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RESUMO

A recordacdo de eventos passados, denominada memdria episddica, esta diretamente
relacionada a eventos autobiogréficos e, segundo (Tulving, 2002), remete a uma
singularidade humana. Estudos tém demonstrado uma memdria similar & episédica em
alguns animais, baseada em critérios que podem ser mostrados por meio do
comportamento, tais como eventos (“o qué”) que ocorreram em um devido local (“onde”)
e em um determinado momento (“quando”). Para ser considerada uma memoria similar
a episaddica, estes aspectos comportamentais devem ser evocados de forma integrada e
associativa. Sabe-se que o contexto social exerce influéncia sobre as capacidades
cognitivas e comportamentais em diferentes espécies, mas apesar de sua importancia, o
contexto social tem recebido pouca atencdo nos estudos da memaria similar a episodica.
Muitos estudos tém sido direcionados para o entendimento dos processos neurais do
comportamento por meio de pesquisas com seres humanos ou animais avaliados
isoladamente. No presente estudo, testamos os processos de codificacdo e evocacdo da
memdria similar & episodica em um contexto social, aplicando uma tarefa de memoria
similar a episddica. Os animais foram divididos em quatro grupos, a saber: grupo
controle, em que os animais realizaram a tarefa em condi¢cdo individual, grupo
experimental diade amostra, em que 0s animais realizaram apenas as sesses de amostra
da tarefa em diade, grupo experimental diade teste, em que 0s animais realizaram apenas
a sessdo de teste da tarefa em diade, e grupo experimental diade, no qual os animais
realizaram todas as sessfes da tarefa em diade. Os animais ndo conseguiram integrar 0s
trés critérios episodicos na sessdo de teste da tarefa. No entanto, a realizacdo da tarefa
com 0s ratos em dupla parece ter importancia para que acessem o indice de tempo e
espaco da memdria similar a episodica ap6s um intervalo de 24h. Naéo foi encontrada
diferenca na expressdo de c-Fos no Hipocampo dorsal e nas subregides CAl, CA2, CA3
e GD. Nossos achados abrem caminho para investigacbes que explorem desenhos
experimentais de comportamentos analogos ao comportamento natural das espécies

utilizadas como modelos animais em tarefas de memoria.

Palavras chave: Memdria similar a episodica; Contexto Social, rato Wistar,

reconhecimento de objetos.



ABSTRACT

The recall of past events, called episodic memory, is directly related to autobiographical
events and considered to be a human singularity, according to (Tulving, 2002). Studies
have demonstrated an episodic-like memory in some animals based on behavioral criteria,
such as events (“what”) that occurred at a certain place (“where”) and at a certain time
("when™). To be considered an episodic-like memory, these behavioral aspects must be
recalled in an integrated and associative way. While the social context is known to
influence cognitive and behavioral capacities in different species, few studies have
investigated the episodic-like memory. Most studies have been directed towards
understanding the neural processes of human or animal behavior evaluated individually,
not in a social context. In this study, we tested the processes of encoding and recalling
episodic-like memory in a social context by applying an episodic-like memory task.
Animals were divided into four groups, namely: control group, in which the animals
performed the task individually; experimental dyad sample group, in which the animals
performed only the sampling sessions of the task in dyad; experimental dyad test group,
in which the animals performed only the test session of the dyad task; and the
experimental dyad group, in which the animals performed all sessions of the dyad task.
The animals failed to integrate the three episodic criteria in the test session of the task.
However, performing the task in pairs seems to be important for rats to access the time
and space index of the episodic-like memory after an interval of 24 h. No difference was
found in the expression of c-Fos in the dorsal hippocampus and CA1, CA2, CA3, and GD
subregions. Our findings open the way for investigations that explore experimental
designs of behaviors analogous to the natural behavior of species used as animal models

in memory tasks.

Keywords: Episodic-like memory; Social Context, Wistar rats, Object recognition.
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1. Introducao

A recordacdo de eventos passados, denominada memoria episodica, permite ao ser humano
revisitar experiéncias unicas e “viajar no tempo”. Este tipo de memoria estd diretamente
relacionado a eventos autobiograficos e, segundo (Tulving, 2002), remete a uma singularidade
humana pela aptiddo de rememorar conscientemente os componentes “o qué, onde ¢ quando” de
uma determinada experiéncia. O autor retrata que para que ocorra a memoria episodica sao
necessarias trés condicdes, a saber: a capacidade de cognicdo relativa ao tempo subjetivo, a
autoconsciéncia e a consciéncia autonoética. O tempo subjetivo refere-se a condicédo de o individuo
diferenciar e conceituar o passado, presente e futuro. A autoconsciéncia é a capacidade do
individuo de se reconhecer como um ser Unico, diferente dos demais. A consciéncia autonoética
refere-se a capacidade de um individuo de se reconhecer como 0 mesmo, no passado ou no presente
e, além disso, ser capaz de planejar um futuro proximo ou distante.

Pesquisadores envolvidos na teméatica comegaram a investigar esse tipo de memaoria em animais
ao longo do tempo. Varios estudos tém demonstrado que animais também sdo capazes de formar
a memoria episodica e, assim, comtemplar e integrar os aspectos mnemonicos (“o qué, onde e
quando”). Com base em critérios comportamentais, Clayton e Dickinson (1998) retrataram a
primeira experiéncia de eventos de memoria similar a episodica em péssaros.

Em estudos posteriores, demonstrou-se essa capacidade em roedores a partir da avaliagcdo do
comportamento de preferéncia a novidade, bem como em paradigmas que investigam de maneira
ndo associativa e associativa os diferentes aspectos desse tipo de memdria (Barbosa et al., 2012;
Ennaceur & Delacour, 1988; Dere et al., 2005; Kart-Teke et al. 2006). Nas tarefas ndo associativas,
0s componentes sdo avaliados separadamente e, para cada componente, existe uma tarefa
correspondente (Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur et al., 1997; Mitchell & Laiacona, 1998).
No entanto, para formacdo da memoria episddica, faz-se necessario que estes componentes estejam
compostos e integrados em uma Unica tarefa. Desta forma, Kart-Teke et al. (2006) desenvolveram
uma tarefa integrativa em ratos para avaliar os trés componentes episddicos envolvendo a
preferéncia a novidade, memoria de localizagcdo, memoria espacial e memaria de ordem temporal.
Os autores demonstraram que os ratos foram capazes de integrar 0s componentes episodicos e ndo

dissociaram o aspecto temporal e espacial.
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Os protocolos baseados em exploragédo espontanea de objetos utilizados para avaliar a memoria
episddica em roedores costumam ser aplicados em condicdo individual (Dere et al., 2005;
Drieskens et al., 2017; Kart-Teke et al., 2006). Os animais sdo colocados em campo aberto, de
formato circular ou quadrangular, e posteriormente avaliados individualmente. De fato, a grande
maioria dos estudos experimentais na area da memoria similar a episddica testam os animais em
uma condicdo individual. Esta abordagem poderia interferir diretamente no comportamento dos
roedores e nos desfechos experimentais, uma vez que s&o individuos naturalmente sociéveis (Galef
& Giraldeau, 2001).

Em geral, a abordagem do contexto social em roedores no ambito da neurociéncia demostra
claramente que habilidades comportamentais sdo modificadas na presenca de um co-especifico.
Animais em grupos (diade ou mais) podem apresentar maior exploracéo e atividade, bem como
exibir menor neofobia e ainda envolver processos complexos como aprendizagem, cooperagéo e
empatia (Rutte e Taborsky, 2007; Viana et al., 2010; Bartal et al., 2011; Wood et al., 2016; Weiss
et al., 2017; Stéwe et al., 2006; Hughes, 1969; Menzel, 1971; Meaney & Stewart 1979; Beck &
Chow, 1984; Griffiths & Foster, 1998; Schuett & Dall 2009; Ward, 2011).

Dados publicados em nosso laboratério de Estudo em Memdria e Cognicdo (LEMCOGQG)
demostraram que os ratos s6 foram capazes de acessar a memoria similar a episédica com um
tempo de retencdo de 24 h na presenca de um co-especifico (de Franca Malheiros et al., 2021).
Esses dados sugerem que o contexto social favorece o desempenho dos animais na tarefa de
memoria similar a episoédica, e um dos mecanismos possiveis € 0S animais recuperarem
informacdes socialmente relevantes de encontros anteriores. E importante destacar que ndo ha
estudos indicando que ratos testados individualmente tenham acessado este tipo de meméria em
um intervalo superior a 1 h. Considerando que o ambiente social tem um forte impacto nas funcées
cognitivas, € de suma importancia entender a neurobiologia e 0s processos mnemonicos de
codificacdo e evocacdo da memoria similar a episddica dentro do contexto social. Para isto, um
delineamento experimental bem definido e a investigacdo de areas cerebrais tornam-se processos
fundamentais.

Outro fator importante a ser levado em consideracgéo é a interagéo social exibida pelos animais
no contexto de experimentacdo. Estudos indicam que quando roedores s&o colocados em um
contexto de experimentacdo em grupo, eles se engajam socialmente e exibem uma série de

comportamentos sociais (de Franga Malheiros et al., 2021; Schweinfurth, 2020). Durante a
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interacdo, 0s animais detectam e respondem a estimulos sensoriais que se configuram em saidas
comportamentais dentro de um feedback mutuo e dinamico (Chen & Hong, 2018). Em
contrapartida, estudos revelam um declinio cognitivo quando esses animais sao submetidos ao
isolamento social (Bianchi et al., 2006). Esses achados refletem o fato de que o cérebro desenvolve
especializacOes sofisticadas para o controle do comportamento social; portanto, as interaces
sociais podem ser vistas como interac6es entre dois cérebros que tomam decisfes (Chen & Hong,
2018; Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009).

Estudos também retratam que animais podem influenciar o comportamento exploratério uns
dos outros de diferentes maneiras, e a interacdo social, por si sO, é considerada um processo capaz
de promover alteracbes comportamentais (Galef, 1996). Por exemplo, o comportamento
exploratério dos ratos € modificado quando testados em grupos. Estudos mostraram que ratos em
diades apresentaram maior atividade locomotora, viajaram em velocidades mais altas e em angulos
maiores quando em comparacdo com o desempenho individual, o que indica a presenca de um
componente social na exploracao espacial do ambiente (Weiss, Segev& Eilam, 2015).

A avaliacdo comportamental abre um leque de possibilidades para andlises de substratos
neurais. Técnicas moleculares, celulares e genéticas, dentre outras, tém demonstrado a existéncia
de regiBes e circuitos relacionados aos processos mnemdénicos e ao comportamento social. A
literatura aponta uma alta conectividade entre os circuitos e compartilhamento de estruturas
(Newman, 1999; Lerner et al., 2016). O hipocampo, por exemplo, foi descrito na literatura como
sendo uma regido compartilnada na memdria similar a episddica e no contexto social.

