhecimento
que consegue avaliar simultaneamente os aspectos de “o que-onde”, “o que-quando” e “o
que-onde-quando” da memodria (WWWhen/ELM task). Essa metodologia consiste em duas
amostras ¢ um teste com tempo de exploracdo de 5 minutos. Na primeira amostra os animais
podem explorar livremente, na arena, quatro objetos “A” idénticos. Apos o intervalo de uma

hora, os ratos sdo novamente expostos ao campo aberto para exploracdo livre de quatro
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objetos “B”, sendo dois deles colocados na mesma localizagdo do ensaio anterior. Por fim,
apos o intervalo de uma hora ¢ realizado o teste, que consiste na apresentagdo de dois objetos
“A” e dois “B” no campo aberto, onde um dos objetos “B” ¢ posto na mesma localizacao
(Estacionario Recente - ER) do segundo ensaio e o outro em novo local (Recente Deslocado -
RD). De maneira semelhante, um objeto “A” ¢ disposto em nova localizacdo (objeto
deslocado - OD) e outro no local antigo (Objeto estacionario - OE) ao seu ensaio.

Para avaliar os aspectos de ordem temporal, espera-se que os ratos explorem mais OS
quando comparado ao RS, devido a recéncia temporal que RS possui, sendo o OS, por ser
mais antigo em ordem de apresentagdo, possuidor de um carater maior de novidade. No que
concerne a discriminagdo espacial dos objetos, a expectativa de exploracdo ¢ direcionada
mais fortemente para RD, quando comparado ao RS. Destarte, os animais podem apresentar
um padrdo ndo linear para aprender os contetidos/aspectos da memoria, sendo capazes de
integrar desde informacgdes espaciais até temporais, tendo sua habilidade de discriminagao
relacionada as fases da tarefa. Para tal, a indicagdo dos aspectos comportamentais de
expressao da memoria similar & episddica se encontra na maior exploragdo do OS quando
comparado ao OD (Kart-teke et al., 2006). Assim, pode-se perceber que as tarefas
integrativas abarcam um maior recrutamento de areas, como também, maior esforgo
cognitivo (Aggleton & Nelson, 2020; Chao et al., 2020).

Recentemente tem sido demonstrado também que, seja em animais ndo-humanos ou
em humanos, a producdo de memdrias dependentes do hipocampo ¢ expressa ao longo da
maturagdo, ndo estando disponivel logo ao nascer (Ramsaran, 2018). Em ratos, a infincia ¢
compreendida desde seu nascimento até a etapa do desmame, sendo esta a fase na qual o
animal permanece aos cuidados maternos; a partir de seu desenvolvimento sexual e inicio da
exploracdo, da-se o inicio da adolescéncia (P21 até P60). Assim, a partir de seus 60 dias, com
a capacidade reprodutiva e repertério comportamental completo, define-se a fase adulta
(Kolhaas, 2010; Wishaw & Kolb, 2005).

Evidéncias tém demonstrado que ratos com idade entre 15 e 17 dias ja conseguem
executar a tarefa NOR e recrutar o cortex perirrinal (Westbrook, Brennan, & Stanton, 2014;
Kruger et al.,, 2012; Kruger, & Hanganu-opatz, 2013). Em relacdo as tarefas que sdo
dependentes do hipocampo (a exemplo da NOLT, object-in-place e WWWhen/ELM), a
literatura mostra que apenas entre 21 e 26 dias, tal tipo de memoria ¢ expressa, como ¢
apresentado por Westbrook e colaboradores (2014) que, em seu estudo, trouxeram evidéncias
apontando para expressao de memoria no hipocampo em ratos P21. Contrapondo-se a este

resultado, Jablonski e colaboradores (2013) fizeram o mesmo experimento, contudo, apenas
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ratos P26 conseguiram apresentar desempenho acima do acaso. Isto posto, observa-se que a
execucdo de tarefas hipocampo-dependentes terd suas performances mais tardiamente. Em
contrapartida, aquelas tarefas que ndo dependem diretamente do hipocampo irdo ser
executadas mais cedo no desenvolvimento.

Para além disso, quando ¢ abordado o contexto de memoria associativa, sabe-se que
ratos adolescentes ja executam este tipo de protocolo, como demonstrado por Ainge e
Langston (2012), onde ratos P30 expressaram memoria em tarefas OiC (objeto no contexto).
Nesta mesma dire¢do, buscando a associacdo entre o contexto e objeto através do uso de
protocolos, Ramsaran e colaboradores (2016) afirmam que, para o contexto, ratos P21
obtiveram um desempenho significativo e, para a integracdo object-place-context, apenas
ratos P31 realizaram bem a tarefa.

A performance dos ratos em tarefas dependentes do hipocampo tende a surgir mais
tarde, em comparacdo a tarefas que nao dependem desta area. Como se sabe, a tarefa NOR,
que nao depende diretamente do hipocampo, recrutando o cortex perirrinal, emerge entre P14
e P15, com intervalos curtos de retencdo de até 30 minutos. Para intervalos de retencao de 1
hora, foi observada discriminagdo da novidade apenas a partir de P21 (Reger et al., 2009).
Contudo, tarefas dependentes do hipocampo s6 tem boa execugao apos a infancia. Isto posto,
Westbrook e colaboradores (2014) evidenciou que, com intervalos de 5 minutos, os ratos com
P21 conseguiram ter boa performance e expressar memoria para localizagdo dos objetos,
embora Jablonski e colaboradores (2013), com mesmo intervalo de retengdo, demonstraram
que somente em P26 os ratos foram capazes de discriminar acima do acaso. Para intervalos
mais longos de até 2 horas, Travaglia e colaboradores demonstraram que apenas animais a
partir de P24 conseguiam expressar a NOLT. Para a tarefa de ordem temporal, com intervalos
curtos de 5 e 10 minutos por sessdo, para ratos, a memoria foi expressa entre P17 e P21. Ja
para intervalos de 1 hora, a tarefa foi realizada apenas em camundongos, tendo desempenho
significativo a partir de P28 (Cruz-Sanchez et al., 2021).

Para tarefas associativas, Ainge ¢ Langston (2012) observaram que ratos em P30
conseguiam bom desempenho na tarefa OiC (objeto no contexto), j& Ramsaran e
colaboradores (2016) indicaram que ratos em P21 ja apresentavam performance significativa
para tal tarefa. Para a tarefa de objeto, lugar e contexto, Ramsaran e colaboradores (2016)
evidenciaram que os animais ja apresentavam capacidade para realiza-la acima do acaso a
partir de P31, com intervalo de 5 minutos entre as sessdes. Asiminas (2022), demonstrou que
o reconhecimento surge aproximadamente entre 3 e 4 semanas (P25 e P28), com intervalo de

2 minutos entre as sessdes. No que concerne a associagdo entre objeto e contexto, a memoria
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parece emergir ao longo da quinta semana (Asiminas et al.,2022). Para a tarefa de
objeto-lugar, Asiminas e colaboradores (2022) ressaltam que a mesma emerge somente a
partir da sétima semana (P50). Seguindo a mesma proje¢do, a tarefa de associacdo entre
objeto, lugar e contexto, emergiu a partir da sétima semana (P50). Porém, mesmo com o
numero crescente de pesquisas envolvendo os elementos independentes da memoria do tipo
episodica, ainda ndo se encontram estudos que busquem avaliar, dentro de uma perspectiva
ontogenética, os aspectos de “o qué”, “quando” e “onde” como a tarefa WWWhen/ELM

(Kart- teke et al., 2006).

Substratos Neurais da Memoria Episodica

A literatura vem demonstrando que, em relacdo as estruturas cerebrais responsaveis
pela memoéria episoddica, encontra-se uma ampla zona de regides corticais, a exemplo do
cortex pré-frontal, que auxilia no processo de formacao da memoria (Chao et al., 2020). Além
disso, outras regides como o cortex parahipocampal, as quais se integram ao lobo temporal
medial, cuja organizagdo exerce um papel critico na aquisi¢do, consolidagao e evocagdo do
sistema episddico, bem como, da facilitacdo do reconhecimento, identificagdo e integragao
das informacdes dos estimulos advindos do ambiente (Allen & Fortin, 2013). A vista disso, o
hipocampo vem a desempenhar um papel crucial na formagao e consolidagdo de memorias
contextuais, episddicas, espaciais e sociais a longo prazo, como também na aprendizagem de
novas habilidades e associagdes complexas (Sugar & Moser, 2019; Eichenbaum et al., 2012).

