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RESUMO 

O reconhecimento, um subtipo de memória explícita/declarativa, envolve a 

capacidade de distinguir estímulos novos de familiares, estacionários e deslocados. Essa 

forma de memória é compartilhada entre diversas espécies animais, o reconhecimento 

pode se dar por meio de processos de lembrança e familiaridade. Um processo subjacente 

ao reconhecimento envolve as representações únicas de eventos similares, que são menos 

confusos e podem ser associados a resultados diferentes, através de um processo chamado 

separação de padrões. Muitos são os esforços para a padronização de tarefas que avaliem 

estes tipos de memórias em modelos animais. Somando-se a necessidade de uma maior 

aquisição de dados, para viabilização de registro eletrofisiológicos, estudos tem 

direcionado tais esforços ao desenvolvimento de protocolos que permitam a realização de 

vários testes por dia. Neste trabalho buscamos adaptar uma tarefa de reconhecimento 

simples e discriminação com múltiplas sessões. 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 discriminação de objetos com múltiplas sessões.   A tarefa 

de reconhecimento de objetos é composta por duas sessões, sendo uma amostra e um 

teste. A tarefa de discriminação de objetos em diferentes níveis de similaridade é 

composta por quatro sessões, sendo 1 de amostra e três de teste com intervalo de 3 

minutos entre eles. Na fase de amostra o animal foi exposto a três objetos LEGOS 

idênticos, em posições específicas. Ao longo de cada um dos três testes, cada um dos 

objetos apresentados na amostra foi substituído 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 sessões. Para o experimento 2 os 

animais realizaram 1 volta para cada tentativa de amostra e teste, dentro de 10 sessões. Já 

para o experimento 3 os animais realizaram 2 voltas para cada tentativa de amostra e teste, 

dentro de 5 sessões. Os resultados apontam que para o experimento 1 os animais 

apresentaram índices acima do acaso para o teste de reconhecimento de objetos em todos 

os dias. Para a tarefa de discriminação foram observados valores acima do acaso para o 

nível de similaridade de 25% no dia 1, o mesmo foi observado para o teste 1, porém para 

os níveis 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 discriminação. Portanto mediante o exposto o 

experimento 1 apresenta-se como um modelo promissor como base para protocolos 

comportamentais, porém também deve-se considerar as alterações que aqui foram feitas 

para o experimento 2 e 3 em futuros estudos que busquem viabilizar o registro 

eletrofisiológico. 

 

Palavras-chave: Memória; Reconhecimento de Objetos; Discriminação de Objetos; 

múltiplas sessões 

 

 



 
 

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 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Memória 

A memória é uma função cognitiva importante para a sobrevivência que permite 

armazenar e recuperar informações codificadas, indicando que a aprendizagem 

permaneceu ao longo do tempo (Pause et al., 2013). Compreende-se que as memórias são 

formadas e firmadas através de três processos distintos. Codificação refere-se ao processo 

de obtenção inicial da memória. Em seguida, por meio da fase de consolidação, a memória 

é preservada e armazenada para posterior evocação. Por fim, a recuperação é o processo 

pelo qual as memórias armazenadas anteriormente são reativadas (Cohen & Stackman, 

2015). 

O trabalho com o paciente Henry Molasion (HM) contribuiu para um aumento nas 

investigações acerca da memória e dos seus substratos neurais. O neurocirurgião William 

Beecher Scoville executou uma operação experimental em HM, na esperança de curar 

sua epilepsia farmacologicamente intratável. HM teve convulsões a partir dos 10 anos 

que se agravaram a partir do seu 15º aniversário (Augustinack et al., 2014). Henry tomou 

grandes doses de drogas antiepilépticas que foram ineficientes na redução dos ataques 

epiléticos. Tendo a cirurgia como uma tentativa de sanar ou amenizar suas crises, HM foi 

o primeiro paciente a passar pela lobotomia temporal medial bilateral completa, 

posteriormente Scoville renomeou a operação de ressecção bilateral do lobo temporal 

medial (LTM). Nos 55 anos seguintes, HM ficou preso no presente devido à profunda 

amnésia anterógrada (Augustinack et al., 2014).  

Milner mais tarde introduziu a ideia de que alguns tipos de memória (implícitas - 

aprendizagem de habilidades motoras, condicionamento clássico e preparação de 

repetição) não eram dependentes do hipocampo, sugerindo uma organização para 

diferentes tipos de memória. Desde então, a neuropsicologia cognitiva tem demonstrado 

que a memória não é um sistema único, mas um conjunto de diferentes substratos 

neuroanatômicos (Squire & Kandel, 2003). 

A memória pode ser compreendida a partir de duas condições básicas. A primeira 

é a sua categorização baseada no tempo (curto prazo / trabalho e de longo prazo). A 

memória de curto prazo pode ser evocada em curtos períodos, não requerendo síntese 

proteica (Izquierdo, 2018). A memória de longo prazo pode ser evocada após longos 

intervalos de tempo, de horas a anos, sendo caracterizada por sua labilidade e 
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requerimento de síntese de proteínas para consolidação (Izquierdo, 2018). Além disso, a 

memória também é subdivida em sistemas baseados em conteúdo (explícito e implícito). 

As memórias explícitas podem durar alguns minutos ou horas, ou alguns dias ou meses, 

ou muitas décadas. As memórias implícitas geralmente duram toda a vida (Izquierdo, 

2018; Squire & Kandel, 2003). 

A memória explícita está disponível para acesso consciente a fatos e eventos, seu 

funcionamento é prejudicado quando as estruturas do LTM são danificadas. Memória 

implícita é um termo abrangente que inclui várias habilidades que não são acessíveis ao 

conhecimento consciente, mas são expressas através do desempenho de hábitos e de 

aprendizagem associativa e não associativa, e dependem de diferentes sistemas cerebrais 

(Squire, 2004; Clark & Squire, 2010).   

Segundo proposto por Tulving (2002), a memória explícita pode ser dividida em 

duas categorias, semântica e episódica. O subtipo semântico contém informações de 

conhecimentos gerais, responsável pela formação de conceitos sobre o mundo a sua volta, 

contendo informações de fatos gerais. A memória episódica caracteriza-se por ser uma 

habilidade de recuperar eventos específicos vivenciados e localizados temporal e 

espacialmente. Veja figura 1 para esquematização dos subtipos. 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo simplificado da relação funcional entre diferentes áreas 

cerebrais e os tipos de memória relacionadas ao conteúdo. Extraído de Souza (2015). 
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1.2 Memória de reconhecimento em humanos e roedores 

O reconhecimento, um subtipo de memória explícita/declarativa, envolve a 

capacidade de distinguir novos estímulos de familiares. Essa forma onipresente de 

memória é compartilhada entre diversas espécies animais (Kinnavane, Albasser & 

Aggleton, 2015; Cohen & Stackman, 2015). Existem dois processos subjacentes a 

memória de reconhecimento que são comumente experimentadas durante um teste de 

recuperação de informação, isto é, familiaridade e lembrança. A familiaridade é a 

sensação imediata de que um evento, indivíduo ou item foi encontrado anteriormente. 