Estudos demonstram que algumas estruturas sdo essenciais para a aquisicdo e formacdo da
mem©ria similar a episodica, assim como na resolucdo de tarefas. Dentre as estruturas essenciais
a memoria episodica estdo o hipocampo, o cdrtex entorrinal (CE) e o cértex perirrinal. O
hipocampo pode ser dividido em ventral e dorsal e subdividido em CAl, CA2, CA3 e Giro
Denteado (GD) e o cortex entorrinal em lateral e medial (Figura 1) (Kealy & Commins, 2011;
Morrisey & Takehara-Nishiuchi, 2014; Wilson et al., 2013; DeVito & Eichenbaum 2010; Barbosa,
et al., 2013; 2016; Drieskens et al., 2017). De acordo com Van Strien, et al. (2009), a informagéo
prossegue do cortex entorhinal (CE) ao giro denteado (DG) para CA3 e, em seguida, a CAl, a
principal saida hipocampal. Estudos com camundongos demonstraram que uma lesdo envolvendo
o0 hipocampo dorsal e ventral, abrangendo as subareas CAl, CA2, CA3, GD e subiculo, prejudica

a evocagao dos trés componentes (“o qué”, “onde” e “quando”) (DeVito e Eichenbaum 2010).
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Além de estruturas, a representacdo ambiental, que tem sido denominada "mapa cognitivo™
(Tolman, 1948) e sugerida de ser codificada no hipocampo (O'Keefe & Nadel, 1978), também ¢é
fundamental para codificar a memoria similar a episédica envolvendo os componentes o qué, onde
e quando (Squire, 2011).

Na literatura, o envolvimento do hipocampo na memoria similar a episodica ja foi bem
documentado. No entanto, novos estudos tém apontado a importancia do hipocampo como uma

estrutura social (Montagrin, 2019 et., al).
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Cérebro do Rato _’___Hipocampo

CA1

CA3ab

Vias Perfurantes
- Medial e Lateral

CA3c
Giro Denteado

Figura 1. (A) Representacdo do cérebro mostrando as regides frontal e dorsal do hipocampo. (B)
Representacdo do cérebro mostrando as via perfurantes medial e lateral e as sub-regides
hipocampais CA1, CA3 (ab), CA3 (c) e Giro Denteado (Adaptado de Bizon & Gallagher, 2015;
Tzaki s & Holahan, 2019).

Montagrin, et al. (2019) retratam que a capacidade do hipocampo vai além de produzir os
mapas cognitivos para navegar no espaco fisico, sendo capaz de mapear outros tipos de espacos,
como o espago social. Os autores em sua revisao relatam evidéncias do envolvimento do
hipocampo no mapeamento e contribui¢do para a navegacao de interacfes sociais. Segundo 0s
autores, algumas caracteristicas envolvendo o hipocampo e o processamento social sao
importantes, tais como o envolvimento do hipocampo na memdria social, expressao de atividades
hipocampais em uma organizagdo da informagdo ao longo das dimensdes do espaco social e o
envolvimento da atividade hipocampal refletindo o comportamento social dindmico (movimento)
através do mapa cognitivo.

O envolvimento do hipocampo no contexto social apresenta como foco o seu subcampo CA2,
area ndo apontada no envolvimento da memdria similar a episédica (Barbosa et al., 2013;
Drieskens et al., 2017). O CA2 é uma area relativamente pequena interposta entre CA3 e CAL,

cuja fungéo ainda é pouco conhecida (Hitti et al., 2014). Estudos confirmaram o envolvimento do
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CAZ2 no reconhecimento social, particularmente quanto a capacidade de reconhecer co-especificos
encontrados anteriormente e recuperar informac6es socialmente relevantes de encontros passados
(Dudek et al., 2016; Piskorowski et al., 2016 Montagrin, 2019). Apesar de ser uma estrutura pouco
investigada e seu foco ser o reconhecimento social, CA2 vém ganhando espago nas pesquisas por
suas implicacbes além da memoria social. Estudos apontam o envolvimento do subcampo
hipocampal CA2 também na memoria contextual, embora 0s mecanismos ainda sejam
desconhecidos (Alexander et al., 2016). A literatura retrata que ratos machos adultos, quando em
contato com o estimulo social (novo ou familiar) ou um novo objeto, apresentam um
remapeamento global de campos de lugar em CA2, sugerindo que as células CA2 conectam
informacdes contextuais sociais e novas informacgdes para atualizar representacGes espaciais
(Alexander et al., 2016). Os autores retratam que esse remapeamento ndo ocorre em CAL,
sugerindo ser realmente o papel de CA2 e assim, a modificacdo das representagdes espaciais pode
ser um mecanismo potencial pelo qual o CA2 codifica novas informacdes sociais e contextuais
(Alexander et al., 2016). Outro subcampo que recentemente vém sendo apontado no envolvimento
do contexto social € o CAL. Estudos recentes sugerem que as interacfes CA2-CA1 através de
ritmos gama lentos ocorrem durante a codificacdo da memoria social, e 0 gama lento do CAL esta
associado a recuperacdo da experiéncia social (Zhu et al., 2022). De fato, evidéncias sugerem que
0 hipocampo é necessario para o processamento adequado das memdrias sociais, pois 0s dados
mostraram que lesbes hipocampais interrompem o reconhecimento social (Maaswinkel et al.,
1996).

A presenca de estruturas e redes neuronais envolvidos nos comportamentos sociais também
foi identificada em roedores. Essas estruturas estdo envolvidas em saidas comportamentais como
agressao, dominio, comunicacdo e acasalamento, bem como na emocdo, empatia e aprendizagem
(Chen & Hong, 2018; Rutte & Taborsky, 2007; Viana et al., 2010; Bartal et al., 2011; Wood et
al., 2016; Weiss et al., 2017). Décadas de estudos ja revelam os circuitos neurais basicos
subjacentes a cada comportamento social inato. Mais recentemente, novos estudos tém esclarecido
0S mecanismos neurais que suportam a plasticidade comportamental (Wei, et al, 2021). Outra area
em crescimento € a neurociéncia cognitiva social, que envolve a relagéo entre processos cognitivos
e 0 comportamento dentro do contexto social, bem como areas neuronais relacionadas (Tzakis, et
al, 2019).
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Diversos estudos também tém apontado a presenca de um circuito unificado que é
seletivamente ativado por estimulos sociais. Possivelmente, as areas envolvidas neste circuito ndo
apresentam um funcionamento especifico, mas estdo relacionadas ao recrutamento de informacGes
de circuitos independentes para o processamento de informagdes sociais. Dentro de uma visao
geral, o sistema olfativo (principal e acessorio) dos roedores é responsavel pela deteccdo de
estimulos sociais a partir de informacdes sensoriais sociais. Além disto, também recebe prioridade
em relacdo a informagGes sensoriais ndo sociais. As informagdes sensoriais recebidas a partir do
sistema olfatério dos animais projetam-se para a amigdala, que apresenta uma posicao central nos
processamento de informacdes sociais e é responsavel por aumentar a relevancia dos estimulos e
atribuir uma valéncia afetiva (positiva ou negativa). Em seguida, as informacdes sdo projetadas
para os circuitos hipocampais que sao responsaveis por codificar os estimulos envolvidos (social-
relevancia). A amigdala e o hipocampo se conectam com o sistema dopaminérgico mesolimbico,
circuito de "recompensa” que promove o refor¢co dos estimulos sociais através da combinagao dos
estimulos com sinais de dopamina. O sistema dopaminérgico mesolimbico e amigdala sdo
fortemente influenciados por conexdes com o hipotdlamo, tornando-se grandes mediadores da
neuromodulacdo e das saidas comportamentais (Modi et al, 2019). Todos os segmentos do sistema
limbico envolvido no circuito social estdo em correspondéncia e conectados com areas corticais

mais elevadas no cértex pré-frontal medial (PFC) e com o (Modi et al, 2019).
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Figura 2. Esquema simplificado de circuitos neurais relacionados com o comportamento social
envolvendo o hipocampo no cérebro de roedores (Adaptado de Meera E. Modi et al, 2019).

A neurociéncia cognitiva que envolve o contexto social na exploracdo de objetos e
resolucBes de tarefas de memoria é pouco estudada na literatura. Esse campo pode ser bastante
promissor e parece apontar para o inicio de uma investigacdo necessaria, uma vez que estruturas
como hipocampo, envolvidas na memdria similar a episddica e no contexto social, podem
apresentar novas configuragdes em seu funcionamento quando envolvidas no contexto social. Em
consequéncia dos experimentos apresentarem como foco individuos testados isoladamente, a
compreensdo cognitiva envolvendo esse tipo de memdria na literatura encontra-se restrita a essa
condigéo.

Técnicas como a imunohistoquimica podem elucidar a relacdo entre o contexto social e
areas hipocampais em tarefas associativas de memoria similar & episodica, como também a

acessar aspectos ndo explorados e aprofundar o conhecimento acerca da neurociéncia cognitiva.
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Uma abordagem bastante eficaz para investigacdes envolvendo a cognicdo Sdo 0s genes precoces
imediatos (IEGs). Esses genes sdo rapida e transitoriamente expressos apds uma estimulacao,
tornando-se uma poderosa ferramenta para detectar a atividade neuronal relacionada ao
comportamento (Sommerlandt et al,2019). A proteina c-Fos é um tipo de IEG seletivamente e
prontamente regulada em regides associadas com a aprendizagem e memoria, sendo
rotineiramente utilizada como um indicador da ativacdo neuronal (Barbosa et al., 2013; Gallo et
al, 2018).

Estudos de expressdo génica precoce imediata podem indicar uma relagdo entre a
estrutura e conexdes envolvidas na memdria similar a episédica e o comportamento social. Um
estudo reportou uma ativacdo aumentada de c-Fos no giro denteado dorsal, no cortex perirrinal e
no coértex pré-frontal medial em ratos apos a realizacdo de uma tarefa de memoria similar a
episodica (Barbosa et al, 2013). Outros estudos também apontam evidéncia de que as entradas
diretas do cortex entorrinal lateral-LEC para o0 CA2 sdo fundamentais tanto para a codificacédo
quanto para a evocacdo da memoria social pelo aumento de c-Fos nessa regido (Lopez-Rojas et al
2022). Estudos baseados na expressao de c-Fos sugerem que a conectividade funcional de regides
cerebrais, como o hipocampo, cortex prefrontal medial, crtex cingulado anterior e amigdala é
aumentada com o tempo gasto na investigacdo social para a geracao de redes cerebrais e para
consolidar a memoria de reconhecimento social. Além disso, sugere-se que o hipocampo funciona
como um elo para integrar redes cerebrais e gerar memdria de reconhecimento social (Tanimuzu
etal, 2017).

Incontestavelmente, o contexto social € um componente significante no repertério de
comportamento dos roedores. Neste sentido, o estudo da memdria similar a episodica dentro de
uma abordagem social e neurobioldgica pode gerar evidéncia sobre as caracteristicas subjacentes
a partir do contato e engajamento com outros seres. O presente estudo objetiva avaliar a memoria

similar a episodica em ratos Wistar sob uma perspectiva de interacdo social.
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2. Justificativa

O contexto social é capaz de modular e modificar habilidades cognitivas, comportamentais
e neurobioldgicas pela experiéncia de contato proporcionada com outro(s) ser(es), o que
desencadeia uma série de respostas (Adolphs, 2009). Indubitavelmente, a memoria é uma das
habilidades cognitivas mais estudadas no campo da neurociéncia. Entretanto, apesar do nimero
crescente de publicacbes nesta area, principalmente relacionadas a memaria similar a episédica,
0S mecanismos pelos quais 0S processos neurais se concretizam geralmente sdo examinados
individualmente e fora de um contexto social.