A importancia do hipocampo na formagdo e consolidacdo de memorias também se
reflete em sua plasticidade sinaptica, um fendmeno que € crucial para a aprendizagem. A
plasticidade sinaptica, especialmente a potencializagdo de longa duragao (LTP), permite que
as conexOes neuronais se fortalecam em resposta a atividade, facilitando a codificacdo de
informagdes e a formacdo de memorias duradouras (Mitchell-Heggs, & Tse, 2024). Estudos
tém demonstrado que essa plasticidade ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo a
experiéncia e o ambiente, o que sugere que o contexto em que a aprendizagem ocorre pode
ter um impacto significativo na eficacia do hipocampo em formar novas memorias (Moser et
al., 2008)

A circuitaria do hipocampo apresenta uma singularidade em seu funcionamento, de
modo que, células granulares que estdo no giro denteado (GD) recebem projegdes de sinais

excitatorios via cortex entorrinal (CE), que projeta axonios para as regides de CA2 e CA3
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(Steward, 1976). Em uma outra via de comunicagdo, as células granulares, por meio de fibras
musgosas, conectam-se com CA3, que possui células piramidais que tanto recebem
informacdes do GD, quanto reverberagdes em sua estrutura. Isso ocorre através dos colaterais
de Schaffer que se projetam para CAl, a qual representa a rede de saida de informagdes para
0 CE (Schultz & Engelhardt, 2014).

O processamento da memoria durante a codificacao e evocagdo tem sido evidenciado
anatomicamente através de regides adjacentes ao hipocampo. As representacdes de
caracteristicas de itens ou objetos diferentes (via “o que”), da-se por meio da recepcdo e
codificacdo de informacdes sensoriais dadas nas porgdes do cortex perirrinal e cortex
entorrinal lateral (Yonelinas et al., 2024; Eichenbaum et al., 2007). Destarte, a codificagdo de
informagdes visuoespaciais e de representacdes contextuais combinadas as informagodes
sensoriais dos itens/objetos sdo formadas na regido medial do cértex entorrinal e pdsrrinal
(via “onde”), sendo o hipocampo responsavel pelo processamento e associagdo da localizagdo
do item ao seu contexto (Knierim, Neunuebel & Deshmukh, 2018; Eichenbaum et al., 2012).
Para além disso, a codificagdo temporal associada ao proprio desenvolvimento e maturagao
do animal estd associada a especificidade da memoria, como também em predicao acuradas
para julgamento e discriminagdo de eventos especificos, sao formadas por meio da ativagao
de CA1 (Eichenbaum, 2014).

Nessa direcdo, entende-se que o hipocampo funciona como elemento para formar
representacdes de itens relacionados. Para memoria espacial, esta regido vem a ser critica em
seu processo de consolidacdo, tanto humanos, como em ratos € animais ndo humanos, e
evidéncias tém sugerido que neurdnios hipocampais codificam localiza¢des especificas no
ambiente (place cells) (Tan et al., 2017; Ainge & Langson, 2012). Estes tipos de neurdnios
hipocampais respondem seletivamente a lugares especificos no campo, apresentando
desenvolvimento inicial a partir do P14 e com atividade similar a idade adulta a partir dos 40
dias (Tan et al.,2017; Ainge & Langson, 2012).

Para além disso, existem células que disparam um padrao em grade e desempenham
uma importante funcdo de segregar informagdes espaciais. Assim, a compreensdo dos
diferentes papéis exercidos pelo hipocampo pelo cortex entorrinal medial (MEC), através das
células em grade na formacdo da memoria episddica, contribui de forma significativa para o
apoio das representacdes entre o contexto espaco-temporal e a distingdo de rotas episodicas,
fornecendo, assim, um mapeamento ambiental (Eichenbaum et al., 2012).

Kesner, Hunsaker e Ziegler (2010) evidenciaram um disparo padrdo de atividade

neuronal na regido de CAl e que esta desempenha um papel importante na codificacdo e
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representacdo temporal de momentos especificos. Assim, a percepcdo da funcdo que as
“times cells” na regido de CAl exercem para codificacdo escalar de tempo da memoria,
mesmo que ndo exista alteracdo na localizagdo ou comportamental, possibilita para além
disso, uma nova forma de sustentacdo das rotas integrativas para especificidade dos episddios
(Eichenbaum, 2017).

O sistema de memoria episodica sempre esta ativado e gerando a captura e conexoes
entre os eventos de nossas experiéncias diarias, tal propriedade depende da acdo do
hipocampo, pois ¢ por meio dele que estas codificagdes das informagdes ambientais ocorrem
(Manns & Eichenbaum, 2009). Outras evidéncias importantes tém demonstrado a
importancia do hipocampo relacionado a separagdo de padrdes, principalmente relacionado
ao aprendizado contextual de medo (Laing & Dunsmoor, 2023; Ngo et al., 2021; Barkker et
al., 2008).

A avaliagdo da circuitaria neural envolvida nas diversas fases de formagdao da
memoria pode ser realizada por meio da investigagdo de mecanismos subjacentes ao
desenvolvimento de processos mnemonicos. Os correlatos de ativacao neuronal observados
na literatura durante a codificacdo, armazenamento ¢ evocacdo de informagdes t€ém sido
analisados por meio da expressdao de genes imediatos (IEGs). O IEGs mais descrito nos
estudos foi o c-Fos, que oferece uma cobertura espacial das regides integradas nos processos
cognitivos especificos (Barbosa & Silva, 2018).

Outros IEGs também sdo descritos, como o Arc e o Zif, contudo, o padrao de ativacao
neuronal entre o c-Fos, Arc e Zif diferem nas vias as quais sdo ativadas. O c-Fos e o Zif sdo
responsaveis pela transcricdo de genes que possuem relagdo com plasticidade sinaptica, ja o
Arc tem associacao direta a este processo de plasticidade, atuando diretamente em alteracdes
nos espinhos dendriticos (Lanahan & Worley, 1998; Okuno et al., 2018). Deste modo, o papel
metabolico, assim como a expressao diferente de cada IEGs na ativagdao neural durante o
processamento de memoria, oferece diversos caminhos a respeito dos mecanismos
envolvidos na formacao de tracos de memoria.

Sabe-se que, o periodo de desenvolvimento de estruturas do lobo temporal medial,
como ¢ o caso do hipocampo, estende-se no periodo pds-natal, sendo o processo maturacional
de areas diversas dessa regido dado de forma ndo coincidente (Sugar & Moser, 2019;
Eichenbaum et al., 2012; Reger, Hovda & Giza, 2009).

Neste sentido, observa-se que os niveis de expressdo dessas moléculas diferem de
acordo com a etapa do desenvolvimento, em animais infantes, apds a execu¢do de tarefas

hipocampo-dependentes, houve uma expressdo gradual e duradoura tanto para Arc, quanto
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para Zif, na fase de codificacdo. J4 em animais adultos submetidos a tarefas de esquiva
inibitoria, pela apresentacao basal de niveis protéicos e de RNAm baixos, apos a estimulacao,
ocorreu um aumento rapido destes durante a aprendizagem e memoria (Bessieres et al.,
2019). Por fim, os mecanismos de formagdo do engrama mudam no curso ontogenético, a
partir da quarta semana, com o desenvolvimento da circuitaria inibitdria, tornam-se mais
precisos, esparsos € complexos de acordo com o processo de maturagao dos ratos (Ramsaran

et al., 2023).

Justificativa

A memoria episodica ¢ a capacidade de armazenar e recuperar experiéncias pessoais
especificas, que estdo contextualizadas em um determinado tempo e espaco. Ela envolve o
processo de codificacdo, onde as informagdes sdo transformadas em uma forma que pode ser
armazenada, a consolidagdo, que estabiliza essas memdrias, € a evocagdo, que permite a
recuperagao das experiéncias vividas.

Esta modalidade de memoria compde um sistema amplo, e tem sido bastante estudada
em diversas areas, como as neurociéncias e a psicologia. Alteragdes em seu sistema podem
ser percebidas ao longo do desenvolvimento, sendo o hipocampo uma regido de particular
interesse.

Dentro da perspectiva neurobioldgica, o hipocampo ¢ compreendido como estrutura
relevante aos processos de codificagdo, armazenamento e evocagdo da memoria episoddica,
principalmente por sua interagdo com dreas subjacentes que possibilitam a integracdo de
conteudos contextuais, espaciais e temporais. Na literatura, ainda ha poucos estudos relativos
a modelos animais que permitem avaliar funcionalmente a ativagdo do hipocampo e os
mecanismos neurais envolvidos na associacao e expressao da memoria do tipo episddica sob
uma perspectiva ontogenética.

