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RESUMO

As bases neurais envolvidas no processamento da memoria de reconhecimento tém sido
alvo de diversos estudos moleculares. Estudos tem apontado a func¢do de separagdo de
padrdes para informagdes espaciais ¢ de objeto em estruturas subjacentes do cortex
(Perirrinal e cértex entorrinal lateral) e hipocampo (Giro Denteado e CA3), destaca-se
que este ¢ um dos primeiros circuitos a sofrer alteragdoes no envelhecimento. Apesar disso,
nao se sabe de que forma o eixo anteroposterior do hipocampo e cortex parahipocampal
estao engajado para resolver processos que envolvem o reconhecimento e a separacao de
objetos para objetos. Além disso, existe uma necessidade de padronizagao de tarefas que
permitam coletar maior quantidade de dados, principalmente para estudos direcionados a
eletrofisiologia. Desse modo, este trabalho tem como objetivo padronizar uma tarefa de
reconhecimento de objetos e discriminagdo de objetos com multiplas tentativas e
investigar a expressao de c-Fos em regides do cortex temporal e nas subregides do
hipocampo, considerando-o ao longo do eixo anteroposterior. Inicialmente, foi realizado
um piloto comportamental para padronizagao da tarefa, com 6 animais. Posterior a isso,
animais divididos em 5 grupos para imunofluorescéncia realizaram: uma tarefa
reconhecimento de Objetos (C1), n=8, tarefa de discriminagdo com todos os niveis de
similaridade (C2), n=8, e uma tarefa de discriminacdo em um grau de similaridade
especifico (25%, 50% e 75%), com 7, 7 e 6 animais respectivamente. A tarefa consiste
em 4 tentativas, contendo uma fase de amostra e outra de teste cada. Durante cada
tentativa um novo conjunto de objeto foi utilizado. Em cada amostra dois pares idénticos
de objetos construidos a partir de Legos. Durante a fase de teste, um dos objetos era
trocado por um objeto diferente, variando a sua similaridade a depender do grupo
experimental. Para controlar a similaridade dos objetos um plano cartesiano foi
construido, afim de que a quantidade de sobreposicao entre eles fosse quantificada e as
caracteristicas compartilhadas controladas. Os cortes foram submetidos a um protocolo
de imunofluorescéncia para marcagdo de c-Fos. A contagem foi feita de forma manual
utilizando-se imageJ. Para os dados comportamentais, indices cumulativos (D2) foram
calculados ao longo das tentativas. Para os dados da imunoflorescéncia, ANOVA para
medidas independentes e contrastes planejados foram feitos. Foram feitos Teste de
Kruskal-Wallis e post hoc Dunn. Andlises de grafos foram orientadas por meio do pacote
igraph. Nossos resultados apontam que para o piloto comportamental, os animais
discriminam objetos novos dos diferentes e com graus de similaridade de 25% e 50%.
Para imunofluorescéncia, houve diferengas significativas na expressdo de c-Fos nas
distintas por¢des do eixo horizontal do CA3R e Hilos R, sendo as condi¢des de maior
similaridade as de maior expressao de c- Fos, ndo havendo diferenga entre as condi¢des
de maior similaridade (50% e 75%). Além disso, em condi¢des de maior similaridade a
expressao de c-Fos em diferentes regides do hipocampo esteve fortemente correlacionada
com o indice de discriminacdo. A analise de grafo mostrou que o funcionamento da rede
hipocampal ¢ altamente dindmico a depender da condi¢do. A medida que o nivel de
similaridade aumenta, também aumentam as interconexoes da rede, portanto as redes sao
mais densamente interconectadas e mais eficientes para condigdes de alta similaridade.
Além disso, a depender do nivel de similaridade, diferentes formas de organizagdo e
divisdo de cluster sdo encontradas. Portanto, o hilosR ¢ CA3cR sdo ativados de forma
distinta a depender do nivel de similaridade, tendo, portanto, papel central na separagao
de padroes. O hipocampo trabalha como uma rede mais densamente integrada a medida
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que a demanda de sobreposicao entre as memorias aumenta. Esses achados contribuem
para elucidar os mecanismos em torno das bases neurobioldgicas da memoria de
reconhecimento e separagao de padroes.

Palavras-chave: Padronizacdo de tarefa. Andlise de rede; Reconhecimento de Objetos;
Separacao de padroes
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ABSTRACT

The neural bases involved in the processing of recognition memory have been the focus
of various molecular studies. Research has pointed to the pattern separation function for
spatial and object information in underlying structures of the cortex (Perirhinal and
Lateral Entorhinal Cortex) and hippocampus (Dentate Gyrus and CA3). It is noteworthy
that this is one of the first circuits to undergo changes during aging. However, it remains
unclear how the anteroposterior axis of the hippocampus and parahippocampal cortex are
engaged in solving processes involving the recognition and separation of objects.
Additionally, there is a need for standardizing tasks that allow for the collection of a larger
amount of data, particularly for studies focused on electrophysiology. Thus, this study
aims to standardize an object recognition and discrimination task with multiple trials and
investigate c-Fos expression in regions of the temporal cortex and hippocampal
subregions, considering them along the anteroposterior axis. Initially, a behavioral pilot
study was conducted to standardize the task, with 6 animals. Following this, animals
divided into 5 groups for immunofluorescence underwent: an Object Recognition task
(C1), n=8; a discrimination task with all levels of similarity (C2), n=8; and a
discrimination task with a specific similarity degree (25%, 50%, and 75%), with 7, 7, and
6 animals respectively. The task consists of 4 trials, each containing a sample phase and
a test phase. During each trial, a new set of objects was used. In each sample, two identical
pairs of objects constructed from Legos were presented. During the test phase, one of the
objects was replaced by a different object, varying its similarity depending on the
experimental group. To control object similarity, a Cartesian plane was constructed so
that the amount of overlap between them could be quantified and shared features
controlled. Sections were subjected to an immunofluorescence protocol for c-Fos
labeling. Counting was performed manually using ImageJ. For behavioral data,
cumulative indices (D2) were calculated throughout the trials. For immunofluorescence
data, ANOVA for independent measures and planned contrasts were performed. Kruskal-
Wallis tests and post hoc Dunn tests were also conducted. Graph analyses were guided
by the igraph package. Our results indicate that for the behavioral pilot, animals
discriminate new objects from different ones with similarity degrees of 25% and 50%.
For immunofluorescence, significant differences were found in c-Fos expression in
different portions of the horizontal axis of CA3R and Hilos R, with higher similarity
conditions showing greater c-Fos expression, with no difference between the higher
similarity conditions (50% and 75%). Moreover, under higher similarity conditions, c-
Fos expression in different hippocampal regions was strongly correlated with the
discrimination index. Graph analysis showed that the functioning of the hippocampal
network is highly dynamic depending on the condition. As the level of similarity
increases, so do the network interconnections; therefore, the networks are more densely
interconnected and more efficient for high similarity conditions. Furthermore, depending
on the level of similarity, different forms of organization and cluster division are found.
Therefore, HilosR and CA3cR are activated differently depending on the level of
similarity, having a central role in pattern separation. The hippocampus functions as a
more densely integrated network as the demand for overlap between memories increases.
These findings contribute to elucidating the mechanisms surrounding the neurobiological
bases of recognition memory acquisition, consolidation, and pattern separation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Memoria

A memoria ¢ uma fun¢do cognitiva necessaria para a sobrevivéncia que permite
armazenar e recuperar uma informagao, indicando que a aprendizagem persistiu através
do tempo (Pause et al., 2013). Em geral, as memorias sdo formadas e estabilizadas através
de trés processos distintos: consolida¢do, armazenamento e evocagdo. A codificacdo
refere-se a aquisicao inicial do trago de uma memoria. Através da consolidagdo, a
memoria ¢ preservada e armazenada para posterior evocagdo. Finalmente, a recuperagao
¢ o processo pelo qual as memorias armazenadas anteriormente sdo reativadas (Cohen &

Stackman, 2015).

Para além das fases de consolida¢do, a memoria pode ser compreendida a partir
de duas condigdes basicas. A primeira ¢ a sua categorizacao baseada no tempo (curto
prazo / trabalho e de longo prazo). A memoria de curto prazo pode ser evocada em curtos
periodos, ndo requerendo sintese proteica. A memoria de longo prazo pode ser evocada
apos longos intervalos de tempo, de horas a anos, sendo caracterizada por sua labilidade
e requerimento de sintese de proteinas para consolidag¢do. Além disso, a memoria também
¢ subdividida em sistemas baseados em contetido (explicito e implicito). As memorias
explicitas podem durar alguns minutos ou horas, ou alguns dias ou meses, ou muitas
décadas. As memorias implicitas geralmente duram toda a vida (Izquierdo, 2018; Squire;

Kandel, 2003).

A memoria explicita estd disponivel para acesso consciente a fatos e eventos, seu
funcionamento ¢ prejudicado quando as estruturas do lobo temporal medial sdo
danificadas. Memoria implicita ¢ um termo abrangente que inclui varias habilidades
adquiridas, as quais ndo sdo acessiveis ao conhecimento consciente. Estas memorias sao
expressas através do desempenho de habitos e de aprendizagem associativa e nao
associativa, e dependem de diferentes sistemas cerebrais (Squire, 2004; Clark & Squire,

2010).

Segundo proposto por Tulving (2002), a memoria explicita pode ser dividida em

duas categorias: semantica e episddica. O subtipo semantico contém informagdes de
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conhecimentos gerais, responsavel pela formagao de conceitos sobre o mundo a sua volta,
contendo informagdes de fatos gerais. A memoria episodica caracteriza-se por ser uma
habilidade de recuperar eventos especificos vivenciados e localizados temporal e

espacialmente.
1.2 Memoria de reconhecimento em roedores

O reconhecimento, um subtipo de memoria explicita/declarativa, envolve a
capacidade de distinguir novos estimulos de familiares. A capacidade de detectar quando
um estimulo ¢ novo ajuda um animal a atender aos eventos no ambiente que
potencialmente sinalizam novas ameagas ou novas oportunidades. Consequentemente, ¢
importante que os sistemas neurais sejam preparados para um aprendizado eficaz sobre
esses novos estimulos. (Kinnavane, Albasser & Aggleton, 2015; Cohen & Stackman,
2015; Aggleton, Brown & Albasser, 2012). A detec¢do de novidades por animais pode
ser subdividida em duas grandes categorias. A primeira categoria, reconhecimento de
item, refere-se a se um item individual ¢ novo ou familiar (Saber/Know). Saber ¢ a
sensacdo imediata de que um evento, individuo ou item foi encontrado anteriormente

(Aggleton, Brown & Albasser, 2012).

A categoria de reconhecimento associativo, Lembrar/Remember, envolve a
reorganizacdo espacial ou temporal de elementos familiares para formar um novo
conjunto de elementos familiares. Esta segunda categoria, portanto, depende da
capacidade de combinar e recombinar elementos de estimulo. Além disso, envolve um
processo mais lento, sendo que as informagdes sobre o alvo podem ser testadas
subjetivamente pela lembranca de informacdes associadas ao alvo. Assim, pode-se evocar
informacdes especificas sobre onde e quando a experiéncia original ocorreu (Cohen &

Stackman, 2015; Eichenbaum, Yonelinas & Ranganath, 2007; Aggleton et al., 2012).

E altamente plausivel que os processos de lembrar e saber (Remember e Know)
sejam fendmenos relacionados. Ao mesmo tempo, deve-se enfatizar que o
reconhecimento associativo € a memdoria episodica (a capacidade de recordar eventos
especificos no tempo e no espago) ndo sdo equivalentes. Embora ambos os processos
possam envolver a marcagdo de informagdes semelhantes a eventos especificos, a
memoria episodica também envolve a recordacdo ativa. Em contraste, o reconhecimento

associativo ¢ diretamente suscitado pelos estimulos-alvo (Aggleton et al., 2012).
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1.2.1 Tarefa de Reconhecimento de objetos e protocolos de multiplas tentativas

Estudos com animais ndao humanos sdo fundamentais para entender a base
biologica da memoria e seus disturbios. Um desafio € criar testes que imitem a memoria
de reconhecimento em humanos. A exploracdo espontanea de objetos em estudos de
roedores ¢ um modelo animal simples, usado para investigar a memoria de
reconhecimento. Este teste ¢ baseado na tendéncia natural de muitas espécies de explorar
novos estimulos (Chao, Silva, Yang & Huston, 2020). Considerando-se essa preferéncia,
foi criada a tarefa de reconhecimento de objeto novo - novel object recognition (NOR)
(Ennaceur & Delacour, 1988). A NOR revolucionou os estudos em reconhecimento de
objetos e tem sido amplamente utilizada para explorar habilidades de memoria em
roedores (Cohen & Stackman, 2015). Esta tarefa tornou-se um dos paradigmas
comportamentais mais utilizados nas dreas da neurobiologia, psicofarmacologia e

neurociéncia comportamental nas ultimas duas décadas (Chao et al., 2020).

A NOR geralmente ¢ feita em uma arena familiar retangular ou circular, sem sinais
espaciais polarizados. Esta ¢ composta por duas fases. Durante o que ¢ referido como a
fase de treinamento ou amostra, o roedor explora dois objetos novos idénticos
encontrados em uma arena familiar (Ennaceur & Aggleton, 1994). A codificagdo de
memoria de objeto ¢ definida operacionalmente como ocorrendo durante a fase de
amostra. Apos a conclusao da fase de amostra, o animal ¢ removido da arena durante um
determinado periodo. Na fase de teste, o roedor € exposto a uma réplica do objeto familiar
e a um novo objeto. Posteriormente, medidas sdo elaboradas a partir do comportamento

exploratorio do animal (Cohen & Stackman, 2015).

Viérios fatores devem ser considerados ao se pensar na utilizagdo da NOR. Chao
et al. (2020) destacaram alguns desses fatores. O primeiro trata-se da habituagao, uma vez
que essa pode amenizar fatores estressantes antes do teste. A durag@o da exploracdo dos
objetos também ¢ algo importante, estudos mostraram que uma duracdo minima de
exploracao do objeto (alcance de 10 a 20 segundos em ratos e camundongos) ¢ essencial
para testar o NOR tanto na amostra quanto nas fases de teste. Alternativamente, os
animais podem ser excluidos se a duracdo da exploragdo do objeto estiver abaixo de um
certo nivel, por exemplo, menos de 10s em 5 min. Outro fator importante trata-se da
natureza do objeto, uma vez que a duragdo da exploracdo do objeto estd associada as

caracteristicas dos objetos: peso, forma, tamanho, textura. A neofobia em relacdo a
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objetos, especialmente ao encontra-los pela primeira vez, pode ser outro fator potencial
que afeta a exploragdo de objetos. Por fim, o desempenho do NOR ¢ variavel e dependente
do intervalo de tempo entre o aprendizado e as fases de teste. Portanto, a combinagao de
diferentes duragoes de exploragdo de objetos e intervalos de retencao pode ser usada para

criar diferentes intensidades de memoria (Chao et al., 2020).

As tarefas de memoria de reconhecimento de objetos foram inicialmente aplicadas
usando uma abordagem de uma tentativa (ou seja, amostra seguida por um teste). No
entanto, muitos estudos exigem um grande namero de animais para resultados
significativos, levando ao desenvolvimento de protocolos mais recentes que realizam
multiplas tentativas com o mesmo animal. (Ameen-Ali, Eacott e Easton, 2012; Albasser
et al., 2010; Araujo et al., 2021; Araujo et al., 2025). Os designs de tarefas de uma e de
varias tentativas apresentam vantagens e desvantagens e podem servir para finalidades
diferentes. O uso de um baixo numero de tentativas pode levar a uma grande quantidade
de variancia nos dados por causa da variabilidade naturalmente alta do comportamento
espontaneo dos ratos (Araujo et al., 2021). Vérias tentativas promovem o acimulo mais
rapido de dados, diminuem o potencial de estresse de manuseio e espera-se que a
variancia geral seja menor como consequéncia da probabilidade reduzida de efeitos
aleatorios no comportamento. No entanto, protocolos de multiplos ensaios sdo demorados
e podem induzir interferéncia proativa, sobrepondo informag¢des dos eventos

consecutivos (Seel et al., 2018; Ameen-Ali et al., 2015).

Albasser et al., 2010, elaborou um labirinto em forma de gravata borboleta, que
combina recursos de tarefas de reconhecimento espontaneo de objetos com tarefas que
envolvem recompensas. O labirinto Bow-tie consiste em dois compartimentos em cada
extremidade, que podem conter objetos. O rato ¢ colocado inicialmente em um
compartimento do labirinto com um objeto. O animal entdo vai para o compartimento
oposto, que contém dois objetos - um que ¢ familiar, visto no compartimento anterior, e
outro que € novo, nunca visto. O animal entdo retorna para o primeiro compartimento,
que agora contém o objeto visto anteriormente, o qual se tornou familiar, € um novo
objeto. Isso produz uma sequéncia de testes para cada animal em uma tnica bateria de

teste (veja parte A da figura 1).
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Figura 1. Protocolos de multiplas tentativas utilizados em tarefas de reconhecimento e

separacao de padrdes de objetos.

O Labirinto Bow-tie ¢ uma tarefa de reconhecimento espontaneo de objetos que
usa a explorag¢do da novidade como medida de reconhecimento. Uma vantagem € que ele
permite varias tentativas em um Unico momento, resultando assim em um acumulo de
dados mais répido. Outras vantagens dessa tarefa sdo: aumentar o numero de testes
executados por animal, diminuir o estresse potencial de manuseio e reduzir a variabilidade
no desempenho dos animais que esta associada as tarefas de reconhecimento padrdo. A
tarefa Bow-tie maze aprimora o paradigma de reconhecimento de objetos espontineo e ¢
usada em diversos estudos de lesdo e expressdo génica (Ameen-Ali et al., 2015; Albasser

et al., 2010; Aggleton et al., 2012; Albasser, Poirier & Aggleton, 2010; Albasser et al.,
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2015). Deve-se considerar, porém, que as fases de amostra e teste se sobrepdem, uma vez
que o teste anterior acaba sendo uma fase de evocagdo, mas também uma fase de
consolidacdo para o teste subsequente. Assim, vocé ndo consegue investigar
separadamente processos de consolidacdo e evocagdo. Além disso, alguns ensaios
envolveram o objeto familiar que aparece em um local novo, enquanto em outros ele foi
visto no mesmo local que anteriormente, isso pode levar a um viés no indice de

discriminacao, podendo, portanto, adicionar ruido aos dados.

Ameen-Ali, Eacott e Easton (2012) desenvolveram um protocolo de multiplas
tentativas com uma tarefa de reconhecimento de objetos, por meio do qual o rato podia
explorar em diferentes momentos duplas de objetos novos e familiares, sem a necessidade
de manipulagdo. Para manter a motivacao, o animal recebia recompensas distribuidas
igualmente do lado dos objetos. O intervalo de exploragdo entre as tentativas era de 1
min. H& nesse protocolo um compartimento de espera, onde o animal é colocado antes ¢
depois de cada sessdo. As medidas de reconhecimento e exploragdo em reconhecimento
de objeto espontaneo, as caracteristicas do protocolo em geral eram comparaveis a
estudos anteriores que usaram o paradigma de um ensaio por dia (veja parte B da figura
1). Este protocolo foi utilizado também para avaliar a fun¢do do perirrinal em diferentes
niveis de familiaridade (Ameen-Ali et al., 2021). Um ponto a destacar é que a limita¢ao
espacial do aparato pode gerar um viés de direcio do animal, uma vez que roedores
podem apresentar uma preferéncia de lateralidade, e o modelo do aparato exige que essa
escolha seja feita. O aprendizado de uma nova regra no processo de modelagem e na

discriminacao pode ser influenciado por esse viés (Johnson et al., 2017).

1.3 Memoria de reconhecimento nas tarefas de discriminacido de objetos em

diferentes graus de similaridade, contribui¢cdoes para a memoria episodica.

A capacidade de codificar e discriminar com sucesso estimulos ambientais
distintos € essencial para a sobrevivéncia. Dois estimulos semelhantes podem ser
associados a duas experiéncias muito diferentes: um gato dentro de sua casa pode ser
amigavel, enquanto um puma pode ameagar sua vida. Além de simplesmente reconhecer,
acredita-se que o cérebro cria representacdes Unicas de eventos similares, que sdo menos
confusos e podem ser associados a resultados diferentes, através de um processo chamado
separacao de padroes (Josey & Brigman, 2015; Gilbert & Kesner, 2006; Miranda et al.,
2017).
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A memoria episodica estd relacionada a recordacdo de eventos Unicos e
especificos, e a distingdo entre experiéncias semelhantes ¢ considerada um componente
essencial para evitar a interferéncia entre essas representacdes. Esse processo,
denominado separagao de padrdes, tem sido amplamente investigado no hipocampo, uma
estrutura fundamental para a codificagdo e armazenamento das memorias. O hipocampo
exerce um papel central na preservacao da fidelidade das recordagdes, assegurando que
eventos distintos sejam representados de maneira ndo sobreposta, garantindo assim a
integridade e a organizagdao das memorias episodicas (Miranda et al., 2017). Com o
envelhecimento, déficits da memoria episddica podem estar associados a uma redugdo na
capacidade de manter ricos detalhes contextuais (Johnson et al., 2017; Miranda et al.,
2017). Estudos em humanos indicam que, em déficits relacionados a idade, a perda de
informagao ¢ mais pronunciada na identificacdo de objetos semelhantes do que em tarefas
com alta interferéncia espacial, onde itens sdo posicionados em espagos proximos

distintos a serem discriminados (Reagh et al., 2016; Reagh et al., 2018).

A partir do teste de reconhecimento de objeto espontaneo, foi proposta a
introducao de multiplos recursos na tarefa e a necessidade de discriminar estimulos que
compartilham caracteristicas, portanto a tarefa foi adaptada para permitir a investigagao
dos efeitos da crescente sobreposicao de caracteristicas entre objetos, no reconhecimento
espontaneo de objetos. Isso foi tentado em alguns estudos, seja em arenas abertas ou
labirintos em T, onde descobriram que as lesdes do fornix ndo impediam a capacidade
dos ratos de distinguir entre um objeto familiar e versdes de objetos familiares nos quais
as caracteristicas originais haviam sido reconfiguradas (Ennaceur & Aggleton, 1994;
Norman & Eacott, 2004; Johnson et al., 2017), veja parte C e D da figura 1. No entanto,
os efeitos das lesdes do cortex perirrinal em tal tarefa se mostraram ambiguos. Muitos
dos resultados associados a discriminacao de objetos similares sdo oriundos de pesquisas
a partir de um modelo de conjungdo mnemonica-perceptual (PMFC), que sugere fungdes
perceptivas ao cortex perirrinal (Ahn & Lee 2015; Ahn & Lee 2017; Byun & Lee 2010;
Bartko et al., 2007; Johnson et al., 2017). Quanto mais a identificacdo de estimulos
individuais depender da configuracdo de caracteristicas, mais grave sera a deterioragao
prevista. Tal visdo prediz que o perirrinal ¢ importante ndo apenas para as tarefas
mnemonicas, mas também para as discriminagdes concorrentes que o fazem (Ahn & Lee,

2017).
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Porém, os resultados da tarefa de discriminagao de duas escolhas nao podem
definitivamente diferenciar entre uma deficiéncia perceptual e uma deficiéncia
mnemonica. Muitas das tarefas que foram usadas para avaliar habilidades perceptivas ndo
excluiram um papel para a aprendizagem e a memoria. Além disso,animais com lesdes
perirrinais podem ter sido prejudicados ndo por causa de dificuldades com a percepgao
visual, mas por causa do comprometimento da aprendizagem visual associativa (Suzuki,
2009). Em contraste com os achados em ratos, humanos com lesdo hipocampal ou lesdes
maiores em lobo temporal medial (LTM) realizaram normalmente a tarefa de
discriminacdo com apresentacdo simultanea, na qual os animais s3o expostos
simultaneamente a estimulos similares e devem escolher o estimulo mais distinto em
detrimento dos semelhantes, realizando, portanto, discriminagdo imediata. Nao houve
diferengas entre os grupos, e todos os grupos realizaram acima do acaso (Hales et al.,

2015).