Achados do nosso laboratdrio indicam que a presenca de um co-especifico favoreceu ratos
a acessarem a memoria similar a episdédica em um intervalo de 24h (de Franca Malheiros et al.,
2021). No entanto, esses estudos apresentaram algumas limitagdes concernentes ao desenho
experimental, que ndo permitiram identificar a influéncia do contexto social nos processos
mnemonicos de codificacdo e evocagdo, bem como a auséncia de analises neurobioldgicas, que
ndo permitiram identificar a influéncia do contexto social em areas hipocampais envolvidas nestes
processos.

Assim, o presente estudo se justifica pela necessidade de se caracterizar 0s processos da
memoria similar & episédica em um contexto neurobiol6gico e social. A anélise do contexto social
e a imunohistoquimica hipocampal (de Franca Malheiros et al., 2021; Barbosa et al., 2013; ) séo
alternativas validas e eficazes que podem elucidar os protocolos experimentais e propiciar maior

entendimento acerca dos processos relacionados a memdria similar a episddica.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a memoria similar a episodica dentro de uma perspectiva de contexto social em

ratos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

a) Verificar se a presenca de um individuo do grupo social exerce influéncia sobre a
codificacdo e/ou evocacdo da memdria similar a episodica;

b) Quantificar IEG (c-Fos) nas regides e sub-regides do hipocampo dorsal (CA1, CA2,
CA3 e DG);

c) Analisar os comportamentos sociais afiliativos e agonisticos exibidos pelas diades na
primeira sessdo de habituacdo e no teste;

d) Averiguar o comportamento de tipo ansioso na tarefa por meio do comportamento de
autolimpeza na primeira sesséo de habituagéo e no teste;
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4. Materiais e Métodos
4.1 Amostra

Foram utilizados 54 ratos Wistar machos com idade entre trés e quatro meses, pesando
entre 270 e 360 g, mantidos em uma sala com temperatura controlada (24 £ 1°C). Os ratos foram
alojados em gaiolas plasticas com 30 cm de comprimento x 37 cm de largura x 16 cm de altura,
em grupos de quatro animais por gaiola. Esta condicdo € padrdo do biotério, onde os animais
geralmente sdo alojados em grupos de quatro. Os animais foram submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12:12 h (com luzes acesas as 06:00h) e todos os experimentos foram realizados na fase
clara do ciclo, entre 11 h e 17 h. A luminosidade média durante a realizacdo dos procedimentos
experimentais foi de 7 lux. Agua e comida foram fornecidas ad libitum. Os animais foram
fornecidos pelos Biotérios Prof. Dr. Thomas George da Universidade Federal da Paraiba e Biotério
Setorial de Roedores do Departamento de Fisiologia e Comportamento da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte e todos os protocolos foram tratados de acordo com os principios éticos e
regidos pela Lei Arouca do uso de animais em pesquisa (n° 11.794/08) e que buscam, sobretudo,

0 ndo sofrimento. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, sob o protocolo no. 3752130718.

4.2 Delineamento experimental

Os procedimentos experimentais tiveram uma duracdo de dez dias (Figura 1C). Apds
completar trés meses de idade, todos os animais passaram pelo protocolo de manipulagdo, em que
foram mantidos em contato com o experimentador por 15 minutos durante cinco dias. Nos trés
dias seguintes, passaram por habitua¢es ao campo aberto em sessdes diarias de 10 minutos. Nas
sessOes de habituacéo, os ratos foram expostos a uma arena circular medindo 60 cm de didmetro e
40 cm de altura, com pistas proximais localizadas em quatro pontos das paredes da arena (Figura
3A) e pistas distais localizadas na parede da sala, como representado na Figura 3B. Estas pistas
foram mantidas durante todo o experimento. Todas as sessbes foram gravadas por meio de uma
webcam localizada acima do campo aberto (modelo C270 HD, Logitech) com o software Debut.
Os videos foram analisados posteriormente pelo software de rastreamento Ethowacther (UFSC,
Brasil).
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Figura 3. (A) Campo aberto circular com pistas proximais. (B) Pistas distais dispostas nas paredes
da sala de experimentos. (C) Descricdo do delineamento experimental.

Foram utilizados quatro modelos de objetos no experimento, com quatro cépias cada, sendo
todos os modelos do mesmo material (plastico), com textura, cores e formas diferentes, como
mostrado na Figura 4. Os objetos mediam de 5 a 15 cm de altura, 5 a 10 cm de largura, cor
(vermelho, amarelo e rosa), textura (rugosa, lisa e aspera). Ao final de cada sessdo, 0s objetos eram
limpos com alcool (05%).
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Figura 4. Copias dos quatros objetos utilizados nas sessdes de amostras e teste.

4.3 Descrigdo dos grupos
Os animais foram divididos em quatro grupos, a saber: controle — C (n=13), experimental diade
amostra - EDA (n=13), experimental diade teste - EDT (n=14) e experimental diade — ED (n=14).
Cada grupo realizou a tarefa de maneira distinta (Figura 5). O grupo controle passou por todos 0s
processos experimentais individualmente; o grupo diade amostra-EDA passou pelos processos de
habituacdo e amostras em diade e teste individualmente; o grupo diade teste-EDT passou pelas
sessOes de amostras individualmente e habituagdo e teste em diade; o grupo experimental diade-

ED passou por todos 0s processos experimentais em diade, como representado na Figura 5. Uma
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hora apds ao final do teste, foi realizada uma perfusdo transcardiaca em todos 0s animais.

Habituacdo 1 Habituagho 2 Habituagdo 3 Amostra 1 Amostra 2 Toste
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Figura 5. Esquema ilustrativo dos grupos e condi¢es em que 0s animais realizaram a
tarefa de memoria similar a episodica.

Iii) Padronizagdo da tarefa

Adaptamos a tarefa de memoria similar a episddica desenvolvida por Kart-Teke et al.
(2006). O intervalo de tempo utilizado entre os treinos e o teste foi modificado de 50 minutos para
24 horas. Os procedimentos experimentais foram realizados em um campo aberto de 60 cm de
didmetro e parede de 40 cm de altura. Vale ressaltar que este protocolo foi replicado em estudos
anteriores do nosso laboratério (de Franca Malheiros et al., 2021). Esta tarefa depende da
exploracdo de objetos e do reconhecimento da novidade, um comportamento inerente aos roedores
(Ennaceur & Delacour, 1988). Trés padrbes de exploracdo podem ser identificados, a saber: o
padrao espacial (associacao de “o qué” e “onde”), temporal (associacao de “o qué” e “quando”™) e
integrativo (associacdo de todos os aspectos). A tarefa foi composta por duas amostras e um teste,
com duragéo de cinco minutos cada. Na primeira amostra, foram dispostos quatro objetos iguais
(A) e apo6s 1 hora de intervalo foi feita a segunda amostra com quatro objetos diferentes (B).
Destes, dois foram mantidos em coordenadas espaciais ja ocupadas por objetos (A) e dois foram
localizados em coordenadas espaciais diferentes. Na sessdo de teste, 24 horas ap0s a segunda

amostra, o animal foi colocado no campo aberto com quatro objetos, todos ja apresentados, sendo
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dois recentes (B) e dois antigos (A) e, entre eles, dois foram deslocados (A2 e B2) e dois mantidos
em posicdes estacionarias (Al e B1), conforme apresentado na (Figura 6). Para todos 0s animais,

a localizagéo e os objetos foram aleatorizados.

Amostra 1 Amostra 2 Teste

Figura 6. Esquema ilustrativo da tarefa comportamental de memoria similar a episodica.

Para cada objeto, foi calculado o indice de discriminacdo de objetos. A taxa de
discriminacao € uma medida que demonstra o quanto um objeto foi explorado em relacéo ao outro.
A medida gera um valor entre -1 e 1, em que um valor negativo significa que a variavel escolhida
para a comparacao foi menos explorada do que a variavel subtraida. A figura ilustra como a medida

foi construida (Figura 7).

Figura 7. llustracdo da construcdo do indice de discriminag&o.
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iii) Comportamento social e de autolimpeza (selfgrooming)

A fim de avaliar as respostas do tipo ansiedade, comparamos entre 0S grupos o
comportamento de autolimpeza em campo aberto na primeira sesséo de habituacdo, que se espera
que seja a condicdo mais estressante devido a novidade ambiental (Choleris et al., 2001). Além
disso, também registramos as interacdes exibidas pelas diades durante esta sessdo, a frequéncia
de comportamentos afiliativos [ex.: farejando (sniffing) e catando (allogrooming), definido de
acordo com Barnett, 1976, 2009a] e de comportamentos agonisticos [ex.: componentes de conflito
(figthing) entre co-especificos, definidos de acordo com Barnett, 1976, 2009b]. Além das analises
realizadas na primeira sessdo de habituacdo, registramos 0s comportamentos sociais e autolimpeza
na sessao de teste da tarefa de memaria similar a episodica, a fim de verificar as respostas do tipo

ansiedade e a interacdo entre co-especificos durante a avaliacdo da memoria similar a episddica.

iv) Imunohistoquimica

Para a andlise imuno-histoquimica, apds sessenta minutos do Gltimo procedimento
comportamental, os ratos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de tiopental sédico (40
mg /kg). Esse intervalo foi considerado eficaz em outros estudos, visando 0s picos de expressao
de c-Fos (Bisler et al., 2002; Barbosa et al., 2013).

Os cérebros foram retirados do cranio, fixados em solugdo fixadora por 2 a 4 horas e
transferidos para uma solucéo contendo sacarose a 30% em PBS 0,1 M, pH 7,4. Cada cérebro foi
cortado em série no plano coronal em se¢des de 50 um de espessura com criostato (Leica,
Alemanha) a uma temperatura de -21 ° C. As sec¢des foram colocadas em dois compartimentos
(uma secdo por compartimento). Todas as secOes foram armazenadas em solugéo
anticongelante. Para a detec¢éo de c-Fos, se¢des com flutuacéo livre foram incubadas por 18-24
h com um anticorpo monoclonal primério criado em coelhos (c-Fos, Santa Cruz Biotechnology,
INC., Texas, USA diluido 1:1.000), contendo soro normal de cabra a 2% (Sigma Chemical
Company), diluido em Triton X-100 a 0,3% (ICN Biomedicals) e tampéo de fosfato a 0,1 M, pH
7,4.
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Posteriormente, as se¢fes foram incubadas com o anticorpo anti-coelho secundario
biotinilado criado em cabra (1: 1000; Jackson), também diluido em 0,3% de Triton X-100e 0,1 M
de tampado fosfato, pH 7,4. Logo apds, os cortes foram lavados e incubados em solucdo de avidina-
biotina-peroxidase a 2% (kit ABC Elite, Vector Labs, Burlingame, CA, EUA) por 90 min. A
reacao foi desenvolvida pela adicdo de 2,5% de tetracloridrato de diaminobenzidina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) e 0,01% H.0, em tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4. As se¢Oes foram lavadas
(quatro vezes, 5 min) com tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,4, entre cada passo e no final do
procedimento. Depois disso, as se¢Bes foram secas, desidratadas em uma série graduada de alcool,
clareadas em xileno e cobertas com Entellan (Merck). Para essa se¢do foram utilizados 32 animais,

sendo oito animais por grupo.

v) Analises de Imagem e Contagem de Células

As secdes foram examinadas sob iluminagdo de campo claro (Motic Série BA310). As
fotomicrografias foram obtidas através de um sistema de imagem (Moticam) acoplado ao
microscopio capturadas a partir do software Motic Images Plus. As imagens foram montadas no
Adobe Photoshop CS3 e as localizagdes das areas foram determinadas usando o atlas de Paxinos
e Watson (2007). A contagem de células foi realizada manualmente em duas se¢des por animal
por meio do software ImageJ (NIH) e a contagem média foi calculada e utilizada na
analise. Células c-Fos positivas foram contadas em areas das regides e sub-regides do hipocampo
(CA1,CA2,CA3e DG). O experimentador esteve cego no que concerne aos grupos experimentais
durante a contagem. O numero de células para cada area do cérebro foi normalizado pelos valores

médios do grupo controle.