Conforme exposto por Donato e colaboradores (2020), os métodos baseados em
recursos de imagens nao foram ainda capazes de prover uma avaliacdo acurada dos correlatos
neurais envolvidos em processos mnemoOnicos ao longo do ciclo vital em humanos,
principalmente no inicio da vida. Modelos animais, consequentemente, tem se tornado uma
alternativa para testar hipoteses relativas ao neurodesenvolvimento da memoria em humanos,
seja no das psicopatologias, como na Ciéncia Bésica. Assim sendo, faz-se necessario
compreender os processos € mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da memoria

episodica.
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Objetivos
Objetivo Geral

Avaliar a expressao da memoria similar a episddica e descrever o comportamento de
ratos Wistar submetidos a uma tarefa de memoria similar a episddica (WWWhen/ELM),

durante o neurodesenvolvimento.

Objetivos especificos
1) Avaliar ratos infantes (P18), pré-puberes (P24), adolescentes (P35) e adultos (P60, P80
e P90) na tarefa de memoria similar a episodica (WW When/ELM);
2) Mensurar o comportamento do tipo ansioso durante a realizacdo da tarefa por ratos das
diferentes idades;
3) Caracterizar neofobia para exploracao dos objetos nas diferentes idades;
4) Investigar a viabilidade de um conjunto de objetos 3D produzido para a tarefa

WWWhen/ELM para ratos de diferentes idades.
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CAPITULO 11
METODO

Animais e aspectos éticos

Foram utilizados 140 ratos e ratas da linhagem Wistar, provenientes da Unidade de
Producdo Animal — UPA, da Universidade Federal da Paraiba, de acordo com o protocolo n°
9599290422 do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB. Os animais foram
alojados em gaiolas plasticas (32cm X 39cm X 16.5¢cm), com comida e dgua a vontade, em
uma sala com temperatura mantida em 23°C e ciclo de claro-escuro de 12/12h, com luzes
acesas a partir das 06h30min da manha. Todos os experimentos seguiram 0s manuais €
normas disponibilizados pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal

(CONCEA).

Desenho experimental

Tamanho amostral
Para delimitacdo do tamanho amostral, foi utilizado como base um experimento piloto

prévio realizado em nosso laboratorio em 2021, que consistiu na obtencdo de animais em
idades especificas a partir de seus progenitores (Protocolo CEUA N° 2502280121). Através
do experimento, o estudo possui uma média de 9,5 filhotes por fémea pareada em harém, com
proporcao de "2 por prole de machos e fémeas. Nesta direcdo, considerando a previsibilidade
de 10 animais para cada grupo nas idades experimentais, como também o tamanho amostral

das unidades experimentais de N=10, conforme estudos sobre esta modalidade de memoria.

Infraestrutura
Todos os experimentos foram realizados na sala de comportamento do Laboratorio de

Estudos em Memoria e Cogni¢do (LEMCOG), em uma sala com temperatura média de 23°C,
livre de ruidos e iluminagao de 150 lux, sendo a execugao dos testes realizada entre as 09h00

e 17h00.

Procedimento de Acasalamento e Acompanhamento da ninhada
Para obtencdo de prole em idade experimental pds-nascimento, foram realizados
acasalamentos mediante formac¢ao de harém, sendo a propor¢dao de duas fémeas para um

macho por gaiola. Foi realizado acompanhamento didrio das fémeas para identificacdo de
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gravidez que, ao ser constatada, ocorria a separagdo do macho das fémeas, com
remanejamento destas em gaiolas individuais, para aguardar o nascimento da prole. O dia de
nascimento de cada animal foi registrado e acompanhado individualmente para garantir que
os ratos fossem testados na fase correta do neurodesenvolvimento (i.e.: idades-teste
especificas).

O tamanho de ninhada foi mantido em 8 filhotes, para padronizar o investimento
materno na prole. Caso houvesse uma quantidade de machos da prole inferior a 8, fémeas

eram mantidas na gaiola até o desmame em P21, para garantir manter o mesmo padrao.

Manipulag¢io e Habituacio

Os animais eram manipulados em dupla ou individualmente, no primeiro dia de
manipulagdo o processo ocorria de forma individual, nas outros dois dias eram realizadas em
dupla, com objetivo de reducdo da responsividade dos animais aos experimentadores. A
manipulagdo dos animais pelos experimentadores possuiu duracao de 10 minutos diarios. As
habituagdes consistiram em sessdo de exposi¢do ao campo aberto, sem objetos, com a

duracao de 10 minutos durante 3 dias anteriores as idades de teste.

Tarefa de memoria similar a episédica (Tarefa WWWhen/ELM) e testes complementares
A tarefa de memoria similar a episddica seguiu o protocolo elaborado por Drieskens e

colaboradores (2017). A tarefa foi realizada no campo aberto, que consiste em uma arena
circular, com base preta e pistas proximais (figura 1A). A seguir ¢ demonstrada a adaptagdo

do tamanho do aparato por idade:

Idade de teste Tamanho do Campo (Didmetro X Altura)
P18 30cm X 30cm
P24 52cm X 52cm
P35 52c¢m X 52cm
P60, P80, P90 60cm X 40cm

A tarefa ¢ constituida de 3 etapas, a saber: habituacdo, amostra e teste. A habituagao

consistiu em sessoes diarias de 10 minutos, por 3 dias, onde os ratos eram expostos a0 campo
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com pistas proximais, localizadas em quatro pontos das paredes da arena, e com pistas distais

nas paredes da sala (Figura 1B), as quais permaneceram durante todo o experimento.

A B

Figura 1. (A) Campo aberto circular com pistas proximais. (B) Pistas distais dispostas nas
paredes da sala de experimentos.

Na segunda etapa, os animais passaram por duas sessdes de amostra, com duragdo de
5 minutos, e intervalos de uma hora. Apds uma hora de intervalo posterior a tiltima sessao de
amostra, foi realizada a sessdo de teste por 5 minutos.

Na primeira sessdo de amostra foram dispostos 4 objetos iguais (A), dando-se
intervalo de uma hora, entdo, na segunda sessdo foram apresentados quatro novos objetos
(B), sendo dois deles alocados em locais ocupados anteriormente pelos objetos A e outros
dois em locais diferentes. Uma hora apds a ultima amostra, foi realizado o teste, no qual o
animal ¢ colocado dentro do campo aberto e apresentado a quatro objetos ja conhecidos,
sendo dois recentes na sua apresentacdo (B) e dois mais antigos (A). Desse conjunto de
quatro objetos, dois estardo deslocados (A2 e B2) e dois permanecerdo em posi¢des

estacionarias (A1l e B1), conforme disposto na figura 2.

Amostra | Amostra 2
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Figura 2. Diagrama esquematico do experimento. Serdo utilizados animais com 18, 24, 35,
60, 80 e 90 dias de idade pds-nascimento.

Na execugdo da tarefa de memoria similar a episodica, foram utilizados quatro
modelos de objetos (Figura 3) impressos em 3D, sendo todos do mesmo material (Filamento
de Polidcido Léactico - PLA), na cor azul, tendo sido produzidas 4 copias de cada um
(Piramide, Cone, Vaso e Twizzler), adaptadas no tamanho de acordo com as idades dos
animais (ou seja P18, P24, P35, P60, P80, P90), com base no estudo realizado por Inayat et

al. (2021). Ao final de cada sessdo, os objetos foram higienizados com alcool diluido a 5%.

>
C) e

Figura 3. Copias dos quatros objetos utilizados nas sessdes de amostras e teste, que foram
feitos em impressora 3D. Objeto (A): Cone; Objeto (B): Vaso; Objeto (C): Twizzler; Objeto (D):
Pirdmide.

Teste de preferéncia por objetos (Experimento 1)

Para verificar a existéncia de possiveis vieses na exploragdo dos objetos a serem
utilizados na tarefa de memoria, foi realizado um teste prévio para verificar preferéncias
pelos itens impressos em 3D. O Teste de preferéncia para exploragao dos objetos foi
realizado com machos em P25. A habituagdo consistiu no mesmo protocolo aplicado nos

ratos para a tarefa WWWhen/ELM. Apds as 3 sessdes, no quarto dia, os animais eram
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expostos a 4 objetos diferentes posicionados no campo para exploracao livre, em sessdo unica

de 5 minutos.

Teste de discriminac¢ao de objetos novos (Experimento 2)
Para investigar se os animais estavam conseguindo discriminar os itens impressos em

3D, foi realizado uma tarefa de discriminagdo de objetos novos.

