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Resumo

A memoria episddica em humanos se refere a uma memoria explicita rica em contextos
temporais e espaciais, que representa onde e quando um determinado evento aconteceu.
Ao que tudo indica, o hipocampo cria um mapa cognitivo do mundo externo a partir do
reconhecimento, discriminacdo de objetos e localizacdo espacial destes. Atualmente,
poucas tarefas comportamentais em modelo animal conseguem avaliar a memoria de
reconhecimento a partir de medidas eletrofisiologicas ou o efeito de substancias
farmacoldgicas e novas drogas na realizacdo de tarefas com esse tipo de demanda, pois €
necessario que se realize mais de um teste por dia. Por isso, no presente trabalho,
buscamos adaptar e padronizar um protocolo com multiplas sessdes, possibilitando que
esses elementos sejam abarcados num experimento, além de permitir que o nimero de
animais seja consideravelmente reduzido e ter um maior nimero de dados por animal,
sem reduzir o poder estatistico. Foram utilizados 5 ratos Wistar machos com
aproximadamente 4 meses. Os animais foram submetidos a uma tarefa de reconhecimento
de objetos simples (NOR) e discriminagdo de objetos (DISC) em diferentes niveis de
similaridade, entre 25%, 50% e 75%, com multiplas sessdes. As tarefas sdo compostas
por 10 sessdes, cada uma composta com fases de amostra e testes. Na amostra o animal
foi exposto a trés objetos idénticos feitos com pecas de lego, em posicdes especificas, e
nos testes um dos objetos apresentados na amostra era substituido. Os resultados apontam
que os animais apresentaram indices significativos para o teste de reconhecimento de
objetos em todos os dias. Para a tarefa de discriminacdo, apenas para o nivel de
similaridade 25% resultados significativos foram encontrados no primeiro dia de teste,
para os niveis de similaridade 50% e 75% nenhum valor esteve acima do acaso. Esse
experimento parecer ser um modelo promissor como base para protocolos
comportamentais.

Palavras-chave: Memoria; Reconhecimento de Objetos; Discriminacdo de Obijetos;
Multiplas sessfes; Ratos Wistar.



Abstract

The episodic memory in humans refers to an explicit memory rich in temporal and spatial
contexts, which represents where and when a given event occurred. Apparently, the
hippocampus creates a cognitive map of the external world from the recognition,
discrimination of objects and their spatial location. Currently, few behavioral tasks in
animal model are able to assess recognition memory using electrophysiological measures
or the effect of pharmacological substances and new drugs in performing tasks with this
type of demand, since it is necessary to perform more than one test per day. Therefore, in
the present work, we seek to adapt and standardize a protocol with multiple sessions,
allowing these elements to be included in an experiment, in addition to allowing the
number of animals to be considerably reduced and have a greater number of data per
animal, without reducing statistical power. Five male Wistar rats aged approximately 4
months were used. The animals were submitted to a task of simple object recognition
(NOR) and object discrimination (DISC) at different levels of similarity, between 25%,
50% and 75%, with several sessions. The tasks consists of 10 sessions, each composed
of sample and test phases. In the sample phase the animal was exposed to three identical
objects made with lego pieces, in specific positions, and in the tests, one of the objects
presented in the sample was replaced. The results show that the animals presented
significant indexes for the object recognition test every day. For the discrimination task,
only for the level of similarity 25% significant results were found on the first day of
testing, for the levels of similarity 50% and 75% no value was above chance. This
experiment appears to be a promising model as a basis for behavioral protocols.

Keywords: Memory; Object Recognition; Discrimination of Objects; Multiple sessions;
Wistar Rats.
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Introducéo

A memoria se refere a capacidade de adquirir, consolidar e evocar experiéncias e
informagdes de forma implicita e/ou explicita. Nesse sentido, permite reviver ou
restabelecer o passado em relagdo ao presente e futuro. Ela é composta por sistemas
distintos, porém relacionados entre si, que possibilitam um processo de aprendizagem
persistente atraves do tempo, sendo essa uma funcgéo cognitiva complexa essencial para a

sobrevivéncia (Pause et al., 2013).

As memorias implicitas e explicitas podem ser duas classes separadas, mas
amplamente equivalentes de aprendizagem (Baddeley, Anderson & Eysenck, 2011). Em
relagdo a memoria implicita, podemos defini-la como sendo um conjunto de habilidades
adquiridas de forma associativa ou ndo, que se expressam através de habitos ou acdes
automatizadas, ou seja, que ndo exigem um esforco consciente para sua realizagdo e
podem durar a vida toda (Squire, 2004; Clark & Squire, 2010; Squire & Kandel, 2003;
Izquierdo, 2018). Essa memdria é demonstrada mais pelo desempenho do que por uma
evocacdao consciente, como por exemplo o condicionamento classico, o priming

perceptual e a aprendizagem procedural (Baddeley, Anderson & Eysenck, 2011).

