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RESUMO

O reconhecimento, um subtipo de memdria explicita/declarativa, envolve a
capacidade de distinguir estimulos novos de familiares, estacionarios e deslocados. Essa
forma de memdria é compartilhada entre diversas espécies animais, o reconhecimento
pode se dar por meio de processos de lembranga e familiaridade. Um processo subjacente
ao reconhecimento envolve as representacdes Unicas de eventos similares, que sdo menos
confusos e podem ser associados a resultados diferentes, através de um processo chamado
separacao de padrdes. Muitos sdo os esforcos para a padronizacao de tarefas que avaliem
estes tipos de memdrias em modelos animais. Somando-se a necessidade de uma maior
aquisicdo de dados, para viabilizacdo de registro eletrofisioldgicos, estudos tem
direcionado tais esforcos ao desenvolvimento de protocolos que permitam a realizacdo de
varios testes por dia. Neste trabalho buscamos adaptar uma tarefa de reconhecimento
simples e discriminagdo com multiplas sessdes. Para tal, foram utilizados 15 ratos Wistar
machos de 3 a 4 meses. Sendo 5 animais utilizados no primeiro experimento, 5 no
experimento 2 e 5 no experimento 3. Os animais foram submetidos a uma tarefa de
reconhecimento de objetos e discriminacdo de objetos com multiplas sessdes. A tarefa
de reconhecimento de objetos é composta por duas sessdes, sendo uma amostra e um
teste. A tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade é
composta por quatro sessdes, sendo 1 de amostra e trés de teste com intervalo de 3
minutos entre eles. Na fase de amostra o animal foi exposto a trés objetos LEGOS
idénticos, em posicdes especificas. Ao longo de cada um dos trés testes, cada um dos
objetos apresentados na amostra foi substituido por um objeto novo com um grau de
similaridade de 25%, 50% ou 75%. Para o experimento 1 os animais realizaram 3 voltas
para cada tentativa de amostra e teste, dentro de 10 sessOes. Para o experimento 2 0s
animais realizaram 1 volta para cada tentativa de amostra e teste, dentro de 10 sessdes. Ja
para 0 experimento 3 0s animais realizaram 2 voltas para cada tentativa de amostra e teste,
dentro de 5 sessfes. Os resultados apontam que para 0 experimento 1 0s animais
apresentaram indices acima do acaso para o teste de reconhecimento de objetos em todos
os dias. Para a tarefa de discriminagdo foram observados valores acima do acaso para o
nivel de similaridade de 25% no dia 1, 0 mesmo foi observado para o teste 1, porém para
0s niveis de similaridade 50% e 75% nenhum valor esteve acima do acaso. Para o
experimento 2 e experimento 3 nenhum valor significativo foi encontrado, seja para o
teste de reconhecimento ou para o teste de discriminagdo. Portanto mediante 0 exposto o
experimento 1 apresenta-se como um modelo promissor como base para protocolos
comportamentais, porém também deve-se considerar as alteracdes que aqui foram feitas
para 0 experimento 2 e 3 em futuros estudos que busquem viabilizar o registro
eletrofisioldgico.

Palavras-chave: Memodria; Reconhecimento de Objetos; Discriminacdo de Objetos;
multiplas sessbes



ABSTRACT

Recognition memory, a subtype of explicit/declarative memory, is the capacity of
distinguishing new from familiar stimuli. This ubiquitous type of memory is shared
among different species, and recognition might occur through recollection or familiarity.
A process underlying recognition is pattern separation, the ability to form unique
representations of similar events, providing less confusing memory representation, which
can lead to different behavioral outputs. There has been significant effort towards the
development of appropriate tasks to evaluate these types of memory in animal models.
Considering the need for faster data accumulation, in order to implement
electrophysiological recordings, some studies have been devising protocols with multiple
tests a day. In this work, we sought to adapt a recognition and object discrimination
memory task with multiple sessions. We used 15 Wistar adult rats (3-4 months old)
overall, in which 5 rats were used in Experiment 1, 5 rats were used in Experiment 2 and
5 rats were used in Experiment 3. Animals underwent a recognition task and an object
discrimination memory task with multiple sessions. The recognition memory task
presents 2 sessions, comprising a sample session and a test session. The discrimination
task used objects that varied in their similarity, and comprised 4 sessions: a sample session
and 3 test sessions, applying a 3-minute intersession interval. The objects were created
from LEGO blocks, with different degree of features overlap. In the sample session, rats
were exposed to three identical copies of an object, in specific positions of the circular
track. The test sessions included 2 equal objects, originally presented in sample sessions,
and a similar object that shared 25%, 50% or 75% degree of features overlap. In
Experiment 1, rats performed 3 laps around the circular track in each sample and test
sessions, up to 10 sessions a day. In Experiment 2, rats performed 1 lap around the circular
track in each sample and test sessions, up to 10 sessions a day. In Experiment 3, however,
rats performed 2 laps around the circular track in each sample and test sessions, up to 5
sessions a day. Results showed that in Experiment 1 rats consistently presented significant
discrimination indexes in the recognition task. In the discrimination task, rats
discriminated objects presenting 25% degree of features overlap, but animals could not
discriminate objects presenting 50% or 75% degree of features overlap. Both Experiments
2 and 3 provided non-significant results for recognition and discrimination tasks.
Therefore, our findings indicate that Experiments 1 offers a promising model for memory
evaluations, but we recommend that the protocols explored in Experiment 2 and 3 should
be analyzed and improved in future studies, in order to enable electrophysiological
recordings.

Keywords: Memory; Object recognition; Object discrimination; Multiple sessions



1. INTRODUCAO

1.1 Memoria

A memodria é uma funcdo cognitiva importante para a sobrevivéncia que permite
armazenar e recuperar informacgdes codificadas, indicando que a aprendizagem
permaneceu ao longo do tempo (Pause et al., 2013). Compreende-se que as memarias sdo
formadas e firmadas através de trés processos distintos. Codificacéo refere-se ao processo
de obtencao inicial da memaria. Em seguida, por meio da fase de consolidagdo, a memaria
é preservada e armazenada para posterior evocagdo. Por fim, a recuperagao € o processo
pelo qual as memdrias armazenadas anteriormente séo reativadas (Cohen & Stackman,
2015).

O trabalho com o paciente Henry Molasion (HM) contribuiu para um aumento nas
investigacdes acerca da memoria e dos seus substratos neurais. O neurocirurgido William
Beecher Scoville executou uma operagdo experimental em HM, na esperanca de curar
sua epilepsia farmacologicamente intratdvel. HM teve convulsdes a partir dos 10 anos
que se agravaram a partir do seu 15° aniversario (Augustinack et al., 2014). Henry tomou
grandes doses de drogas antiepilépticas que foram ineficientes na reducdo dos ataques
epiléticos. Tendo a cirurgia como uma tentativa de sanar ou amenizar suas crises, HM foi
0 primeiro paciente a passar pela lobotomia temporal medial bilateral completa,
posteriormente Scoville renomeou a operacao de resseccdo bilateral do lobo temporal
medial (LTM). Nos 55 anos seguintes, HM ficou preso no presente devido a profunda

amnésia anterograda (Augustinack et al., 2014).

Milner mais tarde introduziu a ideia de que alguns tipos de memoria (implicitas -
aprendizagem de habilidades motoras, condicionamento classico e preparagdo de
repeticdo) ndo eram dependentes do hipocampo, sugerindo uma organizagdo para
diferentes tipos de memoria. Desde entdo, a neuropsicologia cognitiva tem demonstrado
que a memdria ndo € um sistema Unico, mas um conjunto de diferentes substratos

neuroanatomicos (Squire & Kandel, 2003).

A memoria pode ser compreendida a partir de duas condicGes basicas. A primeira
é a sua categorizacdo baseada no tempo (curto prazo / trabalho e de longo prazo). A
memodria de curto prazo pode ser evocada em curtos periodos, ndo requerendo sintese
proteica (lIzquierdo, 2018). A memodria de longo prazo pode ser evocada apos longos

intervalos de tempo, de horas a anos, sendo caracterizada por sua labilidade e
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requerimento de sintese de proteinas para consolidacéo (lzquierdo, 2018). Além disso, a
memoaria também é subdivida em sistemas baseados em conteudo (explicito e implicito).
As memodrias 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 memodria explicita esta disponivel para acesso consciente a fatos e eventos, seu
funcionamento é prejudicado quando as estruturas do LTM sdo danificadas. Memoria
implicita é um termo abrangente que inclui varias habilidades que ndo sdo acessiveis ao
conhecimento consciente, mas sdo expressas através do desempenho de habitos e de
aprendizagem associativa e ndo associativa, e dependem de diferentes sistemas cerebrais
(Squire, 2004; Clark & Squire, 2010).

Segundo proposto por Tulving (2002), a memdria explicita pode ser dividida em
duas categorias, semantica e episddica. O subtipo semantico contém informacdes de
conhecimentos gerais, responsavel pela formacao de conceitos sobre 0 mundo a sua volta,
contendo informacgOes de fatos gerais. A memoria episddica caracteriza-se por ser uma
habilidade de recuperar eventos especificos vivenciados e localizados temporal e

espacialmente. Veja figura 1 para esquematizacao dos subtipos.
Memoria explicita Meméria implicita

Lobo temporal medial | Neocortex Amigdala Cerebelo Corpo estriado

Figura 1. Esquema ilustrativo simplificado da relacdo funcional entre diferentes areas

cerebrais e os tipos de memoria relacionadas ao conteudo. Extraido de Souza (2015).
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1.2 Memodria de reconhecimento em humanos e roedores

O reconhecimento, um subtipo de memoria explicita/declarativa, envolve a
capacidade de distinguir novos estimulos de familiares. Essa forma onipresente de
memoria é compartilhada entre diversas espécies animais (Kinnavane, Albasser &
Aggleton, 2015; Cohen & Stackman, 2015). Existem dois processos subjacentes a
memoria de reconhecimento que sdo comumente experimentadas durante um teste de
recuperacdo de informagdo, isto é, familiaridade e lembranca. A familiaridade é a
sensacdo imediata de que um evento, individuo ou item foi encontrado anteriormente.
Essa experiéncia, chamada de “saber”, ndo envolve a lembranca consciente de detalhes
da experiéncia anterior. Por exemplo, “Eu sei que ja vi essa pessoa (ou item) antes; porém
ndo lembro onde ou quando”. O “lembrar”, por outro lado, envolve um processo mais
lento, pelo qual a atengdo total aos estimulos presentes (se houver) induz um retorno
intencional ou consciente dos detalhes contextuais do evento ou experiéncia anterior -
isto €, informacGes especificas sobre onde e quando a experiéncia original ocorreu (Cohen
& Stackman, 2015; Eichenbaum, Yonelinas & Ranganath, 2007)

Ainda ndo esta claro, no entanto, se a lembranca e a familiaridade sdo apoiadas
por processos cerebrais distintos ou, em vez disso, emergem de um Unico mecanismo
neural. Em particular, estudiosos debatem como esses tipos de memdria sdo suportados
por regides nos LTM. Estudos da memdria humana indicaram que a lembranca e a
familiaridade refletem dois processos de memoria funcionalmente distintos. Embora a
evidéncia dessa distingdo venha de uma variedade de paradigmas experimentais
diferentes (Eichenbaum, et al., 2007). Por outro lado, estudos demonstram que esses dois
processos tem uma semelhanca a nivel anatdmico significativa que apontaria para um
tnico modelo de processo (Kinnavane et al., 2015). A compreensdo dos conceitos
primérios de saber e lembrar, torna-se fundamental para compreensdo da memoria de

reconhecimento em humanos e roedores.

1.2.1 Tarefa de Reconhecimento de Objetos

Um dos maiores desafios na pesquisa sobre memaria de reconhecimento tem sido
0 problema de criar um teste comportamental realizado em animais que mimetiza a
memoria de reconhecimento em humanos. O primeiro teste deste tipo foi a amostra ndo
conjugada tardia (DNMS), realizada com macacos (Mishkin & Delacour, 1975). Sua
aplicacdo em roedores se deu através de um labirinto em Y, no qual ratos deveriam

escolher objetos a partir do reconhecimento de corrida, na qual cada corrida posterior
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deveria ser em direcdo ao braco com o novo objeto (Kinnavane et al., 2015).
Consequentemente o novo estimulo para uma tentativa tornou-se o estimulo familiar para
a proxima tentativa. Apenas eram reforgadas escolhas do brago com contetddo novo.
Outras variagOes dessa tarefa foram elaboradas (Mumby, Pinel & Wood, 1990;
Kinnavane et al., 2015). O uso desse tipo de tarefa necessita de um treinamento
consideravel, o que pode ser comprometido por intervencdes neurais afetando assim o
desempenho na tarefa, ndo por afetar a capacidade de distinguir estimulos novos e
familiares, mas pela dificuldade ou déficit de aplicacdo e aprendizado de uma regra no
processo de condicionamento, portanto existia a necessidade de que essas tarefas fossem

substituidas por tarefas mais simples (Kinnavane et al., 2015).

A avaliacdo da memdria de reconhecimento foi revolucionada pela introducéo de
testes de preferéncia espontanea a partir da exploracdo do animal. Primariamente proposta
por Ennaceur e Delacour (1988), a nova tarefa de reconhecimento de objeto (NOR),
baseada na tendéncia inata de explorar novos objetos mais do que familiares, tem sido
amplamente utilizada para explorar habilidades de memoria em roedores (Cohen &
Stackman, 2015). A NOR tornou-se um metodo popular para o estudo da memoria,
porque ndo ha necessidade de restricdo alimentar ou de agua, e varios desfechos
comportamentais podem ser rapidamente obtidos, incluindo atividade geral, reatividade
a novidade e aprendizagem (Blaser & Heyser 2015).