Figura 4. Tarefa de Reconhecimento de Objetos novos. Na primeira parte da figura esta representada a

fase amostral e na segunda fase o teste propriamente dito.

O primeiro momento de aplicagdo desta tarefa foi com ratos em P25, nas mesmas
condigdes experimentais da tarefa WWWhen/ELM, na presenga de pistas proximais e distais.
Os ratos passaram por 3 dias de habituagdes ao campo, no quarto dia passaram por uma
sessdo de amostra, na qual eram expostos a dois objetos idénticos, e apos intervalo de
retencdo de 1 hora, foram re-expostos ao campo, contendo um objeto familiar (ja exposto na
sessdo de amostra) e um objeto novo.

O segundo momento de aplicagdo desta tarefa foi realizado com ratos em P33, desta
vez na auséncia de pistas proximais e distais, pois o campo foi coberto com papel adesivo
preto. Antes da aplicagdo do teste, os animais passavam por 3 dias de habituagdes ao campo
por 10 minutos. No quarto dia os ratos eram postos no campo com dois objetos idénticos,
permitindo sua exploragdo livre por 5 minutos, e apos o intervalo de 1 hora, os ratos eram

expostos a um objeto anteriormente explorado e um objeto novo.
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Caracterizacao comportamental da memoria episddica ao longo do desenvolvimento:
Tarefa da Memoria Similar a Episédica (WWWhen/ELM) - Experimento 3

O experimento tem como objetivo investigar a memoria do tipo episoddica no seu
decurso ontogenético. Neste sentido, ratos na infancia (P18), ratos no inicio da adolescéncia
(P24) e ratos no final da adolescéncia (P35) foram submetidos e testados na tarefa de
memoria do tipo episddica. Como grupo controle para esta tarefa, utilizamos roedores adultos

(P60, P8O e P90).

Analise Comportamental e Estatistica

Todas as sessdes foram gravadas com webcam, localizada acima do campo, com
auxilio do software Debut. A analise dos videos ocorreu de forma automatizada, através de
treinamento de redes utilizando o software de codigo aberto DeepLabCut (DLC) (Nilson et
al., 2020/ Mathis et al., 2018). Apods o treinamento e analise no DLC, por meio do Simple
Behavioral Analysis (SimBa) (Nilson et al., 2020), foram demarcadas as regides de interesse
(ROI) a partir da posicao dos objetos no campo. A exploragdo foi definida como o momento
em que o focinho do animal estava dentro da regido de interesse (ROI/objetos) — esta area
corresponde a cerca de lecm ao redor do objeto. Para exclusdo de comportamentos
ndo-exploratorios, como apoiar-se no objeto para explorar/mapear o ambiente, escalar o
objeto ou permanecer proximo ao objeto sem atividade exploratoria.

Desta forma, as varidveis extraidas a partir destas analises foram a distncia
percorrida durante as sessoes, tempo total de exploragdo, além do inicio e final da exploracao
de cada objeto (Nilson et al., 2020; Mathis et al., 2018).

Para avaliar a expressdao da memoria, foi utilizado como pardmetro o tempo total de
exploragdo dos objetos, constituindo os indices de discriminagdo. Os indices sdo descritos
como medidas que abarcam a comparag¢dao de exploragdo de um objeto em relagdo a outro,
variando de -1 a +1.

Para mensurar o comportamento ansioso foi realizado analise, por meio dos videos,
em relagdo ao padrao locomocao, assim como a preferéncia entre percorrer areas mais
externas ou o centro. Também, como andlise desse tipo de comportamento foi avaliada a
laténcia, ou seja, o tempo em que o animal levava para iniciar a exploracdo em relagdo ao

primeiro objeto.
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indice de Discriminacio Indice de Discriminagio Indice de Discriminagio

Meméria Temporal Memoria Espacial Memoria Integrativa
Al-Bl B2-Bl Al-A2
Al+BI B2+B1 Al+A2
Valor entre -1 e 1 Valor entre -1 ¢ 1 Valor entre -1 e 1
L i Legenda: Legenda:

Al = Obj. antigo estaciondrio

. L B2 = Ohj. recente deslocado Al = Obj. antigo estaciondrio
Bl = Obj. recente estaciondrio :

B1 = Obj. recente estaciondrio Bl = Obj. antigo deslocado

Figura 5. Formulas dos Indices de Discriminagao.

Os procedimentos estatisticos foram conduzidos com o programa SPSS (25.0) e
diferengas foram consideradas estatisticamente significantes com um valor de p menor que
0,05. A normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Em caso de normalidade
os indices de discriminagdo foram comparados em relagdo ao acaso com valor em zero
mediante utilizagdo do Teste t de uma amostra. Para avaliar o efeito de interagdo entre as
zonas do campo aberto por habituagao e distancia total percorrida entre sessdes, foi utilizada
a ANOVA de medidas repetidas, para distribuigdo normal e seguidas de post-hoc Bonferroni.
Para avaliar o perfil de laténcia de exploracdo dos objetos na primeira sessdo de amostra, caso
em que ocorreu desvio da distribuicdo, foi utilizada a ANOVA de Friedman. Para
comparagdes do tempo total de exploragdo e teste de preferéncia foi utilizado ANOVA de
medidas repetidas com objetos como fatores em caso de distribuicdo normal, seguida do teste
post-hoc de Bonferroni. Também foi aplicada a correcdo de Greenhouse-geisser nos casos em

que foi verificada violagao da esfericidade.
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CAPITULO III

RESULTADOS

Padrao de Locomocao dos animais nas sessoes de Habituacio
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Distancia percerrido por Habituagao paratodas as idades
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Figura 6. Distancia percorrida (em mm) por roedores durante as sessdes de habituacdo em diferentes idades.
(A) P18, (B) P24, (C) P35, (D) P60, (E) P80, (F) P90, (G) Comparativo das sessoes de habituagdo por idade. As
colunas representam a média da distancia percorrida em cada sessdo de habituacdo (Hab 1, Hab 2 e Hab 3),
com barras de erro indicando o erro padrdo da média (£1 SEM). Os asteriscos indicam significancia estatistica

(*p <0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre as habituacdes.

A Figura 6 apresenta o padrdo de locomocgao dos animais no campo aberto nas sessoes
de habituagao. Para os ratos em P18, a ANOVA de medidas repetidas nao revelou efeito para
as sessoes de habituacao [F(1,12) =3,533; p=0,08; n2 =0.227, considerando a estimativa de
Greenhouse-Geisser].

De forma semelhante, para P24 a ANOVA de medidas repetidas revelou efeito para
as sessoes de habituagdo [F(2,24) = 8,313; p = 0,002; n2 = 0.409, considerando a estimativa
de Greenhouse-Geisser]. No post-hoc, foi evidenciado que a habituacdo 1 teve maior
distancia percorrida que a habituacdo 2 (p=0,01) e que a habituacao 3 (p= 0,02).

Por sua vez, para P35 a ANOVA de medidas repetidas nao revelou efeito para as
sessoes de habituacao [F(1,13)=3,317; p =0,08; n2 = 0.217, considerando a esfericidade].

Para os animais em P60, a ANOVA de medidas repetidas revelou efeito para as
sessoes de habituacao [F(1,15) = 11,546; p = 0,003; n2 = 0. 452, considerando a

esfericidade]. Por meio do post-hoc, foi observado que a habituacao 1 teve maior distancia
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percorrida que a habituagdo 2 (p= 0,04) e que a habituagdo 3 (p= 0,005), assim como, a
habituacao 2 foi mais percorrida que a habituag¢ao 3 (p<0,001).

Em relagdo a locomogdo dos animais no campo aberto para P80, a ANOVA de
medidas repetidas revelou efeito para as sessoes de habituacao [F(2,18) =5,393; p=0,03; n2
= 0. 375, considerando a esfericidade]. Ao se realizar o post-hoc, foi evidenciado que a
habituagdo 1 teve maior distancia percorrida que a habituagao 2 (p=0,01) e que a habituacao
3 (p=0,05).

Seguindo a mesma perspectiva, para P90, a ANOVA de medidas repetidas revelou
efeito para as sessdes de habituacdo [F(2,18) = 5,471; p = 0,03; n2 = 0. 378, considerando a
esfericidade]. O post-hoc demonstrou que a habituacdo 2 teve maior distancia percorrida que
a habituagdo 3 (p=0,03).