4.4 Procedimentos estatisticos

Por meio das saidas do software Ethowacther (Crispin et al., 2012), foram coletados dados
das analises de video para as trés sessdes de habituagdo — duas amostras e a sessdo teste. Os
procedimentos estatisticos e a plotagem grafica foram realizados no programa SPSS para
Windows, versdo 26.0, considerando diferengas estatisticamente significativas com o valor de
p<0,05. A normalidade de distribuicdo dos dados e homogeneidade das variancias foi verificada

pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Considerando-se a violagdo da
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esfericidade (p<0,05), foi realizada a correcdo dos graus de liberdade por meio de Greenhouse-
Geisser.

A exploracdo foi computada quando o animal direcionou o focinho ao objeto, no minimo
2 cm, e apresentou interesse em explorar o objeto. Para andlise do padrdo temporal, a relagéo foi
calculada entre a diferenca da taxa da exploracdo do objeto antigo ndo deslocado e do recente ndo
deslocado dividido entre a soma entre eles (A1-B1/A1+B1). A anéalise do padrdo espacial foi
calculada pela relacdo foi calculada entre a diferenca da taxa da exploracdo do objeto recente
deslocado e do recente ndo deslocado dividido pela somo entre eles (B2-B1/B2+B1). A analise da
interacdo entre os padrdes se deu através da diferenca da taxa de exploracdo do objeto antigo ndo
deslocado, dividido pela soma entre eles (A1-A2/A1+A2) (Chao et al.,2014). Para analise da
hip6tese dos trés critérios comportamentais da memaria do tipo episddica, foi realizada uma
andlise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas, com teste post-hoc de Bonferroni e teste t de
uma amostra, com o valor de acaso em 0. As analises foram realizadas para cada minuto e o total
acumulado. Também foi calculado o tamanho do efeito (T.E) para as diferencas estatisticamente
significativas e tendéncia com o valor de p<0,07 por meio do software G*Power 3 (Erdfelder,
Faul, Buchner, & Lang, 2009). O tamanho do efeito pode ser classificado em baixo (dz = 0.2 —
0.3); médio (dz= 0.5 - 0.8); grande (dz = maior que 0.8) (Cohen, 1988; Lakens, 2013).

Para o tempo total de exploracdo ndo foi encontrada homogeneidade das variancias;
assim, foi realizada uma analise estatistica ndo paramétrica por meio do teste de Kruskall-Wallis.
Nas medidas de comportamento social e comportamento de autolimpeza foram utilizadas as saidas
do Ethowacther (Crispin et al., 2012). Também néo foi encontrada homogeneidade das variancias
e 0s dados foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis. A fim de avaliar as respostas de
interacdo social e do tipo ansiedade, medimos a duracéo e a frequéncia que cada rato teve em
contato social e em autolimpeza em campo aberto.

Verificamos a expressao de c-Fos no hipocampo e regides CAl, CA2, CA3 e GD. Nao
foi encontrada homogeneidade das variancias e, portanto, realizou-se uma estatistica nédo
paramétrica por meio de Kruskall-Wallis, exceto para Giro Denteado, o qual apresentou
homogeneidade e foi analisado por ANOVA unidirecional. Também realizamos uma correlacéo
para as regides CAl, CA2, CA3 e GD e para os indices de discriminacdo (resultados
estatisticamente significativos). Para esta sessdo, também néo foi encontrada homogeneidade das

variancias e os dados foram analisados pela correlacdo de Spearman. O Coeficiente de Spearman
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pode ter um valor entre +1 e -1 podendo ser positiva ou negativa. Os procedimentos estatisticos
foram realizados no programa SPSS para Windows, versdo 26.0, considerando diferencas

estatisticamente significativas para o valor de p<0,05.
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5. Resultados

5.1 Indices de discriminacéo

Para os indices de discriminacdo, comparamos os resultados através de ANOVA [3x4] de
medidas repetidas. Foi encontrado o efeito principal para os grupos [F(3) = 3,224, p = 0,030; n>=
0,162] e para os indices [F(1) = 11,436, p = 0,001, n* = 0,186], mas ndo para a interacao entre
ambos [F(3) = 0,494, p = 0,688, n?>= 0,29]. De acordo com o post hoc de Bonferroni, o grupo
controle — C apresentou resultados estatisticamente significativos quando comparado a
experimental diade - ED: [p=0,041] ;(C < ED).

Também comparamos os resultados dos indices de discriminacdo em relagdo ao acaso com
um teste t de uma amostra. O grupo controle — C n&o apresentou resultados estatisticamente
significativos em relacéo aos trés aspectos: temporal [t(12) = 0,401 p =0,696], espacial [t(12) = -
1,297 p =0,212] e integracdo [t(12) = -0,617, p = 0,549]. O grupo experimental diade amostra —
EDA e o grupo experimental diade — ED apresentaram resultados estatisticamente significativos
para o aspecto temporal [t(12) =-2,687, p = 0,020, dz =0,74]; [t(13) = 3,842, p = 0,002, dz = 1,02],
mas ndo para o aspecto espacial [t(12) = - 0,811, p = 0,433]; [t(13) =-1,968 p = 0,071] e integracao
[t(12) = -0,030, p = 0,976]; [t(13) = 0,561, p = 0,585]. O grupo experimental diade teste — EDT
apresentou tendéncia para o aspecto temporal: [t(12) = 2,130, p = 0,053, dz = 0,56] e néo
apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspecto espacial [t(12) =
1,573, p = 0,140] e integragéo [t(12) = 0,790, p = 0,444] (Figura 8). Nenhum grupo experimental

apresentou memoria similar & episddica integrando os trés componentes (“o qué-quando-onde™).
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Figura 8. Indice de discriminacio dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED. Os
graficos representam a média e o erro padrdo. Comparag6es significativas considerando-se p<0,05
(*). Comparac@es considerando-se tendéncia (#).

Para os indices de discriminacdo também foram realizadas andlises referentes a cada
minuto e o total acumulado, comparamos os resultados através de ANOVA [3x4] de medidas
repetidas, como também, em relagdo ao acaso com um teste t de uma amostra. Quanto ao efeito
principal dos indices, considerando-se a violagcéo da esfericidade (p<0,05), foi realizada a correcéo

dos graus de liberdade por meio de Greenhouse-Geisser, no primeiro, segundo e terceiro minuto.

i) Primeiro minuto

No que refere ao primeiro minuto, foi encontrado o efeito principal para os indices
[F(1,415) =9,870, p =0,001; n*>= 0,165], mas néo para grupos [F(3) = 0,104, p = 0,957, n*> = 0,006]
e para a interagé@o entre ambos [F(6) = 0,330, p = 0,920, n2>=0,19].

Quanto a discriminacdo em relacdo ao acaso com um teste t de uma amostra, 0 grupo

controle — C apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo ao aspecto: temporal
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[t(12) = 3,144 p =0,008, d=0,87] e ndo para os aspectos: espacial [t(12) = 1,080 p =0,301] e
integracdo [t(12) = -0,140, p = 0,891]. O grupo experimental diade amostra — EDA apresentou
tendéncia em relacdo ao aspecto: temporal [t(12) = 3,144 p =0,066 d=0,56] e ndo apresentou
resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos: espacial [t (12) = 1,301 p
=0,218] e integracdo [t(12) = -0,213, p = 0,835]. O grupo experimental diade teste — EDT
apresentou tendéncia em relag@o ao aspecto: espacial [t(13) = 2,094, p = 0,056, d= 0.55] e néo
apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos: temporal [t(13) =
1,7111 p =0,111] e integracdo [t(13) = 0,251 p =0,805]. O grupo experimental diade — ED
apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos temporal: [t(13) =
3,763, p = 0,002, d=0,90] e espacial [t(13) = 2,291, p = 0,039, d=0,61] e ndo apresentou resultados
estatisticamente significativos em relagdo ao aspecto de integracdo [t(13) = -0,407, p = 0,691].

i) Segundo minuto

No que refere ao segundo minuto, foi encontrado o efeito principal para os indices
[F(1,483) =9,592, p =0,001; n?>=0,161], mas ndo para grupos [F(3) = 0,119, p = 0,350, n>=0,063]
e para a interacdo entre ambos [F(6) = 1,504, p = 0,185, n?>=0,83].

Quanto a discriminacdo em relacdo ao acaso com um teste t de uma amostra, 0 grupo
controle — C apresentou tendéncia em relacdo ao aspecto: temporal [t(12) = 2,007 p =0,068,
d=0,55] e ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos:
espacial [t(12) = 0,667 p =0,517] e integracdo [t(12) = -0,276, p = 0,788]. O grupo experimental
diade amostra — EDA ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relacéo aos trés
aspectos: temporal [t(12) = 1,623 p =0,131], espacial [t(12) =-1,422 p =0,180] e integracéo [t(12)
=1,613, p=0,151]. O grupo experimental diade teste — EDT apresentou tendéncia em relacdo ao
aspecto: temporal [t(13) = 2,154, p = 0,051, d= 0.57] e ndo apresentou resultados estatisticamente
significativos em relacdo aos aspectos: espacial [t(13) = 1,680 p =0,117] e integracdo [t(13) =
0,488 p =0,634]. O grupo experimental diade — ED apresentou resultados estatisticamente
significativos em relagdo aos aspectos temporal: [t(13) = 3,369, p = 0,005, d=1,00] e espacial [t(13)
= 2,259, p = 0,042, d=0,60] e ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relagédo
a0 aspecto de integracéo [t(13) =-0,144, p = 0,887].
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iii) Terceiro minuto

No que refere ao terceiro minuto, foi encontrado o efeito principal para os indices [F(1,791)
= 6,180, p = 0,004; n*= 0,110], mas ndo para grupos [F(3) = 1,559, p = 0,211, n>=0,086] e para a
interacdo entre ambos [F(6) = 0,522, p = 0,790, n>= 0,30].