Segundo Tulving (2002), a memdria explicita pode ser dividida em duas
categorias, semantica e episodica. A semantica compreende conhecimentos gerais que
formam a percepc¢do de mundo do sujeito, enquanto a episddica é explicita e especifica
em contextos temporais e espaciais, concebendo quando e onde um determinado evento
aconteceu. O termo “viagem mental no tempo” ¢ utilizado por ele para enfatizar que a

memo@ria episédica nos permite reviver o passado e a partir disto imaginar o futuro.



Também se discute que esses eventos especificos sdo os que formam a base da memaria
semantica, sendo assim dificil conceber essas memorias de forma exclusiva (Baddeley,

Anderson & Eysenck, 2011).

Em outros animais, essa memdaria seria uma memoria “similar a episddica”, ou
seja, é possivel aos animais terem experiéncias vivenciadas no passado que influenciam
o presente e/ou o futuro, mas sem consciéncia autonoética (Clayton, 2003). Assim,
podemos pensar que 0s animais possuem uma forma implicita de memoria episddica e
que, portanto, possuem habilidades para integrar e lembrar os elementos “qué, quando e
onde” de eventos pessoais, o que pode ser percebido em seus comportamentos. Dessa
forma, o termo “similar a episddica” ¢ utilizado para inferir, por meio do comportamento,
“o qué”, “onde” e “quando” determinado evento ocorreu. Mas para isso, os trés
componentes devem ser evocados simultaneamente em uma Unica experiéncia (Menzel,

1999; Fortin, Wright & Eichenbaum, 2004).

Um exemplo que ilustra esse tipo de memdria em animais seria 0 experimento de
Clayton e Dickinson (1999), em que aves tinham que lembrar onde tinham escondido
certo tipo de alimento e decidir qual seria melhor comer dependendo do intervalo de
tempo entre o esconder e a oportunidade de recuperar. As aves, além de conseguirem
lembrar 0 momento e onde o alimento foi escondido, também escolheram comer as
minhocas quando o intervalo de tempo era curto e 0s amendoins apos um intervalo mais

longo.

Tanto em seres humanos quanto em animais, estudos demonstram que o
hipocampo € a estrutura mais importante no cérebro para o processamento da memoria
episodica. Com certeza o caso mais famoso que ilustra essa associa¢do em seres humanos

é o do paciente H.M., que para tratar sua epilepsia crénica foi submetido a uma lobotomia



temporal medial bilateral completa. Por consequéncia da remocdo do seu hipocampo o
paciente passou a sofrer de uma amnésia anterograda (Baddeley, Anderson & Eysenck,
2011; Sekeres, Winocur & Moscovitch, 2018; Brown & Banks, 2015, Clark & Squire,

2010; Eichenbaum et al., 2007; Augustinack et al., 2014).

Outros tipos de prejuizos na memaria séo percebidos ao longo da vida, no processo
natural de envelhecimento, ou em transtornos neurodegenerativos como na doenca de
Alzheimer. O hipocampo e as sub-regides do giro-denteado e CA3 séo as principais
regides afetadas, assim como o cortex perirrinal. E assim como em seres humanos, 0s
animais também sofrem com o envelhecimento. Mudancas nas entradas corticais para o
hipocampo podem contribuir para um declinio da memdria episodica e diminuicdo da
capacidade de manter representacdes detalhadas de eventos, necessarios para uma

memoria em sua totalidade (Toner et al., 2009; Johnson et al., 2017; Maurer et al., 2017).

Estudos em modelo animais demonstram que ao lesionar o hipocampo de roedores
estes passam a ter prejuizos no desempenho em tarefas ndo espaciais, como por exemplo,
a de memoria de reconhecimento de objetos (Clark et al. 2000; Fortin, Wright &
Eichenbaum, 2004), de associacdo de odores (Bunsey and Eichenbaum 1996), memdria
temporal (Fortin, Wright & Eichenbaum, 2004; Kesner et al. 2002) e transmissao social

da preferéncia alimentar (Alvarez et al. 2001).

Ao que tudo indica, o hipocampo cria um mapa cognitivo do mundo externo a
partir do reconhecimento, discriminacéo de objetos e localizagdo espacial destes. E apesar
de fazerem parte de uma classificacdo maior, os componentes da memoria episodica
(““que, quando e onde”), podem ser estudados de maneira distinta. Por exemplo, Manns e
Eichenbaum (2009), desenvolveram uma tarefa de memoria de reconhecimento e

realizaram um estudo onde encontraram que é possivel através desta avaliar o



desempenho de ratos no reconhecimento de objetos (0 “que”) e de informagdes espaciais
(o “onde”). Além disso, conseguiram fazer uma correlagdo com um padrao de atividade
no hipocampo, a partir da gravagdo simultdnea de 43 a 61 células piramidais do
hipocampo de ratos enquanto realizavam a tarefa. E foi constatado que mesmo o simples
reconhecimento de objetos é em parte apoiado pela lembranca de itens no contexto em
que ocorreu a experiéncia (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; Zola et al., 2000; Fortin, Wright

& Eichenbaum, 2004).