Essa experiência, chamada de “saber”, não envolve a lembrança consciente de detalhes 

da experiência anterior. Por exemplo, “Eu sei que já vi essa pessoa (ou item) antes; porém 

não lembro onde ou quando”. O “lembrar”, por outro lado, envolve um processo mais 

lento, pelo qual a atenção total aos estímulos presentes (se houver) induz um retorno 

intencional ou consciente dos detalhes contextuais do evento ou experiência anterior - 

isto é, informações específicas sobre onde e quando a experiência original ocorreu (Cohen 

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

Ainda não está claro, no entanto, se a lembrança e a familiaridade são apoiadas 

por processos cerebrais distintos ou, em vez disso, emergem de um único mecanismo 

neural. Em particular, estudiosos debatem como esses tipos de memória são suportados 

por regiões nos LTM. Estudos da memória humana indicaram que a lembrança e a 

familiaridade refletem dois processos de memória funcionalmente distintos. Embora a 

evidência dessa distinção venha de uma variedade de paradigmas experimentais 

diferentes (Eichenbaum, et al., 2007). Por outro lado, estudos demonstram que esses dois 

processos tem uma semelhança a nível anatômico significativa que apontaria para um 

único modelo de processo (Kinnavane et al., 2015). A compreensão dos conceitos 

primários de saber e lembrar, torna-se fundamental para compreensão da memória de 

reconhecimento em humanos e roedores. 

1.2.1 Tarefa de Reconhecimento de Objetos 

Um dos maiores desafios na pesquisa sobre memória de reconhecimento tem sido 

o problema de criar um teste comportamental realizado em animais que mimetiza a 

memória de reconhecimento em humanos. O primeiro teste deste tipo foi a amostra não 

conjugada tardia (DNMS), realizada com macacos (Mishkin & Delacour, 1975). Sua 

aplicação 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 direção ao braço com o novo objeto (Kinnavane et al., 2015). 

Consequentemente o novo estímulo para uma tentativa tornou-se o estímulo familiar para 

a próxima tentativa. Apenas eram reforçadas escolhas do braço com conteúdo novo. 

Outras variações dessa tarefa foram elaboradas (Mumby, Pinel & Wood, 1990; 

Kinnavane et al., 2015). O uso desse tipo de tarefa necessita de um treinamento 

considerável, o que pode ser comprometido por intervenções neurais afetando assim o 

desempenho na tarefa, não por afetar a capacidade de distinguir estímulos novos e 

familiares, mas pela dificuldade ou déficit de aplicação e aprendizado de uma regra no 

processo de condicionamento, portanto existia a necessidade de que essas tarefas fossem 

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

A avaliação da memória de reconhecimento foi revolucionada pela introdução de 

testes de preferência espontânea a partir da exploração do animal. Primariamente proposta 

por Ennaceur e Delacour (1988), a nova tarefa de reconhecimento de objeto (NOR), 

baseada na tendência inata de explorar novos objetos mais do que familiares, tem sido 

amplamente utilizada para explorar habilidades de memória em roedores (Cohen & 

Stackman, 2015). A NOR tornou-se um método popular para o estudo da memória, 

porque não há necessidade de restrição alimentar ou de água, e vários desfechos 

comportamentais podem ser rapidamente obtidos, incluindo atividade geral, reatividade 

a novidade e aprendizagem (Blaser & Heyser 2015).  

Embora haja uma variabilidade considerável entre os laboratórios nos 

procedimentos de NOR utilizados, a maioria conduz o teste em uma arena familiar 

retangular ou circular, sem ou com sinais espaciais distribuídos de forma proximal e/ou 

distal. Durante o que é referido como a sessão de treinamento ou amostra, o roedor 

explora dois objetos novos idênticos encontrados em uma arena familiar. A codificação 

de memória de objeto é definida operacionalmente como ocorrendo durante a sessão de 

amostra. Após a conclusão da sessão de amostra, o animal é removido da arena durante 

um determinado período de tempo (isto é, retardo de retenção). Para a sessão de testes 

subsequente, o roedor é retornado para a mesma arena, contento uma réplica do objeto 

familiar e um novo objeto, como um teste de recuperação da memória de objetos, medidas 

são elaboradas a partir do comportamento exploratório do animal (Cohen & Stackman, 

2015). 

Assumindo que vieses de confusão e preferências de objetos são descartados, 

qualquer discriminação em um teste entre um objeto novo e familiar por definição indica 
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alguma forma de memória (Bevins & Besheer, 2006). Porém, vários fatores relevantes 

devem ser considerados e provavelmente examinados em estudos-pilotos. Essas 

considerações incluem: seleção de objetos, medidas comportamentais, duração do teste, 

estímulos ou grupos de controle e análise estatística. Apesar disso, diversas variantes 

dessa tarefa foram usadas para estudar processos cognitivos mais específicos.  No 

entanto, ainda há muito a ser aprendido sobre os mecanismos cognitivos pelos quais a 

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

Ameen-Ali, Eacott e Easton (2012) desenvolveram um protocolo de múltiplas 

sessões 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 manipulação, para manter a motivação o animal recebia recompensas distribuídas 

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 índice de discriminação, podendo, portanto, 

adicionar ruído aos dados. Considerando-se essa tarefa  e a  necessidade de avaliação da 

memória de reconhecimento, realizando-se mais de um teste por dia, para  um maior 

acumulo de dados possível por animais, estabelecer um protocolo que contorne todos 

esses aspectos é fundamental., portanto aqui se propõe uma adaptação da tarefa proposta 

por Manns e Eichenbaum, (2009) como uma possibilidade que viabiliza o registro 

eletrofisiológico em uma tarefa de reconhecimento com múltiplas sessões (Roloff, Muller 

& Brown, 2016). 

1.3 Memória de reconhecimento nas tarefas de discriminação de objetos em 

diferentes graus de similaridade, contribuições para a memória episódica 

A capacidade de codificar e discriminar com sucesso estímulos ambientais 

distintos é essencial para a sobrevivência, dois estímulos semelhantes podem ser 

associados a duas experiências muito diferentes: um gato dentro de sua casa pode ser 

amigável, enquanto um puma pode ameaçar sua vida. Além de simplesmente reconhecer, 

acredita-se que o cérebro cria representações únicas de eventos similares, que são menos 

confusos e podem ser associados a resultados diferentes, através de um processo chamado 

separação de padrões (Gilbert & Kesner, 2006; Josey & Brigman, 2015; Miranda et al., 

2017).  