No entanto, para o comparativo entre todas as idades por sessdo de habituagdo, a
ANOVA revelou efeito para as sessoes de habituagdo [F(2,19) = 13,099; p <0,001; n2 = 0.
593, considerando a esfericidade]. Na habituagdo 1, no post-hoc, os animais em P35 tiveram
maior distancia percorrida do que P24 (p<0,001), assim como animais em P80 percorreram
maior distancia do que P35 (p<0,001) e que P24 (p<0,001). Na habituagao 2, no post-hoc
foram encontradas diferengas, P35 teve maior distancia que P18 (p<0,001), P60 teve maior
distancia percorrida que P18 (p<0,001) e que P24 (p= 0,006), P80 foi maior em distincia
percorrida do que P18 (p<0,001), P24 (p=0,005) e P35 (p= 0,03), e P90 teve distincia
percorrida maior apenas que P18 (p<0,001) e P24 (p= 0,002). Para a habitua¢do 3, no
post-hoc, P60 teve maior distancia percorrida que P18 (p<0,001) e P24 (p=0,008), P80 teve
maior distancia percorrida que P18 (p<0,001), P24 (p= 0,003)e P35 (p= 0,05) e, por fim, P90
teve sua distancia percorrida maior que P18 (p=0,001) e P24 (p= 0,002).

Caracterizacao da exploracao da periferia e do centro do campo entre as habituagdes

Para verificar a expressao do comportamento do tipo ansioso, foi avaliada a
locomogao dos ratos no campo aberto durante as sessdes de habituacdo. Assim sendo, no
aparato foram demarcadas zonas que o dividiram entre periferia (Zona 1), area de transi¢ao

ou intermediéria (Zona 2) e centro (Zona 3). A Figura 7 demonstra tal disposi¢ao.
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[ Zona 1 - Vermelho

Zona 3 - Azul

I .N;:&Q"‘;' e .." N 2 -
Figura 7. Representagao de cada zona do campo. Zona 1 em vermelho (Z1), zona da periferia do
campo; Zona 2 em laranja (Z2), zona intermediaria ou de transi¢do; Zona 3 em azul (Z3), centro do
campo.

Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagéo 1 em P18
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Figura 8. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transi¢do (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituacdo em P18. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.
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Assim sendo, esta secdo apresenta a ocorréncia de locomogao em areas proximas as
bordas do aparato ou mais internamente, Para os ratos em P18, o teste de Mauchly indicou
que a esfericidade foi violada, X*(2) = 11.867, p<0.001, considerando a estimativa de
Greenhouse-Geisser. Na realizacio da ANOVA de medidas repetidas, foram observadas
diferencas entre as zonas para a habituacao 1 [F(1,13)= 84.404, p<0.001, n>=0.885]. Ap0s, foi
feito post-hoc, para ver quais zonas estavam diferentes, foi demonstrado que a zona 1 foi
maior explorada que a zona 2 (p<0.001), que a zona 1 teve maior exploracdo que a zona 3

(p<0.001) e a zona 2 teve maior preferéncia de exploracdo que a zona 3 (p=0.03).
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Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagao 1 em P24
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Figura 9. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transi¢do (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituagdo em P24. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.

Para os animais em P24, o teste de Mauchly indica que a hipotese de esfericidade foi
violada, X?(2) = 19.155, p<0.001, considerando a estimativa de Greenhouse-Geisser. Para a
habituagdo 1 houve efeito na interagao entre as trés zonas[F(1,13)= 107.89; p<0.001;
n?=0.900]. No post-hoc, a zona 1 teve maior distancia percorrida que a zona 2(p<0.001) e

zona 3 (p<0.001), e a zona 2 teve maior exploragao em comparagao com a zona 3(p<0.001).
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Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagao 1 em P35
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Figura 10. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transicdo (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituagdo em P35. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.

No que se refere a ratos em P35, no teste de Mauchly pode ser observado que a
esfericidade foi violada, X*2) = 45.510, p<0.001, considerando a estimativa de
Greenhouse-Geisser. Entdo, realizou-se ANOVA de medidas repetidas, na habituacao 1 foi
observada diferenca significativa entre as zonas [F(1,12)=62.05; p<0.001; n?>=0.838]. Por fim,
no post-hoc foi observado que a zona 1 teve maior distancia percorrida que a zona 2(p<0.001)

e que a zona 3 (p<0.001), e que a zona 2 teve maior distdncia percorrida que 3 (p<0.001).
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Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagao 1 em P60
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Figura 11. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transi¢cdo (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituacdo em P60. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.

Em P60, no teste de Mauchly constatou-se que a esfericidade foi violada X*(2) =
16.100, p<0.001, considerando a estimativa de Greenhouse-Geisser. Na habituagao 1 foram
observadas diferencas entre as zonas, por meio da ANOVA de medidas repetidas,
[F(1,16)=1.706; p<0.001; n*=0.981]. Por fim, no post-hoc foi observado que a zona 1 teve
maior distancia percorrida que a zona 2(p<0.001) e que a zona 3 (p<0.001), e que a zona 2

teve maior distancia percorrida que 3 (p<0.001).
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Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagao 1 em P80
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Figura 12. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transicdo (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituagdo em P80. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.

Para ratos em P80, no teste de Mauchly, foi constatada a violacao da esfericidade,
X?(2) = 14.841, p<0.001, considerando a estimativa de Greenhouse-Geisser. Na Habituacao
1, por meio da ANOVA de medidas repetidas, foram encontradas diferengas para as trés
zonas [F(1, 9)=36.959; p<0.001; n’>=0.804]. No post-hoc foi observado que a zona 1 teve
maior distancia percorrida que a zona 2(p= 0.02) e que a zona 3 (p<0.001), e que a zona 2

teve maior distancia percorrida que 3 (p<0.001).
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Distancia percorrida na periferia e centro do campo na Habituagao 1 em P90
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Figura 13. Distancia percorrida (em mm) nas zonas de periferia (Z1), transicao (Z2) e centro (Z3) do campo
aberto durante a primeira sessdo de habituacdo em P90. Os asteriscos indicam significancia estatistica (*p <
0,05; **p < 0,01) em comparagdo entre zonas.

Para ratos em P90 na primeira habituagdo, foi constatada violagdo da esfericidade
através do teste de Mauchly, X*(2) = 11.951, p=0.003, considerando a estimativa de
Greenhouse-Geisser. Na realizacdo da ANOVA de medidas repetidas foram encontradas
diferencas entre as zonas, [F(1, 10)=98.293; p<0.001; n=0,916]. Por fim, no post-hoc foi
observado que a zona 1 teve maior distancia percorrida que a zona 2(p<0.001) e que a zona 3

(p<0.001), e que a zona 2 teve maior distancia percorrida que zona 3 (p<0.001).
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Laténcia de exploracdo do primeiro objeto na primeira sessido de amostra
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Figura 14. Efeito da idade na laténcia para a primeira exploracdo no campo aberto. Média do tempo (em
segundos) para a primeira entrada na regido de interesse durante a tarefa, nas diferentes idades avaliadas: P18,

P24, P35 e P60. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (SEM).

Para avaliar a possivel interferéncia da neofobia na explorag¢do, buscamos mensurar a
laténcia para visitar o primeiro objeto explorado pelos animais no ensaio experimental (ou
seja: o primeiro evento de exploracdo, que se da na primeira sessdo de Amostra). Esta
variavel foi investigada dentre as idades testadas. Os dados ndo seguiram uma distribui¢ao
normal, assim foi realizado o teste de Kruskal Wallis, o qual ndo revelou efeito na laténcia
para visitar o primeiro objeto explorado por ratos P18, P24, P35 e P60 , x*(3) = 2,656,
p<0,448.
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Experimento 1 - Ratos possuem algum viés de preferéncia entre os objetos?

Tempo total de Exploragao por Objeto
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Figura 15. Tempo total bruto de exploracdo por tipo de objeto. Média do tempo total de exploragdo (em
segundos) dedicado a cada objeto durante a tarefa: Piramide, Vaso, Cone e Twizzler. O objeto do tipo Cone foi o
mais explorado, seguido pelo Vaso, Twizzler e Pirdmide. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao

da média (SE).

Paralelamente as tarefas de reconhecimento de objetos, foram realizados testes de
preferéncia entre os objetos, com animais em P25, a fim de avaliar se hd enviesamento na
exploracao de objetos. Foi realizada ANOVA de Medidas Repetidas com o objeto sendo um
fator [F(3,30) = 5,924; p= 0,003; n*> = 0,350]. Apo6s, foram realizados teste post-hoc, para
avaliar o comparativo dos objetos, sendo observada preferéncia do cone quando comparado a
piramide (p=0.01), assim como, maior exploragdo do cone em relagao ao twizzler (p=0.03).