Embora haja uma variabilidade consideravel entre os laboratdrios nos
procedimentos de NOR utilizados, a maioria conduz o teste em uma arena familiar
retangular ou circular, sem ou com sinais espaciais distribuidos de forma proximal e/ou
distal. Durante o que é referido como a sessdo de treinamento ou amostra, o roedor
explora dois objetos novos idénticos encontrados em uma arena familiar. A codificacdo
de memoria de objeto é definida operacionalmente como ocorrendo durante a sessao de
amostra. Apés a conclusao da sessdo de amostra, o animal é removido da arena durante
um determinado periodo de tempo (isto &, retardo de retencdo). Para a sessdo de testes
subsequente, o roedor € retornado para a mesma arena, contento uma réplica do objeto
familiar e um novo objeto, como um teste de recuperacdo da memoria de objetos, medidas
sdo elaboradas a partir do comportamento exploratério do animal (Cohen & Stackman,
2015).

Assumindo que vieses de confusdo e preferéncias de objetos sdo descartados,
qualquer discriminagdo em um teste entre um objeto novo e familiar por defini¢do indica

21



alguma forma de memdria (Bevins & Besheer, 2006). Porém, varios fatores relevantes
devem ser considerados e provavelmente examinados em estudos-pilotos. Essas
consideracdes incluem: selecéo de objetos, medidas comportamentais, duracdo do teste,
estimulos ou grupos de controle e analise estatistica. Apesar disso, diversas variantes
dessa tarefa foram usadas para estudar processos cognitivos mais especificos. No
entanto, ainda hd muito a ser aprendido sobre 0s mecanismos cognitivos pelos quais a

discriminagdo ocorre nas variantes dessa tarefa (Blaser & Heyser, 2015).

Ameen-Ali, Eacott e Easton (2012) desenvolveram um protocolo de mdltiplas
sess0es com uma tarefa de reconhecimento de objetos, por meio do qual o animal podia
explorar em diferentes momentos duplas de objetos novos e familiares, sem a necessidade
de manipulacdo, para manter a motivacdo o animal recebia recompensas distribuidas
igualmente do lado dos objetos. Porém, 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 discriminagéo, podendo, portanto,
adicionar ruido aos dados. Considerando-se essa tarefa e a necessidade de avaliacdo da
memoria de reconhecimento, realizando-se mais de um teste por dia, para um maior
acumulo de dados possivel por animais, estabelecer um protocolo que contorne todos
esses aspectos e fundamental., portanto aqui se prop&e uma adaptacdo da tarefa proposta
por Manns e Eichenbaum, (2009) como uma possibilidade que viabiliza o registro
eletrofisiologico em uma tarefa de reconhecimento com multiplas sessdes (Roloff, Muller
& Brown, 2016).

1.3 Memoria de reconhecimento nas tarefas de discriminacéo de objetos em
diferentes graus de similaridade, contribui¢des para a memaria episddica

A capacidade de codificar e discriminar com sucesso estimulos ambientais
distintos é 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 ameagcar 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
separacdo de padrdes (Gilbert & Kesner, 2006; Josey & Brigman, 2015; Miranda et al.,
2017).

Como a memodria episddica envolve a lembranca de eventos Unicos, a separacéo

de experiéncias semelhantes & proposta como um componente essencial para o
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armazenamento de representagfes ndo confusas desses episddios e tem sido estudada
principalmente no hipocampo. Com o envelhecimento, défices da memdria episodica
podem estar associados a uma reducgéo na capacidade de manter ricos detalhes contextuais
(Johnson et al., 2017; Miranda et al., 2017).

A partir do teste de reconhecimento de objeto espontdneo foi proposta a
introducdo de multiplos componentes na tarefa e a necessidade de discriminar estimulos
que compartilham caracteristicas, portanto a tarefa foi adaptada para permitir a
investigagdo dos efeitos da crescente ambiguidade de recurso 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). No entanto, os efeitos das lesdes do cortex
perirrinal em tal tarefa se mostraram controversos (Ahn & Lee, 2015). Muitos dos
resultados associados a discriminacdo de objetos similares sdo oriundos de pesquisas a
partir de um modelo de conjuncdo mneménica-perceptual (PMFC), que sugere funcdes
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 serd a deterioragdo
prevista. Tal visdo prediz que o perirrinal € importante ndo apenas para as tarefas
mnemonicas, mas também para as discriminacdes concorrentes que fazem (Ahn & Lee,
2017).

Porém, os resultados da tarefa de discriminacdo de duas escolhas ndo podem
definitivamente decidir entre uma deficiéncia perceptual e uma deficiéncia mnemanica.
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 percepcao visual, mas
por causa do comprometimento da aprendizagem visual associativa (Suzuki, 2009).
Pacientes com lesdo hipocampal ou lesGes maiores em LTM realizaram normalmente a
tarefa de discriminacdo  por singularidade, na qual os animais sdo expostos
simultaneamente a estimulos similares e devem escolher o estimulo mais distinto

(singular) em detrimento dos semelhantes, realizando, portanto, discriminagdo imediata
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de um objeto. Ndo houve diferencas entre os grupos, e todos 0s grupos realizaram acima
do acaso (Hales et al, 2015).

Além disso, em outro estudo, ratos com lesbes perirrinais estavam intactos em
fazer discriminacgdes dificeis e ambiguas, apesar de estarem comprometidas em uma
tarefa de memoria de reconhecimento padrdo (Hales et al., 2015; Clark et al., 2011).
Pacientes com lesGes de LTM que incluiam o cértex perirrinal apresentavam prejuizo
significativo quando testados em sua capacidade de identificar o objeto Unico entre pares
de objetos que tinham um alto grau de sobreposicdo de caracteristicas (similaridade),
(Knutson et al., 2013). Os resultados em uma tarefa de singularidade sdo consistentes
com o papel conhecido do cértex perirrinal e do hipocampo na formacdo da memoria de
longo prazo, contrapondo o papel perceptivo proposto ao cortex perirrinal (Hales et al.,
2015).

Por conseguinte, é dificil distinguir a aprendizagem prejudicada e a memoria da
percepcao prejudicada. Um novo paradigma comportamental para o rato permitiu separar
a avaliacdo das funcdes da memoria da avaliagdo das fungdes perceptivas. Os animais
receberam treinamento extensivo em uma tarefa de discriminagdo automatizada de duas
opcdes e, em seguida, mantiveram seu desempenho de memoria em um alto nivel,
enguanto testes de exploracdo interpolados testaram a capacidade de percepgéo visual. Os
testes de exploracdo variaram sistematicamente o grau de ambiguidade caracteristica
entre os estimulos, de modo que as funcdes perceptivas pudessem ser testadas ao longo
de catorze diferentes niveis de dificuldade. As lesdes bilaterais do cértex perirrinal
pouparam totalmente a capacidade de fazer discriminacbes de caracteristicas
semelhantes, e o desempenho de animais lesionados e intactos era indistinguivel em todos
os niveis de dificuldade. Em contraste, as lesdes peririnais prejudicaram a memdria de

reconhecimento (Clark et al., 2011).

1.4 Mecanismos neurais para a memoria de reconhecimento e discriminacgéo de
objetos

Pelo menos 50 anos de evidéncias estabeleceram a importancia de estruturas
dentro do LTM como criticas para a memodria declarativa. Estudos anatdémicos
identificaram as principais sub-regides do LTM em humanos, macacos e roedores e
sugeriram uma organizacdo funcional hipotética para o processamento da memdria
(Eichenbaum et al., 2007). As estruturas importantes provaram ser o hipocampo e 0s

cortices entorrinal, perirrinal e para-hipocampal adjacentes, que compdem grande parte
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do giro para-hipocampal. Porém, o LTM ndo pode ser o local de armazenamento final

para a memoria de longo prazo (Squire & Wixted, 2011).

As memorias, primariamente ligadas pelo hipocampo a codificacdo, séo
estabelecidas como um conjunto de ligagbes hipocampais e neocorticais (traco de
memoria ou engrama). Os neurbnios do hipocampo esparsamente codificados fazendo
referéncia e ativando os neurdnios neocorticais, criam o conteldo de uma experiéncia.
Assim o hipocampo serve apenas temporariamente para essa funcdo integrativa ou de
ligacdo, mediando a codificacdo inicial, retencdo e recuperagdo, enquanto promove a
consolidacdo da memaria no neocértex (Sekeres, Winocur & Moscovitch, 2018).

Tem-se demonstrado que o0 hipocampo e suas estruturas subjacentes possuem um
papel determinante para a memoria episddica e de reconhecimento (Brown & Banks,
2015, Clark & Squire, 2010). A formacao hipocampal € uma estrutura em forma de C que
se estende no assoalho do corno temporal do ventriculo lateral. O hipocampo
propriamente dito consiste em trés subcampos principais (CA1-CA3). As outras regides
das formacdo hipocampal consistem no giro denteado (DG), no complexo subicular e
no cortex entorrinal (CE). Com base em sua conectividade extrinseca, a formacéo
hipocampal recebe uma vasta quantidade de informacdo sensorial multimodal altamente

processada que é canalizada principalmente pelo CE (Schultz & Engelhardt, 2014).

Em principio, o fluxo intrinseco da informacgédo do hipocampo segue um caminho
serial e em grande parte unidirecional e glutamatérgico (excitatorio) que, em ultima
analise, faz parte de um circuito fechado. Nesta cadeia intrinseca de conexdes, 0 giro
dentado representa o primeiro grande portal. O giro dentado recebe a entrada principal
das células da camada Il do CE através do chamado caminho perfurante. O caminho
perfurante percorre caudalmente a partir do CE (via feixe angular) e perfura o subiculo e
0 hipocampo. Especificamente, os neurdnios da camada Il entorrinal projetam-se para 0s
dois tercos exteriores da camada molecular do giro denteado e do estrato lacunosum-
moleculare de CA3, enquanto os neurbnios da camada Il entorrinal se projetam para o
CAL e o subiculo. As células granulares dentadas se projetam através de seus distintos
axonios, as fibras musgosas, sobre as células da camada polimorfica denteada subjacente
e - mais importante - sobre os dendritos proximais dos neurdnios piramidais CA3. A
conectividade precisa dos neurdnios heterogéneos da camada polimérfica é amplamente
desconhecida. No entanto, esses neurénios dao origem a projecdes locais e associativas.
Uma classe de célula, a célula musgosa, da origem a um sistema associativo
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glutamatérgico de fibras que termina no terco interno da camada molecular denteada.
Essa projecédo pode ajudar a conectar diferentes niveis rostrocaudais do giro dentado, veja
figura 2 (Schultz & Engelhardt, 2014).

Colaterais de células piramidais CA3 isoladas projetam-se para outros niveis de
CAZ3, bem como para regides CA1 e subcorticais (ntcleos septais; detalhado abaixo). E
importante ressaltar que as células CA3 também dédo origem ao principal sistema de
entrada de CAL1 através dos colaterais Schaffer, que terminam em todo o estrato radiatum
e stratum oriens de CA1. Em contraste com CA3, as células piramidais de CAL ndo se
projetam significativamente para outros niveis de CAl. Em vez disso, as células
piramidais CA1 projetam-se predominantemente para o subiculo. O subiculo, por sua vez,
se projeta para o pré e parasubiculo, e todos os trés componentes do cortex sublingual

finalmente se projetam para o CE (Schultz & Engelhardt, 2014).

CAl CAl Sub Sub
GD CA3 . Prox Dist Prox Dist
T A A [) | A Iy
] | . |
i — L v v

Layer Layer
-Layerll Layer Il Ry Layer Il | Layer IlI Y -

Perirhinal Cortex " Postrhinal Cortex

What? T T Where?

Figura 2. Representacdo simplificada de inputs aferentes da regido para-hipocampal para
a formacéo hipocampal. A cor em azul demonstra as estradas para a via “oque” e a cor

vermelha representa das entradas para a via “onde”.

O CE esta ligado a areas neocorticais associativas de maneira reciproca. Extensa
integracdo hipocampal da informagdo sensorial é estabelecida por uma cadeia de
projecdes hipocampais intrinsecas, que se projetam em uma direcdo (Witter, Doan,
Jacobsen, Nilssen & Ohana, 2017). A maior parte do input neocortical para o cortex
perirrinal provém de areas de associacao que processam informacéo sensorial unimodal
sobre qualidades de objetos (“o que” informagao), esse tipo de informagéo continua sendo
processado principalmente pela via ventral por meio do cortex entorrinal lateral (LEC),

enguanto a maior parte do input neocortical para o cortex para-hipocampal (chamado
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cortex poésrrinal em roedores) vem de areas que processam informacGes espaciais
polimodais (“onde”), o cértex entorrinal medial (MEC) é compreendido como uma
extensdo do fluxo de processamento dorsal para esse tipo de informagdo (onde). O
hipocampo funciona, portanto, como uma central de integra as informag6es ‘0 que’ e
‘onde’ para formar representacdes flexiveis e conjuntivas do ‘o que aconteceu onde’, veja
figura 2 (Knierim, Neunuebel & Deshmukh, 2018; Eichenbaum et al., 2007).

Essa evidéncia anatdmica sugere as seguintes hipoteses sobre como a informacao
é codificada e recuperada durante o processamento da memdria. Durante a codificacdo,
representacdes de itens distintos (por exemplo, pessoas, objetos, eventos) sdo formadas
no cortex perirrinal e no cortex entorrinal lateral. Essas representacdes, juntamente com
as projecOes posteriores aos caminhos do “o qué” do neocértex, podem apoiar
julgamentos subsequentes de familiaridade. Além disso, durante a codificacgéo,
informacdes de itens sdo combinadas com representacdes contextuais (“onde”) que sdo
formadas no cortex para-hipocampal e cortex entorrinal medial, e o hipocampo associa

itens e seu contexto (Eichenbaum et al., 2007).

Descobertas como as place cells, células hipocampais que codificam um lugar
especifico (O’keefe & Dostrovsky, 1971) e as “células em grade” que disparam em um
padrdo de grade com o papel de segregacao de informacdes espaciais (Fyhn, Molden,
Witter, Moser & Moser, 2004), tem contribuido de forma significativa para a
compreensdo da memoria episddica uma vez que através das “células em grade” do MEC
pode apoiar uma representacdo do contexto espago-temporal que contribui para a
distingé@o de rotas e episodios experimentais em conjunto com as “celular de lugar” que
representam a série de lugares onde os eventos ocorrem em sequéncias que compdem
memorias “episddicas” distintas (Eichenbaum, Sauvage, Fortin, Komorowski, Lipton &
2012).