Em outro estudo, ratos com lesdes perirrinais nao tiveram prejuizos em fazer
discriminacdes dificeis e ambiguas, apesar de essas habilidades estarem comprometidas
em uma tarefa de memoria de reconhecimento padrao (Hales et al., 2015; Clark et al.,
2011), veja parte E da figura 1. Pacientes com lesdes do LTM que incluiam o cortex
perirrinal foram testados quanto a sua capacidade de identificar o objeto inico entre pares
de objetos que tinham um alto grau de sobreposicdo de caracteristicas (similaridade)
(Knutson et al., 2013). Os resultados de outros estudos sdo consistentes com o papel
conhecido do coértex perirrinal € do hipocampo na formacao da memoria de longo prazo,

contrapondo o papel perceptivo proposto ao cortex perirrinal (Hales et al., 2015).

Por conseguinte, ¢ dificil distinguir a aprendizagem prejudicada e a memoria da
percepcao prejudicada. Um novo paradigma comportamental para o rato permitiu separar
a avaliacao das funcdes da memoria da avaliacdo das fungdes perceptivas. Os animais
receberam treinamento extensivo em uma tarefa de discriminacdo automatizada de duas
opcdes e, em seguida, mantiveram seu desempenho de memoria em um alto nivel,
enquanto testes de exploracdo interpolados testaram a capacidade de percepgao
visual. Os testes de exploragdo variaram sistematicamente o grau de ambiguidade
caracteristica entre os estimulos, de modo que as fungdes perceptivas pudessem ser
testadas ao longo de catorze diferentes niveis de dificuldade. As lesdes bilaterais do

cortex perirrinal pouparam totalmente a capacidade de fazer discriminagdes ambiguas de
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caracteristicas,e o desempenho de animais lesionados e intactos era indistinguivel em
todos os niveis de dificuldade. Em contraste, as lesdes peririnais prejudicaram a memoria

de reconhecimento (Clark et al., 2011).

Seguindo esta linha de investigagdo, Johnson et al. (2017) elaboraram um
protocolo que avalia a discriminagdo de objetos com niveis distintos de similaridade. O
aparato em formato de L possui uma pista pela qual o animal pode correr. Ao final dessa
pista, o animal se encontra com um objeto novo e outro familiar. Os ratos foram ensinados
que um dos dois objetos apresentados simultaneamente no par era o alvo (S +),
sinalizando uma recompensa alimentar, enquanto o objeto alternativo no par nunca foi
recompensado (S—). Em cada tentativa, o rato saiu da area de largada e atravessou o braco
até a plataforma de escolha. Diversas limita¢des dessa tarefa incluem sua complexidade

de condicionamento a nivel de escolha e medida de memoria baseada em acerto € erro.

Pensando-se no quanto as tarefas de similaridade podem influenciar a memoria de
modo a aumentar a demanda de memoria, devido ao aprendizado de maior quantidade de
detalhes. Levando-se em consideragao diversos protocolos disponiveis (modelos de uma
visdo perceptiva) Norman e Eacott (2004), Johnson et al. (2017) ou mnemonica Clark et
al. (2011), aqui propde-se a padronizacdo de uma tarefa de reconhecimento e
discriminacdo de objetos como uma possibilidade que viabiliza o registro
eletrofisioldgico em uma tarefa de discriminagdo de objetos em diferentes graus de

similaridade com multiplas tentativas.

1.4 Mecanismos neurais e moleculares para a memoria de reconhecimento e

discriminacio de objetos

1.4.1 Mecanismos neurais para a memoria de reconhecimento e discriminagio de

objetos.

O hipocampo € uma estrutura do lobo temporal medial, que estd criticamente
envolvida na memoria episddica e de reconhecimento e navegacdo espacial (Strange,
Witter, Lein & Moser, 2014; Brown & Banks, 2015, Clark & Squire, 2010). O hipocampo
¢ uma estrutura em forma de C que se estende no assoalho do corno temporal do
ventriculo lateral, este consiste em trés subcampos principais (CA1, CA2 e CA3), além

do giro denteado (DG), subiculo e cortex entorrinal (CE). Com base em sua
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conectividade extrinseca, a formacao do hipocampo recebe uma vasta quantidade de
informacao sensorial multimodal altamente processada que ¢ canalizada para a formagao

hipocampal, principalmente pelo CE (Schultz & Engelhardt, 2014).

Descobertas recentes identificaram células hipocampais envolvidas na
codificacdo do espaco, como as células de lugar, que disparam em locais especificos
(O’Keefe & Dostrovsky, 1971), e as células em grade, que disparam em um padrao de
grade e desempenham um papel na segregacao de informacodes espaciais (Fyhn, Molden,
Witter, Moser & Moser, 2004). Tais descobertas tém contribuido de forma significativa
para a compreensdao da memoria episddica. As “células em grade” do cortex entorrinal
medial (medial entorhinal cortex - MEC) podem atuar na representacdo do contexto
espago-temporal, contribuindo para a distingdo de rotas e episodios experimentais. As
“células de lugar”, por sua vez, representam a série de lugares onde os eventos ocorrem
em sequéncias que compdem memorias “episddicas” distintas (Eichenbaum, Sauvage,

Fortin, Komorowski, Lipton & 2012).

Considerando as evidéncias que estabeleceram a importancia de estruturas dentro
do LTM como essenciais para a memoria, a hipdtese de uma segregacdo entre
informagdes espaciais € ndo espaciais nessa regiao, proposta inicialmente por Mishkin et
al. (1983), teve grande influéncia na conceituacdo da fun¢do da memoria (Beer,
Chwiesko, Kitsukawa & Sauvage, 2013). O cortex pos-rinal (POR) e o cortex perirrinal,
que pertencem ao LTM, recebem grandes projecdes dos fluxos visuais dorsal e ventral,
que carregam informacgdes espaciais € ndo espaciais, respectivamente, também tém sido
consideradas estruturas importantes para a memoria (Mishkin et al., 1983; Wang et al.,

2011; Beer, Chwiesko, Kitsukawa & Sauvage, 2013).

Apesar de apresentar um papel fundamental de integragdo da memoria, deve-se
considerar queo LTM ndo pode ser o local de armazenamento final para a memoria de
longo prazo (Squire & Wixted, 2011). A partir de uma conexao direta com o neocortex,
neurdnios do hipocampo, codificados de forma esparsa, fazem referéncia e ativam
neurdnios neocorticais para recriar o conteido de uma experiéncia, gerando assim o
engrama. Desse modo, o hipocampo serve temporariamente para essa func¢do integrativa
ou de ligagdo, mediando a codifica¢do inicial, retencao e recuperagdo, enquanto promove
a consolidacdo da memoria no neocortex, por meio de feixes de saidas através do

subiculo(Sekeres, Winocur & Moscovitch, 2018).
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A informacdo processada no hipocampo percorre um caminho serial,
predominantemente unidirecional e glutamatérgico (excitatorio), que, em ultima analise,
integra um circuito fechado. Nesta cadeia intrinseca de conexdes, o giro denteado
representa o primeiro grande portal, este recebe a entrada principal das células da camada
I do CE através do chamado caminho perfurante. O caminho perfurante percorre
caudalmente a partir do CE (via feixe angular) e perfura o subiculo e o hipocampo. Os
neurdnios da camada II do cortex entorrinal projetam-se para os dois tercos externos da
camada molecular do giro denteado e para o estrato lacunosum-moleculare da area CA3.
Ja os neurdnios da camada III do cértex entorrinal projetam-se para a area CAl e o
subiculo. As células granulares do giro denteado se projetam através de seus distintos
axonios, as fibras musgosas, sobre as células do hilos subjacente e - mais importante -
sobre os dendritos proximais dos neurdnios piramidais CA3. A conectividade dos
neurdnios do hilos ¢ amplamente desconhecida. No entanto, esses neurénios dao origem
a projecoes locais e associativas. Uma classe de célula, as células musgosas, da origem a
um sistema associativo glutamatérgico de fibras que termina no tergo interno da camada
molecular denteada. Essa projecdo pode ajudar a conectar diferentes niveis rostrocaudais

do giro dentado, veja figura 3 (Schultz & Engelhardt, 2014).

Colaterais de células piramidais CA3 isoladas projetam-se para outros niveis de
CA3, bem como para regides CA1 e subcorticais. E importante ressaltar que as células da
regido CA3 do hipocampo também sdo responsaveis pela principal via de entrada para a
regido CAl, por meio dos colaterais de Schaffer. Esses colaterais se projetam e terminam
em todo o estrato radiatum e no estrato oriens da area CA1l. Em contraste com CA3, as
células piramidais de CA1 ndo se projetam significativamente para outros niveis de CA1.
Em vez disso, as células piramidais CA1 projetam-se predominantemente para o subiculo.
O subiculo, por sua vez, se projeta para o pré e para-subiculo, e finalmente os trés

(subiculo, pré e para-subiculo) se projetam para o CE (Schultz & Engelhardt, 2014).

Para que a informacgdo chegue ao hipocampo, ela deve primeiro percorrer o cortex
perirrinal e o cortex pos-rinal. Essas estruturas recebem informacdes sensoriais do
neocortex e estdo densamente interconectadas de forma reciproca. Elas sdo responsaveis
por transmitir informagdes ao cortex entorrinal (CE) e sdo frequentemente descritas como
parte de dois sistemas corticais distintos e de grande escala. O primeiro sistema ¢ uma

rede temporal anterior, funcionalmente associada as entradas no cortex perirrinal, sendo
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essencial para o processamento de informagdes sobre itens e caracteristicas nao espaciais.
Esse tipo de informac¢do ("o que") é processado predominantemente pela via ventral,
passando pelo cortex entorrinal lateral - Lateral entorhinal cortex (LEC). A segunda rede
¢ medial posterior ¢ desempenha um papel fundamental no processamento de
informacdes espaciais e de cena. O MEC ¢ considerado uma extensao do fluxo de
processamento dorsal, especializado nesse tipo de informac¢do ("onde") (Burke et al.,

2018; Eichenbaum et al., 2007).

Nessa visdo, perirrinal ¢ POR enviam projegdes para o LEC e MEC,
respectivamente, mantendo um relativo isolamento de informagdes espaciais e nado
espaciais (Burke et al., 2018). Os neuronios LEC ¢ MEC camada II, entdo, projetam-se
para as sub-regides do giro denteado (DG) / CA3 da HPC através da via perfurante para
integrar essas correntes de informacdo ao longo do eixo longitudinal do hipocampo, o
qual funciona como uma central que integra as informagdes “o que” e “onde”, formando
assim representagdes flexiveis e conjuntivas do “o que e onde aconteceu”, veja figura 2

(Knierim, Neunuebel & Deshmukh, 2018; Eichenbaum et al., 2007).

CAl CAl — Sub Sub
GD CA3 . Prox Dist Prox Dist
T A & [) | A ‘ X
T_'i T I |
i = L IR

Layer Layer
-Layerll Layer llI ey Layer Il | Layer lll Y -

Perirhinal Cortex — Postrhinal Cortex

What? T T Where?

Figura 2. Representagao simplificada de inputs aferentes da regido para-hipocampal para
a formacdo hipocampal. A cor em azul demonstra as estradas para a via “o que” e o

vermelho representa das entradas para a via “onde”. Autoria propria.

As evidéncias anatdmicas sugerem algumas hipdteses sobre como a informagao ¢
codificada e recuperada durante o processamento da memoria. Uma hipdtese € que,
durante a codificacdo, representagdes de itens distintos (por exemplo, pessoas, objetos,

eventos) sdo formadas no cortex perirrinal € no cortex entorrinal lateral. Essas
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representacdes, juntamente com as projecdoes do neocédrtex especificas para "o qué",
podem apoiar julgamentos subsequentes de familiaridade. Além disso, durante a
codificacdo, informagdes de itens sdo combinadas com representacdes contextuais
(“onde”) que sao formadas no cortex pos-hipocampal e na area entorrinal medial. O

hipocampo, entdo, associa os itens ao seu contexto (Eichenbaum et al., 2007).

Deve-se considerar que alguns estudos que focaram na funcao do LEC relatam
algum tipo de informacao espacial, confirmando que estas redes ndo sao dissociadas, mas
intercomunicantes (Beer et al., 2013). Foi verificado que células LEC disparam
seletivamente em locais relativos a objetos, porém lesdes LEC também demonstram
prejudicar o processamento espacial na memoria de reconhecimento espontaneo de
objetos (Deshmukh e Knierim, 2011; Van Cauter et al., 2013). Também em desacordo
com as previsoes do modelo, outro estudo de lesao descobriu que o MEC desempenha
um papel critico na memoria de reconhecimento nao espacial (Sauvage et al., 2010). Em
uma revisdo realizada por Beer (2013), que destaca contrastes com as previsdes do
modelo, estudos recentes em humanos e animais indicam que o cortex pos-rinal nao
processa apenas informagdes espaciais, mas também associagdes contextuais de
estimulos, que desempenham um papel crucial no processo de recordag¢ao (Yonelinas,
1997; Bar e Aminoff, 2003; Aminoff et al., 2007; Bar et al., 2008; Sauvage et al., 2008;
Furtak et al., 2012).

Diversos dados anatomicos demonstram que as informacdes provenientes do
cortex temporal anterior (relacionadas ao 'o que') e do cortex medial posterior
(relacionadas ao 'onde') sdo integradas antes de chegarem ao hipocampo (Binicewicz,
Strien, Wadman, Heuvel & Cappaert, 2016; Zhuo et al., 2016; Lavenex, Suzuki &
Amaral, 2004; Strien, Cappaert & Witter, 2009). Estudos anatdomicos sobre a
conectividade de memoria de longo prazo (LTM) em ratos identificaram o cortex poOs-
rinal como um 'hub' conector, o que significa que essa regido esta altamente conectada
com outras areas da rede LTM, incluindo o cortex perirrinal, o LEC e 0o MEC. Além disso,
tanto o LEC quanto o MEC foram agrupados com o hipocampo, o cortex perirrinal e o
cortex pos-rinal. Assim, ndo hd um isolamento completo da entrada sensorial dentro da
rede LTM (Binicewicz, 2016; Burke et al., 2018). Em vez de ter uma visdo puramente
orientada para o contetido da especializacdo regional dentro do LTM, Burke et al. (2018)

propuseram um modelo atualizado baseado no processo das contribui¢cdes desta regido
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para a cogni¢do. Sob essa hipotese, tanto o perirrinal quanto o pos-rinal contribuem para
as duas redes. Uma rede se projeta através do CE para o hipocampo para apoiar a
formagao de representacdes gerais de cenas ou ambientes. A segunda rede projeta
diretamente para a HPC, a qual adiciona detalhes refinados de estimulos relevantes a

representacao mais ampla.

A rede de representagdes gerais envolve projegdes do perirrinal e pos-rinal que se
conectam a camadas superficiais do LEC e MEC, que sdo as origens do input da via
perfurante para DG / CA3, muito semelhante ao circuito anterior proposto para “o que”.
A rede detalhada ¢ composta pela entrada direta do perirrinal e pds-rinal para o CAl. As
redes detalhadas e grosseiras podem atuar como dois circuitos interativos, envolvidos no
processamento de objetos dentro de uma cena, funcionando como uma unidade integrada.
A rede grosseira calcula uma representacdo holistica, mas relativamente semelhante a
esséncia, com base nas entradas do perirrinal e pds-rinal para DG / CA3 através de CE

(Burke et al., 2018).

Essa representagdo grosseira pode ser utilizada para inferir o contexto semantico
de um espaco, para identificar se um espaco ¢ familiar ou novo e para auxiliar na detecgao
rdpida e antecipada de objetos. Diante de uma sobreposicdo ou similaridade entre
estimulos sensoriais, detalhes adicionais podem ser necessarios para desambiguar
componentes sobrepostos, o que envolve a rede de detalhes. Também ¢ mais provavel
que a resolugdo da ambiguidade envolva processos decisorios e avaliativos mediados por
cortices pré-frontais e ventromediais. Além disso, o circuito trissindptico classico, através
de DG / CA3, pode permitir a separacdo de padrdes ou a conclusdo de padrdes de
diferentes episddios ao longo do tempo, com base nas caracteristicas globais gerais

(Burke et al., 2018).

As células granulares, as principais células de saida da DG, enviam axonios (fibras
musgosas) para CA3 e inervam um pequeno numero de células piramidais € um niimero
desproporcionalmente grande de interneurdnios (Acsady et al., 1998; Henze et al., 2002).
As células piramidais de CA3 entdo formam uma rede excitatdria recorrente e enviam
axonios para CA1. Trabalhos teéricos, bem como experimentos anatdmicos, fisioldgicos
e comportamentais, apoiam a ideia de que o sistema DG-CA3 realiza a separacdo de
padrdes e o completamento de padrdes das entradas para o hipocampo, operagdes

necessarias para codificagdo e recuperagdo de memoria. Mais especificamente, presume-
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se que o GD estd envolvido no espagamento do padrao de entrada da camada 2 do cortex
entorrinal (separagdo do padrio) e a rede recorrente CA3 estd envolvida no

completamento do padrao, veja figura 3 (Senzai, 2018, Kang & Toyoizumi, 2024).

A
CAl
EC layer 5/6
EC layer 3
EC layer 2
/ e
B / )

Granule

DG cells < PV celt!s _ |

Granule cell layer |

SST cells
Mossy cells (HIPP cells)

:ﬁ Pyramidal cells

Figura 3. Organizacdo anatomica do sistema DG/CA3. (A) Via trissindptica classica no
hipocampo. Amarelo: células granulares; vermelho: células piramidais. (B) Circuitos
locais no sistema DG-CA3. Amarelo: células granulares, rosa: células musgosas,
vermelho: células piramidais CA3, azul: células positivas para PV, verde: células

positivas para somatostatina (células do hilos). (Senzai et al., 2018)

Por causa das propriedades autoassociativas da rede recorrente CA3, cada padrao
inteiro armazenado na rede recorrente pode ser recuperado e concluido a partir de apenas
uma pequena parte do padrao (complementa¢do do padrdo). Para maximizar a capacidade
armazenada na rede autoassociativa, sugere-se que a conectividade recorrente esparsa €
importante. Tem-se percebido que a conexao recorrente entre as células piramidais CA3
¢ realmente esparsa e pode atuar nessa fungao (Brunel, 2016). Além disso, estudos tém
destacado as diferengas funcionais desempenhadas ao longo do eixo horizontal do CA3,
através do qual O CA3 estaria envolvido na separagdo e complementagdo de padrdes de
forma distinta ao longo do seu eixo (Lee et al., 2022; Berdugo-Veja, Dhingra & Calegari,
2023).
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Modelos teoricos e computacionais propuseram que um papel critico do GD ¢
apoiar a ortogonaliza¢do de entradas das regides corticais parahipocampais, minimizando
a interferéncia. Esta fungdo € historicamente atribuida a atividade relativamente esparsa
no DG, por meio de controle inibitério rigoroso das populagdes de interneurdnios
adjacentes e a organizagdo anatdmica das projecdes do cortex entorrinal, onde poucos
neurdnios aferentes se projetam em muitas células granulares, portanto camadas
diferentes do DG recebem diferentes projecdes do EC, assim essas podem trabalhar de
maneira distinta na separagdo de padrdes (Johnson et al., 2019; Rolls, 2013; Guzman et
al., 2016; Senzai, 2018). E interessante notar que, no trabalho realizado por Fernandez-
Ruiz et al. (2022), a atividade de células classificadas como células musgosas estava mais
direcionada para a tarefa de reconhecimento de objetos. Além disso, ¢ a atividade advinda
de entradas do LEC que estd mais associada a NOR, sendo esse um possivel circuito para

reconhecimento e discrimina¢do de objetos.

Acredita-se que existe uma funcdo de driver das células musgosas no
remapeamento. Jung et al. (2019) mostraram que, quando ha mudangas no ambiente,
como as usadas para induzir o remapeamento, a resposta das células musgosas precede a
mudanca de atividade nas células granulares. As células musgosas poderiam alterar a
atividade das células granulares principalmente por meio da ativagdo de interneuronios
(PV+), tendo assim um efeito indireto de inibi¢do sobre as células granulares, hipdtese de
“células em cesta dormentes (BCs)” (Morales et al, 2020). As células musgosas podem
modular a resposta das células granulares por inibicao indireta ou ativacao direta, assim
as células musgosas podem fazer parte dos circuitos que detectam e codificam as
informagdes ndo sobrepostas, enquanto as células granulares podem codificar as
informagdes sobrepostas (Morales et al., 2020). Deve-se notar que uma complexa
inervagao ocorre entre camadas do giro denteado ventral e dorsal, uma vez que a maior
parte das células do hilos dorsal projetam-se para a camada molecular média do giro
denteado ipsilateral e ventral. J4 a camada do hilos ventral projeta-se para a camada

molecular interna do hilos ipsilateral e dorsal (Botterill et al., 2021, Houser et al., 2021).

Quando o ambiente ¢ apenas ligeiramente modificado, em uma localizagao
espacial fixa, a separagdo de padrdes ¢ expressa no giro dentado e CA3 como uma
mudanc¢a no padrdo de correlacdo de atividades dentro da assembleia da célula ativa

(Leutgeb et al. 2007). Em humanos, o desempenho da discrimina¢do de objetos mostrou
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uma relagao positiva com o volume do hipocampo, especificamente os subcampos de giro
denteado (DG) e CA3 combinados e o subiculo, apontando mais uma vez para o papel de
separagdo de padrdoes dessas estruturas, comportamentalmente relacionado a
discriminacao de objetos (Stark & Stark 2017). Além disso, uma reducdao de
conectividade dentro do circuito EC/DG/CA3 em humanos compromete primordialmente
funcdes de discriminacdo de objetos, gerando hipoatividade de cortex entorrinal
anterolateral e hiperatividade de regides do GD e CA3 (Reagh et al., 2018). Camundongos
com DG silenciado por meio de optogenética tiveram prejuizo em uma tarefa de

discriminacao espacial (van Dijk & Fenton, 2018).

Os déficits de memoria e discriminagdo relacionados a idade correlacionam-se
com a disfun¢do na sub-regido CA3 do hipocampo, que inclui tanto a hiperatividade
quanto os padrdes de atividade excessivamente rigidos. Além disso, sugere-se que a LEC
contribui para a hiperatividade observada em CA3 de animais idosos com déficits de
discriminacdo de objeto (Maurer et al., 2017). Johnson et al., 2019, encontrou que a
infusdo de muscimol promove uma hiperatividade na atividade do GD/CA3, e que essa
alteracdo esta associada a prejuizos em tarefas de discriminacdo nas quais os objetos iscas
sdo novos, mas ndo quando esses objetos sdo familiares. Portanto, o GD/CA3 parece
desempenhar uma fungdo temporaria para a discrimina¢do de estimulos sobrepostos,
podendo essa funcdo ser atribuida a outros sistemas corticais, a medida que os objetos se

tornam familiares.