Dado o resultado apresentado, o cone nao foi utilizado nos experimentos seguintes.

Experimento 2 - Sera se os ratos realmente discriminam ou somente esqueceram os
objetos?

Para averiguar se os ratos conseguem lembrar ou ndo de objetos apresentados no
periodo de retencdo utilizado na tarefa de memoria similar a episddica, foi aplicada a tarefa
de reconhecimento (NOR) em duas idades. Inicialmente, a tarefa foi aplicada na idade de 25

dias, estado o ambiente com pistas proximais e distais. Posteriormente, foram retiradas todas
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as pistas, e o campo foi coberto com um adesivo parafilme preto, tendo sido testados ratos em
33 dias. Ressalta-se que a tarefa realizada seguiu o intervalo de 1 hora entre amostra e teste,
seguindo os parametros de intervalo da tarefa WWWhen/ELM.

Em relacdo ao indice geral de discriminagdo, ratos com P25 ndo foram capazes de
discriminar os objetos. Quando buscamos avaliar o cumulativo por minuto do indice, ainda
assim, em nenhum minuto foi observada discriminagdo por parte dos roedores [p= 0,423; d=
0,266].

Em relacdo ao indice geral de discriminagdo para ratos P33, ndo foi encontrado
diferengas estatisticas significativas. Contudo, ao se avaliar o cumulativo por minuto,
percebe-se que, no primeiro [p= 0,068; IC= -0,0233 - 0,5231; d= 0,654] e no segundo [p=
0,09; IC= -0,0307 - 0,3521; d= 0,601] minuto, os ratos demonstraram uma tendéncia para a

discriminacao dos objetos.
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Experimento 3 - WWWhen/ELM

Exploragdo dos objetos por idades na sessdo de teste
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Figura 16. Tempo médio de exploragdo (em segundos) durante a tarefa de exploragdo em diferentes idades
(P18, P24, P35, P60, P80 e P90), na fase de teste de ratos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao
da média (SEM).

Para a exploracdo total dos objetos na fase de Teste (Figura A.), foi realizada ANOVA
de um fator, tendo sido observado efeito na exploragdo dos objetos entre os grupos
experimentais [F (5, 72)=5,484; p< 0,001; n*>= 0,276]. Foi entdo realizado post-hoc
Bonferroni, e se verificou que o grupo de P35 teve maior tempo de exploragdo quando

comparado a P24 (p=0,001), assim como P60 quando comparado a P24 (p=0,001).
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Indices de Discriminagdo por idade na fase de teste da tarefa WWWhen/ELM
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Figura 17. Indices de discriminagdo do cumulativo (minuto a minuto) nos testes de memoria episodica
"what-where-when" (WWWhen) ao longo do desenvolvimento (idades em dias pds-natal). Os painéis de A a E
representam a analise cumulativa por minuto de exploragdo durante o teste, sendo A) primeiro minuto, B)
segundo minuto, C) terceiro minuto, D) quarto minuto e E) quinto minuto. Em cada painel, sdo apresentados trés
indices de discriminagdo: IDX Integragdo (azul), IDX Espaco (verde) e IDX Tempo (bege), com médias + erro
padrdo (SE). A presenga de asteriscos (*) indica desempenho significativamente acima do nivel do acaso (p <

0,05), e simbolos de cerquilha (#) indicam tendéncias estatisticas (p 2 0,06).

O presente trabalho objetivou descrever o comportamento de ratos Wistar submetidos
a uma tarefa de memoria similar a episddica durante o neurodesenvolvimento, para tanto
foram investigados ratos em P18, P24, P35, P60, P80 e P90.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas nos indices de tempo, espaco e
integragdo nos ratos em P18, ao se considerar o tempo total do teste. Ao se avaliar os indices
em relacdo ao cumulativo de minutos durante a sessdo, observou-se que, no primeiro [p=
0,002; IC= 0,2683 - 0,9240; d= 1,099], segundo [p= 0,059; IC=-0,0148 - 0,6500; d=0,577] e
quarto [p= 0,048; IC= 0,0023 - 0,5413; d= 0,610] minuto, houve discriminacao para ordem
temporal. A memoria espacial foi expressa no primeiro [p= 0,031; IC= 0,0492 - 0,8222; d=
0,716] minuto. O indice de integracdo dos elementos foi percebido no primeiro [p= 0,048;
IC= 0,0040 - 0,6330; d= 0,612] e no quarto [p= 0,050; IC= 0,0000 - 0,5241; d= 0,604]
minuto.

Ratos em P24 nio obtiveram estatisticas significativas nos indices espaco e integragao
quando se observa toda a duragdo do teste, observa-se discriminacdo em relagdo a memoria
de ordem temporal [p= 0,05; IC= -0,0036 - 0,3578; d= 0,543]. Quanto as medidas
cumulativas, foi observado no minuto quatro uma tendéncia para a ordem temporal [p= 0,07;
IC=-0,0194 - 0,3871; d=0,501].

Para os ratos em P35, foi expressa memoria de ordem temporal [p= 0,037; IC= 0,0091
- 0,2505; d= 0,596] considerando-se o tempo total do teste. Com referéncia ao acumulado
durante a sessdo, foram constatadas estatisticas significantes para o segundo [p= 0,014; IC=
0,0547 - 0,4181; d= 0,721], terceiro [p= 0,021; IC = 0,0285 - 0,2959; d= 0,672], quarto [p=
0,019; IC= 0,0309 - 0,2982; d= 0,682] e quinto [p= 0,037; IC= 0,0091 - 0,2505; d= 0,596]
minuto na memoria de ordem temporal.

Em P60, os ratos expressaram apenas uma tendéncia para memoria de ordem
temporal ao se considerar todo o tempo de teste [p=0,071; IC =-0,0129 - 0,2766/ d= 0,504].

No que tange ao cumulativo durante a, na memoria de ordem temporal foram observadas
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diferengas estatisticamente significativas no quarto [p= 0,070; IC = -0,0169 - 0,3844; d=
0,507] e quinto [p=0,071; IC =-0,0129 - 0,2766; d= 0,504] minuto.

Ratos em P81 ndo expressam memoria episddica e nenhum dos indices de
discriminacao espacial e de ordem temporal. Quando se avalia a minutagem, os animais ainda
permanecem sem discriminar os objetos ao longo da tarefa.

Ratos em P90 expressaram uma tendéncia para memoria de ordem temporal [p=0,08;
IC= -0,033 - 0,402/ d= 0,605]. No que se refere a minutagem acumulada, os ratos
expressaram tanto memoria de ordem temporal [p= 0,01; IC= 0,2542 - 0,7136; d= 1,507]
quanto espacial [p= 0,03; IC= 0,0447 - 0,8007; d= 0,800] no primeiro minuto.

41



CAPITULO IV

DISCUSSAO

O trabalho buscou caracterizar comportamentalmente a emergéncia da memoria
similar a episodica em diferentes idades do desenvolvimento. Os resultados demonstraram
que somente os ratos em P18, no cumulativo da sessdo (Imin), integraram os aspectos da
memoria similar a episddica. Contudo, parece haver um perfil de expressdo consistente no
que se refere a memoria temporal, que aparece a partir de P24. Observa-se também que no
teste de reconhecimento de objetos novos, foi observado que apenas ratos em P33 sdo
capazes de discriminar objetos, considerando-se os dois primeiros minutos. Na compreensao
destes resultados, ¢ importante ressaltar que, objetivando padronizar os itens € o aparato que
constituem a tarefa, foi utilizado um conjunto de objetos 3D com dimensdes adaptados a cada
idade. E importante relembrar também que a tarefa foi aplicada conforme o protocolo de
Kart-teke e colaboradores (2006), mantendo-se inalterados os intervalos de retengao.

No que se refere a emergéncia da memoria para o tempo, os resultados estdo na
direcdo de estudos anteriores quanto ao inicio de expressao mais tardio. Em intervalos de 10
minutos, este tipo de memoria aparece entre P17 e P20, contudo ndo se tem evidéncias em
intervalos tdo longos quanto 1 hora, como o o utilizado em nosso estudo — somente em
pesquisas realizadas com camundongos, tendo sua expressdo a partir de P28 (Cruz-Sanchez
et al., 2020; Assiminas et al., 2022).