As fungdes atribuidas as sub-regides hipocampais para codificacdo de memdrias
episddicas incluem a separacdo dos padrdes de atividade propagados do CE para o DG e
completamento do padrdo na regido CA3 (Poli, Wheeler, DeMarse, Brewer, 2018). Foi
implicado um mecanismo duplo para separacdo de padrdes, no qual os sinais do CE
podem ser influenciados tanto por mudancas nos padrdes de coincidéncia no giro dentado
quanto pelo recrutamento de conjuntos de células nao sobrepostas em CA3 (Leutgeb,
Leutgeb, Moser & Moser, 2007).
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Portanto, um papel dos estagios iniciais do hipocampo na separacdo de padrdes
sugere que um conjunto duplo de mecanismos de rede esta envolvido. Esses mecanismos,
implementados no giro dentado e CA3, sdo capazes de, de diferentes maneiras,
ortogonalizar completamente o padrdo de disparo coletivo de conjuntos de células em
CA3 (Leutgeb et al. 2007). Juntos, eles fornecem um potencial substrato neuronal para a
desambiguacdo de memdrias sobrepostas no hipocampo. Qual mecanismo é recrutado
depende da natureza das mudancas em entradas para o hipocampo. Quando o ambiente é
apenas ligeiramente modificado, em uma localizagdo espacial fixa, a separacdo de
padrdes € expressa no giro dentado e CA3 como uma mudanca no padrdo de atividade
correlacionada dentro da assembleia da célula ativa (Leutgeb et al. 2007). Em humanos,
0 desempenho da discriminacgdo por objetos mostrou uma relagcdo positiva com o volume
do hipocampo, especificamente os subcampos de DG e CA3 combinados e o subiculo,
apontando mais uma vez para 0 papel de separagdo de padrdes dessas estruturas,

comportamentalmente relacionado a discriminacdo de objetos (Stark & Stark 2017).

O cortex perirrinal ocupa uma posi¢ao central na via “o qué”, pois transmite
informac0es dos objetos de alta resolucdo para o CE e o hipocampo, além de sinalizar a
novidade / familiaridade dessa mesma informacdo (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
(Mirandaetal., 2017). Nesse sentido, o perirrinal poderia ser pensado como uma estrutura
que atua como um “separador de padroes” para representacbes de objetos,
desambiguando informagdes sobrepostas em representacdes separadas e menos confusas.
De fato, gravagbes de unidades individuais do perirrinal mostraram populacdes de
neurdnios cuja taxa de disparo mudou gradualmente a medida que os objetos
originalmente aprendidos foram ambiguamente transformados em graus variados, e
outros neurénios 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 deteccdo de novidade parece ter sido
poupada (Olarte-Sanchez, Amim, Warburton, Aggleton, 2015; Cohen & Stackman,
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2015). As lesBes perirrinais parecem também afetar a desambiguacdo de padrdes
mediante apresentacdo de objetos similares. (Clark et al., 2011, Johnson et al., 2017;
Kinnavane, Amin, Olarte-Sdnchez & Aggleton, 2016). Estudos demonstram que
atividade neuronal perirminal 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 ligacdo do cértex perirrinal com o CA3, DG e subiculo dorsal (SD),
estudos anteriores realizados revelaram repetidamente duas vias entorrinais, uma ligada
a discriminagdo do novo a partir de objetos familiares, envolve preferencialmente
projecdes entorrinais ao DG / CA3, através da via perfurante (Kinnavane et al, 2016). Em
contraste, objetos familiares envolvem preferencialmente as projecdes entorrinais diretas
ao CA1, através da via temporoamonica. Esta ultima via também tem sido relacionada a
manutencdo de memorias espaciais familiares. Ratos com lesdes do cortex perirrinal
tratam comportamentalmente novos estimulos como familiares, ou seja, reduziram a

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

Dentro das areas associadas ao cortex perirrinal, estudos tem demonstrado que,
apesar do giro denteado e CA3 apresentarem padrdes para discriminagdes espaciais,
também foi observado uma relacéo entre atividade CA3/Giro denteado e desempenho em
uma tarefa para objetos (Johnson et al., 2017). Tem-se apontado o papel do DG em
vincular informacdes espaciais derivadas de informacGes espaciais e ndo-espaciais, tais
como objetos externos e eventos, no processo de codificacdo da memoria episodica.
Portanto, é provavel que o DG desempenhe um papel mais geral na codificacdo da
memoria episddica do que meramente formar um contexto espacial distinto para cada
ambiente, podendo também estar envolvido na desambiguacdo de componentes ndo
espaciais (Byun & Lee 2010; Kim, et al, 2015). Estudos de neuroimagem funcional
sugerem que as sub-regides do hipocampo DG e CA3 humanas apoiam a 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 caixa preta,
na auséncia de qualquer pista, com lesdes no giro denteado sao claramente prejudicados
no reconhecimento de objetos no teste de 24 h em comparacao com grupo controle (Dees,
Kesner, 2013). As infusbes de naloxona no DG romperam tanto a detecc¢do de novidade
de uma localizacéo espacial quanto um objeto visual (Hunsaker, Mooy, Swift & Kesner,
2007).
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No que se refere ao CA3, infusdes de naloxona ou AP5 no CA3 interromperam
tanto a deteccdo de novidade de uma localizacdo espacial quanto um objeto visual
(Hunsaker, Mooy, Swift & Kesner, 2007). Os déficits de memoria relacionados a idade
correlacionam-se com a disfuncéo na sub-regido CA3 do hipocampo, que inclui tanto a
hiperatividade quanto os padrdes de atividade excessivamente rigidos, sugere-se que o0
LEC contribui para a hiperatividade observada em CA3 de animais idosos com déficits
de discriminacdo de objeto (Maurer et al., 2017). Ratos lesionados em CA3 exibiram
prejuizo em uma fungdo de completamento de padréo para pistas de objeto (Kesner, Kirk,
Yu, Polansky & Musso, 2015).

No fim dessa conexdo estrutural encontra-se a ligacdo com o subiculo, o SD
também esta reciprocamente conectado aos cortices perirrinal. Chang e Huerta (2012),
realizaram uma tarefa de reconhecimento com camundongos, nesta tarefa foram
identificados correlatos neurofisiolégicos de ondas teta claramente associados ao
reconhecimento dentro do SD, tanto para niveis de rede e de unidade individuais,
sugerindo fortemente que ele participa da codificacdo de sinais relacionados ao
reconhecimento. Apesar dos poucos estudos em torno do SD, alguns sugerem que o
subiculo pode desempenhar um papel no reconhecimento de estimulos e processamento
de memodria que nao depende do campo CA1 (Chang & Huerta 2012). Especificamente,
quando examinados no nivel da populacdo, os neurénios com campos unicos no subiculo
parecem cobrir épocas criticas (escolha e recompensa) de uma tarefa de memoria, de
modo esquematico, esses disparos padronizados no subiculo ndo podem simplesmente
originar-se de fracas propriedades de disparo espacial, ao contrario de campos mais
especificos ligados a localizagdo no hipocampo (Lee, Lee & Lee, 2018). Além disso, tem
sido sugerido que o subiculo é o terceiro gerador gama espontaneo na formacdo do
hipocampo, além da area CA3 e do CE, por que as oscilacdes gama foram observadas
mesmo no subiculo isolado (Matsumoto, Kitanishi & Mizuseki, 2018). Por fim, Trimper
et al., (2017) relatou a presenca de atividade oscilatéria (teta, gama-lenta, gama-rapida)
no hipocampo relacionada a memaria de reconhecimento de objetos nas areas do DG,
CA3 e subiculo. Portanto é sugestivel que estas areas estejam envolvidas no
processamento de informacdes relacionadas a objetos, em virtude de seus padrdes neurais

e de comprometimento.

A separacao de padrdes e as tarefas de similaridade podem influenciar a memdria

de modo a aumentar a demanda de mem©ria, devido ao aprendizado de maior quantidade
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de detalhes. Levando-se em consideracdo diversos protocolos disponiveis para modelos
de uma visdo unicamente perceptiva (Norman & Eacott 2004; Johnson et al., 2017) ou
mnemonica Clark et al., (2011). Aqui propde-se uma adaptacao da tarefa proposta por o
Manns e Eichenbaum, (2009) como uma possibilidade que viabiliza o registro
eletrofisiologico em uma tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes graus de

similaridade com mdltiplas sessdes (Roloff, Muller & Brown, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

AlteracBGes da memoria sdo percebidas ao longo da vida, uma regido primaria do
cérebro afetada pelo envelhecimento normal é o hipocampo em humanos. No entanto, as
sub-regides do hipocampo podem ser diferencialmente afetadas pelo envelhecimento
normal. O cortex perirrinal e as sub-regides do DG, CA3 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 défices, mudancas
nas entradas corticais (CE) para o hipocampo podem contribuir para um declinio da
memoria episodica e diminuicdo da capacidade de manter detalhes de cada evento,
necessarios para uma memoria integra (Toner et al., 2009; Johnson et al., 2017; Maurer
etal., 2017).

Apesar das diversas tarefas de reconhecimento de objetos e da necessidade de
avaliacdo da memoria de reconhecimento a partir de medidas eletrofisioldgicas, que
necessitam de mais de um teste por dia, poucas tarefas buscaram investigar o registro do
reconhecimento de objetos com a possibilidade de varios testes por dia, portanto
estabelecer um protocolo que contorne todos esses aspectos € fundamental (Roloff,
Muller & Brown, 2016).

Faz-se necessario 0 uso de tarefas que viabilizem o registro eletrofisiologico em
uma tarefa de reconhecimento de objetos com mdltiplas sessdes, uma vez que ainda se
conhece pouco sobre como a atividade oscilatdria do cérebro pode estar relacionada com
a memoaria e seus subtipos, bem como os substratos neurais relacionado as especificidades
para “o que”, “onde” e “quando”. Além disso também é necessario testar animais em
situacdes em que muitos objetos diferentes ou semelhantes precisam ser discriminados na
auséncia de informacao espacial (Byun & Lee 2010; Brown & Banks, 2015).

Considerando-se o esfor¢o direcionado a reducdo do uso de animais para um
numero minimo possivel, tarefas que propiciem mdltiplos testes podem ser um recurso
promissor que viabiliza 0 uso de um menor numero de animais, com menor nimero de
manipulacdes possivel e uma maior quantidade de dados obtidos dentro do mesmo teste
(Russel & Burch, 1959; Balls, Zeller & Halder, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1Geral

e Estabelecer uma tarefa de reconhecimento simples e discriminagdo com maltiplas
sessoes

3.2 Especifico
e Adaptar uma tarefa de reconhecimento simples com maltiplas sessdes

e Adaptar uma tarefa de discriminacdo com diferentes niveis de similaridade com
multiplas sessdes

e Auvaliar se os animais conseguem discriminar objetos com niveis de 25%, 50%
e 75% de similaridade.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 15 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. Para controle da
restricdo alimentar cada animal foi alocado para um compartimento da gaiola de
polietileno (Medidas por gaiola: 37 cm de comprimento x 30 cm de largura x 16 cm de
altura), os compartimentos foram estabelecidos a partir de uma divisoria acrilica acoplada

no meio da gaiola, dividindo-a em dois compartimentos iguais.

4.2 Aparato experimental

O aparato experimental consistiu em um campo aberto com 90 cm de didmetro,
paredes com 45 cm de altura, e no centro uma parede circular com 40 cm de didmetro 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) (Manns & Eichenbaum, 2009), com uma porta ligando a
uma pista externa de 25 cm de largura. A esquerda da saida da caixa, uma segunda porta
foi colocada para impedir que os animais caminhem no sentido anti-horario. Ambas as
portas possuem acionamento manual, realizado 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 3. A luminosidade média durante a realizacdo dos procedimentos foi de
aproximadamente 7 lux. Um ruido branco foi utilizado durante todos os procedimentos
comportamentais. O aparato experimental e 0s objetos foram sempre limpos com solucéo
de alcool etilico a 5% depois de cada sessdo, e ao fim de cada dia de experimento com

alcool a 70%.
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Figura 3. Aparato experimental utilizado nos experimentos de multiplas sessdes.

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 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 discriminacgéo
de objetos em diferentes niveis de similaridade foram utilizados 60 objetos com 40 formas
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 sobreposicao 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 "bits", onde um bit é a unidade do bloco LEGO®
correspondente a um unico pip (quadrado) 3D, veja Anexo 1. A sobreposi¢do 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 exemplo de objetos utilizados
na figura 4.

25 % 50%

®

e
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Figura 4. Objetos utilizados na tarefa de discriminacdo. O primeiro objeto da esquerda
para a direita apresenta 25% de similaridade, seguido o objeto com 50% de similaridade,

0 objeto padrdo e o objeto de 75% de similaridade.

4.4 Procedimentos comportamentais gerais

Os animais passaram por procedimentos de manipulagdo, habituacdo e
modelagem, apds esses procedimentos os animais foram submetidos a padronizacdo das
tarefas de reconhecimento de objetos e discriminagédo de objetos em diferentes niveis de
similaridade. A padronizacdo das tarefas se deu a partir da realizagdo de trés experimentos
comportamentais, posteriormente descritos. Tanto as sessdes de habituacdo quanto as
sessOes do teste foram gravadas pela WebCam (FaceCam 1020, Genius®) situada a 90cm

acima do centro da area, através do software DebutVideo Capture.

4.4.1 Manipulacéo, Habituacao 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 reducdo 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. Em seguida foram habituados ao aparato
experimental e modelados comportamentalmente, até aprenderem a percorrer, no sentido
horéario, todo o0 campo, recebendo 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 o teste.
4.4.2 Padronizacdo da Tarefa de reconhecimento de objetos.

A tarefa de reconhecimento de objetos é composta por duas tentativas, sendo uma
amostra e um teste. Os animais davam trés voltas na pista circular para exploracdo dos
objetos para cada tentativa de amostra e teste, com intervalos de trés minutos entre as
tentativas. Foram realizados 10 sessdes de exploracdo, com cinco minutos de intervalo
entre elas, divididas em duas baterias (5 sessdes/ dia). Na amostra o animal foi exposto a
trés objetos LEGOS idénticos, em posicdes especificas. No momento do teste sdo
dispostas duas copias idénticas dos objetos apresentados na amostra € um novo objeto
LEGO totalmente distinto, todos o0s objetos foram colocados no mesmo local em que 0s

objetos foram expostos na amostra, de acordo com a figura 5. A posicdo e formas dos
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objetos LEGO’s foram contrabalanceados para os animais. Os objetos foram sempre

mantidos na mesma posi¢do ao longo das tentativas e sessoes.