Quanto a discriminacdo em relacdo ao acaso com um teste t de uma amostra, 0 grupo
controle — C e o grupo experimental diade amostra — EDA ndo apresentam resultados
estatisticamente significativos em relacdo aos trés aspectos: temporal [t(12) = 0,934 p =0,369];
[t(12) = 1,533 p =0,151], espacial [t(12) = 0,835 p =0,420]; [t(12) = 0,997 p =0,339] e integracao
[t(12) = -0,447, p = 0,663]; [t(12) = -0,365, p = 0,722]. O grupo experimental diade teste — EDT
apresentou tendéncia em relacdo ao aspecto: temporal [t(13) = 2,133, p = 0,053, d= 0.57] e ndo
apresentou resultados estatisticamente significativos em relagdo aos aspectos: espacial [t(13) =
1,855 p =0,086] e integracdo [t(13) = 0,943 p =0,363]. O grupo experimental diade — ED
apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos temporal: [t(13) =
3,504, p = 0,004, d=1,06], tendéncia para o aspecto: espacial [t(13) = 2,149, p = 0,051, d=0,57] e
ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo ao aspecto de integracao
[t(13) =-0,790, p = 0,444].

iv) Quarto minuto

No que refere ao quarto minuto, foi encontrado o efeito principal para os indices [F(2) =
6,362, p = 0,003; n>= 0,113], mas ndo para grupos [F(3) = 1,731, p = 0,173, 12 = 0,094] e para a
interacdo entre ambos [F(6) = 0,736, p = 0,621, n?= 0,42].

Quanto a discriminacdo em relacdo ao acaso com um teste t de uma amostra, 0 grupo
controle — C ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relacdo aos trés aspectos:
temporal [t(12) = 0,975 p = 0,349], espacial [t(12) = 0,860 p = 0,407] e integracao [t(12) = -0,435,
p = 0,671]. O grupo experimental diade amostra — EDA apresentou resultados estatisticamente
significativos em relagdo ao aspectos: temporal [t(12) = 2,356 p = 0,36, d = 0,65] e ndo apresentou
resultados estatisticamente significativos em relacdo aos aspectos: espacial [t(12) = -0,730 p =
0,479] e integracgdo [t(12) = 0,510, p = 0,619]. O grupo experimental diade teste — EDT apresentou
tendéncia em relacdo ao aspecto: temporal [t(13) = 2,041, p = 0,062, d= 0.54] e ndo apresentou

resultados estatisticamente significativos em relagcdo aos aspectos: espacial [t(13) = 1,807 p
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=0,094] e integracdo [t(13) = 0,599 p =0,592]. O grupo experimental diade — ED apresentou
resultados estatisticamente significativos em relacdo ao aspectos temporal: [t(13) = 3,979, p =
0,002, d=1,06] e ndo apresentou resultados estatisticamente significativos em relagéo aos aspectos:
espacial [t(13) = 1,813, p = 0,071] e integracdo [t(13) = 1,012, p = 0,584].

v) Quinto minuto

O quinto minuto refere-se ao total acumulado. Os resultados referentes ao quinto minuto ja
foram descritos acima. A figuras a seguir ilustram os resultados encontrados para os indices de

discriminacdo e referem-se a cada minuto e o total acumulado.
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Figura 9. Indice de discriminacio dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED no
primeiro minuto. Os graficos representam a média e o erro padrdo. Comparacgdes entre os indices
significativas considerando-se p<0,05 (*). Comparacdes considerando-se tendéncia (#).
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Figura 10. indice de discriminacdo dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED no
segundo minuto. Os graficos representam a média e o erro padrdo. Comparac@es significativas

considerando-se p<0,05 (*). Comparacdes considerando-se tendéncia (#).
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Figura 11. indice de discriminacdo dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED no
terceiro minuto. Os graficos representam a média e o erro padrdo. Comparagdes significativas

considerando-se p<0,05 (*). Comparacdes considerando-se tendéncia (#).
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Figura 12. indice de discriminacdo dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED no
quarto minuto. Os gréficos representam a média e o erro padrdo. ComparacGes significativas

considerando-se p<0,05 (*). Comparacdes considerando-se tendéncia (#).
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Figura 13. indice de discriminacdo dos objetos na sessdo de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED de
cada minuto e total acumulado. Os gréficos representam a média e o erro padrdo. Comparacoes
significativas considerando-se p<0,05 (*). Comparacdes considerando-se tendéncia (#).

5.2 Tempo total de exploragdo

O tempo total de exploragdo dos objetos ao longo das sessfes e entre os grupos foram

analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis. Foram encontrados resultados estatisticamente
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significativos paraa Amostra 1 [H(3) = 8,501; p = 0,037]. De acordo com o pairwise test, na sesséo
da amostra 1 o grupo experimental controle - C teve um tempo total de exploracdo dos objetos
menor quando comparado ao grupo - EDT [p=0,016]. Contudo, ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos para a Amostra 2 [H(3) = 1,166; p =0,761] e o Teste [H(3) =5,453;
p = 0,141]. Também foram encontrados resultados estatisticamente significativos quando
comparado a amostra 1 com amostra 2 e teste [p=0,01; p=0,001 respectivamente]. Foi evidenciado
um tempo maior de exploracdo dos objetos na sessdo da amostra 1 quando comparado com a
amostra 2 e o teste [posto médio = 2,57; posto medio = 1,85; posto médio = 1,57 respectivamente].

As figuras a seguir ilustram os resultados encontrados em rela¢do ao tempo total de exploragéo.
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Figura 14. Tempo total de exploracdo dos objetos na sessdo de amostra 1 para 0s grupos controle-
C, experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
Comparacdes significativas considerando-se p<0,05. * refere-se ao resultado significativo quando
comparado os grupos Controle e EDT.
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Figura 15. Tempo total de exploracéo dos objetos na sessdo de amostra 2 para 0s grupos controle-
C, experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 16. Tempo total de exploracdo dos objetos na sessao de teste para os grupos controle-C,
experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 17. Tempo total de exploracdo dos objetos na sessdo de Amostra 1, Amostra 2 e teste para
0s grupos controle-C, experimental diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e
experimental diade- ED. Dados referente ao posto médio da sessdo de amostra 1, amostra 2 e teste.

5.3 Comportamento Social

O comportamento social foi analisado nos grupos experimental diade amostra- EDA,
experimental diade teste- EDT e experimental diade — ED a fim de averiguar comportamentos
afiliativos e agonisticos. Houve registros de comportamentos sociais afiliativos nas sessbes de
habituacdo, amostras e teste. Apenas um episodio de comportamento agonistico foi observado em
uma unica sessao de teste. Durante as interagGes sociais, observou-se que 0s animais farejaram

(sniffing), realizaram catag&o (allogrooming) e houve apenas um episodio de luta (fighting).
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i) Sessao de habituacdo

Para a sessdo de habituacdo foram analisados os trés grupos citados acima. Os
comportamentos sociais expressos ao longo das sessdes de habituacdo foram comportamentos
afiliativos de sniffing e allogrooming. Os grupos foram analisados por meio do teste de Kruskal-
Wallis. Ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos quanto a duracédo [H(2)
=0,884; p = 0,643] e frequéncia [H(2) = 2,008; p = 0,366] nas sessdes de habituacdo. As figuras
a seguir ilustram os resultados encontrados para o comportamento social nas sessfes de

habituacao:
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Figura 18. Comportamento social nas sessdes de habituacdo para os grupos experimental diade
amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED. Dados referentes a
duracéo.
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Figura 19. Comportamento social nas sessdes de habituacdo para os grupos experimental diade
amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED. Dados referentes a
frequéncia.

i) Sessao de teste

Para a sessdo de testes foram analisados o grupo experimental diade teste - EDT e
experimental diade- ED. Os comportamentos sociais expressos ao longo das sessdes de teste foram
comportamentos afiliativos (sniffing e allogrooming) e agonistico (fighting). Os grupos também
foram analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis. Nas sessdes de teste foram encontrados
resultados estatisticamente significativos quanto a duracdo [H(1) = 4,279; p = 0,039] e frequéncia
[H(1) = 7,689; p = 0,006]. Também foram encontrados resultados estatisticamente significativos
para a duracdo do comportamento de sniffing [H(1) = 4,472; p = 0,034]. Nao foram encontrados
resultados estatisticamente significativos para a frequéncia dos comportamentos: Sniffing [H(1) =
0,666; p = 0,414] e Allogrooming [H(1) = 0,001; p = 0,900]. Também nédo foram encontrados
resultados estatisticamente significativos para a dura¢do: Allogrooming [H(1) =0,003; p =0,959].
As figuras a seguir ilustram os resultados encontrados para o comportamento social nas sessoes de

teste.
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Figura 20. Comportamento social para as sessdes de teste, comparando o0s dois grupos,
experimental diade teste - EDT e experimental diade - ED. Comparacfes significativas

considerando-se p<0,05 (*). Dados referentes a duracéo.
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Figura 21. Comportamento social para as sessdes de teste, comparando os dois grupos,
experimental diade teste - EDT e experimental diade - ED. Comparacdes significativas
considerando-se p<0,05 (*). Dados referentes a frequéncia.
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Figura 22. Comportamento de sniffing para as sessdes de teste, comparando 0s dois grupos,
experimental diade teste - EDT e experimental diade - ED. ComparacGes significativas
considerando-se p<0,05 (*). Dados referentes a duracdo do sniffing.

5.4 Comportamento de autolimpeza (Selfgrooming)
) Sessdo de habituagdo

Comparamos o nivel de ansiedade por meio do comportamento de selfgrooming entre 0s
quatro grupos durante a primeira sessdo de habituacdo ao campo aberto. Foram encontrados
resultados estatisticamente significativos quanto a frequéncia [H(3) = 9,844; p = 0,020] e
tendéncia: duragdo [H (3) = 7,225; p = 0,065] em que os ratos fizeram o autocuidado durante a
primeira sessao de habituacdo. De acordo com o post hoc de Bonferroni, o grupo controle — C
apresentou quanto a frequéncia tendéncia quando comparado a experimental diade amostra - EDA:
[p=0,052]; (C > EDA). As figuras a seguir e a tabela ilustram os resultados encontrados.
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Figura 23. Tempo gasto pelos animais realizando o comportamento de selfgrooming durante a
primeira sessdo de habituacdo ao campo aberto para os grupos controle-C, experimental diade
amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED. Comparacdes
significativas considerando-se p<0,05 (*).
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Figura 24. Frequéncia do comportamento de selfgrooming durante a primeira sesséo de amostra
ao campo aberto para os grupos controle-C, experimental diade amostra - EDA, experimental
diade teste - EDT e experimental diade- ED. Dados referentes a frequéncia. Comparacoes
considerando-se tendéncia (#).
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Tabela 1. Posto médio do comportamento de selfgrooming durante a primeira sessdo de amostra
ao campo aberto para os grupos controle-C, experimental diade amostra - EDA, experimental
diade teste - EDT e experimental diade- ED. Dados referentes a duracéo e a frequéncia.

Regibes Grupo N Posto Médio
Duragdo ) Controle 13 35,65
Selfgrooming
EDA 13 20,62
EDT 14 24,29
EDA 14 29,52
Total 54
ATEOIEETE Controle 13 36,00
Selfgrooming
EDA 13 20,69
EDT 14 22,00
EDA 14 31,43
Total 54

i) Sesséo de teste

Também comparamos o nivel de ansiedade por meio do comportamento de selfgrooming
entre 0s quatro grupos durante a sessao de teste ao campo aberto. Ndo foram encontrados
resultados estatisticamente significativos quanto a duracdo [H(3) = 0,000; p = 0,900] e frequéncia
[H (3) = 5,040; p = 0,169] em que os ratos realizaram este comportamento durante a primeira
sessao de teste. A figura a seguir ilustra os resultados encontrados.
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Figura 25. Tempo gasto pelos animais realizando comportamento de selfgrooming durante a
sessao de teste. Dados referentes a duracéo.
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Figura 26. Tempo gasto pelos animais realizando comportamento de selfgrooming durante a
sessdo de teste. Dados referentes a frequéncia.