Entdo, a memoria de reconhecimento — que por defini¢do envolve a capacidade de
distinguir entre novos estimulos e estimulos familiares — pode ser considerada uma
categoria dentro da memoria episddica (Kinnavane, Albasser & Aggleton, 2015; Cohen
& Stackman, 2015). Dentro da memoria de reconhecimento temos a familiaridade e a
recordacdo. Aqui se entende a familiaridade como saber que conhece ou ja vivenciou algo
(pode ser uma experiéncia/evento, pessoa ou objeto), mas sem a referéncia detalhada de
como, onde ou quando; ou seja, sem a lembranca consciente dos elementos contextuais.
Por sua vez, a recordacdo é a lembranca com essa referéncia contextual (Cohen &

Stackman, 2015; Eichenbaum, Yonelinas & Ranganath, 2007).

Podemos identificar um fator essencial na codificacdo e evocacdo da memoria de
reconhecimento, que é a separacdo de padrdes. Considerado um processo, a separacao de
padrBes é o que permite a discriminagdo entre dois estimulos muito parecidos. A partir
dessa discriminacdo é possivel criar e armazenar representacdes Unicas de eventos
similares, fundamental para a sobrevivéncia e adaptacéo de seres humanos e animais, pois
a associacao e o reconhecimento de uma ameaca a determinado estimulo ou evento vai
influenciar comportamentos de preservacgéo — luta ou fuga ou outras estratégias cognitivas

(Josey & Brigman, 2015; Gilbert & Kesner, 2006; Miranda et al., 2017).
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Uma tarefa referencial para avaliar a memoria de reconhecimento em modelo
animal é a de Ennaceur e Delacour (1988). Essa tarefa busca utilizar o comportamento
exploratério natural do rato para a novidade, sem treinamento para emissdo de respostas
corretas ou reforgo positivo e negativo (Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur, 2010),
sendo possivel a partir desta mensurar e avaliar o componente de reconhecimento da
memoria episodica, o “que”. O importante desta tarefa € a tentativa de fazer com que haja
uma aproximacdo do que seria 0 comportamento do animal em um ambiente natural

dentro de um espaco controlado.

Em comparagdo com a tarefa “bow-tie maze”, Ameen-Ali, Eacott e Easton (2012),
desenvolveram um paradigma que permite mdaltiplas sessGes numa tarefa de
reconhecimento de objetos. Nesse paradigma, durante a realizacéo da tarefa a localizacéo
do objeto pode ser alterada para criar um contexto, enquanto o animal é mantido numa
area de retencdo. O grande diferencial sdo as multiplas sessdes, que permite que o nimero
de animais seja consideravelmente reduzido e que haja um maior nimero de dados por

animal, sem reduzir o poder estatistico.

Além disso, pode ser possivel diminuir o estresse dos animais, que acaba se
tornando um viés nos resultados, pois 0 manuseio e deslocamento do animal pelo
experimentador e no aparato € menor (Hurst & West, 2010). E importante pensar que
esse tipo de paradigma pode viabilizar estudos mais rapidos, sem que isso interfira na

qualidade dos resultados.

Atualmente, poucas tarefas conseguem avaliar a memoria de reconhecimento a
partir de medidas eletrofisiologicas ou o efeito de substancias farmacoldgicas e novas
drogas na realizacdo de tarefas com esse tipo de demanda, pois é necessario que se realize

mais de um teste por dia. Por isso, construir um protocolo com multiplas sessdes pode
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possibilitar que esses elementos sejam abarcados num experimento (Roloff, Muller &

Brown, 2016; Ameen-Ali, Eacott & Easton, 2012).

A perspectiva de ser possivel fazer um registro eletrofisiol6gico em uma tarefa de
reconhecimento de objetos com multiplas sessdes € promissora, uma vez que ainda se
conhece pouco sobre como a atividade oscilatéria do cérebro pode estar relacionada com
a memoria e seus subtipos, bem como os substratos neurais relacionado aos elementos
“que”, “quando” e “onde” (Byun & Lee 2010; Brown & Banks, 2015). Por isso, o presente
trabalho teve como objetivo adaptar e padronizar uma tarefa de reconhecimento simples
e discriminacdo com multiplas sessdes baseado no protocolo proposto por Manns e

Eichenbaum (2009).
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Métodos

1. Aparatos

Foi utilizado um campo aberto com 90 cm de didmetro e 45 cm de altura. No
centro do campo havia uma parede circular com 40 cm de diametro e 40 cm de altura,
com uma caixa preta opaca no centro (30 cm de comprimento x 15 cm de largura x 40 cm
de altura, figura 01) (Manns & Eichenbaum, 2009). A caixa possuia uma porta que abria
para uma pista externa de 25 cm de largura. A esquerda da saida da caixa, uma segunda
porta foi colocada para impedir que os animais se deslocassem no sentido anti-horario.
Ambas as portas funcionavam manualmente; o controle era feito através de uma sala
adjacente ao local de experimento. O aparato foi produzido com material acrilico incolor
envolto com uma cobertura preta, com o piso preto, dividido em 12 partes iguais, como
apresentado na Figura 1. A luminosidade média durante a realizacdo dos procedimentos
foi de aproximadamente 7 lux. Também durante todos os procedimentos um ruido branco
foi utilizado. O campo, a caixa central e os objetos sempre eram limpos com solucéo de
alcool etilico 5% depois de cada sessdo, e ao fim de cada dia de experimento com alcool

70%.