O cortex perirrinal ocupa uma posi¢ao central na via “o qué”, pois transmite
informagoes de alta resolu¢do dos objetos para o CE e o hipocampo, além de sinalizar a
novidade/familiaridade dessa mesma informagdo (Kinnavane et al., 2016). Portanto, ha
evidéncias convincentes para indicar que o perirrinal, em vez de armazenar recursos
simples de objetos, armazena representagdes conjuntivas que podem ser usadas
posteriormente para desambiguar objetos especificos durante a recuperacdo da memoria
(Miranda et al., 2017). Nesse sentido, o perirrinal poderia ser pensado como uma estrutura
que atua como um ‘“separador de padrdoes” para representacdes de objetos,
desambiguando informagdes sobrepostas em representacdes separadas e menos confusas.
De fato, gravagdes de unidades individuais do Perirrinal mostraram populagdes de
neurdnios cuja taxa de disparo mudou gradualmente & medida que os objetos

originalmente aprendidos foram ambiguamente transformados em graus variados, e
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outros neurdnios cuja taxa de disparo mudou abruptamente de acordo com as categorias
de respostas recompensadas associadas aos objetos (Miranda et al., 2017; Ahn & Lee,

2017).

Tem se tornado cada vez mais evidente que lesdes no cortex perirrinal prejudicam
testes de memoria de reconhecimento de objetos. Em alguns estudos, apesar de lesdes do
cortex perirrinal prejudicarem o reconhecimento, a deteccao de novidade parece ter sido
poupada (Olarte-Sanchez, Amim, Warburton, Aggleton, 2015; Cohen & Stackman,
2015). As lesdes perirrinais parecem também afetar a desambiguacao de padroes
mediante apresentacdo de objetos similares. (Clark et al., 2011; Johnson et al., 2017;
Kinnavane, Amin, Olarte-Sanchez & Aggleton, 2016). Estudos demonstram que a
atividade neuronal peririnal se alterou quando o rato estava proximo a um objeto,
fornecendo evidéncias de ‘“campos de objetos” (Roloff, Muller & Brown, 2016;

Deshmukh, Johnson & Knierim, 2012).

Por ligagao do cortex perirrinal com o CA3, DG e subiculo dorsal (SD), estudos
anteriormente realizados revelaram repetidamente duas vias entorrinais distintas. A
discriminacao do novo a partir de objetos familiares envolve preferencialmente projecdes
entorrinais ao GD / CA3, através da via perfurante (Kinnavane et al., 2016). Em
contraste, objetos familiares envolvem preferencialmente as projeg¢des entorrinais diretas
ao CAl, através da via temporoamonica. Esta tltima via também tem sido relacionada a
manuten¢do de memorias espaciais familiares. Ratos com lesdes do cortex perirrinal
tratam comportamentalmente novos estimulos como familiares, ou seja, reduziram a

exploragdo de novos objetos (Kinnavane et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que, apesar do giro denteado e CA3 apresentarem-se
ligados a discriminagdes espaciais, também foi observada uma relagdo entre atividade
CA3/Giro denteado e desempenho em uma tarefa para objetos (Johnson et al., 2017).
Tem-se apontado o papel do GD em vincular informagdes espaciais derivadas de
informacdes ndo-espaciais, tais como objetos externos e eventos, no processo de
codificacdo da memoria episodica. Portanto, ¢ provavel que o GD desempenhe um papel
mais geral na codificagdo da memoria episddica do que meramente formar um contexto
espacial distinto para cada ambiente (Kim et al., 2015). Estudos de neuroimagem

funcional sugerem que as sub-regides do hipocampo DG e CA3 humanos apoiam a
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separacao de padrdes com base na sobreposicao de caracteristicas do objeto em conjunto

com o cortex perirrinal (Toner, Pirogovsky, Kirwan, Gilbert, 2009).

Animais colocados em uma caixa na auséncia de qualquer pista, com lesdes no
giro denteado, sdo claramente prejudicados no reconhecimento de objetos no teste de 24
h em comparagdo com grupo controle (Dees, Kesner, 2013). As infusdes de naloxona
no DG romperam tanto a detec¢cdo de novidade de uma localizagao espacial quanto de um
objeto visual (Hunsaker, Mooy, Swift & Kesner, 2007). Ratos lesionados em dCA3
exibiram prejuizo em uma fun¢dao de completamento de padrdo para pistas de objeto
(Kesner et al., 2015). Além de essa ser uma rede extremamente conectada entre as
subareas do hipocampo, diversos estudos tém demonstrado uma densa interconectividade
ao longo do eixo anteroposterior do hipocampo, trazendo implica¢des funcionais distintas

para essas subareas dorsais e caudais (Houser, et al., 2021; Botterill et al., 2021).

1.4.2 Bases moleculares para a separacio de padrodes de objetos.

O gene c¢-Fos codifica uma proteina nuclear chamada Fos (embora sua ativagao
seja alterada pela adicdo de um grupo fosfato mediado por cinases). Os membros da
familia c-Fos dimerizam com a proteina c-Jun para formar o fator de transcri¢ao AP-1,
que ativa a transcricdo de uma gama de genes numerosos e diversos que estdo
relacionados a diferenciagdo e proliferacdo celular, aprendizagem, controle motor e
cogni¢do (Othmane, 2016). Uma das principais desvantagens no uso do c-Fos trata-se de
que tanto o gene quanto a proteina podem ser ativados por um elevado niimero de vias de
sinalizacdo, sua expressdo nao fornece informacdes especificas sobre uma determinada

via (Othmane, 2016).

Portanto, a expressdo dos genes de expressdo imediata (immediate expression
gene - IEG) reflete o processamento de informagdes no hipocampo durante o
comportamento, o que pode ser relevante ou irrelevante para a tarefa (Guzowski 2002).
Os estudos de imagem de IEG podem identificar estruturas candidatas associadas a um
comportamento, mas intervengdes locais, como a interrup¢ao especifica da regido da
expressdo de IEG, sdo necessarias para confirmar um papel necessario para essas
estruturas (Kubik, Miyashita & Guzowski, 2007). Nesta linha, um estudo recente

demonstrou a importincia do c-Fos na sele¢dao de neur6nios de um engrama, estando seu
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aumento diretamente vinculado ao aumento anterior e posterior de CREB (Miyashita,

2018).

Apesar das limitagdes da técnica, devido a praticidade e custo, o c-Fos ¢ um gene
amplamente utilizado e associado com a memodria. Diversos estudos tém relatado o
aumento da sua expressdo em tarefas espaciais e de reconhecimento (Barbosa & Silva,
2018, Aggleton et al. 2012, Barbosa et al., 2013). A memoria de reconhecimento de objeto
esta associada a aumentos de c-Fos no cortex perirrinal. Quando os ratos exploram novos
objetos, o caminho do cortex perirrinal ao cortex entorrinal lateral e, em seguida, ao giro

denteado e CA3 ¢ ativado (Kinnavane et al., 2015).

Em um estudo realizado por Mendez, Arias & Arias (2015), os animais
apresentaram mais nucleos c-Fos positivos nas regidoes CAl e CA3 quando estavam em
uma tarefa espacial do que ndo espacial, enquanto no cértex perirrinal, os animais
apresentaram mais nucleos c-Fos positivos quando estavam em uma tarefa nao espacial
do que espacial. Um papel para c-Fos em processos de consolidacdo subjacentes a
memoria de reconhecimento de longo prazo para objetos foi estabelecido, além disso,
interferir em sua expressao no perirrinal prejudica a memoria de reconhecimento (Seoane,
Tinsley & Brown, 2012). Tem também sido encontradas diferencas na expressao de Arc
nas diferentes camadas do LEC e cortex Perirrinal, como também ao longo do eixo
horizontal do CA3 em roedores, durante uma tarefa que avalia a habilidade de lembrar
objetos com diferentes niveis de similaridade, e qual deles estd ligado a recompensa

(Moer et al., 2017; Burke et al., 2012).

Um outro estudo encontrou que, apds lesionar o perirrinal, a sensibilidade
comportamental a novidade era preservada, porém havia prejuizo na capacidade
espontanea de reconhecer objetos novos de familiares. Em um estudo em que o perirrinal
foi lesionado, os padrdes distintos de atividade c-Fos do hipocampo estavam presentes
para novos estimulos, além disso, foi relatada uma maior expressao de c-Fos em camadas

entorrinais (II e III) durante reconhecimento de novidade (Kinnavane et al., 2016).

A separagdo de padrdes e as tarefas de similaridade podem influenciar a memoria
de modo a aumentar a demanda de memoria, devido ao aprendizado de maior quantidade
de detalhes. Levando-se em consideragdo diversos protocolos disponiveis para: modelos

de uma visdo unicamente perceptiva (Norman & Eacott, 2004; Johnson et al., 2017) ou
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mnemonica (Clark et al., 2011). Aqui propde-se a padronizagdo de uma tarefa de
reconhecimento e discriminagdo de objetos em diferentes graus de similaridade com
multiplas tentativas, como um meio que possibilita uma coleta recorrente de dados
comportamentais, juntamente com outras medidas como o registro eletrofisiologico e
investigacdes moleculares da separacao de padrdes de objetos (Roloff, Muller & Brown,

2016).

2. JUSTIFICATIVA

Poucas tarefas buscaram investigar o reconhecimento de objetos com a
possibilidade de varios testes por dia, portanto, estabelecer um protocolo que realize o
teste de reconhecimento de objetos utilizando-se de multiplas tentativas ¢ fundamental
(Roloff, Muller & Brown, 2016). A elaboragdo de um protocolo de multiplas tentativas
permite a investigacdo da memoria por meio de varios ensaios continuos, 0s quais
permitem a aquisicdo de uma grande quantidade de dados de forma mais rdpida. Uma vez
que existe uma limitacdo de amostras coletadas em condigdes de exploragdo espontanea
de objetos, torna-se importante uma tarefa que permita a coleta recorrente de sinais
neurais a medida que o animal executa repetidas vezes a mesma tarefa. Assim, esses sinais
podem ser promediados, aumentando a relagdo sinal/ruido, a confiabilidade ¢ diminuindo
a variabilidade dos dados eletrofisioldgicos. Além disso, uma tarefa de multiplas
tentativas pode aumentar a relagdo sinal/ruido em estudos com expressdo de genes
imediatos (Albasser, Poirier & Aggleton, 2010). Uma maior quantidade de tentativas
pode aumentar o poder estatistico do teste (Ameen-Ali et al., 2015; Araujo et al., 2025).
Além disso, o uso de multiplas tentativas pode ajudar a produzir um sinal detectavel por
imagens de IEG, produzindo uma expressdao mensuravel de c-Fos ao mesmo tempo em
que gera medidas comportamentais claras de discriminacao de novidade (Albasser et al.,

2010).

Destaca-se que a tarefa aqui proposta permite comparagdo com as tarefas de
reconhecimento espontaneo na literatura, que normalmente tém uma fase de amostra
antes de cada fase de teste, 0 que ndo acontece em outras tarefas de NOR com multiplas
tentativas (Ameen-Ali et al., 2012; Albasser et al., 2010). O aparato da tarefa consiste em
um campo aberto, o qual permite uma exploragado livre do animal, outras tarefas utilizam
camaras de retencao ou areas espaciais restritas. Outra vantagem deste protocolo ¢ o tipo

de refor¢o utilizado. Quando comparado com recompensas alimentares que geram ruido,
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0 uso da restricao hidrica permite manter o animal motivado, sem gerar ruidos durante a

tarefa.

Alteragdes da memoria sao percebidas ao longo da vida. Uma regido primaria do
cérebro afetada pelo envelhecimento normal € o hipocampo em humanos. No entanto, as
sub-regides do hipocampo podem ser diferencialmente afetadas pelo envelhecimento
normal. As sub-regides do giro denteado (DG), CA3 e perirrinal podem ser
particularmente suscetiveis a mudancas relacionadas a idade tanto em humanos como em
animais (Johnson et al., 2017; Maurer et al., 2017). Associado a todos esses déficits,
mudangas nas entradas corticais para o hipocampo podem contribuir para um declinio da
memoria episddica como consequéncia de alteragdes nas entradas inibitorias, diminuindo
assim a capacidade de manter ricos detalhes de cada evento, necessarios para uma
memoria integra (Toner et al., 2009; Johnson et al., 2017; Maurer et al., 2017). E
necessario entender como as subareas ao longo do eixo anteroposterior do hipocampo
contribuem para o processo de separagdo de padrdes, mais especificamente como o giro
denteado e CA3 dorsal e ventral interagem para a formacdo e evocacdo de novas
memorias. Isso ainda ¢ algo desconhecido, porém, dada a sua ampla interconectividade,
faz-se necessario a compreensdo de como essas conexdes contribuem para a memoria de

reconhecimento e separacao de padroes (Moer et al., 2017).

Alteragdes na cascata molecular também podem estar envolvidas nesses déficits,
além disso, estudos tém demonstrado a importancia de genes imediatos e proteinas como
o c-Fos que sdo expressas durante a decodificagdo e consolidacdo da memoria de
reconhecimento e separacao de padrdes (Albasser et al., 2013, Bekinschtein et al., 2014).
Apesar das diversas tarefas de reconhecimento de objetos, pensando-se em todas essas
consideragdes e necessidade de avaliacdo da memoria de reconhecimento, realizando-se
mais de um teste por dia, estabelecer um protocolo que contorne todos esses aspectos ¢
fundamental. Faz-se necessario o uso de tarefas como uma possibilidade de coleta de um
maior volume de dados no registro eletrofisioldgico em uma tarefa de reconhecimento
com multiplas tentativas, uma vez que ainda se conhece pouco sobre como a atividade
oscilatoria do cérebro pode estar relacionada com a memoria e seus subtipos, bem como
os substratos neurais relacionados a suas especificidades para “o que”, “onde” e

“quando”.
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Além disso, também ¢ necessario testar animais em situagdes em que muitos
objetos diferentes ou semelhantes precisam ser discriminados na auséncia de pistas distais
ou proximais (Byun & Lee, 2010; Brown & Banks, 2015). Podendo-se investigar assim
de que forma as regides hipocampais e parahipocampais podem ser recrutadas na
separacao de padrdes para objetos. Faz-se relevante propor aqui a investigagao dos
mecanismos moleculares envolvidos em tarefas de reconhecimento e discriminacao de
objetos com diferentes graus de similaridade. No contexto de uma tarefa em que a
memoria ¢ medida em varias tentativas, usar itens com altos niveis de similaridade pode
aumentar a demanda de memoria quando comparada a uma tarefa de reconhecimento com
estimulos consideravelmente diferentes, porém nao se sabe como os circuitos hipocampal

e parahipocampal sdo engajados nesta demanda.
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3. OBJETIVOS

3.1Geral

Padronizar uma tarefa de reconhecimento de objetos com diferentes niveis de
similaridade, utilizando-se de multiplas tentativas e investigar a expressao de c-
Fos em regides do cortex parahipocampal (PRH e LEC), e nas subregides do
hipocampo ao longo do eixo anteroposterior considerando diferentes camadas do

DG e diferentes por¢des do eixo horizontal do CA3.

3.2 Especifico

Avaliar o comportamento dos animais em uma tarefa de reconhecimento de
objetos com diferentes niveis de similaridade, utilizando-se de multiplas
tentativas

Medir a expressao de c-Fos no hipocampo rostral, medial, caudal e ventral.
Considerando as areas do Subiculo, CA1, CA2, CA3a, CA3b, CA3c ¢ camadas
granular e hilos, apos a realizacdo de uma tarefa de reconhecimento de objetos
com diferentes niveis de similaridade, utilizando-se de multiplas tentativas
Medir a expressao de c-Fos no cortex parahipocampal considerando as subareas
PRH-36-Superficial (PRH-36S), PRH-36-Profundo (PRH-36P), PRH-35-
Superficial (PRH-35S), PRH-35-Profundo (PRH-35P), LEC superficial (LECS)
e LEC profundo (LECP) na tarefa de reconhecimento de objetos com diferentes
niveis de similaridade, utilizando-se de multiplas tentativas

Identificar as areas hubs da rede do circuito hipocampal e parahipocampal, por
meio de analise de grafos, para a tarefa de reconhecimento de objetos com
diferentes niveis de similaridade, utilizando-se de multiplas tentativas.
Caracterizar a eficiéncia de rede do circuito hipocampal e parahipocampal, por
meio de andlise de grafos, para a tarefa de reconhecimento de objetos com

diferentes niveis de similaridade, utilizando-se de multiplas tentativas.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 66 ratos Wistar machos com idade aproximada de 3 meses,
mantidos em uma sala com controle acustico, de umidade e temperatura (24+ 1°C). Os
ratos foram submetidos a um ciclo claro-escuro de 12:12 horas e todos procedimentos
foram realizados na fase clara do ciclo, entre 10:00 horas e 18:00 horas. Os animais foram
submetidos a privacao hidrica por 23h antes da realizacdo do experimento a fim de
aumentar a motivagdo do animal e seu drive exploratério (Polo-Castillo et al., 2018).
Estes foram alojados em gaiolas individuais de polietileno (30 cm de comprimento x 20

cm de largura x 19 cm de altura).

O “n” experimental foi pensado com base em estudos anteriores de memoria
avaliada por meio de objetos, a exemplo dos trabalhos de Ennaceur e Delacour (1988),
Hannesson, Howland e Phillips (2004), Dere, Houston & De Souza Silva (2005a, b),
Dere, Kartteke, Huston, De Souza Silva (2006) ¢ Robbins, Ryan, Marriott ¢ Doucette
(2013), que utilizaram no minimo 10 animais por condi¢do experimental. Estudos como
o de Masuoka, Fujii e Kamei (2006), que teve como parte do método a neurocirurgia,
utilizaram uma amostra de 10 animais. A analise estatistica principal ¢ o calculo do
tamanho da amostra, considerando o tamanho do efeito igual a 1.2, a = 0.05 ¢ um poder
(power) de 0,95, de acordo com o Programa G*Power 3.1.9.2, o tamanho da amostra ¢
12. Portanto, o nimero de animais por etapa deveria ser: (E1) Padronizagao da tarefa (12
animais); (E2) Grupo para imnunoflorescéncia (40 animais), sendo 8 para o grupo
controle 1 (NOR) (Tarefa de reconhecimento de objeto), 8 para o Discriminagdo todos os
niveis (DIST) (Tarefa de discriminacdo fazendo-se todos os niveis de similaridade
simuntaneamente) e 8 para cada nivel de similaridade 25%, 50% e 75%, (G25%, G50%,
G75%).

Para o teste piloto demonstrou-se que 6 animais foram suficientes para apresentar
dados significativos. Apos testes comportamentais rodados com 60 animais, para o grupo
de imunofluorescéncia (E2), s6 foram incluidos os animais com D2 acima do acaso, ou
seja, aqueles animais que tiveram indice de discriminagao maior que 0. Portanto foram
excluidos dessas analises 24 animais, restando 36 animais para analises comportamentais
(NOR=8, DIST=8, 25%=7, 50%=7 ¢ 75%=6). Ao final da imunofluorescéncia foram
excluidos 2 animais do grupo NOR, 1 animal do grupo DIST e 1 animal do grupo 25%

devido a degradacao no tecido.
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Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério Prof. Eduardo Barbosa Beserra
da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Todos os protocolos estdo de acordo com
as diretrizes da legislacdo brasileira para a utilizacao de animais em pesquisa (Lei Arouca,
n°® 11.794/08), visando sobretudo reduzir ao minimo possivel o estresse, dor e desconforto

dos animais (CEUA numero de protocolo: 5276130921).

4.2 Aparato experimental

O aparato experimental consistiu em um campo aberto com 90 cm de didmetro,
paredes com 45 cm de altura, com uma caixa preta opaca acoplada a sua lateral interna
(30 cm de comprimento x 15 cm de largura x 40 cm de altura), com uma porta ligando a
caixa a area aberta do campo. A porta foi acionada de forma manual de uma sala externa
ao experimento. O campo foi dividido com uma parede acrilica envolta com cobertura
preta afim de reduzir pistas distais ou proximais, como apresentado na Figura 4. A
luminosidade média durante a realizacdao dos procedimentos foi de entre 7 e 11 lux. Um
ruido branco foi utilizado durante todos os procedimentos comportamentais. O aparato
experimental e os objetos foram sempre limpos com solugdo de alcool etilico a 5% depois

de cada sessdo, e ao fim de cada dia de experimento com alcool a 70%.

Figura 4. Campo aberto circular utilizado nos experimentos de multiplas tentativas.

4.3 Objetos

Os objetos foram construidos a partir de LEGOS® para todas as tarefas. Os pares
de objetos foram correspondidos para volume, forma e textura gerais, enquanto variam
sistematicamente os recursos visuais compartilhados. Para a tarefa de reconhecimento de
objetos foram utilizados 40 objetos com 20 formas diferentes baseados nos objetos
elaborados por Johnson et al., (2017), os quais medem em torno de 6 a 9 cm de altura
construidos sobre uma base de LEGO de 6,5cm x 6,5 cm. Para a tarefa de discriminagao

de objetos em diferentes niveis de similaridade foram utilizados 60 objetos com 40 formas
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diferentes. Foram estabelecidos os valores sistematicos (~25% a ~75%) da similaridade
da forma dos objetos com base no volume e compartilhamento de caracteristicas visiveis.
A sistematizacdo da sobreposi¢ao de recursos da forma entre os objetos novos e familiares
foi calculada segundo o protocolo elaborado por Johnson et al., (2017). Primeiro, como
um fator de volume 3D total de bloco "pips", onde um pip ¢ a unidade do bloco LEGO®
correspondente a um unico quadrado 3D. A quantidade total de “pip” de um objeto era
somada, nos dando o valor total de pips de um objeto, em seguida era feito um célculo
para descobrir a quantos “pip” correspondia 25%, 50% ou 75%, desse valor total, logo
era construido um novo objeto controlando a quantidade de sobreposi¢ao dos “pips”
considerando o valor da porcentagem. A sobreposi¢cao também foi calculada como um
fator de recursos de superficie compartilhada na parte frontal de cada objeto, visivel para

os ratos (Johnson et al., 2017), veja figura 5 e anexo A.

25% | 50% | 75%
J wpi; :;I: U i ‘ ‘ " i & JF;F i * “
: pip F N E F N E F N

Figura 5. Ilustracdo da medida “pip”. Objetos utilizados na tarefa de discriminagdo. A
primeira dupla de objetos da esquerda para a direita apresenta 25% de similaridade,
seguido a dupla de objetos com 50% de similaridade e a dupla de objetos com 75% de
similaridade. F corresponde ao objeto familiar apresentado na amostra com 2 copias. N

corresponde ao objeto novo apresentado na fase do teste junto com uma copia do familiar.