Como a memória episódica envolve a lembrança de eventos únicos, a separação 

de experiências semelhantes é proposta como um componente essencial para o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4004109/#R35
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armazenamento de representações não confusas desses episódios e tem sido estudada 

principalmente no hipocampo. Com o envelhecimento, défices da memória episódica 

podem estar associados a uma redução na capacidade de manter ricos detalhes contextuais 

(Johnson et al., 2017; Miranda et al., 2017).  

A partir do teste de reconhecimento de objeto espontâneo foi proposta a 

introdução de múltiplos componentes na tarefa e a necessidade de discriminar estímulos 

que compartilham características, portanto a tarefa foi adaptada para permitir a 

investigação dos efeitos da crescente ambiguidade de recurso no reconhecimento 

espontâneo de objetos. Isso foi tentado em alguns estudos, seja em arenas abertas ou 

labirintos em T, onde descobriram que as lesões do fórnix não impediam a capacidade 

dos ratos de distinguir entre um objeto familiar e versões de objetos familiares nos quais 

as características originais haviam sido reconfiguradas (Ennaceur & Aggleton, 1994; 

Norman & Eacott, 2004; Johnson et al., 2017). No entanto, os efeitos das lesões do córtex 

perirrinal em tal tarefa se mostraram controversos (Ahn & Lee, 2015). Muitos dos 

resultados associados a discriminação de objetos similares são oriundos de pesquisas a 

partir de um modelo de conjunção mnemônica-perceptual (PMFC), que sugere funções 

perceptivas ao córtex perirrinal (Ahn & Lee, 2015; Ahn & Lee, 2017; Byun & Lee, 2010; 

Bartko et al., 2007; Johnson et al., 2017). Quanto mais a identificação de estímulos 

individuais depender da configuração de características, mais grave será a deterioração 

prevista. Tal visão prediz que o perirrinal é importante não apenas para as tarefas 

mnemônicas, mas também para as discriminações concorrentes que fazem (Ahn & Lee, 

2017). 

Porém, os resultados da tarefa de discriminação de duas escolhas não podem 

definitivamente decidir entre uma deficiência perceptual e uma deficiência mnemônica. 

Muitas das tarefas que foram usadas para avaliar habilidades perceptivas não excluíram 

um papel para a aprendizagem e a memória, além disso, animais com lesões perirrinais 

podem ter sido prejudicados não por causa de dificuldades com a percepção visual, mas 

por causa do comprometimento da aprendizagem visual associativa (Suzuki, 2009). 

Pacientes com lesão hipocampal ou lesões maiores em LTM realizaram normalmente a 

tarefa de discriminação  por singularidade, na qual os animais são expostos 

simultaneamente a estímulos similares e devem escolher o estímulo mais distinto 

(singular) em detrimento dos semelhantes, realizando, portanto, discriminação imediata 
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de um objeto. Não houve diferenças entre os grupos, e todos os grupos realizaram acima 

do acaso (Hales et al, 2015).  

Além disso, em outro estudo, ratos com lesões perirrinais estavam intactos em 

fazer discriminações difíceis e ambíguas, apesar de estarem comprometidas em uma 

tarefa de memória de reconhecimento padrão (Hales et al., 2015; Clark et al., 2011). 

Pacientes com lesões de LTM que incluíam o córtex perirrinal apresentavam prejuízo 

significativo quando testados em sua capacidade de identificar o objeto único entre pares 

de objetos que tinham um alto grau de sobreposição de características (similaridade), 

(Knutson et al., 2013). Os resultados em uma tarefa de singularidade são consistentes 

com o papel conhecido do córtex perirrinal e do hipocampo na formação da memória de 

longo prazo, contrapondo o papel perceptivo proposto ao córtex perirrinal (Hales et al., 

2015). 

Por conseguinte, é difícil distinguir a aprendizagem prejudicada e a memória da 

percepção prejudicada. Um novo paradigma comportamental para o rato permitiu separar 

a avaliação das funções da memória da avaliação das funções perceptivas. Os animais 

receberam treinamento extensivo em uma tarefa de discriminação automatizada de duas 

opções e, em seguida, mantiveram seu desempenho de memória em um alto nível, 

enquanto testes de exploração interpolados testaram a capacidade de percepção visual. Os 

testes de exploração variaram sistematicamente o grau de ambiguidade característica 

entre os estímulos, de modo que as funções perceptivas pudessem ser testadas ao longo 

de catorze diferentes níveis de dificuldade.  As lesões bilaterais do córtex perirrinal 

pouparam totalmente a capacidade de fazer discriminações de características 

semelhantes, e o desempenho de animais lesionados e intactos era indistinguível em todos 

os níveis de dificuldade. Em contraste, as lesões peririnais prejudicaram a memória de 

reconhecimento (Clark et al., 2011).  

1.4 Mecanismos neurais para a memória de reconhecimento e discriminação de 

objetos 

Pelo menos 50 anos de evidências estabeleceram a importância de estruturas 

dentro do LTM como críticas para a memória declarativa. Estudos anatômicos 

identificaram as principais sub-regiões do LTM em humanos, macacos e roedores e 

sugeriram uma organização funcional hipotética para o processamento da memória 

(Eichenbaum et al., 2007). As estruturas importantes provaram ser o hipocampo e os 

córtices entorrinal, perirrinal e para-hipocampal adjacentes, que compõem grande parte 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichenbaum%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17417939
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do giro para-hipocampal. Porém, o LTM não pode ser o local de armazenamento final 

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

As memórias, primariamente ligadas pelo hipocampo à codificação, são 

estabelecidas como um conjunto de ligações hipocampais e neocorticais (traço de 

memória ou engrama). Os neurônios do hipocampo esparsamente codificados fazendo 

referência e ativando os neurônios neocorticais, criam o conteúdo de uma experiência. 

Assim o hipocampo serve apenas temporariamente para essa função integrativa ou de 

ligação, mediando a codificação inicial, retenção e recuperação, enquanto promove a 

consolidação da memória no neocórtex (Sekeres, Winocur & Moscovitch, 2018). 