Figura 1. Aparato utilizado durante 0s experimentos.
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2. Objetos

Os objetos foram construidos a partir de pecas de lego para todas as tarefas. Os
pares de objetos eram correspondentes em volume, forma e textura, variando apenas
sistematicamente 0s recursos visiveis 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 discriminacao de
objetos foram utilizados 60 objetos, com 40 formas em diferentes niveis de similaridade.
Foram estabelecidos os valores sistematicos (25%, 50 e 75%) de similaridade da forma
dos objetos com base no volume e compartilhamento de caracteristicas 3D (imagem em
anexos). A sistematizacdo da sobreposicao de recursos da forma entre 0s objetos novos e

familiares foi calculada segundo o protocolo elaborado por Johnson et al. (2017).

Exemplo de objetos utilizados na figura 2.
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Figura 2. A e B - Objetos utilizados na tarefa de discriminacdo. Da esquerda para a
direita: Objeto padréo original, objeto com 25% de similaridade, objeto com 50% de

similaridade e o objeto de 75% de similaridade.

3. Animais

O estudo recebeu aprovacdo pelo Comité de Etica da Universidade Federal da
Paraiba (CEUA) sob o0 n°® 3512260918 e os procedimentos realizados estavam de acordo
com as diretrizes da legislagdo brasileira para a utilizacdo de animais em pesquisa (Lei
Arouca, n° 11.794/08). A Unidade de Producdo Animal — IpeFarM da Universidade
Federal da Paraiba disponibilizou os animais.

Foram utilizados 5 ratos machos adultos da linhagem Wistar com
aproximadamente 4 meses de idade. Os animais foram mantidos em uma sala com
controle acustico, de umidade e temperatura (24+ 1°C). Submetidos a um ciclo
claroescuro de 12:12 horas, e todos procedimentos aconteceram na fase clara do ciclo —
entre 10:00 e 18:00 horas. Os animais estavam alocados em duplas em gaiolas com 37 cm
de comprimento x 30 cm de largura x 16 cm de altura. Os animais de uma gaiola ficavam
separados através de uma divisoria acrilica acoplada no meio, dividindo-a em dois
compartimentos iguais. A fim de aumentar a exploracdo espontanea, os ratos passaram
por uma restricdo alimentar — 13g/dia, para que seus pesos permanecessem em torno de
85% do seu peso em alimentacéo livre (Miranda et al., 2017; Tomanari, Pine & Silva,
2003). Os animais recebiam recompensas alimentares — glébulos de aglcar — dispostas ao
lado de todos os objetos nas amostras e testes dos experimentos. A pesagem de cada

animal era feita todos os dias.
4. Procedimentos Comportamentais

Os animais passaram por procedimentos de manipulacdo, habituacdo e

modelagem, apds esses procedimentos 0s animais foram submetidos a padronizacéo
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das tarefas de reconhecimento de objetos e discriminacdo de objetos em diferentes
niveis de similaridade. Como néo seria possivel realizar uma tarefa comportamental
de forma adequada em apenas 1 dia, devido ao tempo gasto necessario para tal,
separou-se cada tarefa em dois dias (bateria 1 e 2), para que uma possivel fadiga dos
animais ndo interferisse nos resultados. Houve uma pausa de 1 dia entre as baterias
de uma mesma tarefa e de 2 dias para que se comegasse uma nova (figura 3). Toda
atividade do animal dentro do campo foi gravada por uma WebCam (FaceCam 1020,
Genius®) situada a 90cm acima do centro da &rea, atraves do software DebutVideo

Capture.

1923 Y4 )5 )6 )7 )8 )9

Manipulagdo Habituagdo e Modelagem

Periodo dos testes

)10)11)12)13 )14 )15 )16 )17 )

Bateria 1 Pausa Bateria 2 Bateria 1 Pausa Bateria 2
Pausa
Tarefa de reconhecimento Tarefa de discriminag@o de objetos
de objeto em diferentes niveis de similaridade

Figura 3. llustracdo dos procedimentos comportamentais e seus respectivos dias.