5.5 Expressao de C-Fos

Para o numero de células c-Fos-positivas, foi utilizada uma analise por meio do teste de
Kruskal-Wallis para o Hipocampo total, CA1, CA2 e CA3. Nédo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos entre os grupos para Hipocampo [H(3) = 2,881; p = 0,516], CAl
[H(3) =4,9593, p = 0,204], CA2 [H(3) = 1,077; p = 0,783] e CA3 [H(3) = 0,778; p = 0,855].

Quanto ao Giro Denteado, comparamos os resultados através de ANOVA unidirecional,
néo foi encontrado o efeito principal para os grupos [F(3) = 2,136, p = 591; n?= 0,651]. As figuras
a seguir representam os resultados médios para contagem em todos 0s grupos e as representacoes
das areas referentes ao CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD). A tabela refere-se ao posto médio

da expressao de C-Fos no hipocampo e sub-regides CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD).
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Figura 27. Imagens representativas da expressdo c-Fos no Hipocampo e regides CA1, CA2, CA3
E GD.
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Figura 28. Expressdo de c-Fos no Hipocampo para 0os grupos controle-C, experimental diade

amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 29. Expressdo de c-Fos no CA1 para os grupos controle-C, experimental diade amostra -

EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 30. Expressdo de c-Fos no CA2 para 0s grupos controle-C, experimental diade amostra
- EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 31. Expressdo de c-Fos no CA3 para 0s grupos controle-C, experimental diade amostra -
EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.
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Figura 32. Expressdo de c-Fos no Giro Denteado (GD) para os grupos controle-C, experimental
diade amostra - EDA, experimental diade teste - EDT e experimental diade- ED.

5.6 Correlacao entre a expressdo C-Fos e os indices de discriminagéo

Também foram realizadas analises referentes a correlagdo da c- Fos nas regides CAl, CA2,
CA3 e GD e os indices de discriminacdo. Para essas analises foi realizada uma estatistica ndo
paramétrica através da correlagdo de Spearman. A correlacdo foi realizada entre os resultados
estatisticamente significativos dos indices de discriminacdo da memoria similar a episodica e as
regides do hipocampo CAL, CA2, CA3 e GD. Foi encontrada uma correlagdo negativa no grupo
controle - C para o indice de tempo no primeiro minuto e Giro Denteado [p=0,990; p= < 0,001].
Para o grupo experimental diade - ED foi encontrada uma correlagdo positiva para o indice de
espaco e GD no primeiro minuto [p=0,943.p=0,005]. Também foi encontrada uma correlacéo
positiva para o indice de tempo e CA3 no segundo minuto [p=0,928;p=0,008], terceiro minuto
[p=0,928;p=0,008] e quinto minuto [p=0,812;p=0,050].
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6. Discussao

O presente estudo verificou se o contexto social contribui para os processos mnemonicos
de aquisicao e evocacdo da memoria similar a episodica em ratos Wistar. Foi realizada uma tarefa
adaptada de memoria similar a episddica integrativa criada por Kart-Teke e colaboradores (Kart-
Teke et al., 2006; Binder et al., 2015). Esta tarefa depende da exploragdo de objetos e do
reconhecimento da novidade, um comportamento inerente aos roedores (Ennaceur & Delacour,
1988), e possibilita a analise de trés padrdes de exploracao, a saber: padrdo espacial (associacao
de “o qué” e “onde”), temporal (associagdo de “o qué” e “quando”) e integrativo (associagdo de
todos os aspectos). Os nossos resultados indicaram que oS animais ndo acessaram 0S trés
componentes episddicos de forma integrada. No entanto, observaram-se resultados importantes
para o indice de tempo e indice de espaco no protocolo adaptado da tarefa de Kart-Teke et al.
(2006) em um intervalo de retencdo de 24 h e em um campo aberto de 60 cm de didmetro. Para a
analise comportamental, avaliamos o desempenho dos animais em relacdo ao indice de
discriminacao, tempo total de exploracdo e comportamento de autolimpeza na primeira sessao de
habituacdo ao campo aberto e sessdo de teste. Além disto, verificamos os comportamentos

afiliativos e agonisticos nas diades nestas sessoes.
6.1 Indices de discriminacéo

O desempenho dos animais em relacdo ao indice de discriminacdo foi determinado pela
comparac¢do entre um objeto e outro com base em um padrédo de exploracao especifico, a saber: (i)
0 objeto antigo ndo deslocado deveria ser mais explorado que o objeto recente ndo deslocado
(padréo temporal, A1>B1); (ii) o objeto recente deslocado deveria ser mais explorado que o recente
ndo deslocado (padrédo espacial, B2>B1); e (iii) o objeto antigo ndo deslocado deveria ser mais
explorado que o objeto antigo deslocado (padro integrativo, A1>A2). E importante destacar que
0 nosso protocolo replicou a tarefa episodica de Kart-Teke et al. (2006), com modificacdes.

O intervalo de tempo utilizado entre os treinos e o teste foi modificado de 50 minutos
para 24 h. Até entdo, os estudos do nosso laboratorio obtiveram sucesso com intervalo entre as
sessoes e 0 teste maior que 1 hora, com animais apenas dentro de um contexto social utilizando
um intervalo de 24h entre a sessdo e o teste em um campo aberto de 60 cm (de Franga Malheiros
etal., 2021).
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Como citado anteriormente, 0s nossos achados indicaram que os ratos Wistar ndo
acessaram 0s trés componentes episddicos de forma integrada. Para os trés componentes
episodicos, analisamos os resultados para cada minuto e minuto acumulado e confirmamos a
importancia do contexto social na memdria similar & episddica, uma vez que os ratos do grupo
experimental diade - ED discriminaram o indice de tempo e indice de espaco da memaria similar
a episodica, no primeiro e segundo minuto, como também continuaram discriminando o indice de
tempo no terceiro, quarto e no minuto acumulado. O indice de tempo também foi importante para
0s demais grupos experimentais sociais, com a discriminacdo desse indice para o0 grupo
experimental diade amostra — EDA, no quarto minuto e minuto acumulado e o grupo experimental
diade teste - EDT apresentou uma tendéncia em discriminar o indice de tempo, no segundo minuto,
terceiro minuto, quarto minuto e minuto acumulado. Ja para o grupo controle — C, encontramos
apenas discriminacdo do indice de tempo no primeiro minuto, ndo discriminando nenhum indice
da memdria similar a episédica nos demais minutos.

Apesar de nossos resultados corroborarem parcialmente os dados publicados previamente
pelo nosso laboratorio (de Franga Malheiros et al., 2021), visto que ratos acessaram a memoria
similar & episddica em um intervalo de 24 h quando testados dentro um contexto social, o estudo
de Franca Malheiros et al. (2021) apresentou algumas limitacdes concernentes ao desenho
experimental que ndo permitiram identificar a influéncia do contexto social nos processos
mnemonicos de codificacdo e evocacao. O delineamento experimental do estudo anterior continha
dois grupos sociais, sendo que um grupo realizou todas as sessdes da tarefa de meméria similar a
episadica dentro do contexto social e 0 outro grupo passou apenas pelas sessdes de habituacdo em
diade e realizou a tarefa individualmente. Diferindo desta abordagem metodol6gica, a
configuragdo do presente estudo incluiu um grupo em diade que realizou as sessfes de amostras,
um grupo em diade que realizou a sessdao de teste e um grupo em diade que realizou todas as
sessOes da tarefa (amostras e teste). Essa nova configuracdo nos permitiria entender a influéncia
do contexto social nos processos mnemonicos envolvidos na memdria similar a episodica. Para
todos 0s grupos experimentais sociais, 0s resultados indicam possivelmente que o contexto social
foi importante na tarefa, tanto na codificacdo como na evocacdo, com resultados importantes para
o indice de tempo. Ressaltamos que o padrdo temporal acontece quando o objeto antigo nao
deslocado (A1) € mais explorado do que o objeto recente ndo deslocado (B1). Esses achados

confirmam que animais dos grupos sociais reconheceram objetos explorados durante os ensaios e
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lembraram de sua ordem de apresentacdo, associando (“o qué” e “quando’) mostrando serem
capazes de recuperar informacdes sobre suas experiéncias passadas e confirmando a importancia
do contexto social na tarefa de memoria similar a episddica. No entanto, manter os animais em
diades durante todas as fases experimentais ndo foi suficiente para que pudessem acessar a
mem©ria similar a episodica, conforme observado em nosso estudo anterior (de Frangca Malheiros
etal., 2021).

Assim sendo, manter os animais em diade foi essencial para acessar processos envolvidos
na memoria similar & episddica, uma vez que o grupo controle — C ndo acessou nenhum indice
correspondente a memaria similar a episédica no minuto acumulado e apresentou diferencas
signifcativas quando comparado ao grupo experimental diade - ED - grupo submetido a todos os
procedimentos experimentais dentro de um contexto social. Nossos achados corroboram com
alguns estudos que demostraram que o contexto social foi importante para camundongos
envolvidos em uma tarefa de reconhecimento de objetos espaciais (Lipina e Roder, 2013). Esse
mesmo estudo sugeriu questdes pertinentes envolvidas no processo de aprendizagem social, como
a facilitacdo social, que € capacidade de o animal realizar determinadas a¢des mais facilmente na
presenca de um co-especifico, o que ndo aconteceria individualmente ( Lipina e Roder, 2013; Wills
et al., 1983). Outros estudos apontam para vertentes mais complexas do que a facilitacdo social,
como o aprendizado observacional, cooperacao e empatia (Rutte e Taborsky, 2007; Viana et al.,
2010; Bartal et al., 2011; Wood et al., 2016; Weiss et al., 2017).

Além do ambiente social potencialmente influenciar a motivacéo e a neofobia, outros
fatores podem estar relacionados ao desempenho observado nos animais, como, por exemplo,
processos de aprendizagem social nos grupos. Estes aspectos precisam de uma investigacdo mais
aprofundada para avaliar, por exemplo, a possibilidade de que alguns animais (como ratos
subordinados ou seguidores) estavam simplesmente seguindo outros ou rastreando seu odor (como
ratos dominantes ou lideres).

Além disso, levantamos algumas hipdteses e supomos que 0s animais se empenharam mais
na exploracdo do prdprio campo e/ou gastaram mais tempo socializando do que explorando os
objetos expostos ao campo aberto. Estudos relatam que animais podem influenciar o
comportamento uns dos outros de diferentes maneiras, e a interagao social, por si S0, é considerada
um processo capaz de promover alteracbes comportamentais (Galef, 1996). Estudos também

apontam que ratos quando viajam em diades aumenta sua locomocao e expressam vocalizacdes,
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como também encontram-se em continua interagdo e, a0 se movimentar, movem-se como se
estivessem conectados, (Weiss et al., 2015; Laplagne et al., 2016). Desta forma, os ratos testados
em diades passam aproximadamente 40% de seu tempo em comportamento social (Beck & Chow,
1984). Ressaltamos que a falta de medidas relacionadas a atividade locomotora em nossos estudos
limita o nosso entendimento, neste momento, acerca da complexidade do contexto social, o qual
envolve uma organizacdo do animal - ndo apenas do ambiente fisico, mas também do ambiente

social (Dorfman et al., 2016).