Amostra

Figura 5. Modelo do desenho experimental de multiplas sessdes. G, H, E e F representam
0s objetos e suas respectivas posi¢des no aparato.

4.4.3 Padronizacédo da tarefa de discriminacéo de objetos em diferentes

niveis de similaridade.

A tarefa de discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade é
composta por quatro tentativas, sendo 1 de amostra e trés de teste com intervalo de 3
minutos entre eles. Os animais realizaram trés voltas na pista circular para exploragédo dos
objetos para cada tentativa de amostra e teste. Foram realizados 10 sessdes de exploracao,

com cinco minutos de intervalo entre elas, divididas em duas baterias (5 tentativas/ dia).

Na fase de amostra o animal foi exposto a trés objetos LEGOS idénticos, em
posicOes especificas. Ao longo de cada um dos trés testes, cada um dos objetos
apresentados na amostra foi substituido por um objeto novo com um grau de similaridade
especifico 25%, 50% ou 75%. No primeiro teste sdo dispostas duas copias idénticas dos
objetos apresentados na amostra, um novo objeto LEGO, com um grau de similaridade
com o antigo objeto, é apresentando. No segundo teste séo dispostas duas copias idénticas
dos objetos apresentados no primeiro teste (objeto da primeira amostra e objeto recém
alterado em grau de similaridade), um novo objeto LEGO, com um grau de similaridade
com o antigo objeto, é apresentando, assim como no primeiro teste. No Gltimo teste séo
dispostas duas coépias idénticas dos objetos apresentados no segundo teste (objetos
alterados no primeiro e segundo teste em grau de similaridade), um novo objeto LEGO,
com grau de similaridade com o antigo objeto ainda inalterado, é apresentado. Durante
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0s trés testes todos 0s objetos foram mantidos no mesmo local em que suas cdpias exatas

ou similares foram expostas na amostra. A posicao, formas dos objetos LEGO’s, lugar ¢

ordem do grau de similaridade foram contrabalanceados para os animais, veja figura 6.

Amostra Teste 1 Teste 2 Teste 3

Figura 6. Modelo do desenho experimental de mdultiplas sessbes. G e E representam 0s

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

4.5 Analise comportamental e estatistica

Os dados foram analisados com o auxilio do EthoWatcher (Junior et al., 2012),
software de rastreamento etoldgico, no qual o experimentador faz o comando de quando
o animal aproximou-se de um objeto e explorou, através de comandos manuais. Foi
definido como exploracdo quando o focinho do animal tocar ou estiver a menos de 1 cm
do objeto. N&o foi considerado exploracdo quando o animal se apoiava no objeto para
explorar o ambiente, ou permanéncia do focinho proximo ao objeto sem atividade
exploratéria. Somado a isso, foram realizadas analises da distancia total percorrida e
velocidade média para cada animal, através do Autotyping, um toolbox utilizado para
analises comportamentais (Patel et al., 2014).

Foi avaliado o engajamento do animal para explorar o objeto novo em comparagéo
aos objetos familiares, como forma de indice do reconhecimento para a novidade. Para
isso foram avaliados os seguintes parametros: tempo total de exploracao dos trés objetos
e o indice de discriminacao de objetos, através da relacao da taxa de exploragdo do objeto
familiar e do objeto novo. (Veja figura 7). O indice 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).
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Indice de discriminacéo

N-F
N+F

Valor entre -1e 1

Figura 7. Demonstracdo da construcdo da medida do indice de discriminacdo. N
corresponde ao tempo de exploracdo do objeto novo e F corresponde a média de
exploragdo dos objetos familiares.

Os procedimentos estatisticos foram conduzidos com o programa SPSS (24.0) e
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes com um valor de p igual ou
menor que 0,05. A normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Para a
comparacao dos tempos de exploracao entre tentativas e sessdes foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Bonferroni, para
0s casos que a esferecidade foi violada utilizou-se a correcdo de Greenhouse e Geisser e
quando a comparacao foi feita entre objetos novos e familiares foi utilizado o teste t de
Student pareado. O teste t de uma amostra foi utilizado para os indices de discriminacao,
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, médio e alto (Cohen, 1988;
Lakens, 2013).
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5. PROCEDIMENTOS E RESULTADOS ESPECIFICOS DE CADA
EXPERIMENTO
Cada experimento foi construido pensando-se a necessidade e objetivo aqui
proposto, por tanto foram especificados os procedimentos adotados para cada

delineamento experimental proposto, bem como os resultados obtidos a partir deles.

5.1 Experimento 1- Padronizacgdo da tarefa de reconhecimento e discriminacao de

objetos com multiplas sessdes com 10 sessdes e 3 voltas

5.1.1 Animais

Foram utilizados 5 ratos machos Wistar adultos com aproximadamente 4 meses
de idade nas condigdes experimentais anteriormente descritas, mantidos com agua e
comida ad libitum, até serem transferidos para gaiolas individuais para inicio da restri¢do
alimentar. A fim de aumentar a exploracéo espontanea os ratos foram colocados em uma
dieta restrita 13g/dia para que seus pesos permanecessem em torno de 85% do seu peso
de alimentacéo livre (Miranda et al., 2017; Tomanari, Pine & Silva, 2003). Os animais
receberam recompensa disposta ao lado de todos os objetos nos treinos e teste.

Antecedendo o experimento os ratos foram pesados para garantir o controle do peso.

5.1.2 Modelagem

Durante cada volta a porta central era mantida aberta, portanto apés a finalizacéo
de 1 volta o animal retornava a esta caixa, porém a recompensa apenas era dada ao fim
de 3 voltas. A recompensa (globulos de sacarose) no centro da caixa era oferecida com
auxilio de um dispensador de pellets (Insight, Brasil) de acionamento manual, anexa a
caixa no centro. Como critério, os animais foram considerados modelados quando
realizaram trés sessbes seguidas de trés voltas corretas. ApOs essas etapas 0S ratos
estavam aptos para a realizac¢ao da tarefa de reconhecimento de objeto e discriminagéo de

objetos em diferentes niveis de similaridade.

5.1.3 Delineamento experimental

Para cada amostra e teste 0s animais realizavam trés voltas, permitindo assim que
0 animal possua trés encontros com os objetos em cada amostra e teste dentro das sessdes.
Ocorreram duas baterias de cinco sessfes para cada tarefa (NOR e Discriminagao),
totalizando 10 tentativas por animal em cada tarefa, com 48 horas de intervalo entre as

baterias e 72h entre as duas tarefas, no intuito de reduzir a forga do traco da memoria para
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o protocolo, bem como evitar a fadiga. A figura 8 ilustra como os procedimentos

comportamentais foram distribuidos em dias.

1)2 )3 )4 )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 discriminagao de objetos
de objeto em diferentes niveis de similaridade

Figura 8. llustracdo dos procedimentos comportamentais e seus respectivos dias

5.1.4 Anélise

Além das andlises anteriormente relatadas, também foi realizada uma analise
alternativa para a tarefa NOR, na qual foram comparados os tempos de exploracédo entre
o0s objetos novos e familiares de todas as sessfes, com critério de exploragdo minima de
trés segundos durante a amostra (N=5). Um dos animais ndo conseguiu realizar as sessoes
do dia 2 para o teste de discriminacdo, portanto este foi excluido das anélises para o dia
2. Deve-se considerar que para algumas sessdes e voltas o nimero de sujeitos foi reduzido

devido a auséncia de exploracdo seja na volta ou sessdo analisada.

5.1.5 Resultados

As primeiras anélises direcionadas a tarefa NOR demonstram que 0s animais
apresentaram mem@ria para a identidade dos objetos, uma vez que 0s animais exploraram
significativamente mais o0 objeto novo, seus indices de discriminacdo foram
significativamente maiores que 0 tanto para a bateria 1 [t(4)= 6,04, p=0,004; dz=2,70] e
2 [t(4)= 2,90, p=0,04; dz= 1,30], como para o total veja figura 9. [t(4)= 4,27, p=0,013;
dz=1,91].
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Indice de discriminagao dos
objetos

Bateria 1 Bateria 2 Total

Figura 9. indice de discriminacio na tarefa NOR por bateria e total *Comparacdes
significativas considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (N=5); + Erro Padrdo da
média.

A analise por sessdo aponta que apenas as sessoes 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 quando
comparados a 0, todas as demais sesses apresentaram indices ndo diferentes do acaso

(p>0,05), conforme figura 10.

indice de discriminagao dos objetos

81 S2 83 sS4 S5 86 S7 S8 S9 510

Figura 10. indice discriminagdo tarefa NOR por sessdo. *Comparac@es significativas

considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (N=5); + Erro Padrdo da média.

Para cada volta por bateria e total verificou-se indices significativos apenas para
a volta 1 na primeira bateria [t(4)= 5,15, p=0,007; dz=2,30 ]e total [t(4)= 5,25, p=0,006;
dz= 2,35]. A volta 1 correspondente a bateria 2 ndo apresentou valor acima do acaso, as
demais voltas 2 e 3 também ndo apresentaram valores significativos (p>0,05) em
nenhuma das baterias. Dados ilustrados no suplemento 1.
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Foi conduzida uma ANOVA de medidas repetidas para verificacdo do tempo de
exploracdo, a qual apontou ndo existir diferenca significativa entre os niveis de
exploragéo dos testes para cada sessao [F, 36=0,97; p=0,41] veja suplemento 2.

Uma comparacdo entre os valores médios das 10 sessdes para o tempo de
exploracdo dos objetos novos e familiares demonstrou que os objetos novos foram
significativamente mais explorados que os objetos familiares [t(4)=5,30, p=0,006,

dz=1,47], como ilustrado na figura 11.

& 25.00- .
e
=
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00 —

Famihar Novo

Figura 11. Exploracdo de objetos novos e familiares na tarefa NOR. *Diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05). Teste t de medidas repetidas (N=5); + Erro Padrédo
da media.

No que se refere ao teste de discriminacgdo, para o nivel de similaridade de 25%
verificou-se que os animais exploraram mais o objeto novo que o familiar na bateria 1, 0s
indices de discriminacdo foram significativamente maiores que 0 para esta bateria [t(4)=
3,919, p=0,017; dz=1,75]. Para a bateria 2 e total tais indices ndo foram acima do acaso
(p>0,05). Para cada sessao de 25% foi verificado que apenas a sessdo 3 apresentou indice
acima do acaso [t(4)=3,23, p=0,03; dz=1,45]. As demais sessbes ndo apresentaram

valores acima do acaso (p>0,05), veja figura 12.
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Figura 12. indice de discriminacdo por bateria, total e por sessdo para o nivel de
similaridade de 25%, tarefa de discriminacdo. *ComparacOes significativas
considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessao
1 a5, N=5; Sessdo 6 a 10, N=4); + Erro Padrdo da média.

Para cada volta do nivel de 25% de similaridade, verificou-se que os animais
discriminaram significativamente apenas na volta 1 da bateria 1 [t(4)=3,9, p=0,018,
dz=1,74], a bateria 2 e o total ndo apresentaram indices significativos (p>0,05). Para a
volta 3 foi identificada uma tendéncia na bateria 2 [t(2)=3,80, p=0,06, dz=2,19]. Ndo
foram encontrados valores acima do acaso para as demais voltas em nenhuma bateria

(p>0,05). Dados ilustrados no suplemento 3.

No nivel de similaridade de 50% os animais ndo discriminaram o objeto novo em
relacdo ao familiar. Nao foram encontrados valores diferentes do acaso para nenhuma das
baterias (p>0,05) veja figura 13. N&o foram verificados valores acima do acaso para as
sessbes (p>0,05), com excecdo da sessdo 8, que apresentou indice negativo[t(3)=4,23,
p=0,02; dz=2,12]. Para cada volta por bateria também ndo se obteve valores
significativos(p>0,05), veja suplemento 4.
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Figura 13. indice de discriminacdo por bateria, total e por sessdo para o nivel de
similaridade de 50%, tarefa de discriminacdo. *ComparacOes significativas
considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessao
1 a5, N=5; Sessdo 6 a 10, N=4); £+ Erro Padrdo da média.

Para 75% de similaridade também ndo foram encontrados indices significativos
para nenhuma bateria (p>0,05), veja figura 14. 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), suplemento 5. No geral, os animais ndo apresentaram memdria

para o0s objetos com 75% de similaridade.
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Figura 14. indice de discriminagdo por bateria, total e por sessdo para o nivel de
similaridade de 75%, tarefa de discriminacdo. *ComparacGes significativas
considerando-se p<0,05. (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessdo 1 a 5, N=5; Sessdo 6 a
10, N=4); £ Erro Padrdo da média.

Considerando-se cada teste na tarefa de discriminagdo, independentemente do

nivel de similaridade verificou-se que para o Teste 1, primeiro momento que o animal se
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encontra com um objeto novo, os indices encontraram-se acima do acaso na bateria 1
[t(4)=4,31, p=0,01; dz=1,93] e uma tendéncia para total [t(4)=2,61, p=0,057; dz=1,19],
veja figura 15. Para cada sessdo foram encontrados indices significativos para a sesséo 2
[t(4)=5,61, p=0,05; dz=2,53] e 8, obtendo esta Gltima um indice negativo [t(3)=-4,23,
p=0,02; dz=0,42], veja figura 16. Um indice significativo também foi encontrado para a
volta 1 da bateria 1[t(4)=3,24, p=0,03, dz=1,45]. Os animais parecem apresentaram

memoria para 0s objetos novos na primeira bateria, para o teste 1.