4.1.1. Manipulacdo, Habituacdo e Modelagem

Os animais eram levados a sala de experimentos com 30 minutos de antecedéncia,
com o intuito de se habituarem ao espaco e possivelmente diminuir o estresse antes dos
procedimentos experimentais. Nesse sentido, os animais também foram manipulados por
15 minutos durante 5 dias pelo experimentador. Em seguida, foram habituados ao aparato

experimental, e modelados até aprenderem a percorrer (no sentido horario) todo o campo.
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Para isso eles recebiam recompensas alimentares dentro da caixa localizada no centro do
aparato. Os ratos foram expostos a objetos durante o treinamento, mas novos objetos

foram usados durante as tarefas.

A modelagem ocorreu de forma padréo, independente do experimento: Durante
cada volta a porta central era mantida aberta, apds a finalizacdo de 1 volta no campo o
animal retornava a esta caixa, porém a recompensa era dada apenas apos 3 voltas. A
recompensa (glébulos de aclcar) no centro da caixa era oferecida com auxilio de um
dispensador de pellets (Insight, Brasil) de acionamento manual, anexa a caixa no centro.
Os animais foram considerados modelados quando conseguiam realizar 3 sessoes
seguidas de 3 voltas corretas e entdo eram considerados aptos para a realizacdo da tarefa
de reconhecimento de objeto e discriminacdo de objetos em diferentes niveis de

similaridade.

4.1.2. Tarefa de Reconhecimento de Objetos (NOR)

Para a padronizacdo dessa tarefa, ela foi composta por duas fases dentro de uma
sessdo, sendo uma amostra e uma de teste. Os animais deviam realizar 3 voltas na pista
circular, enquanto exploravam os objetos para cada fase de amostra e teste. Foi dado
intervalos de 3 minutos entre as fases. Ao todo foram realizadas 10 sessdes, sendo uma
bateria correspondente a 5 sessdes por dia (figura 3). O intervalo entre as sessfes era de
cinco minutos. Na fase de amostra o animal era exposto a trés objetos idénticos, em
posi¢des diferentes. Entdo no momento do teste eram dispostas duas copias idénticas dos
objetos apresentados na amostra e um novo objeto totalmente distinto. Todos 0s objetos
foram colocados na mesma posicdo em que 0s objetos foram expostos na amostra, de
acordo com a figura 4. A posicao e formas dos objetos foram contrabalanceados para o0s

animais.
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Amostra

Figura 4. Modelo do desenho experimental de multiplas sessdes. G, H, E e F representam

0s objetos e suas respectivas posi¢des no aparato.

4.1.3. Tarefa de discriminacéo de objetos em diferentes niveis de similaridade
(DISC)

Essa tarefa foi composta por quatro fases dentro de uma sessao, sendo 1 de amostra
e 3 de teste, também com um intervalo de 3 minutos entre elas. Da mesma forma que foi
feita a padronizag&o da tarefa anterior, os animais precisavam realizar 3 voltas completas
no campo, com exploracao dos objetos para cada fase de amostra e teste. Também foram
realizadas 10 sessdes com cinco minutos de intervalo entre elas, divididas em duas

baterias (5 sessOes/dia).

Na fase de amostra o animal foi exposto a 3 objetos idénticos, em posi¢cbes
diferentes. No primeiro teste um dos objetos é substituido por um novo que possui um
grau de similaridade com o antigo, podendo ser de 25%, 50% ou 75% (3/3). Na
configuracdo do segundo teste temos um objeto da amostra, o objeto recém alterado em
grau de similaridade no primeiro teste e um novo objeto com um grau de similaridade
diferente do disposto no primeiro teste em relagdo aos da amostra (2/3). Entdo no ultimo

teste o ultimo objeto com grau de similaridade diferente foi introduzido (1/3), substituindo
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0 objeto da amostra que permanecia constante nos testes anteriores, ou seja, no ultimo
teste nenhum objeto da amostra aparece, apenas 0s seus equivalentes em grau de
similaridade. Durante os 3 testes todos 0s objetos foram mantidos nos mesmos locais em
que apareciam pela primeira vez. A posicdo, formas dos objetos, lugar e grau de
similaridade foram randomizados quanto & ordem de apresentacdo na tarefa entre os

animais (figura 5).

Amostra

Figura 5. Modelo do desenho experimental de multiplas sessdes. G e E representam 0s

objetos e suas respectivas posi¢des no aparato. % representa o grau de similaridade.

5. Analises

Foi definido como exploracdo quando o focinho do animal tocava ou estivesse a
menos de 1 cm do objeto. N&o foi considerado exploracdo quando o animal se apoiava
no objeto para explorar o ambiente, ou quando permanecia com o focinho préximo ao
objeto sem atividade exploratéria. O levantamento desses dados foi realizado com o
auxilio do EthoWatcher (Junior et al., 2012). As analises estatisticas foram conduzidas
com o programa SPSS (24.0); diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes com um valor de p menor que 0,05.