Tem-se demonstrado que o hipocampo e suas estruturas subjacentes possuem um 

papel determinante para a memória episódica e de reconhecimento (Brown & Banks, 

2015, Clark & Squire, 2010). A formação hipocampal é uma estrutura em forma de C que 

se estende no assoalho do corno temporal do ventrículo lateral. O hipocampo 

propriamente dito consiste em três subcampos principais (CA1-CA3). As outras regiões 

das  formação  hipocampal consistem no giro denteado (DG), no complexo subicular e 

no córtex entorrinal (CE). Com base em sua conectividade extrínseca, a formação 

hipocampal recebe uma vasta quantidade de informação sensorial multimodal altamente 

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

Em princípio, o fluxo intrínseco da informação do hipocampo segue um caminho 

serial e em grande parte unidirecional e glutamatérgico (excitatório) que, em última 

análise, faz parte de um circuito fechado. Nesta cadeia intrínseca de conexões, o giro 

dentado representa o primeiro grande portal. O giro dentado recebe a entrada principal 

das células da camada II do CE através do chamado caminho perfurante. O caminho 

perfurante percorre caudalmente a partir do CE (via feixe angular) e perfura o subículo e 

o hipocampo. Especificamente, os neurônios da camada II entorrinal projetam-se para os 

dois terços exteriores da camada molecular do giro denteado e do estrato lacunosum-

moleculare de CA3, enquanto os neurônios da camada III entorrinal se projetam para o 

CA1 e o subículo. As células granulares dentadas se projetam através de seus distintos 

axônios, as fibras musgosas, sobre as células da camada polimórfica denteada subjacente 

e - mais importante - sobre os dendritos proximais dos neurônios piramidais CA3. A 

conectividade precisa dos neurônios heterogêneos da camada polimórfica é amplamente 

desconhecida. No entanto, esses neurônios dão origem a projeções locais e associativas. 

Uma classe de célula, a célula musgosa, dá origem a um sistema associativo 
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glutamatérgico de fibras que termina no terço interno da camada molecular denteada. 

Essa projeção pode ajudar a conectar diferentes níveis rostrocaudais do giro dentado, veja 

figura 2 (Schultz & Engelhardt, 2014). 

Colaterais de células piramidais CA3 isoladas projetam-se para outros níveis de 

CA3, bem como para regiões CA1 e subcorticais (núcleos septais; detalhado abaixo). É 

importante ressaltar que as células CA3 também dão origem ao principal sistema de 

entrada de CA1 através dos colaterais Schaffer, que terminam em todo o estrato radiatum 

e stratum oriens de CA1. Em contraste com CA3, as células piramidais de CA1 não se 

projetam significativamente para outros níveis de CA1. Em vez disso, as células 

piramidais CA1 projetam-se predominantemente para o subículo. O subículo, por sua vez, 

se projeta para o pré e parasubiculo, e todos os três componentes do córtex sublingual 

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

 

Figura 2. Representação simplificada de inputs aferentes da região para-hipocampal para 

a formação 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 está ligado a áreas neocorticais associativas de maneira recíproca. Extensa 

integração hipocampal da informação sensorial é estabelecida por uma cadeia de 

projeções hipocampais intrínsecas, que se projetam em uma direção (Witter, Doan, 

Jacobsen, Nilssen & Ohana, 2017). A maior parte do input neocortical para o córtex 

perirrinal provém de áreas de associação que processam informação sensorial unimodal 

sobre qualidades de objetos (“o que” informação), esse tipo de informação continua sendo 

processado principalmente pela via ventral por meio do córtex entorrinal lateral (LEC), 

enquanto a maior parte do input neocortical para o córtex para-hipocampal (chamado 



 

27 
 

córtex pósrrinal em roedores) vem de áreas que processam informações espaciais 

polimodais (“onde”), o córtex entorrinal medial (MEC) é compreendido como uma 

extensão do fluxo de processamento dorsal para esse tipo de informação (onde). O 

hipocampo funciona, portanto, como uma central de integra as informações ‘o que’ e 

'onde' para formar representações flexíveis e conjuntivas do ‘o que aconteceu onde’, veja 

figura 2 (Knierim, Neunuebel & Deshmukh, 2018; Eichenbaum et al., 2007).  

Essa evidência anatômica sugere as seguintes hipóteses sobre como a informação 

é codificada e recuperada durante o processamento da memória. Durante a codificação, 

representações de itens distintos (por exemplo, pessoas, objetos, eventos) são formadas 

no córtex perirrinal e no cortex entorrinal lateral. Essas representações, juntamente com 

as projeções posteriores aos caminhos do “o quê” do neocórtex, podem apoiar 

julgamentos subsequentes de familiaridade. Além disso, durante a codificação, 

informações de itens são combinadas com representações contextuais (“onde”) que são 

formadas no córtex para-hipocampal e córtex 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 

específico (O’keefe & Dostrovsky, 1971) e as “células em grade” que disparam em um 

padrão de grade  com o papel de segregação de informações espaciais (Fyhn, Molden, 

Witter, Moser & Moser, 2004), tem contribuído de forma significativa para a 

compreensão da memória episódica uma vez que através das “células em grade” do MEC 

pode apoiar uma representação do contexto espaço-temporal que contribui para a 

distinção de rotas e episódios experimentais  em conjunto com as “celular de lugar” que 

representam a série de lugares onde os eventos ocorrem em sequências que compõem 

memórias “episódicas” distintas (Eichenbaum, Sauvage, Fortin, Komorowski, Lipton & 

2012).  

As funções atribuídas às sub-regiões hipocampais para codificação de memórias 

episódicas incluem a separação dos padrões de atividade propagados do CE para o DG e 

completamento do padrão na região CA3 (Poli, Wheeler, DeMarse, Brewer, 2018).  Foi 

implicado um mecanismo duplo para separação de padrões, no qual os sinais do CE 

podem ser influenciados tanto por mudanças nos padrões de coincidência no giro dentado 

quanto pelo recrutamento de conjuntos de células não sobrepostas em CA3 (Leutgeb, 

Leutgeb, Moser & Moser, 2007).  
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Portanto, um papel dos estágios iniciais do hipocampo na separação de padrões 

sugere que um conjunto duplo de mecanismos de rede está envolvido. Esses mecanismos, 

implementados no giro dentado e CA3, são capazes de, de diferentes maneiras, 

ortogonalizar completamente o padrão de disparo coletivo de conjuntos de células em 

CA3 (Leutgeb et al. 2007). Juntos, eles fornecem um potencial substrato neuronal para a 

desambiguação de memórias sobrepostas no hipocampo. Qual mecanismo é recrutado 

depende da natureza das mudanças em entradas para o hipocampo. Quando o ambiente é 

apenas ligeiramente modificado, em uma localização espacial fixa, a separação de 

padrões é expressa no giro dentado e CA3 como uma mudança no padrão de atividade 

correlacionada dentro da assembleia da célula ativa (Leutgeb et al. 2007). Em humanos, 

o desempenho da discriminação por objetos mostrou uma relação positiva com o volume 

do hipocampo, especificamente os subcampos de DG e CA3 combinados e o subículo, 

apontando mais uma vez para o papel de separação de padrões dessas estruturas, 

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

O córtex perirrinal ocupa uma posição central na via “o quê”, pois transmite 

informações dos objetos de alta resolução para o CE e o hipocampo, além de sinalizar a 

novidade / familiaridade dessa mesma informação (Kinnavane et al., 2016).  Portanto, há 

evidências convincentes para indicar que o perirrinal, em vez de armazenar recursos 

simples de objetos, armazena representações conjuntivas que podem ser usadas 

posteriormente para desambiguar objetos específicos durante a recuperação da memória 

(Miranda et al., 2017). Nesse sentido, o perirrinal poderia ser pensado como uma estrutura 

que atua como um “separador de padrões” para representações de objetos, 

desambiguando informações sobrepostas em representações separadas e menos confusas. 