Para o Teste 2 ndo foram encontrados indices significativos em nenhuma bateria
(p>0,05). Um valor acima do acaso foi observado apenas na sesséo 3 [t(4)=3,23, p=0,03;
dz=1,45], as demais sessGes ndo obtiveram indices significativos (p>0,05). Nenhuma
volta apresentou valores significativos em nenhuma bateria (p>0,05), apenas uma
tendéncia foi observada para a volta 2 na bateria 2 [t(3)=3,11, p=0,053; dz=1,56]. No teste
3, ultimo teste, nenhum indice significativo foi observado em nenhuma bateria (p>0,05).
Nenhuma sessdo ou volta apresentou indices significativos (p>0,05). No geral os ratos

nédo discriminaram os objetos novos dos familiares no teste 2 e 3.

D Teste 1
* Il Teste 2
M Teste 3

IR

| | |

Indice de discriminagao dos objetos
8 5 8 5 8 8
1 l | l 1

———

8
1

B1 B2 Total B1 B2 Total B1 B2 Total

Figura 15. Indice de discriminacéo bateria 1 e 2 e total para cada teste *Comparacoes
significativas considerando-se p<0,05. B= Bateria. Teste t de uma amostra (Bateria 1,
N=5; Bateria 2, N=4); + Erro Padrdo da média.

T1 T2
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Figura 16. Indice de discriminacio por sessdo para cada teste. *Comparacoes
significativas considerando-se p<0,05. T= Teste. Teste t de uma amostra; (T1 T2 T3,

N=5); + Erro Padrdo da média.

No que se refere aos tempos de exploracdo para o teste de discriminacéo,
verificou-se a partir de uma ANOVA de um fator que néo existe diferenga significativa
entre o tempo de exploragdo em cada sesséo [Fs, 18=5,78, p=0,106], veja figura 17. A
partir de outra ANOVA de um fator foi possivel verificar que também ndo existiu
diferenca significativa entre o tempo de exploracao para as amostras e cada teste da tarefa
de discriminagdo [F3,12=0,80; p=0,51]. Quanto as voltas a ANOVA de um fator
encontrou uma diferenca significativa no tempo de exploragdo, considerando-se a
violagdo da esfericidade (p<0,05), foi realizada a corre¢cdo dos graus de liberdade por
meio de Greenhouse-Geisser [F, 8= 54,76, p=0,001], na qual foi evidenciada que a volta
1 obteve um valor significativamente maior que a volta 2 (Teste de Bonferroni, p=0,004),

a volta 1 também apresentou valor significativamente maior que a volta 3 (Teste de

Bonferroni, p=0,006), veja figura 18.
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Figura 17. Tempo total de exploracdo dos objetos por sessdo para a tarefa de

discriminacdo. ANOVA de medidas repetidas; N=5. + Erro Padrdo da média.

*

Média tempo de Exploragao (s)

Figura 18. Tempo total de exploracdo dos objetos por volta para a tarefa de
discriminagdo. *Comparacdes significativas considerando-se p<0,05. V=volta. ANOVA

de medidas repetidas; N=5. + Erro Padrdo da média.

5.2 Experimento 2- Padronizacéo da tarefa de reconhecimento e discriminacéo de

objetos com multiplas sessdes com 10 sessfes e 1 volta

Considerando-se a ineficiéncia das voltas 2 e 3 e as redugdes estatisticamente
significantes nas mesmas, algumas alteragcbes foram feitas no protocolo experimental
afim de se verificar como o desempenho dos animais se daria realizando-se apenas uma
volta. Além disso levando em conta que o objetivo dos protocolos aqui propostos é o
futuro uso para registro eletrofisioldgicos, optou-se por remover a recompensa que se
encontrava do lado dos objetos, afim de se evitar possiveis ruidos durante o registro e

consequente perda de dados.

5.2.1 Animais

Participaram desse experimento 5 ratos machos Wistar adultos com
aproximadamente 4 meses de idade nas condi¢des experimentais anteriormente descritas,

mantidos com agua e comida ad libitum, até serem transferidos para gaiolas individuais
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para inicio da restricdo alimentar. A fim de aumentar a exploracdo espontanea os ratos
foram colocados em uma dieta restrita 13g/dia para que seus pesos permanecessem em
torno de 85% do seu peso de alimentacéo livre (Miranda et al., 2017; Tomanari, Pine &
Silva, 2003). Diferente do experimento 1 0s animais ndo receberam recompensa disposta
ao lado de todos os objetos nos treinos e teste. Antecedendo e durante o experimento 0s

ratos foram pesados para garantir o controle do peso.

5.2.2 Modelagem

Durante cada volta a porta central era mantida aberta, portanto apds a finalizacao
de 1 volta o animal retornava a esta caixa, onde recebia recompensa. A recompensa
(glébulos para homeopatia — sacarose) 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 realizaram 20 voltas corretas
dentro de 15 minutos. Apds essas etapas 0s ratos estavam aptos para a realizacao da tarefa
de reconhecimento de objeto e discriminacdo de objetos em diferentes niveis de

similaridade.

5.2.3 Delineamento experimental

Para cada amostra e teste os animais realizavam 1 volta, permitindo assim que o
animal tivesse apenas 1 encontro com 0s objetos em cada amostra e teste dentro das
sessOes, além disso foi adicionada uma volta vazia no inicio de cada sessdo. Foram
realizadas 10 sessdes para cada tarefa (NOR e Discriminagdo), a realizagdo das sessdes
era dependente da motivacdo do animal, totalizando 10 tentativas por animal em cada
tarefa, com 24 horas de intervalo entre as baterias e 48h entre as duas tarefas, no intuito
de reduzir a forca do traco da memoria para o protocolo, bem como evitar a fadiga. Como
apenas 1 animal conseguiu realizar as 10 sessdes do experimento de discriminacdo, a

bateria 2 foi excluida, concentrando-se as analises apenas na bateria 1.

5.2.4 Andlise

Também foi realizada uma analise alternativa para a tarefa NOR, na qual foram
comparados os tempos de exploracdo entre os objetos novos e familiares de todas as
sessOes. Deve-se considerar que para algumas sessdes e voltas o nimero de sujeitos foi

reduzido devido a auséncia de exploracdo seja na volta ou sessdo analisada.
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5.2.5 Resultados

Analisados os dados para a tarefa NOR ndo foram encontrados indices
significativos para nenhuma bateria: bateria 1[t(4)=2,24, p=0,08; dz=1,0]; bateria 2
[t(4)=-0,33, p=0,75; dz=0,14] e total [t(4)=1,53, p=0,19; dz=0,68], veja figura 19.
Nenhum resultado significativo foi encontrado na analise por sessdo veja suplemento 6.
A ANOVA de um fator ndo encontrou diferencas significativas entre os tempos de
exploragdo para cada sesséo [F9, 36)= 1,45, p=0,29].

75 -

Indice de discriminagao dos objetos
I
(%3]
I

Bateria 1 Bateria 2 Total
Figura 19. indice discriminagéo tarefa NOR por dia e total. Teste t de uma amostra
(N=5). £ Erro padrdo da média.

Uma comparacao foi feita entre as médias do tempo de exploracdo dos objetos
novos e familiares de todas as sessdes, porém nenhuma diferenca significativa foi
encontrada (p>0,05). Pode-se verificar o tempo de exploracdo dos objetos a partir da
figura 20.
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Figura 20. Tempo de exploragdo médio dos objetos novos e familiares na tarefa NOR.

Teste T de duas amostras (N=5). + Erro padrdo da média.

Para o teste de discriminacdo também nao foram observados indices significativos
para nenhum dos niveis de similaridade: 25% [t(4)=-0,74, p=0,49; dz=0,33]; 50% [t(4)=-
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1,57, p=0,19; dz=0,70]; 75% [t(4)=-1,48, p=0,21; dz=0,66], dados ilustrados na figura 21.
Quando analisados por sessao foi verificado que para o nivel 25% a sessdo 3 apresentou
indice negativo significativo [t(3)=-5,08, p=0,01; dz=2,54] (Suplemento 7). Para 50% de
similaridade uma tendéncia foi observada na primeira sessdo, com indice negativo [t(3)=-
2,63, p=0,078; dz=1,31] (Suplemento 8). Por fim, o nivel de 75% apresentou indice
negativo significativo na primeira sessdo [t(4)=-3,07, p=0,03; dz=1,37] (Suplemento 9).
Nenhum valor significativo foi observado nas comparacdes feitas entre 0 acaso e 0s
indices dos testes 1 [t(4)=-1,48, p=0,21], 2 [t(4)=-2,32, p=0,8] e 3 [t(4)=-0,34, p=0,74].
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Figura 21. Indice da tarefa de discriminacdo para cada nivel de similaridade. Teste t de

uma amostra (N=5). + Erro padrdo da média.

A ANOVA de um fator ndo identificou diferenca significativa no tempo de
exploracdo das amostras e cada teste[F(3,12)=0,35]. Comparando-se 0s tempos de
exploragdo entre cada sessdo foi observada uma diferenca significativa [F(4,16)=3,08,
Bonferroni, p<0,05], veja figura 22.
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Figura 22. Tempo total de exploracdo dos objetos para cada sessdo da tarefa de

discriminacdo. ANOVA de medidas repetidas (N=5). + Erro padrédo da media.

5.3 Experimento 3- Padronizacdo da tarefa de reconhecimento e discriminacao de

objetos com multiplas sessGes com 5 sessdes e 2 voltas

A partir dos resultados encontrados no experimento 2, onde ndo havia recompensa
do lado dos objetos, pode-se verificar uma reducdo considerdvel na exploracao total dos
animais, bem como uma desmotivacdo ao longo das sessdes, 0 que por sua vez resultou
em tempos de exploracdo baixos. Portanto para o experimento 3 foram propostas duas
voltas para cada momento de amostra e teste, além da implementacdo de recompensas
liquidas ao lado dos objetos, afim de aumentar a motivagdo dos animais com base em
uma recompensa que ndo interferisse em possiveis registros eletrofisiologicos. Além
disso a porta central foi mantida fechada para evitar o retorno dos animais para a mesma,
em virtude de suas caracteristicas naturalmente recompensadoras, por se tratar de um

lugar similar a uma “Home base” (Dorfman, Nielbo & Eilam, 2016).

5.3.1 Animais

Participaram desse experimento 5 ratos machos Wistar adultos com
aproximadamente 4 meses de idade nas condi¢des experimentais anteriormente descritas,
mantidos com agua e comida ad libitum. Os animais receberam recompensa disposta ao
lado de todos os objetos nos treinos e teste. A recompensa tratava-se de uma gota de agua

contendo agucar em uma concentracao de 1g/ml.

5.3.2 Modelagem

Durante cada volta a porta central era mantida fechada, portanto, somente apds a
finalizacdo de 2 voltas o animal retornava a esta caixa, onde recebia recompensa de forma
intermitente. A recompensa (gotas de &gua com sacarose) no centro da caixa era oferecida
de forma manual com o auxilio de uma seringa. Os animais foram considerados
modelados quando realizarem trés sessdes seguidas de duas voltas corretas. Apds essas
etapas os ratos estavam aptos para a realizacdo da tarefa de reconhecimento de objeto e

discriminacdo de objetos em diferentes niveis de similaridade.

5.3.3 Delineamento experimental

Para cada amostra e teste os animais realizavam duas voltas, permitindo assim que

o0 animal tivesse dois encontros com 0s objetos em cada amostra e teste dentro das sessoes,
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além disso foi adicionada uma volta vazia no inicio de cada sessdo. Foram realizadas 5
sessOes para cada tarefa (NOR e Discriminagéo), a realizacao das sessdes era dependente
da motivacdo do animal, totalizando 5 tentativas por animal em cada tarefa, com 48h de
intervalo entre as duas tarefas, no intuito de reduzir a forca do trago da memoria para o

protocolo, bem como evitar a fadiga.

5.3.4 Andlise

Foi realizada uma andlise alternativa para a tarefa NOR, na qual foram
comparados os tempos de exploracdo entre os objetos novos e familiares de todas as
sessOes, considerando-se o critério de trés segundos de exploracdo durante a amostra. Um
dos animais ndo conseguiu realizar as sessdes do dia 2 para o teste de discriminacdo,
portanto este foi excluido das analises para o dia 2. Deve-se considerar que para algumas
sessOes e voltas o numero de sujeitos foi reduzido devido a auséncia de exploracédo seja

na volta ou sessdo analisada.

5.3.5 Resultados

Considerando-se os dados para o teste NOR, ndo foram encontrados indices
significativos para o total [t(4)=1,73, p=0,159; dz=0,77], dados ilustrados na figura 23.
Nenhuma sessao apresentou indice significativo, porém foi observada uma tendéncia para
a sessdo 1 [t(3)=2,76, p=0,07; dz=1,38]. Quanto as voltas, nenhum valor acima do acaso
foi observado (p>0,05), veja suplemento 10, 11 12.
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Figura 23. Indice discriminacdo tarefa NOR por sessdo. Teste t de uma amostra (S1,
N=5; S2 a S5, N=5). + Erro padrdo da media.
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Uma analise alterativa foi realizada afim de se verificar se existia diferenca na
média do tempo de exploracdo entre os objetos novos e familiares em todas as sessoes,
porém ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas [t(4)=1,030, p=0,35],
veja figura 24.
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Figura 24. Tempo médio de exploracdo dos objetos novos e familiares da tarefa NOR.

Teste t de duas amostras (N=5). + Erro padrdo da media.

Para o teste de discriminacdo ndo foram observadores indices significativos para
nenhum dos niveis de similaridade: 25% [t(4)=1,15, p=0,31; dz=0,51]; 50% [t(4)=0,12,
p=0,90; dz=0,05]; 75% [t(4)=0,44, p=0,67; dz=0,20], conforme figura 25. Quando
analisados por sessdo foi verificado que para o nivel 25% a sessdo 5 apresentou indice
negativo significativo [t(4)=-3,36, p=0,02; dz=1,51], veja suplemento 13. Para a volta 1
e 2 ndo foram obtidos valores acima do acaso (p>0,05) (suplemento 14). Para 50% de
similaridade nenhuma sessdo ou volta apresentou indices significativos (p>0,05),
ilustrado em suplementos 15 e 16. Os mesmos resultados foram encontrados para o nivel

de 75% de similaridade (p>0,05), veja suplementos 17 e 18.
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Figura 25. Indices da tarefa de discriminac&o por nivel de similaridade. Teste t de uma

amostra (N=5). * Erro padrdo da média.