Foi analisada a motivagédo do animal para explorar o objeto novo em comparacao

com o objeto familiar, sendo assim foi feito um indice do reconhecimento para a novidade.
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Foram avaliados os seguintes parametros: tempo total de exploracéo dos trés objetos e o
indice de discriminagdo de objetos — através da relacdo da taxa de exploracéo do objeto
familiar e do objeto novo. A taxa de exploracdo é uma medida que mostra a exploracéo
de um objeto em relacdo a exploracdo de todos os objetos somados. O indice de
discriminagdo é uma medida que demonstra quanto um objeto foi explorado em relacéo
ao outro (figura 6). A taxa de discriminacdo 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).

4 Indice de discriminagéo\
N-F

/
N+F

Valorentre-lel
\ /

Figura 6. Demonstracdo da construcdo da medida do indice de discriminacao.

A normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Para os parametros
comportamentais foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas
seguida do teste post-hoc de Bonferroni, e quando a comparacdo foi feita para duas
variaveis do mesmo grupo foi utilizado o teste t de Student pareado. O teste t de uma
amostra foi utilizado para os indices de discriminacdo, 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 (Erdfelder, Faul, Buchner & Lang, 2009). O tamanho do efeito pode

ser classificado em baixo, medio e alto (Cohen, 1988; Lakens, 2013).
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Resultados

Tarefa NOR

Em relacdo a tarefa NOR, a média do indice de discriminacdo dos dias1e 2 e a
média total demonstrou que os ratos apresentaram memdoria de reconhecimento dos
objetos, uma vez que seus indices foram significativos tanto para o dia 1 [t(4) = 6,04, p =
0,004; dz =2,70] e 2 [t(4) = 2,90, p= 0,04; dz = 1,30] quanto para o total [t(4) = 4,27, p =

0,013; dz = 1,91].

.30

indice de Discriminagio

{7
I

00 T
Dia 1 Dia 2 Total Dia1 e 2

Figura 7. indice discriminagao tarefa NOR por dia e total.
A andlise por sessdo aponta que apenas a sessao 1 [t(4) = 4,16, p = 0,014; dz =
1,86] e 8 [t(4) = 2,81, p = 0,048; dz = 1,26 ] obtiveram indices significativos, todas as

demais sessdes apresentaram indices ndo diferentes do acaso (p > 0,05).
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Figura 8. indice discriminagao tarefa NOR por sesséo.

Ap0s isso, foi analisada cada volta por dia e o total, onde indices significativos
foram encontrados apenas para a volta 1 no primeiro dia [t(4) = 5,15, p =0,007; dz =
2,30] e total [t(4) = 5,25, p = 0,006; dz = 2,35] (figura 9). A volta 1 correspondente ao dia
2 ndo apresentou valor acima do acaso, as demais voltas 2 e 3 também ndo apresentaram

valores significativos (p > 0,05) em nenhum dos dias.

Voltas do Dia 1

407

,207

indice de Discriminagio
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Figura 9. indice discriminacio tarefa NOR voltas do dia 1.

Foi conduzida uma ANOVA de medidas repetidas para verificagdo do tempo de
exploracdo; a qual apontou néo existir diferenca significativa entre os niveis de exploracéo
dos testes para cada sessdo (p > 0,05). Também foi feita uma analise para comparacao do
nivel de exploracao dos objetos novos e familiares; o resultado demonstrou que os objetos
novos foram significativamente mais explorados que os objetos familiares [t(4) = 5,30, p

=0,006; dz = 1,47] (figura 10).

25,00

20,00

15,00 =

——

10,00

Tempo de exploragdao médio

5,00

.00
Familiar MNovo

Figura 10. Exploracdo de objetos novos e familiares na tarefa NOR. *Diferengas
estatisticamente significantes (p < 0,05).

Tarefa DISC

No que se refere ao teste de discriminacdo, para o nivel de similaridade de 25%
verificou-se indices significativos no dia 1 [t(4) = 3,919, p = 0,01; dz = 1,75]. Para o dia
2 e total, tais indices ndo estavam acima do acaso (p > 0,05) (figura 11). Para cada sessdo
de 25% verificou-se que apenas a sessao 3 apresentou um valor significativo [t(4) = 3,23,

p =0,03; dz = 1,45]. A sessdo 10 apresentou indice negativo com tendéncia [t(4) = -3,08,
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p = 0,05; dz = 1,54]. As demais sessGes ndo apresentaram valores acima do acaso (p >

0,05).

,307

,20-

indice de discriminagio dos objetos

-,207 r——

T T T
Dia 1 Dia 2 Total
Barras de erros: +- 2 EP A
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-1,00
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Figura 11. (A) indice de discriminag&o por dia, total e por sessdo (B) para o nivel de
similaridade de 25%, tarefa de discriminac&o.

Para cada volta do nivel de 25% de similaridade, verificou-se que os animais
discriminaram significativamente apenas na volta 1 do primeiro dia 1 [t(4) = 3,9, p =

0,018; dz = 1,74]. Foi identificada uma tendéncia positiva na volta 3 do dia 2 [t(2) = 3,80,
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p =0,06; dz = 2,19]. Ndo foram encontrados valores acima do acaso para as demais voltas

em nenhum dia (p > 0,05).