4.4 Procedimentos Comportamentais

Os animais passaram por procedimentos de manipulagdo, habituacdo e
modelagem (habituacdo junto com a modelagem), apds esses procedimentos os animais
foram submetidos a padronizacdo das tarefas de reconhecimento de objetos e
discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade. Tanto as fases de
habituacdo quanto as fases do teste foram gravadas pela WebCam (FaceCam 1020,
Genius®) situada a 90cm acima do centro da area, através do software DebutVideo

Capture.
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4.4.1 Delineamento experimental para cada grupo.
5.4.1.1 Grupo padronizagdo da tarefa (El)

Para a realizag@o dos pilotos os animais foram divididos em grupos A (n=3) ¢ B
(n=3), para aplica¢ao da tarefa ao longo dos dias. Ocorreram duas baterias de 6 tentativas
para cada tarefa, totalizando 12 tentativas. Com intuito de reduzir a for¢a do traco da
memoria para o protocolo, bem como evitar a fadiga, foi utilizado um intervalo de 48
horas entre as baterias e as duas tarefas, veja sessoes 4.4.3. ¢ 4.4.4 para detalhamento das
tarefas. O uso deste intervalo também esta baseado no estudo de Mitchell e Laiacona
(1998), onde os autores indicaram que os animais ndo sao capazes de discriminar
temporalmente os objetos apresentados com intervalos iguais ou superiores a 48 horas.
Embora a tarefa de discriminagdo tenha incluido 12 tentativas no total, cada nivel de
similaridade contou com apenas 4 tentativas. Isso ocorre porque as 12 tentativas foram
divididas igualmente entre os trés niveis de similaridade, resultando em 4 tentativas para
cada nivel. A figura 6 ilustra como os procedimentos comportamentais foram distribuidos

em dias, veja figura 8 e 9 para mais detalhes.

1 2 3 4 5 Habituaczo e
Modelagem

Manipulagéo

Periodo dos testes

1)2)3)4)5)6)7

Pausa Pausa Pausa 'Bateria 2
Bateria 1 Bateria 2 Bateria 1 ateria
ateria 8h ateria 48h ateria 48h

Tarefa NOR Tarefa de discriminagdo e objetos
em diferentes niveis de similaridade

Figura 6. Ilustracdo dos procedimentos comportamentais e seus respectivos dias, para o

grupo comportamento

4.4.1.2 Grupo Imunofluorescéncia (E2)

Para o grupo de imunofluorescéncia o grupo controle 1 (NOR) realizou 1 bateria
de 4 tentativas para a tarefa NOR. O grupo discriminagdo todos os niveis (DIST) realizou
a tarefa de discriminagdo seguindo o protocolo semelhante ao comportamento do piloto,
com 1 bateria de 4 tentativas (ver sessdo 5.4.4, figura 7). Este grupo se encontrava com
diferentes niveis de similaridade (25%, 50% e 75%) a cada tentativa. J& o grupo 3 teve

subgrupos que passaram por um protocolo separado para cada nivel de similaridade 25%,
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50% e 75% (G25%, G50% e G75%), cada um deles passou por uma bateria de 4
tentativas, v€ sessdo 4.4.5, figura 10 para maiores detalhes. A figura 7 ilustra como os

procedimentos comportamentais foram distribuidos em dias.

1 2 3 4 5 \, Habituagdo e
3 4 / // Modelagem

Manipulagao

Periodo dos testes

1)2)3)4)5,

NOR DIST G25% G50% G75%

"Protocolo1 Protocolo 2

Tarefa de discriminag&o e objetos
em diferentes niveis de similaridade

Figura 7. Ilustracdo dos procedimentos comportamentais e seus respectivos dias para o

grupo de imunoflorescéncia

4.4.2 Manipulaciao, Habituacio e modelagem.

Os animais foram alocados na sala de experimentos com 30 minutos de
antecedéncia para sua ambientacdo antes de qualquer procedimento comportamental. A
fim de garantir a redu¢do do estresse animal e manter a familiaridade com o
experimentador, antes de iniciar a testagem, os animais foram manipulados por 15
minutos durante 5 dias pelo experimentador.

A restricdo hidrica era sempre feita 23h antes da modelagem ou tarefa
comportamental. Para iniciar o processo de modelagem 12 gotas de dgua (colocadas com
uma seringa se insulina ~ 0,05 ml) eram espalhadas pela area de modo a incentivar a saida
do animal da caixa e explora¢do do meio do campo e futuros locais onde objetos seriam
inseridos. O animal era colocado na caixa central, apds 1 minuto a porta era aberta e
esperava-se o rato sair da caixa, apos ele sair a porta era fechada. Na primeira exposi¢ao
do animal a arena deixava-se que o animal explorasse livremente a drea por um periodo
de 5 min ou até que o animal tomasse todas as recompensas. Apds isso a caixa era aberta
e uma recompensa era colocada no fundo do compartimento central para incentivar o seu
retorno, sendo fechada a porta assim que o animal entrasse.

Caso o animal tivesse tomado todas as gotas de dgua, eram espalhadas 9 gotas de

agua. Somente se reduzia a quantidade de gotas se o rato tomasse todas as recompensas
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disponiveis na exposi¢cdo anterior. Esperava-se 3 min e novamente o animal era exposto
a arena com gotas espalhadas estrategicamente para motivar a saida da caixa e a
exploragdo das regides centrais do campo, onde futuramente objetos serdo inseridos.
Nesta segunda exposi¢ao, apos 3 min ou apds o rato tomar todas as recompensas, a porta
da caixa era aberta e o animal poderia retornar para a caixa central (sempre contendo uma
recompensa no final da caixa), onde o rato sempre permanece por 3min.

A quantidade de recompensas (gotas de agua) espalhadas pelo campo era
gradativa e sistematicamente reduzida nas exposi¢cdes subsequentes para: 6, 4 ¢ 2.
Mantendo-se sempre as recompensas centrais. Sempre duas recompensas devem ser
posicionadas a frente das futuras posi¢des dos 2 objetos, de modo que sempre que o objeto
aparecer haja uma gota de agua a frente dele. Portanto quanto apenas 2 recompensas
estiverem disponiveis no campo, serdo especificamente as recompensas alocadas de
frente aos objetos.

A tltima etapa da modelagem consistia na apresentacdo de objetos. Para ser
exposto a objetos era necessario que o animal estivesse na fase de ser exposto a apenas 4
recompensas. Quando apenas 4 recompensas estavam disponiveis no campo, foram
adicionados dois objetos idénticos, afim de reduzir a neofobia e fazer com que o animal
entendesse que sempre haveria um objeto e recompensas proximas a ele. O animal
passava por essa exposi¢cao durante 3 min e novamente retornava para a caixa. Apos um
intervalo de 3 min o animal se encontrava agora com um objeto idéntico ao anterior € um
novo objeto, também contendo, o qual ele também era exposto por 3 min. Por fim o
animal era exposto a duas recompensas posicionadas a frente de uma nova dupla de
objetos que ele podia explorar durante 3 mim, retornava a caixa central por 3 mim (com
recompensa). Em seguida o animal era exposto a uma cépia do objeto e um novo objeto
com 2 recompensas a frente deles, durante 3 min. O animal era considerando modelado
quando ele realizava essa ultima etapa da modelagem (apresentagcdo de objetos) em até
20min. Além disso outro critério usado ¢ a laténcia de saida e entrada na caixa nessa
etapa, ndo devendo demorar mais que 10s. Devendo sempre sair, entrar e sair da caixa em

um intervalo de ~6 minutos.

Apés essas etapas, os ratos estardo aptos para a realizacdo da tarefa de
reconhecimento de objeto e discriminacdo de objetos em diferentes niveis de

similaridade.
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4.4.3 Padronizacio da Tarefa de reconhecimento de objetos.

A tarefa de reconhecimento de objetos foi composta por duas fases, sendo uma
amostra ¢ um teste, com durag¢dao de 3 minutos cada ¢ intervalos de trés minutos entre as
tentativas. Foram realizadas 12 ou 6 tentativas de exploragao (a depender do grupo), com
cinco minutos de intervalo entre cada sessdo, divididas em dois dias (6 tentativas/dia).
Com o animal posicionado na caixa central, a porta da caixa era aberta, o rato saia e a
porta era fechada, assim dava-se inicio a fase de amostra. Na amostra o animal foi exposto
a dois objetos LEGOS idénticos, em posi¢des especificas durante 3 minutos. Apos esse
intervalo a porta da caixa se abria e o animal retornava para a caixa, a porta era fechada e
o rato aguardava por um intervalo de 3 min. A porta da caixa novamente se abria e dava-
se inicio a0 momento do teste. No teste eram apresentadas uma copia idéntica do objeto
apresentados na amostra e um novo objeto LEGO totalmente distinto, todos os objetos
foram colocados no mesmo local em que os objetos foram expostos na amostra, de acordo
com a figura 8. A posi¢ao e formas dos objetos LEGOS foram contrabalanceados para os

animais nesta e na tarefa subsequente.

Amostra

Tentativa 1
®

° lSmin

Tentativa 6 ou 12

Figura 8. Modelo do desenho experimental de multiplas tentativas para a tarefa NOR. B

e D representam os objetos novos e suas respectivas posi¢des no aparato.

4.4.4 Padronizaciao da tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de
similaridade.

A tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade foi
composta por 2 fases, sendo 1 de amostra e 1 de teste, com durag¢do de 3 minutos cada e
intervalo de 3 minutos entre elas. Foram realizadas 12 tentativas de exploragdo, com cinco
minutos de intervalo entre elas, divididas em dois dias (6 tentativas/ dia).
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Com o animal posicionado na caixa central, a porta da caixa era aberta, o rato saia
e a porta era fechada, assim dava-se inicio a fase de amostra. Na fase de amostra o animal
foi exposto a dois objetos LEGOS idénticos, em posicdes especificas, durante 3 min.
Apos esse intervalo a porta da caixa se abria e o0 animal retornava para a caixa, a porta era
fechada e o rato aguardava por um intervalo de 3 min. A porta da caixa novamente se
abria e dava-se inicio ao momento do teste. Na fase de teste um dos objetos apresentados
na amostra foi substituido por um objeto novo com um grau de similaridade especifico
25%, 50% ou 75%. O grau de similaridade foi trocado em cada teste e aleatorizado ao
longo das tentativas. Todos os objetos foram mantidos no mesmo local em que suas copias
exatas ou similares foram expostas na amostra. A posic¢ao, formas dos objetos LEGO’s,
lugar e ordem do grau de similaridade foram contrabalanceados para os animais, veja

figura 9.
DIST

Amostra

Tentativa 1

Tentativa 12 ou 6

Figura 9. Modelo do desenho experimental de multiplas tentativas para o grupo que
realiza todos os niveis de similaridade simultaneamente (DIST). 25%, 50% e 75%
representam os objetos novos e suas respectivas posigdes no aparato. % representa o grau

de similaridade.
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4.4.5 Padronizaciao da tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de
similaridade protocolo para imunofluorescéncia.

A tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade foi
composta por 2 fases, sendo 1 de amostra e 1 de teste, com dura¢ao de 5 minutos cada e
intervalo de 3 minutos entre elas. Foram realizadas 4 tentativas de exploragao, com cinco
minutos de intervalo entre elas, divididas por nivel de similaridade em 3 dias (4 tentativas/

dia).

Com o animal posicionado na caixa central, a porta da caixa era aberta, o rato saia
e a porta era fechada, assim dava-se inicio a fase de amostra. Na fase de amostra o animal
foi exposto a dois objetos LEGOS idénticos, em posi¢des especificas, durante 3 mim.
Apos esse intervalo a porta da caixa se abria e o animal retornava para a caixa, a porta era
fechada e o rato aguardava por um intervalo de 3 min. A porta da caixa novamente se
abria e dava-se inicio a0 momento do teste. Na fase de teste um dos objetos apresentados
na amostra foi substituido por um objeto novo com um grau de similaridade especifico
25%, 50% ou 75%, a depender do subgrupo que o animal estd. Os animais de cada
subgrupo sempre se encontravam com o mesmo nivel de similaridade ao longo dos testes
e tentativas. A posicao, formas dos objetos LEGO’s, lugar foram contrabalanceados para

os animais, veja figura 10

G25% G50% G75%

Amostra

Figura 10. Modelo do desenho experimental para uso em grupos de imunofluorescéncia
com multiplas tentativas para cada grupo com diferentes niveis de similaridade (G25%,
G50%, G75%). 25%, 50% e 75% representam os objetos novos e suas respectivas

posicdes no aparato. % representa o grau de similaridade.

4.4.6 Processamento imunofluorescéncia.
Séries diferentes foram submetidas a analise imunofluorescéncia, de dupla

marcacao. Nesta analise, anticorpos especificos foram usados para identificar a expressao
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do gene imediato C-fos e tipo celular de neurdonios PV+. As sec¢des de um compartimento
de cada vez foram lavadas (4 vezes de 5 minutos) com tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH
7,4, sob agitagdo automatica. Em seguidas os cortes foram colocas em solugdo de
bloqueio (leite molico ® a 5%) por 1h. Os cortes foram colocados em contato com os
dois anticorpos especificos primarios (C-fos Rabbit e PV goat) diluido em PB contendo
Triton-X 100 a 0,3% e durante 18h (25°C). Em seguida, as sec¢des foram colocadas em
contato com os anticorpo secundarios fluorescentes de forma separada, sendo inserido
primeiro o anticorpo secundario alexa 594 anti-goat donkey Abcam (para PV) diluido em
Triton-X 100 a 0,3%, por 90 minutos. Em seguida foi incubado o secundario alexa 488
anti rabbit donkey Abcam (para C-fos).

4.4.7 Captacao de dados.

Os cortes foram inseridos em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, contendo uma
concentragdo de 2% de DAPI. Em seguida foram montados em lamina gelatinizadas
utilizando-se o meio de montagem Fluoroshield da Sigma. A avaliagdo dos resultados
imunofluorescentes foi feita com o auxilio de um microscopio. Para visualizar os
marcadores, foi aplicado o lazer com comprimento de onda de 358 (DAPI), 488 (c-Fos),
594 nm (PV). As localizagdes das areas foram determinadas usando o atlas de Paxinos e
Watson (2013) (Barbosa et al., 2013)
5.4.7.1 Delimitagdo e Medi¢do morfométrica e neuroquimica

Para cadarato, 2 ou 3 cortes de: hipocampo (rostral, medial, caudal) e cortex foram
tirados contendo cada subregido de interesse. Foram consideradas para as analises
subregioes dorsais em diferentes niveis anteroposteriores (Rostral, medial e caudal) e
ventrais (ventral) do hipocampo (ver tabela 1). Todas as imagens do hipocampo foram
retiradas considerando as seguintes coordenadas posteriores ao bregma: hipocampo
rostral (-3,72 e -3,96 mm); Hipocampo medial (-4,36 e -4,56); Hipocampo caudal (-5,64

e -5,88). Todos os cortes de cortex.

Tabela 1. Regides do hipocampo e cortex e subregides de interesse para medigao

morfométrica e neuroquimica.

Regido do
Regides do hipocampo Dorsais hipocampo
ventral
Rostral Medial Caudal Ventral Cortex
CAl CAl CAl CAl Perihinal 36
(CAIR) (CAIM) (CA1C) (CA1V) superficial (PRH-

369)
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CA2 CA2 CA3 CA3 Perihinal 36

(CA2R) (CA2M) (CA30) (CA3V) profunda (PRH-36P)
CA3a CA3a Hilos Hilos Perrihinal 35
(CA3aR) (CA3aM) (Hilos C) (Hilos V) superficial (PRH-
35S)

CA3b CA3b Granular Granular Perihinal 35
(CA3bR) (CA3bM) (GranC) (GranV) profunda (PRH-35P)
CA3c CA3c LEC superficial

(CA3cR) (CA3cM) (LECS)

Hilos ( Hilos LEC profundo
HilosR) (HilosM) (LECP)
Granular Granular
(GranR) (GranM)

Para delimitagdo das areas tomou-se como base além do paxinos (2013), diversos
trabalhos que tem demonstrado diferengas funcionais ao longo do eixo anteroposterior do
hipocampo e dorsoventrais. Aqui levou-se em consideracdo as diferengas funcionais
apontadas por estudos envolvendo CA3a, CA3b e CA3c (Lee et al., 2023). Além disso,
também foi considerada a subdivisdo das camadas do DG (granular e hilos) (Houser et al
2021). Também foi feita uma avaliacdo de forma distinta das regides dorso ventrais do
hipocampo caudal, uma vez que diferentes estudos tém apontado as especificagdes
funcionais ¢ de projecdes dessas regides, dividindo-se portanto em regides caudais
(CA1C, CA3C, HilosC e GraC) e ventrais (CA1V, CA3V HilosV e GranV) (Houser et al
2021; Malhotra, Cross & van der Meer, 2012; Lopez-Oropeza, Duran & Martinez-
Canabal, 2022; Ding et al., 3019; Van Strien, Cappaert, & Witter, 2009; Fanselow &
Dong, 2009). Por fim, uma subdivisdo foi feita considerando-se a especializacdo de
diferentes por¢des do Perihinal (PRH 36 e PRH35), como também as diferentes camadas
do cortex Perirrinal (PRH) e cortex Entorrinal Lateral (LEC) e sua conectividade
especializada de entrada (camadas II e IIl) e saida (IV a VI) do hipocampo, aqui
denominadas respectivamente camadas superficial (S) e profundas (P), para cada Regido:
PRH-36S, (veja figura 11 para melhor entendimento). (Sugar, Witter, van Strien, &
Cappaert, 2011; Sethumadhavan, Strauch, Hoang, Manahan-Vaughan, 2022; Van Strien,
Cappaert, & Witter, 2009)
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ROSTRAL CAUDAL CORTEX

MEDIAL VENTRAL
Figura 11. Delimitacdo das subregidoes do hipocampo anteroposterior, cortex e

subregides de interesse para medicdo morfométrica e neuroquimica.

Usando os programas Image J (versdo 1.461, NIH) e Icy® foram feitas contagens
de células das areas do PRH, LEC (Relacionadas a decodificagdo de objetos e separagdo
de padrodes) hipocampo anteroposterior- rostral medial, caudal e ventral -(relacionada ao
processamento de memoria) e a contagem de neuronios positivos para c-Fos, marcadores
de memoria e plasticidade neural (Miranda et al, 2017; Miranda et al, 2019, Miranda et
al, 2020; Barbosa et al., 2013). Eram consideradas células positivas para c-Fos aquelas
que obtivessem tamanhos préoximos ao do nucleo do neurdnio, maior florescéncia para a
cor verde e duplamente marcadas com o marcador nuclear DAPI. A contagem de
neurénios c-Fos+ ocorreu também de forma manual mediante amostragem por
conglomerados, na qual foi selecionada aleatoriamente uma subpopulagdo representativa
para as regides do cortex: PRH-36S, PRH-36P, PRH-35-S, PRH-35-P, LECS E LECP).
Apos medicao dos dados, foi realizada a normalizagao da quantidade de expressao c-Fos

a partir da seguinte formula= (valor individual/ média de todos os grupos) *100.

4.5 Analise de grafos

Redes cerebrais foram construidas usando correlagdes de Spearman significativas
positivas e negativas (p < 0,05) em cada grupo experimental e controles, caracterizado
quantitativamente com medidas teoricas de grafos, sendo o total de 5 areas e 25
correlagdes. Para isso foi utilizado o software R studio, com o pacote “corrplot”.
Comparagdes entre as matrizes gerada foram feitas utilizando-se a transformagdo de Z
score de fisher (pacote “““DescTools”) (Fisher, 1925). Cada é4rea cerebral foi representada

por um ndé com um determinado tamanho, denominado grau, que reflete o nimero de
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regides cerebrais coativadas com esse n6. Todas as correlagdes significativas de c-Fos
entre duas areas do cérebro sdo representadas por conexdes entre nos, € a espessura da

conexao ¢ proporcional a forga da correlagao.

Para analises de grafo foi utilizado o R studio, com o pacote igraph, com rotinas
construidas pelo proprio laboratorio- Laboratorio de Estudos em Memoria e Cognigdo
(LEMCOG). Um dos principais objetivos da teoria dos grafos ¢ identificar nds centrais,
revelando assim o seu papel critico nos fluxos de informacao dentro de uma rede. Para
isso, foram calculadas trés medidas de centralidade para cada no: o grau, a forca ¢ a
centralidade de intermediagdo. A for¢a de um nd corresponde a soma de todas as
covariagdes significativas numa area. Quanto maior for esse valor, mais central foi a drea
na rede. A centralidade de intermediacao refere-se ao nimero de caminhos mais curtos
entre outros nods que um determinado no6 cruza. No presente estudo, esta métrica reflete
até que ponto uma regido do cérebro atua como intermedidria entre outras areas do
cérebro. Embora as métricas de grau e forca reflitam a centralidade estatica dos nos, a
centralidade de intermediacao reflete a importancia dos ndés na comunicagao dentro da
rede. Para definir que uma area era hub inicialmente foi verificado os valores dos graus,
centralidade e forca respectivamente, as areas com maior graus eram definidas como
hubs, as dreas que possuiam valores altos de centralidade também foram consideradas
hubs. Por fim era verificado se esse valor se encontrava acima do acaso, somente areas

com valores significativos foram consideradas hubs.

Outro objetivo da teoria dos grafos € caracterizar a eficiéncia de toda a rede. A
eficiéncia da rede ¢ alta quando os nods estdo bem conectados, com caminhos curtos entre
eles. Por outro lado, redes com conexdes mais dispersas e caminhos mais longos tendem
a ter menor eficiéncia, redes mais eficientes podem ser mais répidas e eficazes na
transmissao de sinais neurais (Fornito, Alesky & Bullmore, 2016). Duas medidas foram
calculadas para avaliar a eficiéncia: o coeficiente de agrupamento global e a eficiéncia
global. O coeficiente de agrupamento global mede a segregacdo da rede com base na
probabilidade de dois nos estarem conectados se tiverem um vizinho comum. O
coeficiente de eficiéncia global mede a integracao da rede e reflete a velocidade da troca
de informacdes dentro da rede, ou seja, o qudo bem as informacdes podem ser
transmitidas entre todos os nds da rede, considerando o caminho mais curto entre eles

(Rubinov & Sporns, 2010).
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Também utilizamos a média da forca de toda a rede para verificar a eficiéncia da
rede. Para que fosse possivel a comparagdo estatistica entre os grupos, utilizamos a
analises de bootstrap classica. 100 amostragens foram feitas sobre a matriz de correlagdo
original. O modelo aleatorio foi calculado embaralhando a linha e a coluna da matriz de
correlagdo mantendo a diagonal principal intacta (de forma que cada estrutura permaneca
a mesma no modelo aleatério). Apos calcular os modelos aleatorios, testes de bootstrap
foram realizados e por fim testes de kruskal wallis (KW) foram direcionados para
comparar as redes entre si, caso significativas as diferencas, eram rodados teste de post

hoc de Dunn, veja figura 12.

60min [ (YT
perfusion |;;..;
°

Figura 12. Representacao grafica de passos para realizagdo da analise de grafos.