De fato, gravações de unidades individuais do perirrinal mostraram populações de 

neurônios cuja taxa de disparo mudou gradualmente à medida que os objetos 

originalmente aprendidos foram ambiguamente transformados em graus variados, e 

outros neurônios 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 lesões no córtex perirrinal prejudicam 

testes de memória de reconhecimento de objetos, em alguns estudos apesar de lesões do 

córtex perirrinal prejudicarem o reconhecimento, a detecção de novidade parece ter sido 

poupada (Olarte-Sánchez, Amim, Warburton, Aggleton, 2015; Cohen & Stackman, 
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2015). As lesões perirrinais parecem também afetar a desambiguação de padrões 

mediante apresentação de objetos similares. (Clark et al., 2011, Johnson et al., 2017; 

Kinnavane, Amin, Olarte-Sánchez & Aggleton, 2016). Estudos demonstram que 

atividade neuronal perirminal se alterou quando o rato estava próximo a um objeto, 

fornecendo evidências de “campos de objetos” (Roloff, Muller & Brown, 2016; 

Deshmukh, Johnson & Knierim, 2012). 

Por ligação do córtex perirrinal com o CA3, DG e subículo dorsal (SD), 

estudos anteriores realizados revelaram repetidamente duas vias entorrinais, uma ligada 

a discriminação do novo a partir de objetos familiares, envolve preferencialmente 

projeções entorrinais ao DG / CA3, através da via perfurante (Kinnavane et al, 2016). Em 

contraste, objetos familiares envolvem preferencialmente as projeções entorrinais diretas 

ao CA1, através da via temporoamônica. Esta última via também tem sido relacionada à 

manutenção de memórias espaciais familiares. Ratos com lesões do córtex perirrinal 

tratam comportamentalmente novos estímulos como familiares, ou seja, reduziram a 

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

Dentro das áreas associadas ao córtex perirrinal, estudos tem demonstrado que, 

apesar do giro denteado e CA3 apresentarem padrões para discriminações espaciais, 

também foi observado uma relação 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 informações espaciais derivadas de informações espaciais e não-espaciais, tais 

como objetos externos e eventos, no processo de codificação da memória episódica. 

Portanto, é provável que o DG desempenhe um papel mais geral na codificação da 

memória episódica do que meramente formar um contexto espacial distinto para cada 

ambiente, podendo também estar envolvido na desambiguação de componentes não 

espaciais (Byun & Lee 2010; Kim  ̧ et al, 2015). Estudos de neuroimagem funcional 

sugerem que as sub-regiões do hipocampo DG e CA3 humanas apoiam a separação de 

padrões com base na sobreposição de características do objeto em conjunto com o córtex 

perirrinal (Toner, Pirogovsky, Kirwan, Gilbert, 2009). Animais colocados em caixa preta, 

na ausência de qualquer pista, com lesões no giro denteado são claramente prejudicados 

no reconhecimento de objetos no teste de 24 h em comparação com grupo controle (Dees, 

Kesner, 2013).  As infusões de naloxona no DG romperam tanto a detecção de novidade 

de uma localização espacial quanto um objeto visual (Hunsaker, Mooy, Swift & Kesner, 

2007).  
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No que se refere ao CA3, infusões de naloxona ou AP5 no CA3 interromperam 

tanto a detecção de novidade de uma localização espacial quanto um objeto visual 

(Hunsaker, Mooy, Swift & Kesner, 2007). Os déficits de memória relacionados à idade 

correlacionam-se com a disfunção na sub-região CA3 do hipocampo, que inclui tanto a 

hiperatividade quanto os padrões de atividade excessivamente rígidos, sugere-se que o 

LEC contribui para a hiperatividade observada em CA3 de animais idosos com déficits 

de discriminação de objeto (Maurer et al., 2017). Ratos lesionados em CA3 exibiram 

prejuízo em uma função de completamento de padrão para pistas de objeto (Kesner, Kirk, 

Yu, Polansky & Musso, 2015). 

No fim dessa conexão estrutural encontra-se a ligação com o subículo, o SD 

também está reciprocamente conectado aos córtices perirrinal. Chang e Huerta (2012), 

realizaram uma tarefa de reconhecimento com camundongos, nesta tarefa foram 

identificados correlatos neurofisiológicos de ondas teta claramente associados ao 

reconhecimento dentro do SD, tanto para níveis de rede e de unidade individuais, 

sugerindo fortemente que ele participa da codificação de sinais relacionados ao 

reconhecimento. Apesar dos poucos estudos em torno do SD, alguns sugerem que o 

subículo pode desempenhar um papel no reconhecimento de estímulos e processamento 

de memória que não depende do campo CA1 (Chang & Huerta 2012). Especificamente, 

quando examinados no nível da população, os neurônios com campos únicos no subículo 

parecem cobrir épocas críticas (escolha e recompensa) de uma tarefa de memória, de 

modo esquemático, esses disparos padronizados no subículo não podem simplesmente 

originar-se de fracas propriedades de disparo espacial, ao contrário de campos mais 

específicos ligados à localização no hipocampo (Lee, Lee & Lee, 2018). Além disso, tem 

sido sugerido que o subículo é o terceiro gerador gama espontâneo na formação do 

hipocampo, além da área CA3 e do CE, por que as oscilações gama foram observadas 

mesmo no subículo isolado (Matsumoto, Kitanishi & Mizuseki, 2018). Por fim, Trimper 

et al., (2017) relatou a presença de atividade oscilatória (teta, gama-lenta, gama-rapida) 

no hipocampo relacionada a memória de reconhecimento de objetos nas áreas do DG, 

CA3 e subículo. Portanto é sugestível que estas áreas estejam envolvidas no 

processamento de informações relacionadas a objetos, em virtude de seus padrões neurais 

e de comprometimento.  