No nivel de similaridade de 50%, ndo foram encontrados valores significativos
para nenhum dos dias (p < 0,05). N&o foram verificados valores acima do acaso para as

demais sessdes (p > 0,05) e nem por volta em cada dia (p > 0,05).

Para 75% de similaridade também ndo foram encontrados indices significativos
para nenhum dia (p > 0,05). Apenas a sessdo 5 apresentou um indice negativo significativo
[t(4) = -4,63, p = 0,01; dz = 2,07]. Nenhuma volta apresentou valores acima do acaso (p

> 0,05).

Independentemente do nivel de similaridade, verificou-se que apenas para o teste
1, ou seja, no primeiro momento onde o animal se depara com um novo objeto, os indices
encontraram-se acima do acaso para o dia 1 [t(4) = 4,31, p = 0,01; dz = 1,93] e uma
tendéncia positiva no total [t(4) = 2,61, p =0,05; dz = 1,19]. Foi encontrada uma tendéncia
positiva para a sessdo 2 [t(4) = 5,61, p = 0,05; dz = 2,53] e 5, obtendo esta ultima um
indice negativo [t(3) = -4,23, p = 0,02; dz = 0,42]. Um indice significativo também foi

encontrado para a volta 1 do dia 1 [t(4) = 3,24, p = 0,03; dz = 1,45].

No teste 2 ndo foram encontrados indices significativos em nenhum dia (p > 0,05).
Um valor acima do acaso foi observado apenas na sessédo 3 [t(4) = 3,23, p = 0,03; dz =
1,45], as demais sessdes ndo obtiveram indices significativos (p > 0,05). Nenhuma volta
apresentou valores significativos em nenhum dia (p > 0,05), apenas uma tendéncia
positiva foi observada para a volta 2 no dia 2 [t(3) = 3,11, p = 0,05; dz = 1,56]. No teste
3, ultimo teste, nenhum indice significativo foi observado para os dias 1, 2 e total (p >

0,05). Também nenhuma sesséo ou volta apresentou indices significativos (p > 0,05).
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No que refere aos tempos de exploracdo para o teste de discriminacdo, foi
realizado uma ANOVA de um fator, que demonstrou ndo existir diferenga significativa
entre o tempo de exploracdo em cada sessao (figura 12). Também foi possivel verificar
que também ndo existiu diferenca significativa entre o tempo de exploracdo para as
amostras e cada teste da tarefa de discriminacdo [F,12) = 0,80; Bonferroni, p = 0,106].
Em relacdo as voltas, encontrou-se uma diferenca significativa no tempo de exploracgéo,
na qual foi evidenciada a diferenca entre as voltas 1 e 2 (Teste de Bonferroni, p < 0,05),

como também voltas 1 e 3 (Teste de Bonferroni, p < 0,05).

60,00

Tempo total de exploragdo

S1 s2 s3 sS4 S5 S6 s7 ] s9
Barras de erros: +- 2 EP

Figura 12. Tempo total de exploracdo dos objetos por sessdo para a tarefa de
discriminagéo.
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Discussao

Em relacdo aos resultados da tarefa de reconhecimento de objetos (NOR), os
animais tiveram o desempenho esperado, ou seja, expressaram uma memoria de
reconhecimento. Apesar dos animais manterem uma exploragdo constante durante todas
as 10 sessdes, conseguimos observar a preferéncia pelo objeto novo em relagcdo ao
familiar. Estudos com roedores relatam a existéncia de uma preferéncia na motivacao dos
animais para explorar novos objetos, em comparacdo com objetos familiares (Ennaucer
& Delacour, 1988; Cohen & Stackman, 2015; Blaser & Heyser 2015). Portanto, esse
protocolo experimental com multiplas sessGes pode ser considerado adequado para a
avaliacdo desse tipo de memdria e é passivel de comparacdo com outras tarefas de
reconhecimento espontaneo encontradas na literatura, o que geralmente ndo acontece em

outras tarefas de NOR com multiplas sess6es (Ameen-Ali, Eacott & Easton, 2012).

E importante lembrar que para a padronizacio das tarefas feitas neste trabalho,
algumas modificacdes foram feitas em relacdo ao protocolo original de Manns e
Eichenbaum (2009). O fator principal é que os animais foram mantidos em restricdo
alimentar e uma recompensa era colocada ao lado dos objetos, a fim de aumentar o drive
exploratdrio. O conjunto de objetos também permanecia no mesmo lugar, sendo trocados
com um novo objeto apenas ho momento do teste; dessa forma pudemos calcular o indice
de exploracdo para o objeto trocado, sendo este a novidade. Outro fator é que 0s objetos
aqui utilizados foram construidos a partir de legos, que podem ser considerados objetos
complexos, com maior ambiguidade, elevando o nivel de dificuldade da tarefa (Aggleton

et al., 2010; Gamiz & Gallo, 2012).