4.6 Procedimentos em imunofluorescéncia
4.6.1 Perfusido e microtomia.

Todos os animais do grupo imunofluorescéncia foram anestesiados por tiopental
sodico (40mg/kg, 1.p.) associado a cloridrato de lidocaina (4,4mg/kg, i.p.) e eutanasiados
através de perfusdo transcardiaca 1h a pds a realizacao de cada teste (NOR, DIST, 25%,
50% e 75%), veja figura 9. Este intervalo foi necessario visando os picos de expressao de
Arc, BNDF e c-Fos (Bisler et al., 2002; Ramirez-Amaya et al., 2005). Foi utilizada a
impulsdo de solugdo salina a 0,9% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 com heparina
(Liquemine, Lilly, 2 ml/1000ml de solugdo salina) no intuito de lavar o sistema
circulatorio do animal prevenindo a formacgdo de coagulos e promovendo uma melhor
penetragdo do fixador nos tecidos. Em seguida foi introduzido solug¢do fixadora
(paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1M, pH 7.4, acrescido de acido picrico a
0,2% e glutaraldeido a 0,2%) através de uma bomba peristéltica. Os encéfalos foram
retirados da cavidade craniana, por fratura dos ossos da calota craniana, posteriormente
fixados na mesma solugdo fixadora, acrescida de sacarose a 30% por 4 horas e entdo
colocados em outra solu¢dao de sacarose a 30% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4 até
microtomia. Cada cérebro foi cortado em série no plano coronal em se¢des de 50 um de
espessura com um microtomo criostato (Leica, Alemanha) a uma temperatura de —20 °

C. As tentativas foram distribuidas sequencialmente em 5 compartimentos, em um meio
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liquido contendo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Cada um desses compartimentos terd 1
de 5 seccdes, de maneira que a distdncia entre uma seccdo e a seguinte seja de
aproximadamente 150 um. Posteriormente, os cortes foram armazenados em uma solugao
anti-congelante a base de etileno-glicol e tampao fosfato (Barbosa et al., 2013).

4.7 Analise comportamental e estatistica

Os dados do piloto comportamental foram analisados com o auxilio do
EthoWatcher (Touitou, 2013), software de rastreamento etologico, no qual o
experimentador faz o comando de quando o animal aproximou-se de um objeto e
explorou, através de comandos manuais. Os dados comportamentais da
imunofluorescéncia foram analisados utilizando o software de codigo aberto
DeepLabCut, por meio de cddigos construidos no google Colab (Nath, et al., 2019). Um
conjunto de dados inicial com 200 frames foi utilizado para treinar a rede. Uma rede
resnet50 foi treinada para 100 mil interagdes. Em seguida, os quadros discrepantes foram
refinados e integrados ao conjunto de frames iniciais. Por fim, os dados foram inseridos
em um pacote de codigo aberto (Simple Behavioral Analysis, SimBA), a partir do qual
foi extraido o tempo que o focinho do animal estava em contato com a regido de interesse-
ROI (objetos), entradas e saidas da ROI (Nilson, et al. 2020). Foi definido como
explorac¢do quando o focinho do animal tocou ou estava a menos de 1 cm do objeto. Nao
foi considerado exploracdo quando o animal se apoiou no objeto para explorar o
ambiente, ou permanéncia do focinho proximo ao objeto sem atividade exploratodria.

Foi avaliado o engajamento do animal para explorar o objeto novo em comparagao
do objeto familiar, como forma de indicio do reconhecimento para a novidade. Para isso
foram avaliados os seguintes parametros: tempo total de exploracdo dos objetos, bem
como o indice de discriminagdo cumulativo (D2) da exploracdo dos objetos, o qual ¢é
aplicado a partir da féormula do indice de discriminagdo (D1). D1 ¢ uma medida que
demonstra quanto um objeto foi explorado em relagao ao outro. O D2 varia de -1 a +1,
com escores negativos indicando preferéncia pelo objeto familiar e escores positivos
significando preferéncia pelo novo objeto. (Inostroza et al, 2013; Ennaceur & Delacour,
1988; Cohen & Stackman, 2015). O D2 ¢ calculado de forma semelhante ao D1 porém a
seu calculo se dé a partir da soma prévia do tempo de exploracdo dos objetos ao longo de
cada sessdo dos teste. Ou seja, para a sessao 1 o D2 ¢ resultado de todo o tempo de
exploracdo para cada objeto presente ali, porém para a sessao 2 o D2 ¢ a soma do tempo
de exploragdo dos objetos presentes na sessdo 1 e 2, e assim sucessivamente. O D2

também foi calculado utilizando-se a soma dos minuto dentro do mesmo teste, para todas
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as tentativas, ou seja, verificamos dentro das tentativas de forma isolada, como o D2 se

apresenta ao longo dos minutos somados, gerando assim um D2 para cada minuto, veja

figura 13.
Dl D2 D2
[ndice de discriminagio Indice de discriminagio Indice de discriminagio
NI1-F1 (N1+N2)— (F1+F2)  (N1+N2+N3)— (F1 + F2+F3)
NI+F1 (N1+N2) + (F1+ F2) (N1+N2+N3) + (F1+ F2+F4)
Valor entre -1 e 1 Valor entre -1 e 1 Valor entre -1 e 1
Sessao 1 Sessao 2 Sessao 3

Figura 13. Demonstra¢do da construcdo das medidas D1 e D2 para cada sessdo. F
corresponde ao tempo de exploragdo do objeto familiar. N corresponde ao tempo de

exploracdo do objeto novo.

Os procedimentos estatisticos foram conduzidos com o programa SPSS (26.0) ou
R (pacotes: “dunn.test” e “PMCMRplus”), diferengas foram consideradas
estatisticamente significantes com um valor de p menor que 0,05. A normalidade foi
verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados eram normais ou nao
tinham normalidade eram apresentados em graficos de barra e boxplot respectivamente.
Para os parametros comportamentais foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA) de
medidas repetidas e independentes seguida de contrastes planejados ortogonais, ou Anova
de Friedman. Teste de Kruskal-Wallis para medidas independentes, seguida do teste post-
hoc de Dunn. Quando a comparagdo foi feita para duas varidveis do mesmo grupo foi
utilizado o teste t de Student pareado. O teste t de uma amostra foi utilizado para os indices
de discriminagdo, com valor de acaso em 0. Também foi calculado o tamanho do efeito
(T.E) para cada teste estatistico realizado através do software G*Power 3 ou R (Erdfelder,
Faul, Buchner, & Lang, 2009). Para ANOVAS o tamanho do efeito utilizado foi o 6mega
(0?): <0,01Pequeno efeito, <0,06 médio efeito, >0.14 grande efeito (Cohen, J. 1988). O
tamanho do efeito utilizado para comparagdes diretas foi o g de Hedges (g), este pode ser
classificado como: g < 0.2: Pequeno efeito — Indica que a diferenca entre os grupos ¢é
pequena e, na pratica, pode ser quase imperceptivel, 0,2 < g, < 0,5: Efeito médio e g >
0,5: Grande efeito. Um valor grande de g de Hedges indica uma diferenga importante e

potencialmente significativa entre os grupos em termos praticos (Hedges, 1985).
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5. RESULTADOS

5.1 Piloto comportamental:
5.1.1 Ratos lembram de objetos novos completamente diferentes em tarefa de
multiplas tentativas.

As primeiras analises do piloto comportamental direcionadas para a tarefa NOR
demonstram que os animais apresentaram memoria para a identidade dos objetos, uma
vez que os animais exploraram significativamente mais o objeto novo. Os indices de
discriminacao cumulativos foram significativamente maiores que 0 para todas as
tentativas [t(5)=10,95 p= 0,001], com excec¢do da sessdo 2 [t(5)=2,30, p= 0,061]. Veja
tabela suplementar 1 para verificar o indice de cada sessdo. A Figura 13 A ilustra os
valores cumulativos para as medidas de discrimina¢do. No que se refere aos tempos de
exploragdo para a tarefa NOR, verificou-se a partir de uma ANOVA de um fator que ndo
existe diferenca significativa entre o tempo de exploracdo de cada tentativa [F(11,
66)=1,22 , p=0,28], veja figura 14 B. Em conjunto esses resultados sugerem que o animal
forma uma memoria para objeto familiar.

A ! B
35 o

40

.30 35

256 30

,20 25

Indice de discriminagao (D2)

Tempo de exploragao (s)

20

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 17 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tentativas Tentativas
Figura 14. A. Indice de discriminacdo por sessdo para a tarefa NOR. Teste t de uma
amostra. B. Tempo de exploragdo por sessdo para a tarefa NOR, Anova de uma via.

*Comparacgdes significativas considerando-se p<0,05; N=7; = Erro Padrao da média.

Quando avaliamos o indice de discriminagdo de forma cumulativa para cada
minuto dentro da mesma sessao, verificou-se que apenas para a sessdo 1 todos os minutos
se encontraram acima do acaso, minuto 1= [t(6)=3,37, p=0,01], minuto 2= [t(6)=3,28,

p=0,01], minuto 3=[t(6)=4,50, p=0,004]. Além da sessdo 1, apenas a sessdo 8§ apresentou
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um minuto (minuto 2) significativo [t(6)=2,62, p=0,04]. Todas as demais tentativas e
minutos ndo foram significativas, veja tabela suplementar 2. O modelo linear geral tendo
como fatores o teste € o minuto para o tempo de exploragdo, verificou que existe diferenca
no tempo de exploragao entre os minutos [F(2,12)=8,70, p=0,02] (correcao de Greenhouse-
Geisser). O teste post hoc sidak apontou que houve mais que no minuto 3. Nao foi
encontrada influéncia do teste [F(i1, 66)=1,39, p=0,26], nem interagdo entre o teste € o
minuto [F(22,132)=1,06, p=0,39] para o tempo de exploragdo (veja figura 15). Em conjunto
esses achados apontam que apenas os minutos cumulativos dentro da sessdo 1 parecem

ser significativos. Por fim a exploragao do animal decai entre o minuto 1 ¢ minuto 3.

20 minuto
—
—2

—3

Tempo de exploragéo (s)

1 2 3 4 5 5 7 8 g 10 11 12

Tentativas

Figura 15. Tempo de explora¢do em segundos para cada minuto ao longo das tentativas.

N=7; + Erro Padrao da média.

5.1.2 Ratos lembram de objetos novos com graus de similaridades baixos e médios,
mas nio lembram de objetos com altos graus de similaridade em uma tarefa com
multiplas tentativas.

No que se refere ao teste de discriminagdo, observou-se que nos niveis de
similaridade de 25% e 50% os animais ao final de todas as tentativas exploraram mais o
objeto novo que o familiar. Os indices de discriminagao para 25% [t(5)=2,91, p=0,03] e
50% [t(5)= 3,19, p= 0,02] foram significativamente maiores que 0. O mesmo nao
aconteceu para o nivel de 75% [t(5)=-0,22, p=0,83]. Todas as condi¢des por sessao, sao
ilustradas na figura 16, ver tabela suplementar 1. Pode-se afirmar que para condic¢des de
baixa e média similaridade os ratos formam memoria para o objeto familiar, o mesmo ndo

ocorre para condigdes que compartilham mais caracteristicas sobrepostas (75%).
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Figura 16. Indice de discriminagao para cada condigdo (25%, 50% e 75%) por sessdo na
tarefa de discriminacdo. *Comparagdes significativas considerando-se p<0,05. S=

tentativas. Teste t de uma amostra; N=6; + Erro Padrido da média.

Quanto ao tempo de exploragdo a ANOVA identificou que existe diferenca no tempo de
exploragdo a depender da sessdo [F(11, 66)=2,68 , p=0,007]. O teste post hoc sidak nao
identificou entre quais tentativas essa diferenca ocorria. Veja figura 17. Portanto, ndo

existe influéncia da sessao sobre a explora¢ao do animal.

40,00
35,00
30,00
25,00

20,00

Tempo de exploragéo (s)

15,00

10,00

Tentativas

Figura 17. Tempo de exploracdo por sessdo para a tarefa de discrimina¢do em diferentes
niveis de similaridade. Anova de uma via. *Comparagdes significativas considerando-se

p<0,05; N=7; £ Erro Padrao da média.

A analise do D2 para cada minuto dentro da mesma sessao revelou que, para a
condicdo de 25% de similaridade, somente a sessdo 3 apresentou valores significativos:
minuto 1= [t(6)=4,90, p=0,03 ], minuto 2= [t(6)=4,65, p=0,03 ], minuto 3= [t(6)=4,63,
p=0,04 ]. Para a condicdo de 50% de similaridade, a sessdo 1 apresentou o D2
significativo para o minuto 2 [t(6)=6,28, p=0,001] e 3 [t(6)=6,82, p=0,001]. A sessao 2
obteve também D2 significativo para os minutos 2 [t(6)=3,78, p=0,009] e 3 [t(6)=3,01,
p=0,02]. Nenhum minuto foi significativo dentro de cada sessdo para a condi¢do de 75%

de similaridade. Esses resultados sugerem que diferentes tentativas isoladas podem
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contribuir para um D2 acima do acaso, além disso os minutos 2 ¢ 3 contribuem para a

discriminacdo, veja tabela suplementar 3.

O modelo linear geral (com corre¢ao de Greenhouse-Geisser), tendo como fatores
o teste € o minuto para o tempo de exploragdo, verificou que existe diferenga no tempo
de exploragdo entre os minutos [F(z2, 10)=30,20, p=0,01]. O teste post hoc sidak apontou
que o minuto 1 ¢ significativamente mais explorado que o minuto 3. Nao foi encontrada
influéncia do teste [F(i1, 55)=2,47, p=0,09], nem interacdo entre o teste ¢ o minuto [F(22,
110)=1,62, p=0,227] para o tempo de exploracao (veja figura 18). Este achado aponta que

a exploragdo do animal decai entre o minuto 1 e minuto 3.

20 _ minuto
—
—
—3

Tempo de exploragéo (s)
=

Tentativas

Figura 18. Tempo de explora¢dao em segundos para cada minuto ao longo das tentativas.

N=7; + Erro Padrao da média.

5.2 Comportamento grupo imunofluorescéncia
5.2.1 Ratos do grupo NOR da imunofluorescéncia lembram de objetos novos
completamente diferentes em tarefa de multiplas tentativas.

Nos resultados para a tarefa NOR todas as tentativas apresentaram indice D2
acima do acaso: sessao 1=[t(7)=3,22, p= 0,01], sessdo 2=[t(7)=2,69, p= 0,03], sessdao
4=[t(7)=3,19, p=0,01], sessdo 3=[t(7)=3,21, p=0,01] (figura 19), veja tabela suplementar
4. Considerando-se a auséncia de normalidade dos dados, aplicou-se a Anova de
Friedman nao constatou diferengas nos tempos de exploragao entre as tentativas [F(s,3)=3;
p=0,39]. Avaliando-se o D2 de cada minuto dentro da mesma sessao, verificou-se que na
sessdo 1 o minuto 3 estava acima do acaso [t(7)=3,22, p= 0,01]. O minuto 3 também

apresentou D2 significativo na sessdo 3 [t(7)=2,75, p= 0,02]. Pode-se afirmar que os
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animais formaram memoria para o objeto familiar, com maior drive exploratorio na
primeira sessdo. Além disso o minuto 3 foi importante em algumas tentativas para a

formag¢ao da memoria, quando observando-se tentativas isoladas, veja tabela suplementar

5.
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Figura 192. A. Indice de discriminacio por sessdo para a tarefa NOR. *Comparagdes
significativas considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra. B. Tempo de exploragao
por sessdo para a tarefa de discriminacdo. Anova de Friedman. C. D2 para cada minuto

dentro da mesma sessdo para a tarefa de discriminacdo com diferentes niveis de
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similaridade, Teste t de uma amostra. *Comparagdes significativas considerando-se

p<0,05.; N=8. + Erro Padrao da média.

O modelo linear geral (MLG) (com correcdo de Green-house Geisser) apontou
que ndo existe diferenca entre os tempos de explora¢do para cada minuto [F2, 14=1,42;
p=0,27] ou sessdo de exploragdo [F, 21)=0,77; p=0,43]. Também ndo foi identificada

interacao entre sessdo e minuto de exploracao [Fe, 42=1,18; p=0,33]. Veja figura 20.
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Figura 203. Tempo de exploracdo em segundos para cada minuto ao longo das tentativas

da tarefa NOR. N=8; + Erro Padrio da média.

5.2.2 Ratos do grupo DIST da imunofluorescéncia lembram de objetos com
diferentes niveis de similaridade em tarefa de multiplas tentativas.

Na tarefa que os animais eram expostos a objetos com diferentes niveis de
similaridade, as duas ultimas tentativas apresentaram indice D2 significativos, sendo a
sessao 3 [t(7)=2,80, p=0,02] e 4 [t(7)=2,63, p=0,03] (figura 21), veja tabela suplementar
4. A anova de uma via com correcao de Greenhouse-geisser, identificou que nao houve
diferenca no tempo de exploragdo entre as tentativas, [F, 21)=2,30; p=0,62]. Analises
feitas para o D2 de cada minuto dentro da mesma sessdo, constatou-se que nenhum D2
por minuto estava acima do acaso em nenhuma das tentativas (ver tabela suplementar 5,

e figura 21), isso sugere que tentativas isoladas ndo favorecem a evoca¢do da memoria.
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Figura 41. A. Indice de discriminagdo por sessdo para a tarefa de discriminagdo com
diferentes niveis de similaridade. Teste t de uma amostra. B. Tempo de exploracao por
sessdo para a tarefa de discriminacdo. Modelo Linear Geral. C. D2 para cada minuto
dentro da mesma sessdo para a tarefa de discriminagdo com diferentes niveis de
similaridade, Teste t de uma amostra. *Comparagdes significativas considerando-se

p<0,05.; N=8. £ Erro Padrao da média.

O modelo linear geral (com corre¢ao de Greenhouse Geisser) apontou que nao

existe diferenca entre os tempos de exploracao para cada minuto [F(, 14=1,01; p=0,93]
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ou sessao de exploragdo [F, 21=2,23; p=0,15]. Também nao foi identificada interagao

entre sessdo e minuto de exploracao [Fs, 42=0,38; p=0,66]. Veja figura 22.
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Figura 225. Tempo de exploracdo em segundos para cada minuto ao longo das tentativas
para a condi¢dao com diferentes niveis de similaridade (25%, 50% e 75%). N=8; + Erro

Padrdo da média.

5.2.3 Ratos da imunofluorescéncia lembram de objetos com baixos niveis de
similaridade (25%).

Para a condicdo de 25% de similaridade na tarefa de discriminagdo de objetos, os
ratos apresentaram D2 acima do acaso ao final de todas as tentativas [t(6)=3,73, p=0,014]
(Figura 23), veja tabela suplementar 4. A Anova de Friedman mostrou que houve uma
diferenca no tempo de exploragdo dos objetos entre as tentativas [F3,7=13,11; p=0,004].
Especificamente o post hoc mostrou que a sessdo 1 € significativamente mais explorada
que a sessao 2 e 4 (p<0,05). Nao foi encontrado D2 significativo quando observamos os
minutos dentro de cada sessdo da condi¢do de 25%. Tomados em conjunto esses dados
apontam que os ratos lembram do objeto familiar, com um maior drive exploratério

durante a sessdo 1 quando comparada a sessdo 2 e 4 (tabela suplementar 5).
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Figura 23. A. Indice de discriminagio por sessdo para tarefa de discriminagdo com 25%
de similaridade. Teste t de uma amostra. B. Tempo de exploracdo por sessdo para a tarefa
de discriminagdo. Anova de Friedman. C. D2 para cada minuto dentro da mesma sessao
para a tarefa de discriminagdo com diferentes niveis de similaridade, Teste t de uma
amostra. *Comparagdes significativas considerando-se p<0,05.; N=7. & Erro Padrao da

média.

Nao foram encontradas diferenca entre os tempos de exploracao para cada minuto

[F, 10=0,83; p=0,46] ou sessdo de exploracao [F, 15=2,41; p=0,10]. Também nao foi
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identificada interagdo entre sessao e minuto de exploragao [F, 30=0,45; p=0,83]. Veja

figura 24.
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Tentativas
Figura 24. Tempo de exploracdo em segundos para cada minuto ao longo das tentativas

para a condi¢do de 25%. N=7; + Erro Padrao da média.

5.2.4 Ratos da imunofluorescéncia lembram de objetos com niveis médios de

similaridade (50%).

Para a tarefa de discriminag@o que envolvia um nivel de 50% de similaridade entre
os objetos, verificou-se que o D2 encontrou-se acima do acaso para as 2 tentativas finais
da tarefa, sessdo 3 [t(6)=2,48, p=0,04] e 4 [t(6)=3,01, p=0,02], veja tabela suplementar 4.
A anova de uma via identificou que ndo houve diferenga no tempo de exploragdo entre as
tentativas [F3, 18=1,94; p=0,86], veja figura 25. A analise do D2 para cada minuto dentro
da mesma sessdo revelou que apenas para a sessao 3 minuto 2 [t(6)=3,02, p= 0,02] e
sessdo 4 minuto 1 [t(6)=2,68, p= 0,03] os dados estavam acima do acaso. Esses
resultados apontam que os animais formam memoria para objetos com 50% de

sobreposicdo de suas caracteristicas.
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Figura 25. A. Indice de discriminagio por sessio para a tarefa de discriminacio com 50%
de similaridade. Teste t de uma amostra. B. Tempo de exploracdo por sessao para a tarefa
de discriminagdo. Modelo Linear Geral. C. D2 para cada minuto dentro da mesma sessao
para a tarefa de discriminagdo com diferentes niveis de similaridade, Teste t de uma
amostra. *Comparagdes significativas considerando-se p<0,05.; N=7. + Erro Padrdo da

média.

O MLG apontou que ndo existe diferenca entre os tempos de exploracao para cada
minuto [Fp, 12=1,73; p=0,21] ou sessao de exploragao [F, 18=2,18; p=0,88]. Também
ndo foi identificada interag@o entre sessdo e minuto de exploracao [Fs, 36=0,72; p=0,53].

Veja figura 26.
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Figura 26. Tempo de exploragdo em segundos para cada minuto ao longo das tentativas

para a condi¢do de 50%. N=7; + Erro Padrdao da média.

5.2.5 Ratos da imunofluorescéncia lembram de objetos com niveis altos de

similaridade (75%).

Para a tarefa de discriminagdo que envolvia um nivel de 75% de similaridade entre
os objetos, verificou-se que o D2 encontrou-se acima do acaso para as tentativas 1
[t(5)=3,94, p=0,01], sessdo 3 [t(5)=2,71, p=0,04] e 4 [t(5)=2,80, p=0,03], veja tabela
suplementar 4. A anova de uma via identificou que ndo houve diferenga no tempo de
exploracdo entre as tentativas [F3, 15=0,25; p=0,88], veja figura 27. Para o D2 por minuto
dentro de cada sessdo, foram significativas apenas o minuto 3 da sessdo 3 [t(5)=2,74,
p=0,04] e o minuto 1 da sessdo 4[t(5)=2,60, p= 0,48] . Pode-se afirmar que os ratos

formam memoria para objetos mesmo em condic¢des de 75% de similaridade entre eles.
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Figura 27; A. Indice de discriminag@o por sessdo para a tarefa de discrimina¢do com

75% de similaridade. Teste t de uma amostra. B. Tempo de exploracdo por sessdo para a

tarefa de discriminagdao. Modelo Linear Geral. C. D2 para cada minuto dentro da mesma

sessdo para a tarefa de discriminagdo com diferentes niveis de similaridade, Teste t de

uma amostra. *Comparag¢des significativas considerando-se p<0,05.; N=7. £ Erro Padrao

da média.

Nao foram encontradas diferencas significativas no tempo de exploragdo nos

minutos [F2, 10=0,23; p=0,79] , tentativas [F,15=0,16; p=0,91], nem interacdo entre eles

[F6,30=0,43; p=0,84], veja figura 28.
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Figura 286. Tempo de exploragdo em segundos para cada minuto ao longo das tentativas

para a condi¢do de 75%. N=6; + Erro Padrao da média.