A separação de padrões e as tarefas de similaridade podem influenciar a memória 

de modo a aumentar a demanda de memória, devido ao aprendizado de maior quantidade 
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de detalhes. Levando-se em consideração diversos protocolos disponíveis para modelos 

de uma visão unicamente perceptiva (Norman & Eacott 2004; Johnson et al., 2017) ou 

mnemônica Clark et al., (2011). Aqui propõe-se uma adaptação da tarefa proposta por o 

Manns e Eichenbaum, (2009) como uma possibilidade que viabiliza o registro 

eletrofisiológico em uma tarefa de discriminação de objetos em diferentes graus de 

similaridade com múltiplas sessões (Roloff, Muller & Brown, 2016).  
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2. JUSTIFICATIVA 

Alterações da memória são percebidas ao longo da vida, uma região primária do 

cérebro afetada pelo envelhecimento normal é o hipocampo em humanos. No entanto, as 

sub-regiões do hipocampo podem ser diferencialmente afetadas pelo envelhecimento 

normal.  O córtex perirrinal e as sub-regiões do DG, CA3 podem ser particularmente 

suscetíveis a mudanças relacionadas à idade tanto em humanos como em animais 

(Johnson et al., 2017; Maurer et al., 2017). Associado a todos esses défices, mudanças 

nas entradas corticais (CE) para o hipocampo podem contribuir para um declínio da 

memória episódica e diminuição da capacidade de manter detalhes de cada evento, 

necessários para uma memória integra (Toner et al., 2009; Johnson et al., 2017; Maurer 

et al., 2017). 

Apesar das diversas tarefas de reconhecimento de objetos e da necessidade de 

avaliação da memória de reconhecimento a partir de medidas eletrofisiológicas, que 

necessitam de mais de um teste por dia, poucas tarefas buscaram investigar o registro do 

reconhecimento de objetos com a possibilidade de vários testes por dia, portanto 

estabelecer um protocolo que contorne todos esses aspectos é fundamental (Roloff, 

Muller & Brown, 2016).  

Faz-se necessário o uso de tarefas que viabilizem o registro eletrofisiológico em 

uma tarefa de reconhecimento de objetos com múltiplas sessões, uma vez que ainda se 

conhece pouco sobre como a atividade oscilatória do cérebro pode estar relacionada com 

a memória e seus subtipos, bem como os substratos neurais relacionado as especificidades 

para “o que”, “onde” e “quando”. Além disso também é necessário testar animais em 

situações em que muitos objetos diferentes ou semelhantes precisam ser discriminados na 

ausência de informação espacial (Byun & Lee 2010; Brown & Banks, 2015).  

Considerando-se o esforço direcionado a redução  do uso de animais para um 

número mínimo possível, tarefas que propiciem múltiplos testes podem ser um recurso 

promissor que viabiliza o uso de um menor número de animais, com menor número de 

manipulações possível 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 

• Estabelecer uma tarefa de reconhecimento simples e discriminação com múltiplas 

sessões  

3.2 Específico 

• Adaptar uma tarefa de reconhecimento simples com múltiplas sessões  

• Adaptar uma tarefa de discriminação com diferentes níveis de similaridade com 

múltiplas sessões  

• Avaliar se os animais conseguem discriminar objetos com níveis de 25%, 50% 

e 75% de similaridade. 
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4. MATERIAL E MÉTODO 

4.1 Animais 

Foram utilizados 15 ratos Wistar machos com idade aproximada de 3 meses, 

mantidos em uma sala com controle acústico, de umidade e temperatura (24± 1ºC). 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 

restrição 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 divisória acrílica 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 diâmetro, 

paredes com 45 cm de altura, e no centro uma parede circular com 40 cm de diâmetro 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 saída da caixa, uma segunda porta 

foi colocada para impedir que os animais caminhem no sentido anti-horário. Ambas as 

portas possuem acionamento manual, realizado de uma sala adjacente ao local de 

experimento. O aparato foi produzido com material acrílico 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 realização dos procedimentos foi de 

aproximadamente 7 lux. Um ruído branco foi utilizado durante todos os procedimentos 

comportamentais. O aparato experimental e os objetos foram sempre limpos com solução 

de álcool etílico a 5% depois de cada sessão, e ao fim de cada dia de experimento com 

álcool a 70%. 
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25 %                50%                  Padrão             75% 

 

Figura 3. Aparato experimental utilizado nos experimentos de múltiplas sessões. 

4.3 Objetos 

Os objetos foram construídos 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 visíveis 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 

construídos sobre uma base de LEGO de 6,5cm x 6,5 cm. Para a tarefa de discriminação 

de objetos em diferentes níveis de similaridade foram utilizados 60 objetos com 40 formas 

diferentes. Foram estabelecidos os valores sistemáticos (~25% a ~75%) da similaridade 

da forma dos objetos com base no volume e compartilhamento de características visíveis. 

A sistematização da sobreposição 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 único pip (quadrado) 3D, veja Anexo 1. A sobreposição também foi 

calculada como um fator de recursos de superfície compartilhada na parte frontal de cada 

objeto, visível para os ratos (Johnson et al., 2017).  Veja exemplo de objetos utilizados 

na figura 4. 
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Figura 4. Objetos utilizados na tarefa de discriminação. O primeiro objeto da esquerda 

para a direita apresenta 25% de similaridade, seguido o objeto com 50% de similaridade, 

o objeto padrão e o objeto de 75% de similaridade.  

4.4 Procedimentos comportamentais gerais 

Os animais passaram por procedimentos de manipulação, habituação e 

modelagem, após esses procedimentos os animais foram submetidos a padronização das 

tarefas de reconhecimento de objetos e discriminação de objetos em diferentes níveis de 

similaridade. A padronização das tarefas se deu a partir da realização de três experimentos 

comportamentais, posteriormente descritos. Tanto as sessões de habituação quanto as 

sessões do teste foram gravadas pela WebCam (FaceCam 1020, Genius®) situada a 90cm 

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

4.4.1 Manipulação, Habituação e modelagem. 

Os animais foram alocados na sala de experimentos com 30 minutos de 

antecedência para sua ambientação antes de qualquer procedimento comportamental. A 

fim de garantir a redução 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 

horário, todo o 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 Padronização 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 três voltas na pista circular para exploração dos 

objetos para cada tentativa de amostra e teste, com intervalos de três minutos entre as 

tentativas. Foram realizados 10 sessões de exploração, com cinco minutos de intervalo 

entre elas, divididas em duas baterias (5 sessões/ dia). Na amostra o animal foi exposto a 

três objetos LEGOS idênticos, em posições específicas. No momento do teste são 

dispostas duas cópias idênticas dos objetos apresentados na amostra e um novo objeto 

LEGO totalmente distinto, todos os objetos foram colocados no mesmo local em que os 

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

mantidos na mesma posição ao longo das tentativas e sessões. 

 

Figura 5. Modelo do desenho experimental de múltiplas sessões. G, H, E e F representam 

os objetos e suas respectivas posições no aparato. 

4.4.3 Padronização da tarefa de discriminação de objetos em diferentes 

níveis de similaridade. 