Outro fator importante é o intervalo de retengdo para que animais acessem este tipo de
memoria. Como j& citado anteriormente, observaram-se resultados importantes para oS
componentes episddicos da memoria similar a episodica para um intervalo de retencéo de 24 h.
Este intervalo foi favoravel para os ratos dentro do contexto social acessarem o indice de tempo e
o indice de espago para o grupo experimental diade - ED. O componente social também
demonstrou ser importante para o indice de tempo, tanto na evocagdo quanto na codificagdo da
memdaria similar a episodica, uma vez que o grupo experimental diade amostra — EDA e
experimental diade teste — EDT também apresentaram resultados importantes quanto ao indice de
tempo.

Sendo a ELM/WWhen uma tarefa de consideravel demanda cognitiva, ao se comparar
com outras tarefas associativas de reconhecimento de objetos, e tendo sido aplicada em um longo
intervalo de retencédo, pode-se hipotetizar que o contexto social exerceu um efeito promnéstico e
permitiu ao grupo que realizou todo o experimento em diades acessar mais elementos contextuais
(i.e.: indice de tempo e de espaco no grupo ED) do que os grupos que tiveram interrupgdo do
contexto social ao longo do experimento e realizaram apenas parte do procedimento em grupo
(i.e.: indice de tempo nos grupos EDA e EDT). Em relacdo aos resultados dos indices per se,
estudos que exploram a concorréncia entre diferentes elementos mnemdonicos ndo sdo comuns.
Chao e colaboradores (2016) construiram uma tarefa para acessar de forma simultanea a memoria
para item e para local e identificaram que o trago para 0 objeto € mais forte do que para a
localizacdo. No estudo de Farias (2021), que consistiu de uma série de experimentos para
investigar se a referéncia espacial prejudica o desempenho dos animais com relacdo a
discriminacao de recéncia, foi sugerido que o traco de memoria para o0 espacgo € mais robusto do
que para o tempo. Embora a investigacdo entre uma possivel hierarquia entre elementos

contextuais ainda seja inexplorada, o presente estudo corrobora o dado de Mitchell & Laiacona
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(1998) quanto a capacidade de discriminagédo temporal de objetos em intervalo de 24h, contudo,
em nossa pesquisa essa capacidade seja dependente do contexto social.

Os resultados supracitados corroboram em parte com 0s nossos achados ja publicados
(de Franca Malheiros et al., 2021), que indicaram que os ratos dentro do contexto social acessaram
0s trés componentes episddicos da memdaria similar a episddica em um intervalo de 24 h. Isto ndo
foi observado no grupo controle, tanto para os dados ja publicados (de Franca Malheiros et al.,
2021) como também para o presente estudo. No entanto, para o grupo controle - C, o tempo de
retencdo j& € bem consolidado. Dados ndo publicados e publicados por nosso laboratério (de
Franca Malheiros et al., 2021; Drieskens et al., 2017) demonstram que ratos individualmente
testados ndo acessam este tipo memaoria em um intervalo superior a 1h, condi¢do que também foi
confirmada no presente estudo. Esses achados nos levar a sugerir que aprofundar-se em questoes
como modular os experimentos em diferentes tempos de reten¢do, como por exemplo 1h, 6h, 12h
e replicar os estudos seriam condi¢des necessarias para ampliar o entendimento dos processos
envolvidos.

Embora as pesquisas sobre a cognigédo socioespacial tenham recentemente se expandido
(Weiss et al., 2015, Weiss et al., 2018), dentro da literatura referente @ memaria similar a episodica
pouco se sabe sobre a influéncia do contexto social em processos mnemonicos. No entanto, de
fato, a condicdo do animal a ser testado dentro de um contexto social parece ser relevante para a
memoria similar a episédica. Os nossos achados sdo relevantes, uma vez que demostram a
importancia do contexto social na discriminacdo dos componentes episddicos da memoria similar
a episddica para cada minuto e, assim, abrem caminhos e apontam para um potencial ligacéo entre

0 contexto social e a memdria similar a episodica.

6.2 Tempo Total de Exploracao

Em nosso estudo, os resultados indicaram que o grupo controle - C apresentou um tempo
total de exploragéo reduzido quando comparado ao grupo experimental diade teste - EDT na sessao
da amostral. Esses resultados sdo relevantes quanto ao desempenho dos animais em explorar 0s
objetos, uma vez que 0s grupos se submeteram a mesma condi¢do experimental na sessdo amostra
1, ou seja, em um contexto individual. Os achados sugerem que a experiéncia social vivenciada
anteriormente nas sessdes de habituagcdes ao campo aberto pelo grupo experimental diade teste -

EDT parece ser transferida para a sessdo de amostra 1, tornando 0s animais mais engajados na
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exploracdo, como também, mais encorajados quando inseridos em um cenario de novidade,
podendo também ter influenciado em uma reducédo a respostas neofdbicas. Resultados similares
também foram relatados na literatura mostrando que ratos em contexto individual no campo aberto,
apos ter sido inseridos em um contexto em diade, expandiram a exploragdo para se¢des de campo
aberto, em comparacdo com os controles, que ndo haviam sido testados em diades (Weiss et al,
2015). De fato, esses resultados parecem indicar o contexto social como um modulador do
comportamento exploratorio. Esses dados corroboram resultados anteriores publicados por nosso
laboratorio mostrando que ratos aumentaram o tempo total de exploracdo quando testados em
diade (de Franca Malheiros et al., 2021). Esta questdo também é discutida na literatura, que aponta
que animais dentro de um contexto social aumentam seu comportamento exploratério (Hughes
1969; Meaney & Stewart 1979; Beck & Chow, 1984; Griffiths & Foster, 1998). Outros estudos
retratam que o0 rearing, comportamento de pardmetro de exploragdo em roedores, foi
significativamente aumentado em camundongos habituados a um parceiro familiar (Lipina &
Roder, 2013).

Quanto ao tempo total de exploracdo, nossos resultados também demonstraram que o
comportamento explorat6rio dos animais teve um tempo aumentado na sessdo de amostra 1 quando
comparado a sessdo de amostra 2 e teste.

A experiéncia é outro fator que pode alterar a exploracdo dos objetos. A exposi¢ado repetida
aos mesmos objetos pode reduzir o tempo de aproximacao, visto que o individuo se torna mais
familiarizado com o objeto. Estudos relatam que ratos em uma segunda exposi¢do a0 mesmo
objeto, apds intervalos diferentes, apresentaram uma diminuicdo da exploracdo indicando a
habituacdo entre as sessbes (Heinrich, Marzluff & Adams, 1995; Lukaszewska, 1993). Essa
dimnuicdo também foi vista quanto a duracdo da exploracdo apds o objeto ser totalmente
explorado (Mettke, 2006). Estes achados estdo de acordo com o0 nossos resultados que
apresentaram um tempo total de exploracdo reduzido para amostra 2 e teste quando comparado
com a amostra 1. Além disso, também corroboram os nossos achados ja publicados (De Franca
Malheiros et al, 2021) que mostraram que 0s animais apresentaram uma reducdo da exploracao na

sessao de teste, a Ultima sessdo na qual os animais foram inseridos.
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6.3 Comportamento de autocuidado (Self-grooming) e social

A fim de avaliar as respostas do tipo ansiedade, medimos o tempo que cada rato passou
em selfgrooming em campo aberto na primeira sessdo de habituacao - que se espera ser a condi¢édo
mais estressante devido a novidade ambiental. Além disso, também registramos as interacoes
exibidas pelas diades durante esta sesséo, identificando comportamentos afiliativos e agonisticos.

Para o comportamento de autocuidado, encontramos uma tendéncia entre o grupo
controle - C e o grupo experimental diade amostra - EDA. Esses resultados retratam que o
comportamento de selfgrooming nos ratos do grupo controle apresentou uma tendéncia em ser
mais frequente quando comparado ao grupo experimental diade amostra. Apesar de o grupo
controle ndo apresentar diferencas significativas em relacdo aos demais grupos sociais
(experimental diade teste e experimental diade), esses resultados parecem indicar que animais em
uma condicdo individual podem se apresentar mais ansiosos quando comparados aqueles dentro
do contexto social. E interessante retratar que todos 0s grupos apresentaram o comportamento de
selfgrooming, uma vez que a primeira sesséo de habituagdo é o primeiro contato dos animais ao
campo aberto, confirmando ser uma condicdo estressante devido a novidade ambiental (Choleris
etal., 2001). No entanto, a tendéncia a diferenca entre 0s grupos sugere que animais em diades se
adaptam mais facilmente quando colocados na presenca de co-especifico e em condi¢fes mais
préximas da sua natureza, como também nas condi¢des de manutencdo da gaiola. Esses achados
também sdo um importante indicativo do contexto social como modulador do comportamento.
Essa tendéncia encontrada também esta de acordo com um estudo realizado em nosso laboratdrio,
o qual demostrou que ratos na condicdo individual apresentaram um maior nivel de ansiedade (de
Franca Malheiros et al., 2021). A literatura aponta que a habituagdo conjunta ao campo aberto
reduziu o autocuidado em camundongos BTBR do tipo autista (Lipina & Roder, 2013). Para a
sessao de teste, ndo encontramos diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Esses
achados sugerem que 0s animais ja estavam adaptados e familiarizados ao campo aberto, uma vez
que a sessao de teste representa a sexta vez em que o animal é inserido no campo aberto, de acordo
com delineamento da tarefa de Kart-Teke et al. (2006). Estudos relatam que, em multiplas
apresentacdes, 0s animais codificam eventos externos, armazenam informacoes e as utilizam para
detectar mudancas espaciais e contextuais e assim gerar previsdes sobre esse ambiente especifico
(Xavier, et al, 1991). Estudos mais recentes mostram que embora o self-grooming seja

frequentemente conceituado como um comportamento realizado pelos animais em uma situagéo
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individual e fora do contexto social, foi verificado em camundongos gque esse comportamento
também esta envolvido na comunicacgao social entre os co-especificos (Zhang, et all, 2021). Diante
disto, novas investigacdes sdo necessarias para identificar os tipos de respostas (ansiedade ou
comunicagéo) expressadas pelos animais a partir do comportamento de self-grooming dentro das
diades.

Durante as interacdes sociais, encontramos comportamentos afiliativos [ex.: catando
(alogrooming), e farejando (sniffing)] e agonistico (Fighting). Comparamos 0s grupos sociais na
sessdo de habituacdo e na sessdo de teste.

Na primeira sessao de habituacdo, compararam-se 0s grupos experimental diade amostra,
experimental diade teste e experimental diade. Durante esta sessdao, 0s animais socializaram e
expressaram apenas comportamentos sociais afiliativos. Esta condicdo era esperada, uma vez que
0s animais eram mantidos em grupo de quatro por gaiola, inclusive junto a sua diade experimental,
ou seja, eram parceiros de gaiola. Esses resultados também foram observados em um estudo
anterior do nosso laboratorio (de Frangca Malheiros et al., 2021), indicando que animais dentro da
primeira sessdo de habituacdo socializaram e expressaram apenas comportamentos sociais
afiliativos.