5.3 Imunofluorescéncia
5.3.1 A expressao de c-fos no CA3cR e HilosR é aumentada no hipocampo rostral
para as condicoes de memoria com maiores niveis de similaridade.

A imunofluorescéncia foi feita utilizando-se uma dupla marcagdo com marcadores
especificos para o IEG c-Fos e a proteina PV, permitindo assim avaliar a ativacao de

neurdnios excitatorios, veja figura 29.
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Figura 79. Fotos montadas da imunofluorescéncia com marcacdo de c-Fos e tripla

marcagdo (c-Fos, PV e DAPI), para cada grupo controle e experimental.

A expressdo de c-Fos apresentou dados normais apenas para a area do hilosR, e
CA3cR, as demais areas ndo foram tratadas como homogéneas. Um teste de contrastes
foi gerado afim de realizar comparacdes diretas entre as condigdes experimentais e
controles, dessa forma, 4 contrastes foram feitos com as seguintes comparagoes: 1- todas
as condigdes experimentais versus todas as condi¢des controle; 2- Condigdes 50% e 75%
versus condic¢do de 25%; 3- Condigao experimental 50% versus 75% e 4- Condicdo NOR
versus DIST. Os contrastes planejados identificaram uma diferenca significativa na
expressdo de c-Fos tanto para a drea de CA3cR [Fu.28=4,67; p=0,005] e camada do
Hilos(GD) [F.28=3,76; p=0,01], veja tabela suplementar 6.

O teste de contrastes planejados apontou para uma diferenga significativa na
expressao de c-Fos no CA3cR [t(28)= 2,84, p=0,008] (bilateral) e Hilos [t(28)= 2,87,
p=0,001(bilateral)] entre os diferentes niveis de similaridade (25%, 50% e 75%). Entre as
condi¢des experimentais também houve uma diferenca significativa entre a condi¢do de
menor similaridade (25%) comparada com a condi¢cao de média (50%) e alta similaridade
75%, tanto para CA3cR [t(28)= 2,99, p=0,006 (bilateral)] e Hilos [t(28)= 2,75,
p=0,01(bilateral)]. Nao houve diferenga entre as condi¢cdes de 50% e 75%, além disso
também ndo foi encontrada diferenca entre os controles (NOR e DIST) veja figura 30,

parte B, dados dos testes na tabela suplementar 7.

Também foi encontrada uma diferencga significa na expressao de c-Fos para a area
de CA3b[H(4)=12,49, p=0,01, w*= 0.18] , O teste post hoc (teste de Dunn) revelou
aumento significativo e com grande efeito na expressdo de c-Fos no CA3bR entre as
condi¢des NOR e 50% (p=0,04, g=-0.87). E uma tendéncia no aumento da expressao de
c-Fos também em CA3aR entre as condi¢cdes DIST e 50% (p=0,05), veja figura 29 e

tabela suplementar 6.
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Figura 308. A. Expressdo de c-fos normalizada em subareas do hipocampo rostral para
diferentes condicdes de reconhecimento e discriminagdo de objetos. B. Contrastes
planejados para comparacdo da expressdo de c-fos no hilos, entre as condi¢des. Teste de
Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn e contrastes planejados ortogonais (bidirecionais).
*Comparagdes significativas considerando-se p<0,05. T Tendencias préximas ao valor de

significancia; N=6-7. + Erro Padrao da média.

Correlagdes de Pearson ou Spearman (a depender da normalidade da variavel)
entre o comportamento e a expressdo de c-Fos para cada condigdo apontou existir
correlagdes significativas dentro da condicdo NOR, sendo essas correlacdes todas
negativas entre: CA3bR e o D2 (p =-0,79), e Hilos D2 (r =-0,80). Nenhuma correlacao
significativa entre a expressao de c-Fos e D2 foi encontrada para as condi¢des de DIST e
25% e 50%. Na condi¢do de 75% encontrou-se correlagdes fortes e significativa entre o

CA3cR(1=0,93), CA2R (p =0,82) e o D2 (veja tabela suplementar 8 a 12).
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Tomados em conjunto esses achados apontam que a expressao de c-Fos no CA3cR
e HilosR ¢ dependente do nivel de similaridade no hipocampo Rostral, sendo aumentada
a medida que a tarefa exige maior desambiguacgdo das caracteristicas quando comparada
com tarefas com menores niveis de similaridade. Além disso, a expressao de c-Fos em
areas do hipocampo rostral se correlaciona positivamente com o reconhecimento de
objetos em condigdes com maiores niveis de similaridade. A expressao de c-Fos CA3bR
parece estar envolvida com o processo de discriminagdo, porém somente quando se tem

uma condicao de média similaridade.

5.3.2 A expressao de c-Fos nio muda no hipocampo medial entre condicées de
memoria com diferentes niveis de similaridade.

Contrastes planejados direcionados para os dados paramétricos do hipocampo
medial ndo encontraram diferencas significativas entre as condi¢des para as subregides
do hipocampo:CA3aM (F(4,28)=0,49, p=0,74) ¢ GranularM (F(4,28)=1,19, p=0,33). Os
testes de KW também ndo encontraram diferengas significativas para as areas do
hipocampo medial, veja figura 31 (estatisticas na tabela suplementar 6 e 7). Quando
realizadas correlagdes entre os niveis da expressao de c-Fos e o D2, considerando cada
condi¢do, encontramos uma correlagdo entre o CA3aM e o D2 para a condicao de 25%
(r=0,78). Também existiu uma correlagdo entre o0 CA3bM e o D2(p=0,88) na condi¢do

de 75% de similaridade.
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Figura 31. Expressdao de c-Fos normalizada em subéreas do hipocampo medial para
diferentes condi¢des de reconhecimento e discrimina¢do de objetos. Teste de Kruskal-
Wallis, post hoc de Dunn e contrastes planejados ortogonais (bidirecionais).
*Comparacgdes significativas considerando-se p<0,05. fTendencias préximas ao valor de

significancia; N=6-7. + Erro Padrao da média.

Esses dados nos sugerem que para o hipocampo medial a expressao de c-Fos nao
¢ influenciada pelos diferentes niveis de similaridade, porém de alguma forma nas
condig¢des que envolvem algum grau de similaridade, algumas subregides do CA3 parece

se relacionar com o comportamento.

5.3.3 A expressao de c-Fos ndo muda no hipocampo caudal entre condicées de
memoria com diferentes niveis de similaridade.

Considerando a por¢ao caudal do hipocampo, ndo foram encontraram diferengas
significativas entre as condigdes, nos niveis de expressdo de c-Fos nas subregides de
SubiculoC, CA1C, CA3C, HilosC e GranularC, veja figura 32 (estatisticas na tabela
suplementar 6 ¢ 7). Porém no que se refere as correlacdes entre os niveis de c-Fos
comportamento, encontramos uma correlagdo significativa para a condicao de DIST,
entre o subiculoC e o D2 (r=0,76). As demais condig¢des ndo apresentaram correlagdes

significativas com o comportamento.
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Figura 92. Expressdao de c-Fos normalizada em subareas do hipocampo caudal para
diferentes condi¢des de reconhecimento e discriminagdo de objetos. Teste de Kruskal-
Wallis, post hoc de Dunn e contrastes planejados ortogonais (bidirecionais).
*Comparagdes significativas considerando-se p<0,05. T Tendencias préximas ao valor de

significancia; N=6-7. + Erro Padrdo da média.

Esses dados nos sugerem que para o hipocampo medial a expressdao de c-Fos nao
¢ influenciada pelos diferentes niveis de similaridade, porém de alguma forma nas
condi¢des que envolvem algum grau de similaridade, o subiculo C parece se relacionar

com o comportamento em uma condi¢do de diferentes niveis de similaridade.

5.3.4 A expressao de c-Fos nio muda no hipocampo ventral entre condicées de
memoria com diferentes niveis de similaridade.

Verificando a regido ventral do hipocampo, ndo foram encontraram diferengas nos
niveis de expressdao de c-Fos, entre as condicdes, nas subregides: SubiculoV CALlV,

CA3V, HilosV e GranularV, veja figura 33 (estatisticas na tabela suplementar 6 e 7). Nao
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foi observada correlagdo entre as condi¢des (NOR, DIST, 25%, 50% e 75%) e o indice

de discriminagao.
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Figura 33. Expressdo de c-Fos normalizada em subéreas do hipocampo ventral para
diferentes condi¢des de reconhecimento e discriminagdo de objetos. Teste de Kruskal-
Wallis, post hoc de Dunn e contrastes planejados ortogonais (bidirecionais). Condigao
NOR excluida das comparagdes do HilosV e granularV por valores ausentes.
*Comparagdes significativas considerando-se p<0,05. T Tendencias préximas ao valor de

significancia; N=6-7. + Erro Padrao da média.

5.3.5 A expressdo de c-Fos ¢ maior em camadas profundas do PHR 36 em uma
condicao de média similaridade.

Quando contrastes planejados foram orientados para os dados paramétricos,
encontrou-se uma tendéncia para a regido do PHR-36S [F(4,24)=2,6, p=0,061], no qual
um contraste planejado entre condigdes controle (NOR e DIS) e experimental (25%, 50%
e 75%) apresentou significancia [t(24)=2,23, p=0,035]. Considerando os testes de KW
foi identificada uma diferenca significativa no PHR-36P [H(4)=10,25 p=0,04, ®*=0,21].
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O teste post hoc de Dunn apontou diferencas significativas e com grande efeito entre as
condicdes 25% e 50% (p=0,03, g=-2,10). Também foram encontradas tendéncias entre a

condicdo de DIST e 50% (p=0,06), veja tabela suplementar 6 e figura 34.
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Figura 34. Expressio de c-Fos normalizada em subareas e camadas do cortex
parahipocampal para diferentes condi¢oes de reconhecimento e discriminagdo de objetos.
Teste de Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn e contrastes planejados ortogonais
(bidirecionais). Condicdo NOR excluida das comparacdes do HilosV e granularV por
valores ausentes. *Comparagdes significativas considerando-se p<0,05. TTendencias

proximas ao valor de significancia; N=6-7. + Erro Padrao da média.

Avaliando-se a correlacdo da expressao de c-Fos e o comportamento na regidao
parahipocampal, identificou-se uma correlagao significativa forte entre o Phr-36S e o D2
na condicdo de maior similaridade (r=0,94, p=0,01). As demais condi¢des ndo

apresentaram valores de correlacdo significativos.
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5.4 A rede parahipocampal-hipocampo anteroposterior interage de forma distinta e
mais integrada a depender do nivel de similaridade da tarefa de reconhecimento
Para verificar como as regides parahipocampais e os diferentes niveis do
hipocampo anteroposterior interagem como rede em cada condi¢ao, uma analise de grafos
foi gerada. O grafo de expressdo de c-Fos para cada grupo mostrou 34 correlagdes para a
condicdo NOR, 91 correlagdo para a condigdo DIST. Para as condi¢des de 25%, 50% e

75% foram encontradas respectivamente, 69, 123 e 54 correlagdes, veja figura 35.

c-Fos Matriz

Figura 3510. Matriz de correlagdo construida a partir da correlacdo de Spearman entre
as areas para hipocampais e diferentes niveis do hipocampo anteroposterior, para cada
grupo controle e experimental. Cores quentes apresentam maior for¢a de correlagdo
positiva, cores frias apresentam maior for¢a de correlagdes negativas. * Correlagdes
significantes no nivel de p<0,05. ** Correlacdes significantes no nivel de p<0,01.

***Correlagdes significantes no nivel de p<0,001. N= 6-7.

Para comparar o nivel de atividade coordenada entre as condi¢gdes, considerando
as matrizes de correlacdo, foi realizado o teste KW com post hoc de Dunn entre os valores
de p entre os grupos, corrigindo para Z score. O teste KW mostrou uma diferenca
significativa, com efeito médio entre os grupos [H(4)=89.52, p<0,001, ©?>=-0,042]. O post
hoc de Dunn identificou diferencas significativas entre a condicdo de: NOR e 25%

(p<0,001); NOR e 50% (p=0,03); DIST e 25% (p<0,001); 25% e 50% (p<0,001); 25% e
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75% (p<0,001). As demais comparacdes ndo apresentaram valores significativos. A
Meédia do Z escore para cada condi¢ao foi: NOR= 0,49; DIST=0,51; 25%= 1,49; 50%=
0,76 e 75%= 0,87. Deve-se destacar que as condi¢gdes DIST, 50% e 75% apresentaram

correlagdes negativas.

Para medir a relevancia de nos individuais dentro das redes ¢ obter informagoes
sobre como a informacao flui dentro delas, foram calculados o grau de centralidade, a
centralidade de intermediagdo e a for¢a. Os nos foram classificados de acordo com cada
métrica para revelar sua importancia relativa na respectiva rede. Na condi¢cdo NOR foi
identificado que os ndés CA2M(maior grau e forga), CA3aM, CA3cM, Granular M,
P35S(maior centralidade) e CA3 V se destacaram como hubs, € interessante notar que
grande parte do hipocampo medial desempenhou papel central nesta condi¢do, com a
regido P35S sendo uma ponte importante entre clusters, veja figura 36 e tabela

suplementar 13 e 14.
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Figura 36. A- Grafos construidos para cada grupo controle e experimental. Cada circulo
corresponde a um no (regido). As linhas representam a correlag@o entre as areas. As linhas
ao redor de um grafo representam a quantidade de cluster’s no grafo. B-A espessura das
linhas representa a for¢a da correlagdo. Linhas trastejadas representam correlagdes
negativas. As cores do nd representam o nivel de centralidade de intermediagdo de cada

no. O tamanho do n6 representa o grau de intermediagao.
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Para a condicdo DIST a regides consideradas hubs foram o HilosR (maior
centralidade), HilosM (maior grau), HilosV ¢ LECP (maior grau e forga). E interessante
notar que o hilos em diferentes por¢des anteroposteriores do hipocampo esteve engajado
nesta tarefa como hubs importantes do hipocampo rostral e pontes entre clusters do
hipocampo rostral-medial e caudal. Em 25% de similaridade tem-se como hub todas as
subregides do CA3 medial: CA3aM, CA3bM, CA3cM (maior grau) e o SubiculoC (maior
centralidade e for¢a). As subregides do CAM3 conectam estruturas do hipocampo medial
a estruturas do cortex parahipocampal e hipocampo caudal e ventral. O subiculo por sua
vez parece ser uma regido de ponte central para conectar o cluster do cortex

parahipocampal com hipocampo medial e rostral.

Quando se avalia condi¢des de 50% de similaridade, verifica-se que algumas
subestruturas do hipocampo rostral sdo consideradas hubs: CAIR, CA3aR (maior grau,
centralidade e for¢a), CA3bR e CA3cR. Também sdo considerados hub os n6s SubiculoM
e HilosM, além do HilosC. E interessante notar que o HilosC e SubiculoM parecem
conectar um grande cluster que envolve principalmente o hipocampo medial e o cortex
parahipocampal. As subdreas do CA3R em conjunto com o Hilos M por sua vez sdo
centrais para conectar um outro cluster que envolve regides rostrais, caudais e ventrais do

hipocampo.

Na condicdo de maior similaridade (75%) destacam-se como hubs alguma
subregides do hipocampo medial: Subiculo M, CA2M, CA3cM (maior centralidade),
GranularM. Além dessas, também considerou-se como hub o SubiculoC, o0 CAIR e o
PRH-36S (maior forga). Com excecdo de CAIR e SubiculoC, todos os hubs tiveram o
mesmo grau (8). Nota-se que o CA3cM ¢ um hub importante para conectar areas do
hipocampo rostral com o nos de outras por¢des do hipocampo. O PRH-36S por sua vez ¢
a Unica area do cortex fortemente engajada na rede, sendo um hub de conexdes fortes de
diferentes por¢des do hipocampo para o cortex, trabalhando em conjunto com outros hubs

destas regides como CA1R e Granular M, veja figura 35.

Para verificar o funcionamento da rede como um todo, foi verificado que existia
diferengas significativas na forca dos nos entre todas as condigdes [H(4)=595, p<0,001,
®? =0,39]. Tendo um efeito grande, a forca dos nds foi diferente entre cada par de
condig¢des (p<0,001), a for¢a em cada condic¢ao foi: NOR= 106; DIST= 5,04; 25%=4,08;
50%= 6,99; 75%= 3,23. A andlise de eficiéncia global mostrou que todas as condi¢des
sdo diferentes entre si [H(4)=478, p<0,001, ©? =0,96]. Quando verificado o post hoc
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identificou-se que havia diferenca entre todos os pares de condigdes (p<0,001). Sendo a
condicdo de 50% a de maior eficiéncia, a eficiéncia global para cada condi¢ao foram:
NOR= 0,22; DIST= 0,51; 25%=0,38, 50%= 0,45 ¢ 75%= 0,26. Quando comparados os
coeficientes de agrupamento global verificou-se que existia diferenca entre todas as
condig¢des [H(4)=477, p<0,001, ®* = 0,96], sendo essa diferenca também observada nas
comparagdes (post hoc de Dunn) de cada condi¢do (p<0,001). Sendo o coeficiente de
agrupamento global para cada condi¢do: NOR=0,5; DIST= 0,6; 25%=0,52; 50%= 0,71 e
75%= 0,61, veja tabela suplementar 15 e 16.

Além disso, vale notar que a analise de cluster de Louvain encontrou que para a
condicdo NOR 11 clusters foram encontrados (6 sendo areas sem conexdes). Nota-se que
um cluster evidente do hipocampo medial ¢ mostrado. Outros cluster trabalha integrando
partes do hipocampo rostral com uma estrutura do hipocampo cauda(GranularC). Outro
por sua vez integra as subregides do CA3 rostral com a regido do LECS do cortex. Outro
cluster integra regides profundas do perihinal com diferentes subareas do hipocampo
medial e caudal. Um ultimo cluster tem conexdes entre regides do cortex e subregides do

hipocampo (tabela suplementar 17).

Para a condi¢cdo de DIST apenas 5 clusters foram encontrados (1 cluster sendo
uma area isolada). Nota-se que a um cluster envolvendo subregides do hipocampo rostral
e medial e quase todo o cortex parahipocampal. Outro cluster envolve em conjunto tanto
areas do hipocampo medial quanto do rostral, caudal e ventral, ligando-se a uma regiao
do cortex parahipocampal (PHR36P). Dois outros pequenos cluster incluem conexoes

entre regides em diferentes por¢des anteroposteriores do hipocampo.

A condigdo de 25% de similaridade foi composta por 10 clusters (6 sendo areas
isoladas). Dois grande clusters eram compostos por 8 nds cada. O primeiro deles envolve
conexdes entre diferentes por¢des anteroposteriores do hilos, além do CA3bM e CA1V
com porcdes profundas e superficiais do cortex perirrinal e o LEC profundo. O outro
cluster por sua vez era composto em sua grande maioria por estruturas do hipocampo
rostral e medial, com exce¢do do CA1C. E interessante notar que as demais estruturas do
cortex PRH36P, PRH35S e LECS formaram um cluster com duas por¢des do subiculo
(SubiculoC e SubiculoV). Por fim, um ultimo cluster continha conexdes entre duas

por¢des da camada granular (granularM e GranularC) e o subicumo medial e CA3cR.
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Em 50% de similaridade tem-se 10 clusters (6 sendo areas isoladas). Porém, trés
grandes clusters sdo destacados, com 9, 7 e 7 n6s cada. O primeiro deles envolve quase
toda a subregido do hipocampo medial com algumas subareas do CA3 rostral, além do
CA3C e HilosV. Outro cluster envolvia em conjunto grande parte das subregidoes do
hipocampo rostral com a camada granularM, granular C e o subiculoC. Por ultimo, um
outro grupo distinto de ndés envolve regides do cortex perihinal e distintas por¢des do

hipocampo (CAI1R, subiculo M, CA3bM e Hilos C).

Na condi¢do de 75% ¢ observado 12 clusters (8 areas isoladas). Pode-se observar
que 3 clusters se evidenciam nessa condi¢do, cada um deles com 8,7 e 6 no6s. O primeiro
e maior deles envolve diferentes por¢cdes do CA3: CA3aR, CA3bR, CA3cR, CA3bM,
CA3cM. Este também conecta regides como o CA2R, HilosC e Subiculo C. Outro cluster
tem conexdes do hipocampo medial (SubiculoM e GranularM), rostral (CA1R e Granular
R) com o cortex PRH-36S, neste cluster também existe conexdo com outra por¢do da
camada granular (GranularC). Por ultimo, um outro cluster ¢ visto envolvendo regides do
hipocampo medial (CA2M, CA3aM, HilosM), o cortex PRH-36P, subiculoC e granularV.
Desconsiderando as areas sem conexdes para contagem de clusters, cada condicdo
apresentou exatamente 4 clusters, com exce¢do da condigdo NOR que apresentou 5

clusters (veja tabela suplementar).

Apesar de a quantidade de clusters ser bastante similar entre as redes, pode-se
utilizar o valor de modularidade como uma métrica da homogeneidade dos clusters de
cada rede. O valor de modularidade demonstrou-se distinto entre as redes [H(4)=471,
p=0,0001, w*= 0,94], com diferenca entre todas as condi¢des (p<0,001). O valor de
modularidade sugere que a rede de 50% ¢ mais homogénea, sem divisdes claras em
comunidades, o que pode indicar uma rede altamente distribuida sem subestruturas. Além
disso, todas as condi¢des apresentam uma modularidade maior que a condigdo sem

similaridade (veja figura 37 e tabela suplementar 18 ).

87



0.6

0.5

0.4

Modularidade

0.3 *

02

D25 D50 D75 - DST NOR
CONDIGAO
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6. DISCUSSAO

Utilizando-se a tendéncia natural dos roedores a exploragao de novidade, diversos
paradigmas foram desenvolvidos com o intuito de se avaliar a memodria em animais,
considerando-se primariamente sua preferéncia significativa por objetos novos quando
comparado com objetos familiares (Ennaucer & Delacour, 1988; Cohen & Stackman,
2015; Blaser & Heyser 2015). Porém, além de simplesmente reconhecer, sdo necessarias
representacdes Unicas de eventos similares que podem ser associados a resultados
diferentes, através de um processo chamado separacdo de padrdes (Josey & Brigman,
2015; Gilbert & Kesner, 2006; Miranda et al., 2017). Portanto, aqui objetivou-se avaliar
os mecanismos moleculares da tarefa de reconhecimento de objetos com diferentes graus
de similaridade entre si, padronizando um protocolo que envolvia multiplas tentativas.

Para o piloto comportamental pode-se perceber que os animais obtiveram o padrao
esperado para a tarefa de reconhecimento de objetos, os quais apresentaram uma
tendéncia a explorar mais o objeto novo em relacdo ao objeto familiar (Ennaucer &
Delacour, 1988), deve-se notar que mesmo a tarefa de reconhecimento de objetos, em
algum grau possui similaridade uma vez que os objetos sdo construidos por legos que
compartilham caracteristicas parecidas (Aggleton et al., 2010, Gamiz & Gallo, 2012).