A tarefa de discriminação de objetos em diferentes níveis de similaridade é 

composta por quatro tentativas, sendo 1 de amostra e três de teste com intervalo de 3 

minutos entre eles. Os animais realizaram três voltas na pista circular para exploração dos 

objetos para cada tentativa de amostra e teste. Foram realizados 10 sessões de exploração, 

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

Na fase de amostra o animal foi exposto a três objetos LEGOS idênticos, em 

posições específicas. Ao longo de cada um dos três testes, cada um dos objetos 

apresentados na amostra foi substituído por um objeto novo com um grau de similaridade 

específico 25%, 50% ou 75%. No primeiro teste são dispostas duas cópias idênticas dos 

objetos apresentados na amostra, um novo objeto LEGO, com um grau de similaridade 

com o antigo objeto, é apresentando. No segundo teste são dispostas duas cópias idênticas 

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 último teste são 

dispostas duas cópias idênticas 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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os três testes todos os objetos foram mantidos no mesmo local em que suas cópias exatas 

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

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

 

Figura 6. Modelo do desenho experimental de múltiplas sessões. G e E representam os 

objetos e suas respectivas posições no aparato. % representa o grau de similaridade. 

4.5 Análise comportamental e estatística 

Os dados foram analisados com o auxílio do EthoWatcher (Junior et al., 2012), 

software de rastreamento etológico, 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 exploração quando o focinho do animal tocar ou estiver a menos de 1 cm 

do objeto.  Não foi considerado exploração quando o animal se apoiava no objeto para 

explorar o ambiente, ou permanência do focinho próximo ao objeto sem atividade 

exploratória.  Somado a isso, foram realizadas análises da distância total percorrida e 

velocidade média para cada animal, através do Autotyping, um toolbox utilizado para 

análises comportamentais (Patel et al., 2014).  

Foi avaliado o engajamento do animal para explorar o objeto novo em comparação 

aos objetos familiares, como forma de índice do reconhecimento para a novidade. Para 

isso foram avaliados os seguintes parâmetros: tempo total de exploração dos três objetos 

e o índice de discriminação de objetos, através da relação da taxa de exploração do objeto 

familiar e do objeto novo. (Veja figura 7). O índice de discriminação varia de -1 a +1, 

com escores negativos indicando preferência pelo objeto familiar e escores positivos 

significando preferência pelo novo objeto.  (Inostroza et al, 2013; Ennaceur & Delacour, 

1988; Cohen & Stackman, 2015). 
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Figura 7. Demonstração da construção da medida do índice de discriminação. N 

corresponde ao tempo de exploração do objeto novo e F corresponde a média de 

exploração dos objetos familiares. 

Os procedimentos estatísticos foram conduzidos com o programa SPSS (24.0) e 

diferenças 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 

comparação dos tempos de exploração entre tentativas e sessões foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA) de medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Bonferroni, para 

os casos que a esferecidade foi violada utilizou-se a correção de Greenhouse e Geisser e 

quando a comparação 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 índices de discriminação, 

com valor de acaso em 0. Também foi calculado o tamanho do efeito (T.E) para cada teste 

estatístico 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 ESPECÍFICOS DE CADA 

EXPERIMENTO 

Cada experimento foi construído 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- Padronização da tarefa de reconhecimento e discriminação de 

objetos com múltiplas sessões com 10 sessões e 3 voltas 

5.1.1 Animais 

Foram utilizados 5 ratos machos Wistar adultos com aproximadamente 4 meses 

de idade nas condições experimentais anteriormente descritas, mantidos com água e 

comida ad libitum, até serem transferidos para gaiolas individuais para início da restrição 

alimentar. A fim de aumentar a exploração espontânea os ratos foram colocados em uma 

dieta restrita 13g/dia para que seus pesos permanecessem em torno de 85% do seu peso 

de alimentação 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 após a finalização 

de 1 volta o animal retornava a esta caixa, porém a recompensa apenas era dada ao fim 

de 3 voltas. A recompensa (glóbulos de sacarose) no centro da caixa era oferecida com 

auxílio de um dispensador de pellets (Insight, Brasil) de acionamento manual, anexa à 

caixa no centro. Como critério, os animais foram considerados modelados quando 

realizaram três sessões seguidas de três voltas corretas. Após essas etapas os ratos 

estavam aptos para a realização da tarefa de reconhecimento de objeto e discriminação de 

objetos em diferentes níveis de similaridade. 

5.1.3 Delineamento experimental 

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

o animal possua três encontros com os objetos em cada amostra e teste dentro das sessões. 

Ocorreram duas baterias de cinco sessões para cada tarefa (NOR e Discriminação), 

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 força do traço da memória para 
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o protocolo, bem como evitar a fadiga. A figura 8 ilustra como os procedimentos 

comportamentais foram distribuídos em dias.  

 

Figura 8. Ilustração dos procedimentos comportamentais e seus respectivos dias 

5.1.4 Análise 

Além das análises anteriormente relatadas, também foi realizada uma análise 

alternativa para a tarefa NOR, na qual foram comparados os tempos de exploração entre 

os objetos novos e familiares de todas as sessões, com critério de exploração mínima de 

três segundos durante a amostra (N=5). Um dos animais não conseguiu realizar as sessões 

do dia 2 para o teste de discriminação, portanto este foi excluído das análises para o dia 

2. Deve-se considerar que para algumas sessões e voltas o número de sujeitos foi reduzido 

devido à ausência de exploração seja na volta ou sessão analisada.   

5.1.5 Resultados 

As primeiras análises direcionadas a tarefa NOR demonstram que os animais 

apresentaram memória para a identidade dos objetos, uma vez que os animais exploraram 

significativamente mais o objeto novo, seus índices de discriminação 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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Figura 9. Índice de discriminação na tarefa NOR por bateria e total *Comparações 

significativas considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (N=5); ± Erro Padrão da 

média.   

A análise por sessão aponta que apenas as sessões 1 [t(4)= 4,16, p= 0,014; dz= 

1,86] e 8  [t(4)=2,81, p= 0,048; dz=1,26]  obtiveram índices significativos quando 

comparados a 0, todas as demais sessões apresentaram índices não diferentes do acaso 

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

 

Figura 10. Índice discriminação tarefa NOR por sessão. *Comparações significativas 

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

Para cada volta por bateria e total verificou-se índices 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 não apresentou valor acima do acaso, as 

demais voltas 2 e 3 também não 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 verificação do tempo de 

exploração, a qual apontou não existir diferença significativa entre os níveis de 

exploração dos testes para cada sessão [F(9, 36)=0,97; p=0,41] veja suplemento 2. 

Uma comparação entre os valores médios das 10 sessões para o tempo de 

exploração 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. 

 

Figura 11. Exploração de objetos novos e familiares na tarefa NOR. *Diferenças 

estatisticamente significantes (p<0,05). Teste t de medidas repetidas (N=5); ± Erro Padrão 

da média. 