Nessa mesma direcao, nossos resultados parecem estar em contraponto a Asiminas e
colaboradores (2022) e Ramsaram (2016), quando direciona-se a discussao para tarefas que
associam mais de um aspecto da memoria, exigindo maior carga cognitiva e capacidade de
integragdo, a exemplo da tarefa objeto-lugar (OL ou Object - Place Recognition, OPR),
objeto no contexto (Object in Contexto, OiC) e Objeto - Lugar - Contexto (OLC ou,
object-place-contexto, OPC), em que a memoria somente emerge nas idades de P26 e P31 em
camundongos, sendo estas realizadas com intervalos de retengdo de 5 minutos. Em estudo
desenvolvido por Assiminas e colaboradores (2022), o qual avaliou a emergéncia da memoria
integrativa em diferentes idades em ratos, tanto para OPR, quanto para OLC, esta teve sua
expressao iniciada a partir da 7* semana, entre 49 e 50 dias, com um curto intervalo de

retencdo entre as sessoes. Porém, em comparacdo ao estudo aqui realizado, ressalta-se
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diferencas metodologicas na natureza de informagdo contextual, além do intervalo de
retengdo da tarefa, pois os autores utilizam apenas 2 minutos entre as fases das tarefas e foi
aplicado 1 hora.

Embora parega que o perfil de emergéncia da memoria de ordem temporal surja a
partir de P24, com a realizagdo da tarefa de reconhecimento de objetos, sugere-se que, nesta
idade, os animais apenas esqueceram do objeto mais antigo, apresentando um falso positivo
para a discriminagao temporal. Logo, parece que apenas a partir de P35 os animais realmente
tém capacidade discriminativa para o tempo, com excecdo dos ratos em P80, de modo que a
nossa hipotese ¢ de que existem diferentes mecanismos comportamentais e neurobioldgicos,
ligados a ontogénese, que possibilitam tal competéncia.

Por que entdo os animais expressaram a memoria de ordem temporal, € ndo a
espacial? Uma hipotese que pode ser discutida € a de que os tragos de memoria em cada um
desses elementos sdo diferentes e exigem estratégias diferentes para sua codificacdo,
consolidagdo e evocagdo, a depender da fase ontogenética. Em idades mais iniciais, € possivel
que os animais ndo consigam visualizar e integrar os varios elementos postos em campo,
enquanto em ratos adultos outros fatores podem surgir, como a neofobia e/ou a motivacao
para a exploragdo durante a execucao da tarefa referéncia.

A isto, Araujo e colaboradores (2021) traz que diferentes estratégias sdo utilizadas
pelos ratos em pista de multiplas tarefas, e que, a memoria temporal ndo depende de
elementos e mapeamento do espaco para ser expressa, ao contrario da memdria espacial, na
qual o rato utiliza tanto de estratégias alocéntricas e egocéntricas para mapear o contexto em
que esta inserido e para se situar dentro do espago, o que pode trazer elementos diferentes a
formagdo dos tragos de memoria. Embora se ja existam dados sobre a ontogenia dos
correlatos neurais e comportamentais da memoria espacial (Travaglia et al., 2018; Westbrook
et al.,, 2014; Contreras et al., 2019; Tan et al., 2017; Ainge & Langson, 2012) ha de se
considerar a natureza integrativa da tarefa aplicada no presente trabalho. Em outras palavras:
ndo ¢ adequado pensar nos elementos constituintes do protocolo de forma separada e
independente, pois ¢ possivel que presenga de um elemento auxilie ou dificulte a expressao
do outro.

Dentro desta reflexdo, e considerando-se os resultados positivos para a memoria
temporal em diferentes idades, cabe hipotetizar quanto a saliéncia diferencial dos elementos
da experiéncia. Neste contexto, Chao e colaboradores (2016) construiram uma tarefa para
acessar de forma simultanea a memoria para item e para local. Na sessdo de amostra dessa

tarefa, sdo apresentadas duas copias idénticas de um objeto e na sessdo de teste, ¢ apresentada
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uma copia do objeto familiar em um novo local e um objeto novo em local conhecido. Os
autores, entdo, aplicaram diferentes intervalos de retencdo e verificaram que, em longos
intervalos (i.e.: 24h), existe evocagdo da memoria para o objeto, mas nao para o local,
indicando uma possivel hierarquia entre os aspectos mnemonicos. Considerando-se os
resultados da nossa pesquisa, ¢ possivel que as condi¢des da tarefa (isto €: os objetos
empregados e contexto experimental) tenham favorecido uma dimensao da memoria em
detrimento de outra.

Quanto ao engajamento dos ratos na tarefa de memoria similar a episodica, no que se
refere ao tempo de exploragdo total dos objetos na sessdo de teste, o perfil evidenciado em
nossos resultados indica que os animais ndo se diferenciam muito quanto a exploracdo, pois,
como foi demonstrado, apenas P35 e P60 apresentaram maior tempo de exploragdo quando
comparados a ratos mais jovens. Interessante perceber que isso pode estar evidenciando uma
transicdo comportamental entre a infancia e a adolescéncia, sendo a Ultima uma fase
caracterizada por alta exploracao (Lin & Wilbrecht, 2022). Esta concep¢ao também se aplica
ao se comparar P24 e P35 na locomog¢ao no campo durante a primeira sessao de habituagao.
De fato, embora a literatura considere que a adolescéncia inicia no desmame (ou seja: P21),
elementos importantes que caracterizam a adolescéncia s6 estdo presentes mais tarde (a
exemplo das fungdes reprodutivas) (Premachandran, Wilkin, & Arruda-Carvalho, 2024;
Hernandez-Rodrigues et al., 2021).

Cruz-Sanchez e colaboradores (2020), em relagdo a memoria de reconhecimento de
objetos novos, com intervalo de retengdo de uma hora, argumentam que esta comeca a
emergir a partir de P21. Nossos resultados ndo corroboram este achado, visto que apenas em
P33, para o mesmo intervalo de retencdo, os animais foram capazes de discriminar os objetos
novos, nao seguindo, nesta direcdo, o padrdo demonstrado na revisdo. A hipotese ou que se
tem ¢ que mesmo com as formas sendo diferentes, o padrao de similaridade que objetos 3d
apresentam traz uma maior dificuldade no processo de codificagdo e discriminagdo dos
objetos.

Um outro ponto a se destacar ¢ que, na tarefa NOR, houve como limitagdo as
diferentes condi¢des para ratos em P25 e P33, visto que na idade mais jovem os animais
estavam com pistas distais e proximais presentes, diferentemente da idade mais velha, o que
pode ter vindo dificultar a expressdo da discrimina¢do dos objetos. Para além disto, cabe
ressaltar que, foram os mesmos animais testados em idades diferentes, isto possivelmente traz
a baila que, os animais em P33, j4 possuiam memoria para os objetos da tarefa e, mesmo que

esta tenha sido realizada 8 dias depois, possivelmente pode ter funcionado como variavel de
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menor estresse para a tarefa, além de ser uma dica contextual para evocagdo a nivel mais
longitudinal de expressao de memoria para reconhecimento ja formada.

Para identificar vieses de preferéncia nos objetos 3D, empregamos o teste de
preferéncia nos machos com P25. Os resultados demonstraram que houve maior preferéncia
na exploragao do cone quando com os outros objetos. Este achado vai contra ao estudo
original que validou, por meio de teste de preferéncia, a utilizagdo de objetos 3D e do qual
foram extraidos os objetos do presente estudo (Inayat et al., 2021). Embora, tenha sido
evidenciado tal viés de preferéncia, ratifica-se que o objeto em questdo ndo foi utilizado na
execucdo dos protocolos de memodria similar a episoddica e de reconhecimento de objetos
novos. Isto posto, pode ser elencada a ndo emergéncia da memoria episddica em seus
aspectos integrativos, principalmente em P90, devido a varidveis relacionadas a padronizago
dos objetos 3d, ao tempo de uma hora do intervalo de retengdo, devido a complexidade do
teste, assim como variabilidade individual e comportamento ansioso.

Considerando-se os dados existentes na literatura, ha a necessidade de se investigar
possiveis mudancas no uso do espago ou nos niveis de atividade por animais na infancia,
adolescéncia e vida adulta, as quais podem se correlacionar a performance diferencial na
tarefa.