Quando analisado por testes também néo foram observados indices significativos,
seja para o teste 1 [t(4)=-1,5, p=0,20; dz=0,68], 2 [t(4)=0,55, p=0,60; dz=0,25] ou 3
[t(4)=2,17, p=0,09; dz=0,97]. Ao se verificar os testes por sessdo, nenhum valor
significativo foi encontrado (p>0,05). Analisando-se os testes por volta, encontrou-se que
a volta 1 apresentou valor significativo dentro da sessao 5 do teste 2 [t(3)=3,23, p=0,048,
dz=1,62]. As demais voltas ndo apresentaram valores diferentes do acaso (p>0,05), veja
figura 26.
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Figura 26. Voltas 1 para cada sessdo do teste 2 *Comparacdes significativas
considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (N=5). + Erro padrdo da média.

A partir da ANOVA verificou-se ndo existir diferengas significativas no tempo de
exploracdo entre cada sessdo na tarefa de discriminacdo [F(4,16)=0,68, p=0,61], veja
figura 27, porém foi encontrada uma diferenca significativa nos tempos de exploracédo
entre aamostra e os testes [F(3,12)=6,16, p=0,009]. O teste post hoc bonferroni encontrou
uma tendéncia para diferenca entre a amostra e o Gltimo teste, sendo o tempo de
exploracdo maior durante a fase de amostra (p=0,08). Analisando-se o tempo de
exploragdo por volta verificou-se uma tendéncia a diferenca entre as voltas 1 e 2
[t(4)=2,45, p=0,07].
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Figura 27. Tempo total de exploracdo dos objetos por sessdo na tarefa de discriminagéo.

ANOVA de medidas repetidas (N=5). + Erro padrdo da média.
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6. DISCUSSAO

Considerando-se a tendéncia natural dos roedores pela exploracdo de novidade,
diversos paradigmas foram desenvolvidos afim de se avaliar a memdria em animais.
Diversos estudos tem demonstrando que o0s roedores apresentam uma preferéncia
significativa por objetos novos quando comparado com objetos familiares (Ennaucer &
Delacour, 1988; Cohen & Stackman, 2015; Blaser & Heyser 2015). Baseado nesse tipo
de comportamento o presente trabalho procurou padronizar uma tarefa que envolvia o
reconhecimento simples de objetos e a discriminagdo de objetos similares em um
protocolo com multiplas sessdes, baseado no modelo proposto por Manns e Eichenbaum
(2009).

Nos protocolos aqui propostos observou-se uma diferenca consideravel no
desempenho dos animais para reconhecimento e discriminacdo de objetos. No primeiro
modelo, o animal realizava trés voltas em cada momento de amostra e teste, aléem disso
este obtinha recompensa no primeiro encontro com cada objeto. Neste foi percebido que
0s animais conseguiam realizar o reconhecimento dos objetos, e também a discriminacéo
no nivel mais baixo de similaridade, e no primeiro teste realizado. No segundo modelo o
animal realizava apena uma volta em cada momento de amostra e teste, e ndo recebia
recompensa no encontro com os objetos, apenas no centro do campo. Para esse modelo
0s animais ndo apresentaram memdria para a tarefa de reconhecimento ou discriminagao.
No terceiro experimento o rato realizava duas voltas em cada momento dentro da sessao,
uma recompensa em forma de gota foi colocada ao lado de cada objeto, a qual o animal
encontrava geralmente na primeira volta. A recompensa no centro do campo foi
intermitente. Apesar das modificacbes feitas ndo foram encontradas diferencas

significativas para reconhecimento ou discriminagé&o.

No primeiro experimento, em que ocorreu um maior numero de encontros (voltas)
com 0s objetos e recompensa, pode-se verificar que os animais obtiveram o padrédo
esperado para a tarefa de reconhecimento de objetos, os quais apresentaram uma
tendéncia a explorar mais 0 objeto novo em relacdo ao objeto familiar (Ennaucer &
Delacour, 1988). Além disso, € evidente que os animais continuaram a explorar ao longo
das 10 sesses. Portanto, o protocolo pode ser considerado adequado para a avaliacdo da

memdria de reconhecimento com multiplas sessées.
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Deve-se enfatizar que neste protocolo existem algumas diferencas do que foi
proposto por Manns & Echenbauer (2009). Primeiramente, existe uma recompensa ao
lado dos objetos, o conjunto de objetos permanece no mesmo lugar e com um ndmero
fixo de objetos, sendo trocado apenas 1 objeto no momento do teste, isto nos permitiu
calcular o indice de exploracdo para este objeto novo especifico. Outro fator importante
€ 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
datarefa (Aggleton et al., 2010, Gdmiz & Gallo, 2012). Destaca-se que esta tarefa permite
comparagao com as tarefas de reconhecimento esponténeo na literatura, que normalmente
tém uma fase de amostra antes de cada fase de teste, 0 que geralmente ndo acontece em

outras tarefas de NOR com multiplas sess6es (Ameen-Ali et al., 2012).

Quanto a tarefa de discriminacdo no experimento 1 verificou-se que para o nivel
de similaridade 25% os animais discriminaram o objeto novo no primeiro dia de teste.
Porém, para os demais niveis de similaridade estes resultados ndo foram encontrados.
Tais resultados podem ser justificados por algumas razBes. A primeira delas é que o
desempenho dos animais parecia diminuir consideravelmente na Gltima sessdo de cada
dia, isso pode ser verificado a partir da sessdo 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 et
al., (2012).

Outro fator que pode explicar tal comprometimento é que o uso de varias
tentativas leva a altos niveis de interferéncia proativa entre as caracteristicas semelhantes
nos varios objetos de teste (Aggleton et al., 2010). Isso também poderia explicar os
resultados que foram encontrados no teste 1, 2 e 3 de discriminagcdo, uma vez que 0s
resultados encontrados apontam que 0s animais reconheceram o objeto novo apenas no
primeiro teste, sendo, portanto, o teste dois e trés afetados por essa interferéncia. O teste
um ndo sofreria tamanha interferéncia uma vez que esse € 0 primeiro momento em que 0

animal se encontra com um objeto novo (Hunsaker & Kesner, 2008).

Portanto, faz-se necessario pensar meios para reduzir essa interferéncia,
possivelmente modificando-se o intervalo entre os testes, uma vez que o intervalo curto
(3 minutos) pode ter interferido na exploracdo dos objetos, fazendo com que os animais
utilizassem informacdes do teste anterior para comparar com o0s objetos do teste presente,
resultando em padrdes confusos de exploracdo, assim a exploracdo no teste anterior
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também poderia influenciar no teste seguinte, fazendo com que o animal trate objetos que
deveriam ser considerados familiares como novos (falso reconhecimento), e objetos
novos como familiares (habituacdo prejudicada) (Burke & Barnes, 2015). Tais
consideracdes poderiam explicar os indices que apresentaram-se significativamente
invertidos (sessdo 10 em 25%, sessdo 8 em 50% e sessdo 5 em 75%), uma vez que estes
poderiam estar expressando ndo apenas a exploracdo e memdaria do teste presente, mas a

interferéncia e exploracdo do conjunto de testes realizados (Genzel et al., 2019).

Além disso, o componente de exploracdo natural dos animais também pode
exercer influéncia sobre a tarefa uma vez que discriminagbes mais precisas Sao
estabelecidas nos primeiros momentos da exploracdo (Dix & Aggleton, 1999). O estudo
realizado por Barbosa et al., (2012) encontrou esse padrdo de exploracgao direcionado para
a memoria espacial, no qual foi verificado que os animais do grupo controle apresentaram
um padrao de discriminacdo espacial da memdria episddica apenas no primeiro minuto
da sessdo de teste, 0 que ndo ocorria nos minutos seguintes do teste. Parece de fato que
0s animais distinguem os objetos apenas no primeiro e no segundo minuto do teste quando
testados em uma tarefa de localizacéo de objetos e tarefas de contexto-objeto (Mumby et
al., 2002). O bom desempenho dos animais apenas para as primeiras voltas poderiam ser
interpretados a partir dessa perspectiva, uma vez que as voltas dois e trés poderiam
expressar o padrdo de exploragdo menos discriminativo. Tais aspectos também poderiam

justificar os resultados que foram encontrados no experimento 3.

Os niveis de exploracéo significativamente diferentes entre as voltas representam
que ao longo das voltas realizadas no mesmo teste o animal acaba perdendo o interesse
na exploracdo dos objetos, uma vez que esses objetos tornam-se cada vez mais familiares,
esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Manns e Eichenbaum (2009).
Apesar do numero considerdvel de sessbes, o nivel de exploracdo foi mantido,

provavelmente pelo valor motivador da recompensa utilizada.

Para o experimento dois os animais ndo discriminaram o objeto novo. Alguns
fatores podem ser reavaliados e devem ser destacados. O primeiro deles é que
possivelmente a auséncia de recompensa do lado dos objetos reduziu consideravelmente
o tempo de exploracdo dos objetos, como também reduziu significativamente o tempo de
exploracdo ao longo das sessfes, sendo necessario excluir todas as analises do dia dois
do teste de discriminacdo. Considerando-se que a tarefa NOR é a mais simples e que ndo
foram encontrados resultados significativos para ela, deve-se refletir que a reducédo no
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tempo de exploracdo dos objetos pode ter prejudicado a retencao da informacao, uma vez
que o intervalo de exposi¢do da amostra € um fator critico que afeta o desempe006Eho
(Hatakeyama, Sugita, Yamada & Ichitani, 2018). Um critério de exploragdo minima
durante a fase de amostra deve ser estabelecido afim de garantir que de fato um traco de
memodria foi estabelecido para os objetos, portanto apenas uma volta ndo seja suficiente
para alcangcar um bom critério. A reducdo da exploracdo pode resultar diretamente em
uma falha no indice propiciando que o animal trate o objeto familiar como novo, néo
reduzindo o tempo de exploragdo do objeto familiar na sesséo de teste em consequéncia
de uma baixa explora¢cdo no momento da aquisi¢do (Cohen & Stackman, 2015; Burke &
Barnes, 2015).

O estudo realizado por Trimper et al., (2017) executou 0 mesmo protocolo do
experimento dois, estabelecendo um critério de 1,5 s de exploragdo minimo para cada
objeto, porém as suas analises foram conduzidas levando-se em consideracdao apenas a
comparagdo do tempo de exploragdo. No estudo aqui realizado, poucos animais
atingiriam esse critério o que inviabilizou tal analise com recorte de tempos de 1,5s por
objeto. Existem duas diferencas entre o estudo de Trimper et al., (2017) e 0 experimento
dois, a primeira delas é que aqui havia uma maior quantidade de objetos, o que acaba por
distribuir mais o tempo de exploragéo, exigindo maior motivagédo. A segunda, trata-se da
linhagem utilizada, uma vez que eles utilizaram Long-Evans, linhagem com um drive
exploratorio consideravelmente maior que Wistars utilizados nesse estudo (Lorenzini,
Bucherelli, Giachetti &Tassoni, 1987).

Para o experimento 3 ndo foram verificados indices significativos no total. Porém,
ao se avaliar os indices por sessdao pode-se verificar um perfil similar ao encontrado no
experimento um, uma vez que uma tendéncia foi observada para a sessdo um e uma piora
foi encontrada na dltima sessdo, também similar ao encontrado por Ameen-Ali et al.,
(2012). Para os testes de discriminacdo, nenhum indice foi significativo, seja para 0s
niveis de similaridade ou para os testes separadamente. Apenas em uma sessao do teste 2
a volta 1 apresentou indice significativo. Além dos aspectos ja discutidos no experimento
um e dois, existem algumas consideracdes que aqui devem ser destacadas. A primeira
delas trata-se da reducdo da exploracdo ao longo do experimento, destacada pela diferenca
no tempo de exploracgéo entre a fase de amostra e o Ultimo teste. Além disso, a tendéncia
de diferencga entre as voltas mais uma vez aponta para a desmotivacdo encontrada ao

longo dos encontros com o objeto (Manns & Eichenbaum, 2009). Apesar de uma
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recompensa ter sido utilizada, os animais ndo estavam sob restricdo, o que pode ter
reduzido o drive exploratorio dos animais, 0 que por sua vez pode ter prejudicado a fase
de retencdo (Cohen & Stackman, 2015; Aggleton et al., 2010). Os fatores de interferéncia
e intervalos também devem ser levados em consideracao nesse experimento (Aggleton et
al., 2010; Burke & Barnes, 2015; Hunsaker & Kesner, 2008).

Algumas consideracdes gerais devem ser destacadas afim de se compreender os
resultados encontrados nos trés experimentos. Primeiramente, a linhagem de animais aqui
utilizada é distinta das linhagem utilizadas em experimentos com multiplas sessfes ou
discriminacdo, portanto a motivacdo basal da linhagem utilizada pode ser um fator
importante na hora de se pensar tarefas de multiplas sessdes (Trimper et al., 2017; Manns
& Eichenbaum, 2009; Clark et al., 2011, Johnson et al., 2017). Além disso, talvez os
niveis de 50% e 75% sejam altamente dificeis de discriminar pela linhagem aqui utilizada,
uma vez que esta apresenta uma reducdo na acuidade visual (Prusky West & Douglas,
2005).

No que diz respeito a tarefa de discriminacéo em diferentes niveis de similaridade,
apesar dos objetos aqui construidos serem baseados no proposto por Johnson et al., (2017)
e os resultados apontados por este apresentarem menor quantidade de erros de
discriminacdo para ratos jovens, deve-se pensar que a tarefa trata-se de um labirinto em
T, na qual o animal precisava escolher um objeto alvo em detrimento da distracéo, tais
diferencas de aparato e protocolo pode sugerir que a tarefa aqui proposta seja mais dificil,
uma vez que existe um maior numero de objetos que ndo sdo visualizados
simultaneamente, o que poderia demandar mais de processos mnemoénicos. Aqui
utilizamos um trajeto circular em vez de um campo aberto ou labirinto em T, portanto os
animais ndo podiam visualizar todos 0s objetos de uma s6 vez, e estavam sujeitos a uma
ordem de visualizacdo a medida que se realizava a volta. Apesar da auséncia de pistas
espaciais, a visualizagdo de um conjunto de objetos pode favorecer o reconhecimento de
um novo objeto em detrimento dos objetos que compunham o conjunto, alem disso a
estratégia egocéntrica também pode ser utilizada para identificacdo de um objeto em

detrimento da posi¢éo do animal (Sugar & Moser, 2019).