Os animais também apresentaram memoria para o objeto familiar mesmo em
condi¢des com baixo e médio grau de similaridade. Porém, os animais ndo apresentaram
essa memoria para os objetos com maior similaridade. Esse resultado foi diferente do

encontrado por Johnson et al. (2017), no qual os animais conseguem discriminar niveis
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mais altos de similaridade. Possivelmente objetos com alto nivel de similaridade (75%)
sejam altamente dificeis de discriminar pela linhagem aqui utilizada, uma vez que esta
apresenta uma redu¢do na acuidade visual (Prusky West & Douglas, 2005). Existe uma
diferenca na medida comportamental aqui adotada (tempo de exploragdo), quando
comparada ao estudo de Johnson et al., (2017) que apenas usou acerto e erros (associados
a uma recompensa) como medidas. Além disso, a tarefa aqui proposta permite
comparag¢do com as tarefas de reconhecimento espontaneo na literatura, que normalmente
tém uma fase de amostra antes de cada fase de teste, o que geralmente nao acontece em
outras tarefas de NOR com multiplas tentativas, permitindo assim a analise da codificagao
e recordacao da memoria (Ameen-Ali ef al., 2012). Portanto, pode-se inferir que nossa
tarefa ¢ util para comparar a memoria de reconhecimento com niveis de similaridades
baixos a moderados.

Deve-se considerar que a tarefa de multiplas tentativas foram fundamentais para
a obtencdo de um grande volume de dados, por meio da qual D2 significativos foram
encontrados, reduzindo assim a variancia dos dados. Aqui, tentativas e minutos isolados
obtiveram poucos resultados significativos. Os niveis de exploragdo significativamente
diferentes entre os minutos sugerem que ao longo das voltas realizadas no mesmo teste o
animal acaba perdendo o interesse na exploragdo dos objetos, uma vez que esses objetos
se tornam cada vez mais familiares, esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Manns e Eichenbaum (2009). Apesar do ntimero consideravel de tentativas, o nivel de
explora¢do foi mantido, provavelmente pelo valor motivador da recompensa utilizada.
Portanto, o protocolo pode ser considerado adequado para a avaliacdo da memoria de
reconhecimento com multiplas tentativas.

O reconhecimento de objetos ¢ uma tarefa amplamente utilizada que requer um
numero consideravel de animais. Aqui padronizamos um paradigma de reconhecimento
e discriminacdo de objetos que reduz o nimero de animais, com menor nivel de estresse
para os animais, consequente de um menor manuseio, o que pode facilitar a obten¢ao de
uma quantidade de dados com menor ruido de estresse (Hurst e West, 2010).

Um objetivo deste trabalho foi verificar as bases neurais da memoria de
reconhecimento e discriminagao de objetos. Para isso, foram utilizadas diferentes por¢des
anteroposteriores do hipocampo (Rostral, Medial, Caudal e Ventral), além de camadas
distintas de estruturas do cortex parahipocampal. Considerando-se somente os animais
que discriminaram em todas as condigdes, no que se refere a por¢ao do hipocampo rostral,

percebeu-se que a expressao de c-Fos em subareas do CA3R e HilosR ¢ dependente do
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nivel de similaridade, sendo aumentada a medida que a tarefa exige maior desambiguacao
das caracteristicas quando comparada com tarefas com menores niveis de similaridade.
Esses resultados corroboram com hipdteses que colocam o Giro denteado e CA3 como
centrais em uma rede refinada que trabalha em processos de desambiguacdo de
caracteristicas similares, especificamente para objetos (Burke et al., 2018; Senzai, 2018;
Stark & Stark, 2017).

Além disso, a expressdo de c-Fos nos HilosR ¢ aumentada a medida que cada nivel
de similaridade ¢ apresentado, em uma dire¢ao de maior sobreposi¢do (maior expressao
de c-Fos). E interessante notar que o HilosR parece ser sensivel a mudangas em todos os
niveis de similaridade, isso corrobora com outros achados que apontam a ideia de que
essa camada do giro possui maior ativacao dependente de mudangas ambientais, o que
permite que essa regido seja crucial para a separagdo de padrdes (Senzai & Buzséki, 2017,
Goodsmith et al., 2022). Esses achados foram muito similares aos encontrados por
Scharfman et al. (2019), onde diferencas foram encontradas no hilos e ndo na camada
granular em diferentes condi¢des de novidade. Esses dados implicam células musgosas
nos circuitos que levam a discriminagdo de objetos novos e similares, sendo importante
para a desambiguacdo de memdorias sobrepostas.

Outro achado interessante ¢ que na regido de CA3R houve uma expressao de c-
Fos diferencial a depender da regido de CA3R analisada. Os mesmos dados encontrados
para o HilosR foram encontrados para a regido do CA3cR e de forma muito similar no
CA3bR, demonstrando que estas regides estdo de forma similar e progressiva envolvidas
em processos de separacdo de padrdes. Aqui cabe destacar que diversos estudos tém
demonstrado o envolvimento do CA3 na desambiguacdo de memorias similares, por meio
do processo de complementagdo de padroes (Neves, Cooke e Bliss, 2012; Senzai, 2018;
Kang & Toyoizumi, 2024).

E interessante notar que, apesar de se tratar da mesma regido, estudos tém
demonstrado que diferentes por¢des do eixo transversal do CA3R podem desempenhar
papéis distintos, sendo a por¢do CA3cR mais diretamente conectada com o hilos, por
meio das fibras musgosas e, portanto, mais estreitamente relacionada a ndo sobreposicao
de memorias por meio da separacio de padrdes, operagdes necessarias para codificacdo e
recuperagcdao da memoria (Senzai & Buzsaki, 2017; Senzai, 2018; Lee et al., 2022, Moer
et al. 2017). O CA3aR por sua vez recebe proje¢des diretamente do LEC, em esséncia,

enquanto a atividade do CA3c ¢ consistente com os calculos de separagdo de padrdes, os
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padrdes de atividade do CA3ab podem ser gradativamente atribuidos a conclusao do
padrdo (Berdugo-Veja, Dhingra & Calegari, 2023)

Nao ¢ observada diferenca na expressdo de c-Fos entre os grupos de maior
similaridade, isso sugere que mesmo que o nivel de similaridade aumente, a expressao de
c-Fos em CA3 encontrou-se num ponto estavel, sugerindo que um nivel de ativagao
equilibrado ¢ util para a discriminagdo, estudos apontam uma relagdo em forma de U
invertido entre a atividade CA3 e a capacidade de discriminar entre estimulos que
compartilham caracteristicas (Cooper, et al., 2022). A precisdo da discriminagao
diminuira se a atividade do CA3 for muito baixa ou muito alta (Kent et al., 2016, Lee et
al, 2021).

Duffy et al, (2013) demonstraram que existe uma relagao de inibi¢do entre o Hilos
(mais ativado) e a camada granular (menor ativacdo). A auséncia de diferenga de
expressdo na camada granular pode ser justificada pelas suas caracteristicas fisiologicas
das células granulares, sendo estd uma célula mais silenciosa e hiperpolarizada com uma
densa rede de interneurdnios inibindo-a (Duffy et al., 2013).

Também similar a outros estudos, incluindo estudos de multiplas tentativas, o c-
Fos em diferentes por¢des anteroposteriores do hipocampo esteve associado a medidas
comportamentais de reconhecimento (Barbosa & Silva, 2018, Aggleton et al. 2012,
Barbosa et al., 2013, Albasser, Poirier & Aggleton, 2010). Nesse estudo, essa relacao
foi percebida principalmente para as condi¢gdes com nivel de similaridade. O nivel de
maior diferenga entre os objetos tem uma relagdo negativa na expressao de c-Fos e
comportamento, apontando que para essa condi¢do € necessaria uma redugao na atividade
geral para resolucdo da tarefa. No nivel de maior similaridade, fortes correlagdes positivas
foram encontradas em 4areas centrais na separagdo de padrdes e hipocampo (CA3cR,
CA3bM). Esta observacao apoia a ideia de que mais atividade, inclusive no CA3, aumenta
a capacidade de discriminar entre estimulos que partilham caracteristicas (Cooper, et al.,
2022).

Nenhuma diferenca foi encontrada para a expressdo de c-Fos nas sub-regides do
hipocampo medial, caudal e ventral. Esse achado ¢ similar ao encontrado por Botterill
et al. (2021). Além disso, diversos estudos tém enfatizado o papel distinto do hipocampo
rostral, posterior e ventral em componentes diferentes da memoria, sendo o hipocampo
posterior ¢ ventral mais ligado aspectos emocional como condicionamento contextual,
estando assim mais envolvido em processo de deteccdo de novidade e generalizagdo de

estimulos, sendo portanto o processo de separacdo de padrdes uma especializacdo mais
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direcionada ao hipocampo rostral (Fredes et al., 2021; Fanselow & Dong, 2009). Essas
diferengas funcionais e na expressao de c-Fos podem ser justificadas pela forma distinta
que a rede inibitdria atua ao longo do eixo hipocampal anteroposterior, sendo a regido
rostral do hilos ¢ CA3 nao apenas menos hiperativada, mas também mediada por mais
inativacao indireta (interneuronios), uma vez que as células musgosas ventrais t€m um
efeito excitador sobre as células granulares dorsais e sdo essenciais para a formagao da
memoria contextual. Em contraste, as células musgosas dorsais exercem um efeito
inibitorio sobre as células granulares dorsais e nao sao indispensaveis para a aquisi¢ao da
memoria (Scharfman et al., 2016; Fredes et al., 2021; Hsu, Lee, Tai & Lien, 2016).

No que diz respeito ao cortex, ¢ interessante destacar que uma diferenca na
expressao de c-Fos ¢é percebida apenas na regido PHR-36P. Deve-se destacar que essa
regido tem sido atribuida como central dentro do processo de separagdo de padrdes, além
de ser considerada como mais especializada em reconhecimento de objetos, recebendo
diversas projecdes associativas (Burke 2018, Lee et al, 2021b, Pereira, Agster & Burwell,
2016). O que nota-se aqui € que essa expressdo maior de c-Fos ocorre apenas para a
condig¢ao de 50%, sugerindo que esta regido trabalha com um nivel de ativacdo similar ao
CA3c e Hilos. Diversos estudos tém apontado que hiperatividades em regides para-
hipocampais podem estar vinculadas a déficits em processo de separacdo de padroes,
portanto um nivel de ativagdo ideal deve ser mantido, a fim de se desambiguar e resolver
a tarefa (Maurer, Burke, Diba & Barner, 2017; Lee et al, 2021b; Frick, Besson, Salmon,
Delhaye, 2023). Além disso, estudos tém demonstrado que o reconhecimento de objetos
recruta a expressao de genes imediatos na camada V nas areas 35 e 36 (Burke et al., 2012).
Portanto, de alguma forma, a regido profunda da area 36 do perirrinal deve desempenhar
um papel na decodifica¢do de caracteristicas de objetos.

A auséncia de diferenca entre a condigdo de menor similaridade e os controles
pode se justificar devido as caracteristicas dos objetos aqui utilizados (LEGOS) que
podem ser considerados objetos complexos com maior ambiguidade, elevando o nivel de
dificuldade da tarefa, portanto talvez a condi¢do de controle NOR seja muito similar a
condicdo de baixa similaridade (Aggleton et al., 2010, Gdmiz & Gallo, 2012).

No que se refere a analise de rede, demonstrou-se que para as condigdes com
niveis de similaridade existem mais correlagdes significativas, demonstrando uma maior
coatividade de pares, portanto pode-se inferir que essas regides estdo funcionalmente
acopladas (Wheeler et al.,, 2013). Além disso, quando se observam os hubs para

diferentes condigdes, percebe-se que diferentes por¢des do CA3 ao longo do eixo
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horizontal e anteroposterior se colocam como hubs distintos para cada condicao de
similaridade. Destaca-se que, para a condicdo de 50% e DIST, ndo apenas distintas
porcdes do CA3 sdo hubs, mas também diferentes por¢des anteroposteriores do hilos se
destacam como nos centrais. Esse achado se da pela forma dinamica que o hipocampo
funciona nado apenas dentro do eixo CA3 horizontal, mas ao longo de todo hipocampo
anteroposterior, sendo funcionalmente heterogéneo (Hsu, Lee, Tai & Lien, 2016; Fredes
et al., 2021; Lee et al., 2022). Além disso, esse dado corrobora a ideia de que as areas de
CA3 e Hilos sao centrais na separacao de padroes, atuando de forma distinta, a depender
de sua posi¢do no eixo anteroposterior (Morales et al., 2020; Fredes et al., 2021; Lee et
al., 2023).

O conectoma c-Fos poderia refletir o estado da memoria durante a recordagao,
com redes cerebrais especificas desenvolvidas para memorias. Aqui, a forca da rede,
eficiéncia local e global da rede foi aumentada a medida que o nivel de similaridade
aumentava, com exce¢ao da condi¢do de 75%. Esse achado sugere que condigdes com
maior similaridade e, consequentemente, maior necessidade de desambiguacao requerem
uma maior eficiéncia no fluxo global de informagao entre as areas, isso ocorre tanto para
a rede como um todo, como para os nds proximos. Consequentemente, a rede envolvida
na informacao de 25%, DIST e 50% pode ser progressivamente muito plastica e robusta,
permitindo um equilibrio muito integrado de processamento local e global, levando a uma
transferéncia de informacdo altamente eficiente a baixos custos de energia (Durieux et
al., 2021). Isso seria essencial para a separagdo de padrdes e o armazenamento distinto de
entradas sobrepostas, visto que registros eletrofisioldgicos, estudos de IEG e fMRI de alta
resolucao humana t€ém demonstrado que a dinamica de separacao/conclusao no DG e CA3
¢ complexa e depende amplamente do grau de similaridade de entrada (Yassa, Stark, 2011
).

Apenas a condicdo NOR teve 5 clusters, percebe-se que as condicdes de
similaridade terem apenas 4 clusters, porém condi¢des de similaridade possuem menor
valor de modularidade, significando que podem-se ser mais homogéneas, especialmente
a condicao de 50% e DIST, este achado corrobora com a ideia da necessidade de uma
rede mais integrada para resolu¢do de maior grau de similaridade (Yassa, Stark, 2011).
Além disso, a forma como os clusters se conectam recruta regides do hipocampo que
estdo funcionalmente intimamente mais interconectadas por projecdes diretas, além de
serem bastante distintas entre a s condigdes. A exemplo, para a condi¢cdo de 75% todas as

subareas do CA3 rostral foram recrutadas em conjunto com outras subareas do CA3
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medial, o que reproduz proje¢des anatomicamente funcionais e conhecidas (Berdugo-
Veja, Dhingra & Calegari, 2023).

O ndo aumento da eficiéncia da rede entre as condigdes de 50% e 75% pode ser
justificado pela auséncia de uma resposta qualitativa que nos diga a “qualidade” com que
a informag¢do de maior similaridade ¢ lembrada pelos animais, podendo essa ser uma
condi¢do mais dificil, o que consequentemente pode interferir em como a informacao ¢é
armazenada. Em estudos com humanos, temos a curva ROC como uma medida de
confiabilidade da resposta (Clark & Squire, 1998). Para investigagdes futuras, deve-se
considerar um maior numero de regides a ser investigadas. Também se sugere a realizagao
da tarefa por outras linhagens de rato, como Long-Evans. E importante realizar tarefas de
separagdo de padrdes envolvendo fémeas na amostra, o que ¢ uma limitacdo desse
trabalho. Além disso, outros estudos devem buscar investigar e incluir o que acontece
diante de uma condicdo de ndo discriminacdo. Também ¢ interessante testar este

protocolo com diferentes niveis de similaridade, apenas com uma tentativa por dia.

7. Conclusao

Apesar das limitagdes apresentadas pelos experimentos aqui realizados, pode-se
estabelecer alguns pontos de partida tomando como base os achados aqui destacados.
Acredita-se que esse protocolo comportamental pode ser utilizado para avaliar a memoria
de reconhecimento e a separacao de padrdes para objetos por meio de multiplas tentativas,
o que pode ser util quando se exige um grande quantitativo de dados (ex: estudos
eletrofisiologicos). Considerando-se as ressalvas da condi¢do de 75%, a qual em outros
estudos pode ser tratada como condicdo de ndo discriminacio. E possivel utilizar esse
protocolo para que futuros estudos avaliem como perturbacdes ou intervengdes dentro de
circuitos cerebrais podem influenciar (prejudicando ou contribuindo) o processo de
separacao de padrdes para objetos, uma vez que o protocolo atual possui condi¢des de
maior ou menor similaridade, o que influencia na demanda e dificuldade da tarefa e em

como processos de separagdo de padrdes serdo recrutados para cada nivel.

O hilos e o eixo horizontal do CA3 rostral sdo ativados de forma distinta a
depender do nivel de similaridade, demonstrando que estao diretamente envolvidos na
desambiguacdo de memorias de objetos parecidos, tendo portanto papel central na
separacao de padrdes. Este trabalho demonstrou que o hipocampo e as regides

parahipocampais trabalham como uma rede mais densamente integrada a medida que a
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demanda de sobreposi¢do entre as memdorias aumenta, sugerindo que a rede hipocampo e
para-hipocampo trabalha em conjunto para um processamento rapido e robusto da
informacao, dependente da similaridade. Esses achados contribuem para elucidar os
mecanismos em torno das bases neurobiologicas da memoria de reconhecimento e
separacao de padrdes, processos estes bastante suscetiveis a alteragcdes morfoldgicas e
funcionais advindas do envelhecimento e doengas neurodegenerativas. Além disso, pode-
se buscar expandir esses achados, investigando-se por meio deste protocolo diferentes
modelos animais que mimetizem o envelhecimento e diversas alteragdes patologicas
como epilepsia e doencas neurovegetativas, buscando assim identificar perturbacdes na

rede hipocampal e para-hipocampal.
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Anexos

MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1. indices de discriminagéo (2) para a tarefa de reconhecimento e

discriminacao de objetos com diferentes niveis de similaridade, piloto comportamental.

indice de discriminacio (D2)

Tarefa  Tentativa t p Média Erro padrao
NOR 1 4,500 0,004* 0,239 0,053
2 2,306 0,061* 0,225 0,097
3 3,184 0,019* 0,242 0,076
4 3,693 0,010%* 0,273 0,073
5 3,745 0,010* 0,213 0,056
6 5,417 0,002* 0,207 0,038
7 4,985 0,002* 0,187 0,037
8 5,086 0,002* 0,182 0,035
9 7,067 0,000* 0,187 0,026
10 8,567 0,000* 0,180 0,021
11 8,102 0,000* 0,187 0,023
12 10,963 0,000* 0,192 0,017
25% 1 -0,819 0,450 -0,082 0,101
2 -0,012 0,991 -0,001 0,094
3 1,774 0,136 0,108 0,061
4 2911 0,033* 0,175 0,060
50% 1 -0,819 0,450 -0,082 0,100
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2 7,029 0,001* 0,256 0,036
3 4,189 0,009* 0,268 0,064
4 3,195 0,024* 0,239 0,074
75% 1 -0,819 0,450 -0,082 0,100
2 -0,270 0,798 -0,053 0,196
3 -0,424 0,689 -0,082 0,194
4 -0,222 0,833 -0,035 0,161

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 2. indices de discriminagéo (D2) para cada minuto dentro de cada

tentativa para a tarefa de reconhecimento, piloto comportamental.

Indice de discriminagdo (D2) tarefa NOR

Tarefa Tentativa Minuto t p Média Errc~)
padrio

NOR 1 1 3,376 0,015%* 0,441 0,130
2 3,287 0,017%* 0,312 0,095

3 4,500 0,004* 0,239 0,053

2 1 2,231 0,067 0,347 0,155
2 2,139 0,076 0,264 0,123

3 1,578 0,166 0,230 0,145

3 1 1,416 0,206 0,215 0,152
2 2,280 0,063 0,333 0,146

3 1,927 0,102 0,236 0,122

4 1 1,160 0,290 0,286 0,246
2 0,584 0,580 0,137 0,234

3 1,792 0,123 0,256 0,142

5 1 -2,006 0,092 -0,285 0,142
2 -0,727 0,495 -0,131 0,181

3 -0,742 0,486 -0,108 0,145

6 1 0,012 0,991 0,002 0,233
2 -0,145 0,889 -0,018 0,126

3 0,774 0,468 0,094 0,122

7 1 0,501 0,634 0,080 0,161
2 -0,037 0,972 -0,005 0,134

3 0,203 0,846 0,030 0,152

8 1 0,545 0,605 0,068 0,126
2 2,620 0,040* 0,201 0,076

3 1,766 0,128 0,149 0,084

9 1 0,093 0,929 0,017 0,188
2 0,631 0,551 0,115 0,183

3 1,688 0,142 0,189 0,112

10 1 0,232 0,824 0,051 0,220
2 -0,112 0,915 -0,020 0,178

3 0,562 0,595 0,084 0,150

11 1 0,350 0,741 0,093 0,268
2 1,198 0,276 0,162 0,135

3 0,866 0,420 0,134 0,155

12 1 1,883 0,109 0,463 0,246
2 1,088 0,319 0,269 0,247

107



3 2,125 0,078 0,355 0,167

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 3. indices de discriminagio (D2) para cada minuto ao longo das
tentativas para a tarefa de discriminacao de objetos com diferentes niveis de similaridade,

piloto comportamental.

Indice de discriminagado (D2) tarefa discriminagdo em diferentes niveis de similaridade

Condicdo Minuto  Tentativa t P Média Err(~)
padrao
25% 1 1 -0,752 0,481 -0,133 0,177
2 -0,264 0,801 -0,027 0,104
3 -0,717 0,500 -0,062 0,087
2 1 0,992 0,360 0,120 0,121
2 1,069 0,326 0,154 0,144
3 0,805 0,451 0,106 0,132
3 1 4,909 0,003* 0,418 0,085
2 4,655 0,003* 0,423 0,090
3 4,634 0,004* 0,404 0,087
4 1 0,530 0,615 0,093 0,175
2 1,884 0,109 0,283 0,150
3 1,912 0,104 0,338 0,177
50% 1 1 2,355 0,057 0,295 0,125
2 6,283 0,001* 0,283 0,045
3 6,821 0,000* 0,274 0,040
2 1 1,557 0,170 0,166 0,106
2 3,786 0,009* 0,246 0,065
3 3,011 0,024* 0,205 0,068
3 1 1,050 0,334 0,265 0,252
2 0,940 0,384 0,209 0,222
3 1,348 0,226 0,264 0,195
4 1 0,361 0,730 0,086 0,239
2 0,466 0,657 0,095 0,204
3 0,645 0,543 0,126 0,196
75% 1 1 0,495 0,638 0,103 0,209
2 0,225 0,829 0,053 0,237
3 0,108 0,917 0,024 0,221
2 1 -1,788 0,134 -0,248 0,138
2 -1,398 0,221 -0,220 0,157
3 -0,909 0,405 -0,136 0,150
3 1 -0,882 0,412 -0,125 0,142
2 -1,274 0,250 -0,193 0,151
3 -1,153 0,293 -0,197 0,170
4 1 -1,246 0,259 -0,123 0,097
2 0,471 0,654 0,039 0,084
3 0,240 0,818 0,017 0,073

* valores significativos (<de 0,05)
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Tabela suplementar 4. indices de discriminagédo (2) para a tarefa de reconhecimento e

discriminacao de objetos com diferentes niveis de similaridade, imunoflorescéncia.