Adotando-se esta perspectiva, em uma revisdo realizada por Cruz-Sanchez e
colaboradores (2021), foi sugerida a existéncia de niveis de ansiedade dependentes da idade,
em decorréncia de um dado que demonstra maior nivel de self-grooming em ratos mais
jovens (Heyser & Ferrer, 2012). As autoras apontam, entdo, que essa proposicdo nunca foi
testada em um contexto de tarefas de reconhecimento de objetos. No presente trabalho,
utilizamos as varidveis comportamentais: (1) locomogao geral no aparato, (2) padrao de uso
da borda e centro do campo aberto na primeira exposi¢ao ao aparato e (3) laténcia para o
primeiro episddio de exploracdo para avaliar diferencas ontogenéticas quanto a atividade,
comportamento do tipo ansioso e neofobia, e encontramos que as idades apresentam o mesmo
perfil comportamental.

Quando consideramos a avaliacdo da laténcia da primeira exploragdo, nossos dados
ndo parecem sugerir fator de neofobia quando comparamos as idades. Da mesma maneira, o
perfil geral dos animais quanto ao comportamento do tipo ansioso ndo se diferenciou entre as
idades. Estes dados ressaltam que os animais na infancia exploram, de fato, objetos e ¢é
possivel utiliza-los em tarefas desta natureza, ao contrario do que havia sido sugerido no
passado (Contreras et al., 2019; Shan et. al., 2021). Animais mais novos parecem permanecer

com o mesmo perfil de permanéncia na zona mais periférica do campo em todas as
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habituacdes, enquanto animais adultos, por mais que a permanéncia na zona da periferia seja
sempre mais alta, a distancia percorrida no centro possui uma tendéncia de aumento no
decorrer das sessoes de habituagdo, o que permite sugerir que os animais adultos fazem mais
aproximacodes e se aventuram mais no centro do campo a medida que este ambiente se torna
mais familiar.

O presente estudo possui ainda como limitagdao a nao utilizagdo de fémeas na tarefa,
tanto para discriminagdo de objetos quanto para a tarefa de memoria similar a episddica, nao
possibilitando ver as diferengas sexuais que podem existir ao longo da ontogenia, que podem

vir a afetar a performance e exploracdo para os roedores.
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CAPITULO V

CONCLUSAO

De forma geral, os animais possuem boa capacidade exploratdria sendo crucial a
aten¢do a possiveis eventos estressores que venham a interferir na qualidade de aplicacdo e
execucdo da tarefa. Como pode ser visto, ndo foram identificadas varidveis relacionadas a
neofobia dos ratos considerando-se as medidas utilizadas. Por fim, ressalta-se que, o objetivo
de caracterizagdo comportamental durante o desenvolvimento e na tarefa de memoria similar
a episodica foi alcancado, tendo como principal resultado, a emergéncia da memoria temporal
a partir de P35.

Apesar das limitagdes relacionadas aos itens e aparato utilizados para testar a
memoria similar a episddica em diferentes idades referentes ao, o presente estudo traz
elucidagdes a respeito do desenvolvimento desta habilidade mnemonica. Compreende-se que
o protocolo utilizado ¢ sensivel para avaliar a emergéncia da memoria similar a episodica
com toda sua complexidade integrativa, ¢ destaca-se a importancia de se reavaliar o intervalo
de retencao empregado. Considera-se importante também utilizar este protocolo em estudos

futuros verificando as diferengas sexuais ao longo da ontogénese.
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UnlverSIdade Universidade Federal da Paraiba

Federal da @ Comissdo de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Psicobiologia da meméria episddica ao longo do desenvolvimento em ratos",
protocolada sob o CEUA n? 9599290422 (o ooz071), sob a responsabilidade de Flavio Freitas Barbosa e eqguipe;
Rochele Vasconcelos Castelo Branco Mourdo - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizacdo 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 B 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 de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido
de 16/12/2023.

We certify that the proposal "Psychobiology of episodic memory throughout development in rats", utilizing 110
Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA 9599290422 (ip o02071), under the responsibility of
Flavio Freitas Barbosa and team; Rochele Vasconcelos Castelo Branco Mourdo - 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 12/16/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2023 a 11/2026  Area: Psicologia

Origem:  Centro de Bioterisma da Universidade Estadual da Paraiba
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 2 a 3 meses Quantidade: 110
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250 a 400 kg

Jodo Pessoa, 02 de fevereiro de 2024
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Prof. Dr. Luiz Henrique César Vasconcelos Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Caorderadars daACn(i}gal‘?:ao de:Eticano Uso de
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco |l 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
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Universidade Federal da Paraiba

Programa de Pés-graduaciio em Neurociéncia Cognitiva e Comportamento
Centro de Ciéncias Humanas, Letras e Artes

Campus L, Cidade Universitaria

CEP 58.051-900 Jodio Pessoa/PB — BRASIL

ATA DE DEFESA (DISSERTACAO)

Aos trinta dias do més de abril de dois mil e vinte e cinco, as 14 horas, na sala 505 do Centro
de Ciéncias Humanas, Letras e Artes, reuniram-se em solenidade piiblica os membros da co-
missdo designada pelo Colegiado do Programa de Pés-graduagdo em Neurociéncia Cognitiva
e Comportamento para a defesa de dissertagio de mestrado do discente JOAO PEDRO DOS
SANTOS CIPRIANO, matricula 20231012926. Foram componentes da banca examinadora
os Professores Doutores: Flavio Freitas Barbosa (Presidente/orientador), Danilo Andrade de
Meneses (Membro Interno) e Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio (Membro Externo
ao Programa). Dando inicio aos trabalhos, o presidente da banca, Prof. Dr. Flivio Freitas Bar-
bosa, apos declarar o objetivo da reunifio, apresentou o examinando Joao Pedro dos Santos
Cipriano e, em seguida, concedeu-lhe a palavra para que defendesse sua pesquisa, intitulada
“Caracterizacio comportamental da meméria similar i episédica em roedores ao longo
da ontogénese”. Passando entdo ao aludido tema, o examinando foi a seguir arguido pelos
examinadores na forma regimentar. Ato continuo passou a comissao, em secreto, a proceder i
avaliagio e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
= Aprovado ", o qual foi proclamado pela presidéncia lo-
go que esta foi franqueada ao recinto da solenidade publica. A versio final da dissertagiio de-
verd ser depositada em até 90 dias, contendo as modificagbes sugeridas pela banca examina-
dora. O discente nao terd o titulo se ndo cumprir as exigéncias acima. Nada mais havendo a
tratar, eu, FLAVIO FREITAS BARBOSA, presidente da comissio examinadora, lavrei a
presente ata, que depois de lida e aprovada por todos, assino juntamente aos demais membros
da banca. Jodo Pessoa, 30 de abril de 2025.

Decumento assinade digitalmente

ub JOAD PEDRO DOS SANTOS CIPRIAND
g Data: 02/05/2025 13:11:25-0300

verifique em hitps://validar,ithgov.br

Joao Pedro dos Santos Cipriano (Mestrando/PPGNeC)

Documents assinado digitalmente

V-b FLAVIO FREITAS BARBOSA
g Data: 30/04/2025 16:57:168-0300

verifigue em https://validar.iti. gov.br

Dr. Flivio Freitas Barbosa (Presidente/Orientador) Dacumentn assinado digitalmente

ub DANILO ANDRADE DE MENESES
g % Data: 30/04/2025 19:12:29-0300
verifique em hitps:/ fvalidar. iti. gov.br

Dr. Danilo Andrade de Meneses (Membro Interno)
Documento assinado digitalmente

ub ADRIANA MARIA FERNANDES DE OLIVEIRA GOL2
g Data: (2/05/2025 08:4 1:49-0300
verifigue em hitps:/ validar.iti gov.br

Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio

60



	LISTA DE FIGURAS 
	RESUMO 
	ABSTRACT 
	CAPÍTULO I 
	Introdução  
	Memória de Reconhecimento 
	O acesso a memória similar à episódica através das tarefas de reconhecimento de objeto 
	Substratos Neurais da Memória Episódica 

	Justificativa  
	Objetivos 
	Objetivo Geral 
	Objetivos específicos 

	CAPÍTULO II 
	Animais e aspectos éticos 
	Desenho experimental 
	Análise Comportamental e Estatística 

	CAPÍTULO III 
	Padrão de Locomoção dos animais nas sessões de Habituação 
	Caracterização da exploração da periferia e do centro do campo entre as habituações 
	Latência de exploração do primeiro objeto na primeira sessão de amostra 
	Experimento 1 - Ratos possuem algum viés de preferência entre os objetos? 
	Experimento 2 - Será se os ratos realmente discriminam ou somente esqueceram os objetos? 
	Experimento 3 - WWWhen/ELM 

	CAPÍTULO IV 
	CAPÍTULO V 
	REFERÊNCIAS 
	ANEXOS 