Comparando-se 0s trés experimentos pode-se verificar que o protocolo
estabelecido no primeiro experimento torna-se 0 mais promissor, uma vez gue mesmo
com as limitacGes apresentadas esse mostrou-se capas de avaliar o reconhecimento de
objetos em multiplas sessdes. O reconhecimento de objetos € uma tarefa amplamente
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utilizada que requer um namero consideravel de animais, ser capaz de oferecer um
paradigma aplicavel que reduza o numero de animais, com menor nivel de estresse
consequente de um menor manuseio, pode facilitar a obtencdo de uma quantidade de
dados com menor ruido de estresse (Hurst e West, 2010). Além disso, a tarefa de
reconhecimento de objetos € uma tarefas de memoria bastante utilizada para a testagem
de substancias e novos farmacos com efeitos amnésticos ou promnésticos e, com a
implementacdo do aparato de sessdes continuas, 0 uso de animais nesses estudos pode ser

consideravelmente reduzido (Ameen-Ali, et al., 2012).

Apesar das limitacdes apresentadas pelos experimentos aqui realizados, pode-se
estabelecer alguns pontos, pelos quais outras tarefas de multiplas sessdes podem se
orientar com base no objetivo proposto. Cabe destacar que todas as alteracOes feitas ao
longo das tarefas tinham como fim viabilizar estudos por meio de registro
eletrofisioldgico. Porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito da reducédo do
namero de sessdes ou testes por dia. Verificar a realizagdo da tarefa por outras linhagens
de rato, como Long-Evans, além de avaliar se 0 aumento do intervalo entre as sessdes

pode favorecer o reconhecimento e discriminagédo de objetos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo revelou que o primeiro experimento € uma adaptacdo promissora do
protocolo proposto por Manns e Eichenbaum (2009) para a realizagdo de tarefas de
reconhecimento e discriminagdo de objetos em niveis baixos de similaridade, portanto
viabiliza um estudo de separacdo de padrGes em niveis elevados de diferenciacéo.
Favorecendo também para um menor numero de animais a serem utilizados, com menor
manipulacdo e consequentemente reducdo de eventos estressores. Apesar do Nnosso
protocolo ndo conseguir gerar indices de discriminacdo para niveis de similaridade mais
altos é sugerido que novos estudos utilizem outras linhagens de ratos e apliquem
diferentes intervalos entre as sessdes, de forma que um melhor padrdo de discriminacéo

seja encontrado.

Portanto, entende-se que nosso protocolo comportamental da passos iniciais, afim
de se avaliar a memoria de reconhecimento e a separacdo de padrBes para objetos por
meio de multiplas sessdes. Permite-se a partir dos protocolos aqui apresentados
estabelecer possibilidades e caminhos para que futuros protocolos se orientem sob as
condigbes metodoldgicas a serem adotadas e venham a estudar a neurobiologia da
aquisicdo, consolidacao e recuperacdo da memoria de reconhecimento e discriminacédo de

objetos por meio do registro eletrofisiologico.

63



8. REFERENCIAS

Aggleton, J. P., Albasser, M. M., Aggleton, D. J., Pairier, G. L., & Pearce, J. M. (2010).
Lesions of the rat perirhinal cortex spare the acquisition of a complex configural
visual discrimination yet impair object recognition. Behavioral
neuroscience, 124(1), 55-68. doi:10.1037/a0018320

Ahn, J. R., & Lee, I. (2015). Neural Correlates of Object-Associated Choice Behavior in
the Perirhinal Cortex of Rats. Journal of Neuroscience, 35(4), 1692-1705.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3160-14.2015

Ahn, J. R., & Lee, I. (2017). Neural Correlates of Both Perception and Memory for
Obijects in the Rodent Perirhinal Cortex. Cerebral Cortex, 27(7), 3856—3868.
https://doi.org/10.1093/cercor/bhx093

Ameen-Ali, K. E., Eacott, M. J., & Easton, A. (2012). A new behavioural apparatus to
reduce animal numbers in multiple types of spontaneous object recognition
paradigms in rats. Journal of Neuroscience Methods. 211 66-76.
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2012.08.006

Augustinack, J. C., van der Kouwe, A. J. W, Salat, D. H., Benner, T., Stevens, A. A,,
Annese, J., ... Corkin, S. (2014). H.M.’s contributions to neuroscience: A review
and autopsy studies. Hippocampus, 24(11), 1267—-1286.
https://doi.org/10.1002/hipo.22354

Balls, M., Zeller, A. M., & Halder, M. (2000). "Progress in the reduction, refinement
and replacement of animal experimentation”. Proceedings of the 3rd World
Congress on Alternatives and Animal Use in the Life Sciences, 31A, led,
Netherlands, Elsevier, 886p.

Barbosa, F. F., de Oliveira Pontes, I. M., Ribeiro, S., Ribeiro, A. M., & Silva, R. H.
(2012). Differential roles of the dorsal hippocampal regions in the acquisition of
spatial and temporal aspects of episodic-like memory. Behavioural Brain
Research, 232(1), 269-277. doi:10.1016/j.bbr.2012.04.022

Bartko, S. J., Winters, B. D., Cowell, R. A., Saksida, L. M., & Bussey, T. J. (2007).
Perirhinal cortex resolves feature ambiguity in configural object recognition and
perceptual oddity tasks. Learning & Memory, 14(12), 821-832.
https://doi.org/10.1101/Im.749207

Bevins, R. A., & Besheer, J. (2006). Object recognition in rats and mice: a one-trial
non-matching-to-sample learning task to study “recognition memory.” Nature
Protocols, 1(3), 1306-1311. https://doi.org/10.1038/nprot.2006.205

Blaser, R., & Heyser, C. (2015). Spontaneous object recognition: a promising approach
to the comparative study of memory. Frontiers in Behavioral Neuroscience,
9(July), 1-12. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2015.00183

Brown, M. W., & Banks, P. J. (2015). In search of a recognition memory engram.
Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 50, 12—-28.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2014.09.016

Byun, J., & Lee, I. (2010). Disambiguation of Similar Object-Place Paired Associations
and the Roles of the Brain Structures in the Medial Temporal Lobe. Experimental
Neurobiology, 19(1), 15. https://doi.org/10.5607/en.2010.19.1.15

64



Chang, E. H., & Huerta, P. T. (2012). Neurophysiological correlates of object
recognition in the dorsal subiculum. Frontiers in Behavioral Neuroscience,
6(July), 1-13. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2012.00046

Clark, R. E., & Squire, L. R. (2010). An animal model of recognition memory and
medial temporal lobe amnesia: History and current issues. Neuropsychologia,
48(8), 2234-2244. https://doi.org/10.1016/j.neuropsychologia.2010.02.004

Clark, R. E., Reinagel, P., Broadbent, N. J., Flister, E. D., & Squire, L. R. (2011). Intact
Performance on Feature-Ambiguous Discriminations in Rats with Lesions of the
Perirhinal Cortex. Neuron, 70(1), 132-140.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2011.03.007

Cohen, J. (1988). Statistical power analysis for the behavioral sciences. Hillsdale, NY':
Lawrence Earlbaum Associates.

Cohen, S. J., & Stackman Jr., R. W. (2015). Assessing rodent hippocampal involvement
in the novel object recognition task. A review. Behavioural Brain Research, 285,
105-117. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2014.08.002

Dees, R. L., & Kesner, R. P. (2013). The role of the dorsal dentate gyrus in object and
object-context recognition. Neurobiology of Learning and Memory, 106, 112-117.
https://doi.org/10.1016/j.nIm.2013.07.013

Deshmukh S. S., Johnson J. L, & Knierim J. J. (2012). Perirhinal cortex represents
nonspatial, but not spatial, information in rats foraging in the presence of objects:
Comparison with lateral entorhinal cortex. Hippocampus, 22(1), 2045-2058.

Dix S.L. & Aggleton J.P. (1999). Extending the spontaneous preference test of
recognition: evidence of object-location and object-context recognition.
Behavioural Brain Research. 99 191-200.

Dorfman, A., Nielbo, K. L., & Eilam, D. (2016). Traveling Companions Add
Complexity and Hinder Performance in the Spatial Behavior of Rats. PLOS ONE,
11(1), e0146137. doi:10.1371/journal.pone.0146137

Eichenbaum, H., Sauvage, M., Fortin, N., Komorowski, R., & Lipton, P. (2012).
Towards a functional organization of episodic memory in the medial temporal
lobe. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 36(7), 1597-1608.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2011.07.006

Eichenbaum, H., Yonelinas, A. P., & Ranganath, C. (2007). The Medial Temporal Lobe
and Recognition Memory. Annual Review of Neuroscience, 30(1), 123-152.
https://doi.org/10.1146/annurev.neuro.30.051606.094328

Ennaceur A, Aggleton JP. (1994). Spontaneous recognition of object configurations in
rats: effects of fornix lesions. Exp Brain Res. 100(1), 85-92.

Ennaceur, A., & Meliani, K. (1988). A new one-trial test for neurobiological studies
ofmemory in rats. 1: behavioral data. Behav Brain Res, 31, 47-59.

Erdfelder, E., FAul, F., Buchner, A., & Lang, A. G. (2009). Statistical power analyses
using G*Power 3.1: Tests for correlation and regression analyses. Behavior
Research Methods, 41(4), 1149-1160. https://doi.org/10.3758/BRM.41.4.1149

Fyhn, M., Molden, S., Witter, M. P., Moser E. L. & Moser M. B. (2004). Spatial

65



Representation in the Entorhinal Cortex. Science, 305(5688), 1258-1264.
https://doi.org/10.1126/science.1099901

Gamiz, F., & Gallo, M. (2012). Spontaneous object recognition memory in aged rats:
Complexity versus similarity. Learning & Memory, 19(10), 444-448.
d0i:10.1101/Im.027003.112

Genzel, L., Schut, E., Schrdder, T., Eichler, R., Khamassi, M., Gomez, A., ... Battaglia,
F. (2019). The object space task shows cumulative memory expression in both
mice and rats. PLOS Biology, 17(6), e3000322. doi:10.1371/journal.pbio.3000322

Gilbert, P. E., & Kesner, R. P. (2006). The role of the dorsal CA3 hippocampal
subregion in spatial working memory and pattern separation. Behavioural Brain
Research, 169(1), 142-149. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2006.01.002

Hales, J. B., Broadbent, N. J., Velu, P. D., Squire, L. R., & Clark, R. E. (2015).
Hippocampus, perirhinal cortex, and complex visual discriminations in rats and
humans. Learning & Memory, 22(2), 83-91.
https://doi.org/10.1101/lm.035840.114

Hatakeyama, T., Sugita, M., Yamada, K., & Ichitani, Y. (2018). Temporal order
memory of the rat in spontaneous object recognition: effects of number of items,
exposure interval, and retention time. Learning & Memory, 25(11), 574-579.
d0i:10.1101/Im.048215.118

Hunsaker, M. R., & Kesner, R. P. (2008). Evaluating the differential roles of the dorsal
dentate gyrus, dorsal CA3, and dorsal CA1 during a temporal ordering for spatial
locations task. Hippocampus, 18, 955-964.

Hunsaker, M. R., Mooy, G. G., Swift, J. S., & Kesner, R. P. (2007). Dissociations of the
medial and lateral perforant path projections into dorsal DG, CA3, and CAL for
spatial and nonspatial (visual object) information processing. Behavioral
Neuroscience, 121(4), 742—750. https://doi.org/10.1037/0735-7044.121.4.742

Inostroza, M., Brotons-Mas, J. R., Laurent, F., Cid, E., & de la Prida, L. M. (2013).
Specific Impairment of “What-Where-When” Episodic-Like Memory in
Experimental Models of Temporal Lobe Epilepsy. Journal of Neuroscience,
33(45), 17749-17762. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0957-13.2013

Izquierdo, 1. (2018). Memdria. Porto Alegre, Brasil: Artmed.