Indice de discriminagdo (D2)

Condicao  Tentativa t p Média Erro padrao
NOR 1 3,227 0,015%* 0,338 0,104
2 2,698 0,031* 0,312 0,115
3 3,192 0,015%* 0,300 0,094
4 3,215 0,015%* 0,238 0,074
DIST 1 0,545 0,602 0,038 0,071
2 1,366 0,214 0,157 0,115
3 2,802 0,026* 0,255 0,091
4 2,633 0,034* 0,240 0,091
25% 1 1,067 0,335 0,072 0,068
2 2,000 0,102 0,109 0,054
3 1,155 0,300 0,074 0,064
4 3,732 0,014* 0,104 0,028
50% 1 -0,199 0,848 -0,017 0,086
2 1,789 0,124 0,150 0,083
3 2,487 0,047* 0,165 0,066
4 3,019 0,023* 0,151 0,050
75% 1 3,946 0,011* 0,308 0,078
2 1,677 0,154 0,206 0,123
3 2,712 0,042* 0,227 0,083
4 2,806 0,038%* 0,208 0,074

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 5. indices de discriminagio (D2) para cada minuto dentro de cada

tentativa para a tarefa de reconhecimento, piloto comportamental.

indice de discriminagdo (D2) tarefa NOR

Condi¢ao Tentativa Minuto t p Média Err(~)

padrdo

NOR 1 1 1,875 0,103 0,336 0,179
2 2,265 0,058 0,320 0,141

3 3,227 0,015% 0,338 0,104

2 1 1,334 0,224 0,207 0,155

2 1,379 0,210 0,241 0,175

3 1,789 0,117 0,266 0,148

3 1 0,729 0,490 0,153 0,210

2 1,968 0,090 0,262 0,133

3 2,757 0,028%* 0,347 0,126

4 1 -1,427 0,197 -0,223 0,156

2 -0,640 0,543 -0,101 0,158

3 -0,294 0,778 -0,043 0,147

DIST 1 2 0,617 0,557 0,134 0,218
3 -0,269 0,796 0,029 0,171
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3 3,216 0,018* 0,159 0,115

2 1 1,043 0,332 0,210 0,201
2 0,688 0,514 0,190 0,210

3 1,567 0,168 0,176 0,166

3 1 -0,065 0,950 -0,015 0,234
2 0,536 0,609 0,230 0,175

3 0,215 0,836 0,174 0,143

4 1 0,471 0,654 -0,043 0,091
2 1,117 0,307 -0,128 0,141

3 0,751 0,486 -0,134 0,145

25% 1 2 -2,392 0,054 -0,276 0,115
3 -1,438 0,200 -0,186 0,129

3 1,411 0,208 0,082 0,058

2 1 0,244 0,815 0,061 0,252
2 1,528 0,177 0,251 0,164

3 1,717 0,137 0,230 0,133

3 1 0,139 0,894 0,037 0,266
2 0,801 0,454 0,097 0,121

3 0,819 0,444 0,103 0,126

4 1 0,517 0,627 0,128 0,248
2 1,049 0,342 0,193 0,184

3 1,731 0,144 0,244 0,141

50% 1 2 -0,334 0,750 -0,080 0,239
3 0,949 0,379 0,137 0,144

3 1,456 0,196 0,064 0,044

2 1 0,380 0,717 0,092 0,242
2 0,579 0,584 0,103 0,177

3 0,925 0,391 0,127 0,138

3 1 1,052 0,333 0,224 0,213
2 3,411 0,014* 0,322 0,094

3 1,464 0,194 0,161 0,110

4 1 0,611 0,563 0,128 0,210
2 1,349 0,226 0,159 0,117

3 0,862 0,422 0,073 0,085

75% 1 2 -0,581 0,586 -0,147 0,253
3 0,417 0,694 0,094 0,226

3 1,135 0,308 0,178 0,157

2 1 0,750 0,487 0,177 0,237
2 1,944 0,109 0,255 0,131

3 0,773 0,474 0,150 0,194

3 1 1,317 0,245 0,274 0,208
2 0,294 0,780 0,053 0,182

3 2,748 0,040* 0,284 0,103

4 1 2,606 0,048* 0,342 0,131
2 0,922 0,399 0,165 0,179

3 1,898 0,116 0,279 0,147

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 6. Comparacdes estatisticas da expressao de c-Fos em cada area do

hipocampo, entre todas as condigdes.
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Estatisticas dos testes ANOVA ou

K-W
Hipocampo Rostral Area FouH p
CAIR H=9,071 0,059
CA2R H=5,469 0,242
CA3aR H=9,067 0,059
CA3bR H=12,496 0,014*
CA3cR H=4,677 0,005%*
GranularR H=4,094 0,393
HilosR F=4,514 0,006*
Hipocampo Medial
SubiculoM H=6,003 0,199
CAIM H=3,592 0,464
CA2M H=4,150 0,386
CA3aM F=0,491 0,742
CA3bM H=2,093 0,0719
CA3cM H=4,690 0,321
Granular F=1,194 0,335
Hilos F=2,920 0,571
Hipocampo Caudal
SubiculoC H=3,362 0,499
CA1C F=1,600 0,203
CA3C H=4,877 0,300
HilosC F=0,515 0,725
GranularC H=2,085 0,720
Hipocampo Ventral
SubiculoV F=0,215 0,928
CA1V F=2,071 0,113
CA3V H=0,802 0,938
HilosV F=1,397 0,280
GranularV H=3,656 0,301
Cortex
PRH-36S F=2,605 0,061
PRH-36P H=10,260 0,036*
PRH-35S F=0,763 0,560
PRH-35P H=2,908 0,573
LECP H=1,599 0,809
LECS F=1,776 0,167

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 7. Contraste planejados para cada area entre condigdes

Area Estatisticas dos testes
CA3cR Condigoes t p
NORe DIST x 25%, 50% 2,844 0,008*

e 75%
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25% x 50% e 75% 2,996 0,006*

50% x 75% -1,085 0,287
NOR x DIST 0,405 0,688
HilosR

NORe DIST x 25%, 50% 2,871 0,008*

e 75%
25% x 50% e 75% 2,753 0,010%*
50% x 75% -1,706 0,099
NOR x DIST -0,545 0,590

CA3aM

NORe DIST x 25%, 50% 1,286 0,209

e 75%
25% x 50% e 75% 0,278 0,783
50% x 75% -0,414 0,682
NOR x DIST -0,402 0,691

GranularM

NORe DIST x 25%, 50% 0,929 0,361

e 75%
25% x 50% e 75% 1,040 0,307
50% x 75% -1,511 0,142
NOR x DIST 0,374 0,711

CAl1C

NORe DIST x 25%, 50% 0,636 0,530

e 75%
25% x 50% e 75% 1,699 0,101
50% x 75% -1,355 0,187
NOR x DIST 0,805 0,428

CAl1V

NORe DIST x 25%, 50% -1,636 0,113

e 75%
25% x 50% e 75% 0,707 0,486
50% x 75% -1,043 0,306
NOR x DIST -1,688 0,103

SubiculoV

NOR e DIST x 25%, 50% 0,082 0,935

e 75%
25% x 50% e 75% -0,507 0,617
50% x 75% 0,035 0,972
NOR x DIST 0,741 0,465

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 8. Correlacdo entre a expressao de c-Fos e o comportamento para

a condicao NOR
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Area Correlacio p-valor

CAIR -0,714 0,088
CA2R -0,607 0,167
CA3aR -0,607 0,167
CA3bR -0,786 0,048*
GranularR -0,667 0,102
CA3cR -0,669 0,101
HilosR -0,804 0,029*
CA3aM -0,339 0,511
GranularM -0,608 0,2
SubiculoM 0,0 1,0
CAIM -0,2 0,714
CA2M -0,319 0,538
CA3bM -0,2 0,714
CA3cM -0,58 0,228
HilosM -0,464 0,354
SubiculoV -0,157 0,767
CAIC -0,071 0,894
CAl1V -0,278 0,594
HilosC -0,321 0,535
HilosV - -
SubiculoC -0,2 0,714
CA3C -0,314 0,564
CA3V -0,371 0,497
GranularC -0,314 0,564
GranularV - -
PRH-36S -0,618 0,191
PRH-35S -0,455 0,364
LECS -0,534 0,275
PRH-36P -0,812 0,05
PRH-35P -0,886 0,01*
LECP -0,029 1,0

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 9. Correlagdo entre a expressao de c-Fos e o comportamento para a

condicao DIST

Area Correlacao p-valor
CAI1R 0,396 0,379
CA2R 0,378 0,403
CA3aR 0,252 0,585
CA3bR 0,429 0,354
GranularR 0,162 0,728
CA3cR 0,456 0,304
HilosR 0,559 0,192
CA3aM 0,665 0,103
GranularM 0,436 0,328
SubiculoM 0,45 0,31

CAIM 0,357 0,444
CA2M 0,143 0,783
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CA3bM 0,45 0,31

CA3cM 0,214 0,662
HilosM 0,393 0,396
SubiculoV 0,514 0,238
CAl1C -0,176 0,705
CAl1V 0,301 0,512
HilosC 0,211 0,65

HilosV 0,633 0,127
SubiculoC 0,786 0,04*
CA3C -0,257 0,658
CA3V -0,314 0,564
GranularC -0,5 0,267
GranularV 0,286 0,556
PRH-36S 0,369 0,415
PRH-35S 0,513 0,239
LECS 0,574 0,178
PRH-36P 0,571 0,2

PRH-35P 0,286 0,556
LECP 0,321 0,498

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 10. Correlagdo entre a expressao de c-Fos e o comportamento para

a condig¢do 25%

Area Correlacio p-valor
CAIR 0,714 0,088
CA2R 0,709 0,074
CA3aR 0,643 0,139
CA3bR 0,468 0,29

GranularR 0,25 0,595
CA3cR 0,696 0,083
HilosR 0,549 0,202
CA3aM 0,782 0,038%*
GranularM 0,587 0,166
SubiculoM 0,321 0,498
CAIM 0,536 0,236
CA2M 0,577 0,175
CA3bM 0,45 0,31

CA3cM 0,45 0,31

HilosM -0,036 0,963
SubiculoV 0,738 0,094
CAl1C 0,786 0,064
CAl1V 0,449 0,372
HilosC 0,126 0,812
HilosV -0,012 0,992
SubiculoC 0,029 1,0

CA3C -0,564 0,322
CA3V -0,7 0,233
GranularC -0,143 0,803
GranularV 1,0 0,333
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PRH-36S 0,62 0,265

PRH-35S 0,264 0,668
LECS 0,354 0,559
PRH-36P 0,1 0,95
PRH-35P 0,2 0,783
LECP -0,1 0,95

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 11. Correlagdo entre a expressao de c-Fos e o comportamento para

a condig¢ao 50%

Area Correlacao p-valor
CAIR 0,943 0,017*
CA2R 0,657 0,175
CA3aR 0,754 0,084
CA3bR 0,754 0,084
GranularR 0,543 0,297
CA3cR 0,835 0,039*
HilosR 0,545 0,263
CA3aM 0,092 0,844
GranularM -0,129 0,783
SubiculoM 0,357 0,444
CAIM 0,107 0,84
CA2M 0,071 0,906
CA3bM 0,214 0,662
CA3cM 0,107 0,84
HilosM 0,214 0,662
SubiculoV 0,442 0,38
CAIC 0,41 0,361
CAl1V 0,643 0,119
HilosC 0,353 0,437
HilosV 0,866 0,058
SubiculoC -0,107 0,84
CA3C 0,029 1,0
CA3V 0,257 0,658
GranularC 0,214 0,662
GranularV 0,1 0,95
PRH-36S 0,233 0,657
PRH-35S 0,06 0,91
LECS 0,384 0,452
PRH-36P 0,58 0,228
PRH-35P 0,086 0,919
LECP -0,143 0,803

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 12. Correlagdo entre a expressao de c-Fos e o comportamento para

a condicao 75%
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Area Correlacio p-valor

CAIR 0,657 0,175
CA2R 0,812 0,05

CA3aR 0,314 0,564
CA3bR 0,771 0,103
GranularR 0,486 0,356
CA3cR 0,856 0,03*
HilosR 0,719 0,107
CA3aM 0,149 0,779
GranularM 0,585 0,223
SubiculoM 0,6 0,242
CAIM 0,371 0,497
CA2M 0,667 0,148
CA3bM 0,886 0,019%*
CA3cM 0,667 0,148
HilosM 0,522 0,288
SubiculoV 0,534 0,275
CAIC 0,747 0,088
CAl1V 0,206 0,696
HilosC 0,771 0,073
HilosV 0,631 0,253
SubiculoC 0,657 0,175
CA3C 0,2 0,783
CA3V -0,1 0,95

GranularC 0,486 0,356
GranularV 0,5 0,45

PRH-36S 0,947 0,015%*
PRH-35S 0,289 0,637
LECS -0,182 0,77

PRH-36P 0,8 0,133
PRH-35P 0,5 0,45

LECP -0,2 0,783

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 13. Medidas de Centralidade para cada regido em grafos para cada

condicdo, parte 1.

NOR DIST 25%
‘ Centra For Centr For Centr
Areas Grau . ¢ Grau alidad ¢  Grau alidad For¢a
lidade a o a o
2,571
PRH36S 0* 0* 0* 3% 0* * 7 8277 T
PRH36P 2% 0* 1,913 6* 35,65%* 5,033 4 7* 3,974
3,612 5,871
PRH35S 4* 92,5% * 7* 0,742%* * 4% 7* 3,898
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6,703
*

PRH35P 2 0* 1,871 8* 12,93%* 7* 8277  T*
8,783
LECS 3% 18% 2,493 10%* 4,855* * 4% 7* 3,974
10,23
LECP 2% 0* 1,828 12% 30,37* * 1* 0* 1*
6,756
CAIR 2 1* 1,828 8* 27,51%* * 0* 0* 0*
CA2R 0* 0* 0* 0* 0* 0* 2% 0* 1,835%
0,840 8,636
CA3aR 1* 0* * 10%* 22,13 * 0* 0* 0*
CA3bR 2 0* 1,697 5 5,683* 4,355 3* 0*  2,423%*
2,654 1,664
CA3cR 3* 48%* * 2% 0* * 5* 20,63 4,084
Granular 0,942 3,153
R 1* 0* * 4% 19,87* * 1* 0*  0,857*
6,873
HilosR 0* 0* 0* 8* 74,61% * 6*  5,366* 5,624%*
Subiculo 3,390
M 4% 11%* * 6 14,76* 5,386 8*  2475*% 6,979*
2,739 6,140
CAIM 3* 0* * 7* 22,80* * 6*  28,36* 5,067
6,346 8,712
CA2M 7* 81* * 10%* 15,81%* * 7* 19,18* 5,825%
2,711 8,540
Ca3aM 3* 90* * 10%* 26,21%* * 10*  30,08*% 9,049*
2,739 7,493
CA3bM 3 0* * 9% 7,461% * 10%* 36,36 9,149*
3,549
CA3cM 4% 65,5%* * 6 25,32* 5,204 11*  50,78*% 9,899*
Granular 4,483
M 5* 34%* * 6 27,73* 5,247 4 2,5% 3,518
10,41
HilosM 2 0* 1,723 12% 65,20%* * 6*  5,366* 5,660%*
2,784 1,892
CAIC 3% 0* * 2% 0* * 4*  0,458* 3,594*
1,596
CAl1V 0* 0* 0* 2% 0* * 6*  2,022* 5,670%*
2,784 0,785
SUBC 3* 0* * 1* 0* * 10*  94,16*% 9,194*
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8,052
*

SUBV 0* 0* 0* 9% 2,819* 3* 0*  2,974%
2,771 0,942
CA3C 3* 5,5% * 1* 0* * 0* 0* 0*
4,510 0,942
CA3V 5* 20,5* * 1* 0* * 0* 0* 0*
0,885 0,892
GRANC 1* 0* * 1* 0* * 3% 0,833* 2,726*
GRANV 0* 0* 0* 6 26,54* 5,142 0* 0* 0*
3,239
HILOSC 4% 32,24* * 6* 27,54 5,539*
5,032
HILOSV 6* 63,68* * 0* 0* 0*

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 14. Medidas de Centralidade para cada regido em grafos para cada

condigdo, parte 2.

50% 75%
0 Centrali Central
Areas Grau dade Forca Grau idade Forca
7,974
PRH36S 6* 0,2% 5,554 8* 56,57* *
1,652
PRH36P 2% 0* * 1* 0* 1*
7,240
PRH35S 8 1,001* * 0* 0* 0*
PRH35P 0* 0* 0* 0* 0* 0*
LECS 0* 0* 0* 1* 0* 1*
LECP 0* 0* 0* 0* 0* 0*
13,04 5,481
CAIR 15% 20,82%* * 6* 32,59% *
10,60 5,695
CA2R 12%* 1,666* * 6* 10,81* *
16,09 1,783
CA3aR 18* 21,77* * 2% 8* *
13,36 4,799
CA3bR 15% 9,216%* * 5% 5,330* *
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13,28 3,567
CA3cR 15% 8,549* * 4% 0* *
5,612
GranularR o* 8,109* 7,382 6* 4,896* *
1,678
HilosR 2% 0* * 0* 0* 0*
14,82 7,555
SubiculoM 17%* 13,20%* * 8* 26,45* *
11,39 5,354
CAIM 13* 4,175% * 6* 4,162% *
6,153 7,144
CA2M 7* 4,880* * 8* 33,20%* *
10,74 0,811
Ca3aM 12%* 3,351% * 1* 0* *
6,790 4,654
CA3bM 8 4,963* * 5% 2,5% *
12,26 7,090
CA3cM 14%* 7,685% * 8* 57,81% *
10,60 7,555
GranularM 12* 1,666* * 8* 26,45% *
11,47
HilosM 13%* 18,47 * 4 19%* 3,553
0,918
CAIC 1* 0* * 0* 0* 0*
0,918
CAlV 1* 0* * 1* 0* 1*
9,515 5,481
SUBC 11* 12,14* * 6* 32,79% *
1,828
SUBV 0* 0* 0* 2% 0,5* *
1,885
CA3C 2% 0* * 0* 0* 0*
CA3V 0* 0* 0* 0* 0* 0*
10,68 5,612
GRANC 12* 2,920%* * 6* 4,896* *
GRANV 0* 0* 0* 3* 0* 2,974
14,82 2,640
HILOSC 17%* 13,20* * 3 10* *
3,974
HILOSV 4* 0* * 0* 0* 0*
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Tabela suplementar 15. Medidas de eficiéncia da rede

Medidas Eficiéncia global Coeficiente de cluster For¢a média da rede
Valor Média do Valor Média do Valor Média do
original ~ Bootstrap original Bootstrap original ~ Bootstrap
Condi¢o
es
NOR 0.225% 0.338 0,505% 0,088 2 106* 2.065
DIST 0,512% 0,651 0,606* 0,207*  5.041% 4,769
25% 0,388* 0,532 0,524* 0,166% 4 g1+ 3,755
50% 0,457* 0,712 0,719* 0,289% 6 996* 5,573
75% 0,262* 0,449 0,611% 0,137*  3931* 2,203
Tabela suplementar 16. comparagao das medidas de eficiéncia das redes
Valores do teste Mediana
Medidas K-W p NOR DIST 25% 50% 75%
Eficiéncia 478 0,0001 0,337 0,654 0,537 0,712 0,453
global
Coeficiente 370 0,0001 0,08 0,202 0.166 0,286 0,142
de cluster
For¢a da 595 0,0001 1,828 5,068 3,811 7,023 2,885
rede

* valores significativos (<de 0,05)

Tabela suplementar 17. Lovain cluster analysis values, modules and modularity

Condic¢a

Cluster Lovain

Areas dos Grupos

o Grupos

NOR 2 P36P, P35P, GranularM, CA1C, SubiculoC
3 P35S, LECP, CA3cM, HilosM, CA3C, CA3V
4 LECS, CA3aR, CA3bR, CA3cR
5 CAIR, GranularR, GranularC
8 SubiculoM, CAIM, CA2M, CA3aM, CA3bM

Isolados (1) P36S, (6) CA2R, (7) HilosR, (9) CA1V, (10)
SubiculoV, (11) HilosC
DIST 1 PRH36S, PRH35S, PRH35P, LECS, LECP, CA3aR,

CA3bR, CA3cR, CA2M, CA3aM, CA3bM, HilosM,
SubiculoV
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2 PRH36P, CA1R, GranularR, HilosR, SubiculoM,
CA1M, GranularM, CA1V, SubiculoC, GranularC,
HilosC, HilosV

4 CA3cM, CAI1C, GranularV
5 CA3C, CA3V
Isolados (3) CA2R
25% 1 PRH36S, PRH35P, LECP, HilosR, CA3bM, HilosM,

CA1V, HilosC
PRH36P, PRH35S, LECS, SubiculoC, SubiculoV

4 CA2R, CA3bR, GranularR, CAIM, CA2M, CA3aM,
CA3cM, CAIC
6 CA3cR, SubiculoM, GranularM, GranularC
Isolados (3) CAIR, (5) CA3aR, (7) CA3C, (8) CA3V, (9)
GranularV, (10) HilosV
50% 1 PRH36S, PRH36P, PRH35S, CA1R, SubiculoM
CA3bM, HilosC
5 CA2R, CA3cR, GranularR, HilosR, GranularM,
SubiculoC, GranularC
6 CA3aR, CA3bR, CAIM, CA2M, CA3aM, CA3cM,
HilosM, CA3C, HilosV
7 CAIC, CA1V

Isolados (2) PRH35P, (3) LECS, (4) LECP, (8) SubiculoV, (9)
CA3V, (10) GranularV

75% 1 PRH36S, CA1R, GranularR, SubiculoM, CAIM
GranularM, GranularC
2 PRH36P, CA2M, Ca3Am, HilosM, SubiculoC,
GranularV
5 LECS, CA1V
7 CA2R, CA3aR, CA3bR, CA3cR, CA3bM, CA3cM

SubiculoV, HilosC

Isolados  (3) PRH35S, (4) PRH35P, (8) HilosR, (9) CA1C, (10)
CA3C, (11) CA3V, (12) HilosV

Tabela suplementar 18. Tabela com comparagao estatistica de modularidade

Valor da modularidade

Valores do teste (modularidade média)

Medida K-W p NOR DIST 25% 50% 75%
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Modularida 478 <0,001 0,612 0,034 0,38 0,03 0,42

de de 0,485 (027 5 7 9
Lovain ) 4 0,33 (020 (0,38

* valores significativos (<de 0,05)

ANEXO A

Modelo base para caclculo de sobreposi¢do dos objetos a paritr de legos.
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Certificamos gue a proposta intitulada "Bases moleculares e correlatos eletrofisioldgicos da memdria de reconhecimento [Jo qué?[]
em uma tarefa de reconhecimento de objetos e discriminagdo de objetos similares com multiplas sessdes”, protocolada sob o CEUA
n? 5276130921 1o oo1522), sob a responsabilidade de Flavio Freitas Barbosa e equipe; ANA PAULA DE CASTRO ARAUJO - que
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de 10/12/2021.
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Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPE) in the

meeting of 12/10/2021.

Vigéncia da Proposta: de 12/2021 a 12/2024 Area: Psicologia

Origem: Unidade de Produgdo Animal IPeFarM
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 84
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250a400g

Local do experimento: Laboratdrio de Psicofarmacologia (IPeFarm); Laboratdrio de estudos em memodria e cognicdo (CCHLA/UFPE)
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