Sobre os resultados da tarefa de discriminagéo de objetos em diferentes niveis de

similaridade (DISC), verificou-se que apenas para o nivel de similaridade 25% resultados
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significativos foram encontrados no primeiro dia de teste. Para os demais niveis de
similaridade estes resultados ndo foram encontrados. Além disso, foi observado que o
desempenho dos animais parecia diminuir consideravelmente na Gltima sessdo de cada
dia — os dados apontam isso a partir da sess@o 10 no nivel de 25% e sessdo 5, nos niveis
de 50% e 75% de similaridade. A reducdo do desempenho é uma caracteristica que
também foi encontrada em um bloco final do experimento realizado por Ameen-Ali,

Eacott e Easton (2012).

Como explicacdo para essa diminuicdo no desempenho dos animais, podemos
pensar que 0s animais acabam simplesmente perdendo o interesse na exploracdo dos
objetos, uma vez que pela quantidade de sessbes e de voltas esses objetos acabam se
tornando familiares, apesar das diferencas sistematicas. Esses resultados sao semelhantes
aos encontrados por Manns e Eichenbaum (2009). Entretanto, apesar do ndmero
consideravel de sessdes, o nivel de exploracdo foi mantido, provavelmente pela questdo

alimentar.

Os resultados também apontam um desempenho significativo apenas no primeiro
teste. Provavelmente pelos objetos possuirem recursos semelhantes haja uma interferéncia
no momento em que o animal precise fazer a discriminacdo no teste 2 e 3 (Aggleton et
al., 2010). Essa interferéncia seria em relacdo ao intervalo curto de tempo entre os testes,
de apenas 3 minutos; que pode fazer com que os animais utilizem informacdes do teste
anterior para comparar com os objetos do teste presente, resultando em padrdes confusos
de exploracdo. Assim, o rato acaba classificando objetos que deveriam ser considerados
familiares como novos (falso reconhecimento) e objetos novos como familiares
(habituacdo prejudicada). Entdo, os animais estariam expressando ndo apenas a
exploracdo e memoria do teste presente, mas a interferéncia e exploracéo do conjunto de

testes realizados. Ja o primeiro teste ndo sofreria tanta interferéncia, pois é nele que ocorre
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0 primeiro momento em que o animal se depara com um objeto novo (Hunsaker & Kesner,

2008; Genzel et al., 2019).

Parece existir um padréo de exploracdo para os roedores, onde eles discriminam
0s objetos apenas nos primeiros minutos; quando testados em tarefas que demandam o
processamento e evocacdo de memaria espacial (contexto/objeto) (Barbosa et al., 2012).
Esse padrdo de exploracdo explicaria os indices significativos apenas para as primeiras

voltas nos testes.

Ainda, a linhagem dos ratos utilizados no presente estudo talvez possa ter
interferido nos resultados, ja que é uma linhagem diferente da que geralmente € utilizada
em experimentos com mdultiplas sessdes ou discriminacdo de objetos. Além da
complexidade dos objetos, a linhagem Wistar apresenta uma redugéo na acuidade visual,
0 que pode tornar os niveis de 50% e 75% de similaridade entre os objetos altamente
dificeis de discriminar. Isso significa que além da visdo naturalmente comprometida, a
motivacao basal da linhagem utilizada pode ser um fator importante na hora de se pensar
tarefas de maltiplas sess6es (Trimper et al., 2017; Manns & Eichenbaum, 2009; Clark et

al., 2011; Johnson et al., 2017; Prusky & Douglas, 2005).

Por fim, os objetos desenvolvidos por Johnson et al. (2017) s6 foram usados em
uma tarefa de labirinto em T ou em campo aberto. A utilizacdo desses objetos em uma
pista circular € novidade, ou seja, as diferencas entre aparatos e protocolos onde o0s objetos
foram utilizados sugerem que a tarefa proposta neste trabalho seja mais dificil, ja que os
animais ndo podiam visualizar todos os objetos ao mesmo tempo e a visualizagdo de um
conjunto de objetos pode favorecer o reconhecimento de um novo objeto em meio a um

conjunto de objetos conhecidos (Sugar & Moser, 2019).
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Concluséao

Os resultados parecem ser promissores, ja que se trata de uma primeira tentativa dentro
do laboratdrio de adaptacdo e padronizacdo de tarefas com mdltiplas sessdes, com
finalidade de registros eletrofisioldgicos. Como sugestdo para estudos futuros, pode ser
que uma reducdo no nimero de sessdes ou testes por dia melhore o desempenho dos
animais e o aumento do intervalo entre as sessdes favoreca o reconhecimento e
discriminacdo de objetos. Também pode ser vista a possibilidade de outras linhagens de

ratos serem utilizadas, como por exemplo, a linhagem Long-Evans.
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Esquema ilustrativo da visédo frontal para mensurar sobreposigao
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Esquema ilustrativo que mostra a sistematizacdo da sobreposicdo de recursos da forma
entre os objetos calculada segundo o protocolo elaborado por Johnson et al., (2017).