Johnson, S. A., Turner, S. M., Santacroce, L. A., Carty, K. N., Shafiq, L., Bizon, J. L.,
... Burke, S. N. (2017). Rodent age-related impairments in discriminating
perceptually similar objects parallel those observed in humans. Hippocampus,
27(7), 759-776. https://doi.org/10.1002/hip0.22729

Josey, M., & Brigman, J. L. (2015). Loss of hippocampal function impairs pattern
separation on a mouse touch-screen operant paradigm. Neurobiology of Learning
and Memory, 125, 85-92. https://doi.org/10.1016/j.nlm.2015.08.002

Junior, C. F., Pederiva, C. N., Bose, R. C., Garcia, V. A., Lino-de-Oliveira, C., Marino-
Neto, J. (2012). ETHOWATCHER: validation of a tool for behavioral and video-
tracking analysis in laboratory animals. Computers in Biology and Medicine 42(2),
257-264. https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2011.12.002

Kesner, R. P., Kirk, R. A., Yu, Z., Polansky, C., & Musso, N. D. (2015). Dentate gyrus

66



supports slope recognition memory, shades of grey-context pattern separation and
recognition memory, and CA3 supports pattern completion for object memory.
Neurobiology of Learning and Memory, 129(August), 29-37.
https://doi.org/10.1016/j.nlm.2015.08.010

Kim, W. R, Lee, J. W,, Sun, W., Lee, S.-H., Choi, J.-S., & Jung, M. W. (2015). Effect
of dentate gyrus disruption on remembering what happened where. Frontiers in
Behavioral Neuroscience, 9(June), 1-7. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2015.00170

Kinnavane, L., Albasser, M. M., & Aggleton, J. P. (2015). Advances in the behavioural
testing and network imaging of rodent recognition memory. Behavioural Brain
Research, 285, 67-78. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2014.07.049

Kinnavane, L., Amin, E., Olarte-Sanchez, C. M., & Aggleton, J. P. (2016). Detecting
and discriminating novel objects: The impact of perirhinal cortex disconnection on
hippocampal activity patterns. Hippocampus, 26(11), 1393-1413.
https://doi.org/10.1002/hipo.22615

Knierim, JJ, Neunuebel, JP; Deshmukh, SS (2013). Correlatos funcionais do cortex
entorrinal lateral e medial: objetos, integracdo de caminhos e referenciais locais-
globais. Transagdes Filosoficas da Sociedade Real B: Ciéncias Bioldgicas, 369
(1635), 20130369-20130369. doi: 10.1098 / rsth.2013.0369

Knutson, A. R., Hopkins, R. O., & Squire, L. R. (2013). A pencil rescues impaired
performance on a visual discrimination task in patients with medial temporal lobe
lesions. Learning & Memory, 20(11), 607-10.
https://doi.org/10.1101/lm.032490.113

Lakens, D. (2013). Calculating and reporting effect sizes to facilitate cumulative
science: a practical primer for t-tests and ANOVAs. Frontiers in Psychology,
4(NOV), 1-12. https://doi.org/10.3389/fpsyg.2013.00863

Lee, H.-W., Lee, S.-M., & Lee, I. (2018). Neural firing patterns are more schematic and
less sensitive to changes in background visual scenes in the subiculum than in the
hippocampus. The Journal of Neuroscience, 0156-18.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0156-18.2018

Leutgeb, J. K., Leutgeb, S., Moser, M.-B., & Moser, E. I. (2007). Pattern Separation in
the Dentate Gyrus and CA3 of the Hippocampus. Science, 315(5814), 961-966.
https://doi.org/10.1126/science.1135801

Manns, J. R., & Eichenbaum, H. (2009). A cognitive map for object memory in the
hippocampus. Learning and Memory, 16(10), 616-624.
https://doi.org/10.1101/Im.1484509

Matsumoto, N., Kitanishi, T., & Mizuseki, K. (2018). The subiculum: Unique
hippocampal hub and more. Neuroscience Research.
https://doi.org/10.1016/j.neures.2018.08.002

Maurer, A. P., Johnson, S. A., Hernandez, A. R., Reasor, J., Cossio, D. M., Fertal, K. E.,
... Burke, S. N. (2017). Age-related Changes in Lateral Entorhinal and CA3
Neuron Allocation Predict Poor Performance on Object Discrimination. Frontiers
in Systems Neuroscience, 11(June), 1-16.
https://doi.org/10.3389/fnsys.2017.00049

67



Miranda, M., Kent, B. A., Morici, J. F., Gallo, F., Weisstaub, N. V., Saksida, L. M., ...
Bekinschtein, P. (2017). Molecular Mechanisms in Perirhinal Cortex Selectively
Necessary for Discrimination of Overlapping Memories, but Independent of
Memory Persistence. Eneuro, 4(5), ENEURO.0293-17.2017.
https://doi.org/10.1523/ENEURO.0293-17.2017

Mishkin M., Delacour J. (1975). An analysis of short-term visual memory in the
monkey. J Exp Psychol: Anim Behav Process, 1(4), 326-334

Mumby D. G., Gaskin S., Glenn M.J., Schramek T.E. & Lehmann H. (2002).
Hippocampal damage and exploratory preferences in rats: memory for objects,
places, and contexts. Learning and Memory.9 49-57.

Mumby, D. G., Pinel, J. P. J., & Wood, E. R. (1990). Nonrecurring-items delayed
nonmatching-to-sample in rats: A new paradigm for testing nonspatial working
memory. Psychobiology, 18(3), 321-326. https://doi.org/10.3758/BF03327250

Norman, G., & Eacott, M. . (2004). Impaired object recognition with increasing levels
of feature ambiguity in rats with perirhinal cortex lesions. Behavioural Brain
Research, 148(1-2), 79-91. https://doi.org/10.1016/S0166-4328(03)00176-1

O’Keefe, J., & Dostrovsky, J. (1971). The hippocampus as a spatial map. Preliminary
evidence from unit activity in the freely-moving rat. Brain Research, 34(1), 171—
175. http://doi.org/10.1016/0006-8993(71)90358-1

Olarte-Sanchez, C. M., Amin, E., Warburton, E. C., & Aggleton, J. P. (2015). Perirhinal
cortex lesions impair tests of object recognition memory but spare novelty
detection. European Journal of Neuroscience, 42(12), 3117-3127.
https://doi.org/10.1111/ejn.13106

Patel, TP, Gullotti, DM, Hernandez, P., O'Brien, WT, Capehart, BP, Morrison, B.,...
Meaney, DF (2014). Uma caixa de ferramentas de codigo aberto para fenotipagem
automatizada de ratos em tarefas comportamentais. Frontiers in Behavioral
Neuroscience , 8(1), 349. http://doi.org/10.3389/fnbeh.2014.00349

Pause, B. M., Zlomuzica, A., Kinugawa, K., Mariani, J., Pietrowsky, R., & Dere, E.
(2013). Perspectives on Episodic-Like and Episodic Memory. Frontiers in
Behavioral Neuroscience, 7(1), 33. http://doi.org/10.3389/fnbeh.2013.00033

Poli, D., Wheeler, B. C., DeMarse, T. B., & Brewer, G. J. (2018). Pattern separation and
completion of distinct axonal inputs transmitted via micro-tunnels between co-
cultured hippocampal dentate, CA3, CA1 and entorhinal cortex networks. Journal
of Neural Engineering, 15(4), 046009. https://doi.org/10.1088/1741-2552/aabc20

Roloff, E. L., Muller, R. U., & Brown, M. W. (2016). Finding and Not Finding Rat
Perirhinal Neuronal Responses to Novelty. Hippocampus, 26(8), 1021-1032.
https://doi.org/10.1002/hipo.22584

Russel, W. M. S., & Burch, R. L. (1959). The principles of human experimentation
techniques. London: Methuen.

Schultz, C., & Engelhardt, M. (2014). Anatomy of the Hippocampal Formation. In The
Hippocampus in Clinical Neuroscience (Vol. 34, pp. 6-17).
https://doi.org/10.1159/000360925

Sekeres, MJ, Winocur, G. e Moscovitch, M. (2018). The hippocampus and related

68


https://doi.org/10.1111/ejn.13106

neocortical structures in memory transformation. Neuroscience Letters, 680(1), 39-
53. doi: 10.1016 / j.neulet.2018.05.006

Sousa, I. B. (2015). Prejuizo na memoria do tipo episddica induzido por Cetamina:
diferencas funcionais na expressdo de c-Fos em sub-regibes do hipocampo.
Dissertacao de mestrado, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil.

Squire, L. R. (2004). Memory systems of the brain: A brief history and current
perspective. Neurobiology of Learning and Memory, 82(3), 171-177.
https://doi.org/10.1016/j.nIm.2004.06.005

Squire, L. R., & Kandel, E. R. (2003). Memdria - da Mente as Moléculas. Porto Alegre,
Brasil: Artmed.

Squire, L. R., & Wixted, J. T. (2011). The Cognitive Neuroscience of Human Memory
Since H.M. Annual Review of Neuroscience, 34(1), 259-288.
https://doi.org/10.1146/annurev-neuro-061010-113720

Stark, S. M., & Stark, C. E. L. (2017). Age-related deficits in the mnemonic similarity
task for objects and scenes. Behavioural Brain Research, 333, 109-117.
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2017.06.049

Suzuki, W. A. (2009). Perception and the Medial Temporal Lobe: Evaluating the
Current Evidence. Neuron, 61(5), 657—666.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2009.02.008

Tomanari, G. Y., Pine, A. D. S., & Silva, M. T. A. (2003). Ratos wistar sob regime de
restri¢do hidrica e alimentar. Revista Brasileira de Terapia Comportamental e
Cognitiva, 5(1), 57-71.

Toner, C. K., Pirogovsky, E., Kirwan, C. B., & Gilbert, P. E. (2009). Visual object
pattern separation deficits in nondemented older adults. Learning & Memory,
16(5), 338-342. https://doi.org/10.1101/Im.1315109

Trimper, J. B., Galloway, C. R., Jones, A. C., Mandi, K., & Manns, J. R. (2017).
Gamma Oscillations in Rat Hippocampal Subregions Dentate Gyrus, CA3, CA1,
and Subiculum Underlie Associative Memory Encoding. Cell Reports, 21(9),
2419-2432. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.10.123

Trimper, J. B., Stefanescu, R. A., & Manns, J. R. (2014). Recognition memory and
theta-gamma interactions in the hippocampus. Hippocampus, 24(3), 341-353.
https://doi.org/10.1002/hipo.22228

Tulving, E. (2002). Episodic memory: From mind to brain. Annual Review of
Psychology, 53(1), 1-25. 10.1146 / annurev.psych.53.100901.135114

Witter, M. P., Doan, T. P., Jacobsen, B., Nilssen, E. S., & Ohara, S. (2017).
Architecture of the Entorhinal Cortex A Review of Entorhinal Anatomy in Rodents
with Some Comparative Notes. Frontiers in Systems Neuroscience, 11(June), 1—-
12. https://doi.org/10.3389/fnsys.2017.00046

69


https://doi.org/10.1146/annurev.psych.53.100901.135114
https://doi.org/10.3389/fnsys.2017.00046

9. MATERIAL SUPLEMENTAR
Suplemento 1- indice de discriminacéo da tarefa NOR, por volta para cada dia

B B1
,50 — W s

. Bl o

,25 —

-,25 -

indice de discriminagao dos objetos

V1 vz Va3 V1 V2 v3 v V2 V3
Suplemento 2- Templo de exploragédo da tarefa NOR para cada teste

80,00

Tempo de exploragao médio
3 8
g 8
1 1

3
g
1

™ T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

Suplementar 3- indice de discriminac&o para o nivel de 25% de similaridade, voltas
por dia.

| e

Indice de discriminagao dos objetos

-1,00 -

v vz Vi W vz via w v2 V3



Suplementar 4- indice de discriminag&o para o nivel de 50% de similaridade, voltas
por dia.

1,00 -
8 m e
2 W e
2 W Total
.50 5
£
0
[l
on
£
= 00 -
E
e
8
=
g 501
@
2
=
£
- ,m —

Vi v2 va v v2 va w1 V2 V3

Suplemento 5- Indice de discriminagao para o nivel de 75% de similaridade, voltas por
dia.

1,00 In=l
W 52
W Total

Indice de discriminagao dos objetos

L D - - - U I | vz V3

Suplemento 6- indice de discriminagio na tarefa NOR por sessdo

s

8

;

Indice de discriminagao dos objetos

;

51 52 53 S4 55 S6 57 58 59 510

71



Suplemento 7- Indice de discriminagéo para o nivel de 25% de similaridade, por sess&o

1,00

1,00 -

Indice de discriminagao dos objetos

-2,00 -

Suplemento 8- indice de discriminagdo para o nivel de 50% de similaridade, por sessdo

s
1

8
1

8

8
1

Indice de discriminagao dos objetos

s
1

Suplemento 9- indice de discriminago para o nivel de 75% de similaridade, por sessdo

1,50 —

Indice de discriminagao dos objetos

51 52 53 54 55

72



Suplemento 10- indice de discriminagéo na tarefa NOR, por volta.

Indice de discriminagao dos objetos

V1 total V2 total

Suplemento 11- indice de discriminag&o na tarefa NOR, volta 1 por sess&o.

.25

-,25 -

Indice de discriminagao dos objetos

V181 w182 WIS3 WS4 V1sh

Suplemento 12- indice de discriminacdo na tarefa NOR, volta 2 por sess&o.

1,00 T

Indice de discriminagio dos objetos

1,00 L L

V251 V252 V283 V254 V255



Suplemento 13- indice por sessdo para o nivel de similaridade de 25% na tarefa de
discriminacao

Indice de discriminagao dos objetos

1,50 -

81 52 53 54 S5

Suplemento 14- indice por volta para o nivel de similaridade de 25% na tarefa de
discriminacéo.

-10 -

Indice de discriminagao dos objetos

V1 total V2 total

Suplemento 15- indice por sessdo para o nivel de similaridade de 50% na tarefa de
discriminacao.

1,00

Indice de discriminagao dos objetos

4,00 -

51 52 53 54 55

74



Suplemento 16- indice por volta para o nivel de similaridade de 50% na tarefa de
discriminacao.

,25

-,25 -

Indice de discriminagao dos objetos

V1 Total V2 Total

Suplemento 17- indice por sessdo para o nivel de similaridade de 75% na tarefa de
discriminacéo.

8
1

g
1

S
1

B
|

1,00 L +

Indice de discriminagao dos objetos

1,50

Suplemento 18- indice por volta para o nivel de similaridade de 75% na tarefa de
discriminacéo.

.10

Indice de discriminagao dos objetos
8
|

-10 -

Indice_VAT Indice_V2T



1 pip

1pip?‘/zpip

ANEXO A

1 pip:

Area de distribuigdo maxima para a construgéo dos objetos

O00000O0

OO0O0OO0OO0OO|T “emw

A

44

X

»
»

Esquema ilustrativo da viséo frontal para mensurar sobreposigao

A

/ Area livre de sobreposicao

)

0

.

v

ALV 1]

0

)

L]

0

)

(1]

[ .

W

)

76



ANEXO B
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Certificamos que a proposta intitulada “"Correlatos eletrofisioldgicos da memdria de recenhecimento [Jo qué?[] em uma tarefa de
reconhecimente de objetos e discriminacio de objetos similares com multiplas sessdes®, protocolada sob o CEUA n® 3512260918 (o
neas1t), 500 a responsabilidade de Flavie Freitas Barbosa o equipe; ANA PAULA DE CASTRO ARAUJO - que envaolve a producao,
manutengdo efou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e fol
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paralba (CEUA/UFPB) na reunido de 01/11/2018.

We certify that the proposal "Electrophysiological correlates of the "what?* Recognition memory in a task of object recegnition and
discrimination of similar objects with multiple sessions”, utilizing 38 Heterogenics rats {38 males), protocel number CEUA
3512260018 o seee17), under the responsibility of Flavie Freltas Barbosa and team; ANA PAULA DE CASTRO ARAUJO - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paralba (CEUA/UFPE) in the meeting of 11/01/2018.
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