Para sessao de teste, comparamos 0s grupos experimental diade teste - EDT e experimental
diade - ED. Esses grupos realizaram a sessdo de teste dentro do contexto social. Os
comportamentos sociais expressos ao longo das sessdes de teste foram comportamentos afiliativos
(sniffing e allogrooming) e agonistico (fighting), com resultados estatisticamente significativos
quanto a duracdo e frequéncia dos comportamentos. Também foram encontrados resultados
estatisticamente significativos para a duracdo do comportamento de sniffing. O grupo que interagiu
mais socialmente foi o grupo experimental diade - EDT. Reiteramos que esses animais foram
expostos ao contexto social nas sessdes de habituagdo ao campo aberto e, em seguida, passaram
pelas sessGes de amostras em uma condi¢édo individual e retornaram ao contexto social na sessao
de teste diferentemente do grupo experimental diade - ED, que passou por todos 0s processos
experimentais inserido no contexto social. Esses resultados indicam a preferéncia que ratos exibem
em explorar alguma novidade no ambiente inserido (Ennaceur & Delacour, 1988; Dere et al.,
2005a; Kart-Teke et al., 2006), ou seja, o0 contexto social torna-se a novidade do ambiente e os
animais parecem mais engajados em interagir do que os do grupo experimental diade - ED, que ja

estavam adaptados a essa condicdo durante todo o procedimento experimental. Os animais desse
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grupo exibiram comportamentos sociais afiliativos e agonisticos. Os comportamentos afiliativos,
como ja citado na sessdo de amostra 1, eram esperados, uma vez gque esses animais eram mantidos
na gaiola e ja haviam passado pelo campo aberto na primeira sessdo de habituacdo em diade.
Quanto ao comportamento agonistico, uma Unica diade entrou em situacdo de luta, diferindo dos
achados anteriores (de Franca Malheiros et al., 2021), que mostraram que ratos na sessdo de teste
s0 exibiram comportamentos sociais afiliativos. No entanto, vale a pena destacar que as
configuracOes experimentais foram distintas. No experimento anterior, nenhum grupo passou pela
mesma configuracdo do grupo experimental diade teste - habituacdo experimental em diade,
amostras em condicdo individual e retorno para o contexto social na sessao de teste. O intervalo
com auséncia de interacdo social dentro dos procedimentos experimentais pode ter modificado a
configuracdo da diade quanto a hierarquia social. Segundo a literatura, este € um processo que
pode ser estavel e dindmico, podendo ser modificado pelo ambiente fisico ou pelo comportamento
dos membros do grupo (Barnard & Burk, 1979). Por exemplo, a presenca de objetos pode
desestabilizar a hierarquia social por serem vistos como um recurso que precisa ser defendido (Fei
Wang et al., 2014). Portanto, ndo avaliamos a hierarquia social e ressaltamos novamente a falta de
medidas relacionadas a organizacdo das diades no ambiente social.

O comportamento que apresentou maior duracdo foi sniffing, mostrando que animais na
sessdo de teste gastaram mais tempo engajados em comportamentos afiliativos. Em suma, o
ambiente fisico algumas vezes pode se tornar menos importante que ambiente social, que é o
principal fator na formagéo da estrutura do comportamento expresso pelo animal inserido no

contexto social, conforme sugerido por Weiss et al, 2015.

6.4 Expressao de c-Fos

Ndo foram encontradas diferencas significativas quanto a expressdo de c-Fos no
hipocampo e regides CALl, CA2, CA3 e GD. Nossos achados ndo corroboram estudos que
demostram um aumento da expressdo de C-Fos no GD, indicando o envolvimento dessa regido na
tarefa de memoria similar & episodica em um intervalo de retencéo de 24h (Barbosa et al, 2013).
No entanto, destacamos que esses estudos tambeém n&o reportaram diferencas na expressao de c-
Fos nas regides de CA1 e CA3, corroborando nossos dados (Barbosa et al, 2013). Esses autores

também relataram que a inativacao temporaria do GD pode prejudicar os aspectos de consolidagédo
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e /ou evocacdo (Barbosa et al, 2012). Por outro lado, estudos relataram que a expressao de c-Fos
no GD néo difere em roedores em uma tarefa de aprendizagem espacial e confirmam que nao
ocorre diferenca na expressao de c-Fos em CAl e CA3 (Farina et al, 2016). Vale ressaltar que os
estudos relacionados acima avaliaram os animais dentro de um contexto individual e, apesar de o
nosso protocolo experimental também conter um grupo (grupo controle), avaliado sob a mesma
perspectiva, os delineamentos experimentais sdo distintos do nosso, principalmente no que

concerne ao envolvimento do componente social.

No presente estudo, também investigamos como as areas hipocampais envolvidas no
processamento de informagGes sociais expressam c-Fos na tarefa de memaria similar a episddica,
mais especificamente quanto a interacdo de estimulos sociais familiares e a expressdo c-Fos no
CAZ2. Os resultados revelam que ndo houve diferenca no nimero de neurdnios expressando c-Fos
na regido do CA2, nos grupos sociais, grupo experimental diade amostra - EDA, grupo
experimental diade teste - EDT e experimental diade — ED, como também ndo foi encontrada
diferenca quando comparados ao Controle — C. Estudos indicam que a regido CA2 do hipocampo
dorsal € um elemento critico de uma rede cerebral que apoia a memaria de reconhecimento social
(Middleton e McHugh, 2020; Watarai et al., 2021). Também ¢é vista na literatura a importancia de
CA2 na codificacdo tanto para estimulos sociais novos quanto familiares. No entanto, apesar do
envolvimento do CA2 na memoria de reconhecimento social ja ser bem consolidado na literatura
0s circuitos neuronais envolvendo o CA2 e o reconhecimento social ainda ndo sdo bem
compreendidos (Lopez-Rojas et al 2022). Estudos apontam um maior envolvimento do CA2 dorsal
no estimulo social ndo familiar do que familiar, ocorrendo maior taxa de disparo de neurdnios
nessa regido (Donegan et al, 2020). Esses achados podem justificar os nossos resultados, uma vez
que os animais foram inseridos ao campo aberto para experimentacdo na condicao social com co-
especificos familiares, inclusive seu companheiro de gaiola e a porcdo que analisamos expressao
de c-Fos no hipocampo como todo, inclusive CA2 foi a dorsal, retratada na literatura como

responsavel para estimulos ndo familiares.

6.5 Correlacgdo entre a expressdo de C-Fos e os Indices de discriminacéo

Averiguamos a correlacdo entre a expressdo de c-Fos nas regides do hipocampo CA1, CA2,
CA3 e GD e os indices de discriminacdo da memoria similar a episodica (para os resultados

73


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089662732200085X#bib42
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089662732200085X#bib62

estatisticamente significativos). Verificamos que o grupo controle - C apresentou uma correlagéo
negativa entre o Giro Denteado e o indice de tempo no primeiro minuto. Esses achados parecem
mostrar que a expressdo dessa regido ndo foi importante para o indice de tempo na memaria similar
a episodica, no entanto vale ressaltar que uma Unica vez o grupo controle apresentou discriminagao
de um Unico componente episddico (temporal) em um Unico minuto (primeiro minuto) durante a
realizacdo da tarefa. Encontramos uma correlacao positiva para o grupo experimental diade - ED
entre 0 Giro Denteado e o indice de espaco no primeiro minuto, demonstrando uma possivel
expressdo dessa regido na memdria similar a episddica. Esses achados parecem demonstrar a
importancia dessa regido na resolucdo da tarefa de memoria similar a episédica quanto ao indice
de espaco no primeiro minuto da tarefa. Esta condicéo foi vista para animais testados dentro de
um contexto social. Vale a pena ressaltar que nao foi possivel verificar esses achados para o indice
de integracdo, uma vez que nenhum dos animais dos grupos discriminou este indice. Esses
resultados também estdo de acordo com estudos que demonstraram um aumento da expressao de
C-Fos no GD, indicando o envolvimento dessa regido na tarefa de memoria similar a episddica em

um intervalo de retencéo de 24h (Barbosa et al, 2013).

Também foi encontrada uma correlagdo positiva no grupo experimenta diade — ED entre o
CA3 e o indice de tempo para o segundo, terceiro e quinto minuto. Esses resultados também
parecem demonstrar a expressdo do CA3 na memoria similar a episddica, podendo essa regido ser
importante para a resolucdo da tarefa envolvendo a discriminacao do indice de tempo para animais
que estiveram com co-especificos durante toda a tarefa. Nossos resultados ndo estdo de acordo
com estudos envolvendo a tarefa de memoria similar a episédica em um intervalo de 24h, que néo
demostraram diferencas na expressdo de c-Fos na regido do CA3 (Barbosa et al, 2013). Ja outros
estudos demonstram que a expressdo de c-Fos aumentou na regido do CA3 do hipocampo dorsal,
demonstrando ser essencial para codificar a meméria espacial (He et al., 2002). No entanto, vale
ressaltar que os estudos supracitados nao investigaram os animais na mesma condi¢éo do presente

estudo, ou seja, dentro do contexto social.

Embora os nossos achados ndo indiquem um aumento da expressdo de c-Fos nas regides
hipocampais CAl, CA2, CA3 e GD, eles apontam para uma correlacdo envolvendo regides
hipocampais e 0s componentes episodicos. Estes achados abrem caminho para novas

investigagdes, uma vez que, até onde sabemos, ndo ha na literatura estudos que envolvam a tarefa
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de memdria similar a episodica dentro do contexto social descrevendo a expressao de c-Fos no
hipocampo. Novos estudos sdo necessarios para validar a evidéncia cientifica sobre a memoria

episodica dentro de uma perspectiva social.

75



7. Concluséo

De acordo com os resultados apresentados, ratos Wistar em um contexto social ndo foram
capazes de acessar todos os aspectos da memoria similar a episédica em um intervalo de retengéo
de 24h. No entanto, a realizacdo da tarefa com os ratos em dupla parece ter importancia para que
eles acessem o indice de tempo e indice de espago da memdria similar a episddica apés um
intervalo de 24h. Relatos encontrados em nosso laboratério com dados publicados demonstram
que ratos que realizaram essa tarefa na mesma perspectiva, ou seja, dentro de um contexto social
com intervalo de 24h, conseguiram realizar a integragao dos aspectos “o qué”, “quando” ¢ “onde”
(de Franga Malheiros et al, 2021). Portanto, sdo necessarias investigacdes mais aprofundadas para
melhor compreensdo dos aspectos envolvidos na memdria similar a episodica dentro de uma
perspectiva social. O presente estudo traz como novidade investigar o envolvimento de redes
neuronais evolvendo a expressdo de c-Fos no hipocampo e regides CAl, CA2, CA3 e GD na
memoria similar a episddica e no contexto social. Nossos achados abrem caminhos para novas
investigaces e um maior entendimento desses aspectos, contribuindo para o campo da
neurociéncia. Esses achados também podem ser Gteis para 0 campo da cogni¢éo social, a partir da
conducdo de desenhos experimentais de comportamentos andlogos ao comportamento natural das
espécies utilizadas como modelos animais em tarefas de memaria por meio de reconhecimento de

objetos.
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