No que se refere ao teste de discriminação, para o nível de similaridade de 25% 

verificou-se que os animais exploraram mais o objeto novo que o familiar na bateria 1, os 

índices de discriminação 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 índices não foram acima do acaso 

(p>0,05). Para cada sessão de 25% foi verificado que apenas a sessão 3 apresentou índice 

acima do acaso [t(4)=3,23, p=0,03; dz=1,45]. As demais sessões não apresentaram 

valores acima do acaso (p>0,05), veja figura 12. 
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Figura 12. Índice de discriminação por bateria, total e por sessão para o nível de 

similaridade de 25%, tarefa de discriminação. *Comparações significativas 

considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessão 

1 a 5, N=5; Sessão 6 a 10, N=4); ± Erro Padrão da média. 

 

Para cada volta do nível 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 não apresentaram índices significativos (p>0,05). Para a 

volta 3 foi identificada uma tendência na bateria 2 [t(2)=3,80, p=0,06, dz=2,19]. Não 

foram encontrados valores acima do acaso para as demais voltas em nenhuma bateria 

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

No nível de similaridade de 50% os animais não discriminaram o objeto novo em 

relação ao familiar. Não foram encontrados valores diferentes do acaso para nenhuma das 

baterias (p>0,05) veja figura 13. Não foram verificados valores acima do acaso para as 

sessões (p>0,05), com exceção da sessão 8, que apresentou índice negativo[t(3)=4,23, 

p=0,02; dz=2,12].  Para cada volta por bateria também não se obteve valores 

significativos(p>0,05), veja suplemento 4. 
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Figura 13. Índice de discriminação por bateria, total e por sessão para o nível de 

similaridade de 50%, tarefa de discriminação. *Comparações significativas 

considerando-se p<0,05. Teste t de uma amostra (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessão 

1 a 5, N=5; Sessão 6 a 10, N=4); ± Erro Padrão da média.  

Para 75% de similaridade também não foram encontrados índices significativos 

para nenhuma bateria (p>0,05), veja figura 14. Apenas a sessão 5 apresentou um índice 

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 não apresentaram memória 

para os objetos com 75% de similaridade. 

 

Figura 14. Índice de discriminação por bateria, total e por sessão para o nível de 

similaridade de 75%, tarefa de discriminação. *Comparações significativas 

considerando-se p<0,05. (Bateria 1, N=5; Bateria 2, N=4; Sessão 1 a 5, N=5; Sessão 6 a 

10, N=4); ± Erro Padrão da média. 

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

nível 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 índices encontraram-se acima do acaso na bateria 1 

[t(4)=4,31, p=0,01; dz=1,93] e uma tendência para total [t(4)=2,61, p=0,057; dz=1,19], 

veja figura 15. Para cada sessão foram encontrados índices significativos para a sessão 2 

[t(4)=5,61, p=0,05; dz=2,53] e 8, obtendo esta última um índice negativo [t(3)=-4,23, 

p=0,02; dz=0,42], veja figura 16.  Um índice 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 

memória para os objetos novos na primeira bateria, para o teste 1. 

Para o Teste 2 não foram encontrados índices significativos em nenhuma bateria 

(p>0,05). Um valor acima do acaso foi observado apenas na sessão 3 [t(4)=3,23, p=0,03; 

dz=1,45], as demais sessões não obtiveram índices significativos (p>0,05). Nenhuma 

volta apresentou valores significativos em nenhuma bateria (p>0,05), apenas uma 

tendência foi observada para a volta 2 na bateria 2 [t(3)=3,11, p=0,053; dz=1,56]. No teste 

3, último teste, nenhum índice significativo foi observado em nenhuma bateria (p>0,05).  

Nenhuma sessão ou volta apresentou índices significativos (p>0,05). No geral os ratos 

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

 

Figura 15. Índice de discriminação bateria 1 e 2 e total para cada teste *Comparações 

significativas considerando-se p<0,05. B= Bateria. Teste t de uma amostra (Bateria 1, 

N=5; Bateria 2, N=4); ± Erro Padrão da média. 

T1                                                              T2 
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Figura 16. Índice de discriminação por sessão para cada teste. *Comparações 

significativas considerando-se p<0,05. T= Teste. Teste t de uma amostra; (T1 T2 T3, 

N=5); ± Erro Padrão da média. 

No que se refere aos tempos de exploração para o teste de discriminação, 

verificou-se a partir de uma ANOVA de um fator que não existe diferença significativa 

entre o tempo de exploração em cada sessão [F(9, 18)=5,78, p=0,106], veja figura 17. A 

partir de outra ANOVA de um fator foi possível verificar que também não existiu 

diferença significativa entre o tempo de exploração para as amostras e cada teste da tarefa 

de discriminação [F(3,12)=0,80; p=0,51]. Quanto as voltas a ANOVA de um fator 

encontrou uma diferença significativa no tempo de exploração, considerando-se a 

violação da esfericidade (p<0,05), foi realizada a correção dos graus de liberdade por 

meio de Greenhouse-Geisser [F(2, 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.  

T3 
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Figura 17. Tempo total de exploração dos objetos por sessão para a tarefa de 

discriminação. ANOVA de medidas repetidas; N=5. ± Erro Padrão da média. 

  

Figura 18. Tempo total de exploração dos objetos por volta para a tarefa de 

discriminação. *Comparações significativas considerando-se p<0,05. V=volta. ANOVA 

de medidas repetidas; N=5. ± Erro Padrão da média. 

5.2 Experimento 2- Padronização da tarefa de reconhecimento e discriminação de 

objetos com múltiplas sessões com 10 sessões e 1 volta 

Considerando-se a ineficiência das voltas 2 e 3 e as reduções estatisticamente 

significantes nas mesmas, algumas alterações 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 eletrofisiológicos, optou-se por remover a recompensa que se 

encontrava do lado dos objetos, afim de se evitar possíveis ruídos 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 condições experimentais anteriormente descritas, 

mantidos com água e comida ad libitum, até serem transferidos para gaiolas individuais 
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para início da restrição alimentar. A fim de aumentar a exploração espontânea os ratos 

foram colocados em uma dieta restrita 13g/dia para que seus pesos permanecessem em 

torno de 85% do seu peso de alimentação livre (Miranda et al., 2017; Tomanari, Pine & 

Silva, 2003). Diferente do experimento 1 os animais não receberam recompensa disposta 

ao lado de todos os objetos nos treinos e teste. Antecedendo e durante o experimento os 

ratos foram pesados para garantir o controle do peso. 

5.2.2 Modelagem 

Durante cada volta a porta central era mantida aberta, portanto após a finalização 

de 1 volta o animal retornava a esta caixa, onde recebia recompensa. A recompensa 

(glóbulos para homeopatia – sacarose) no centro da caixa era oferecida com auxílio de 

um dispensador de pellets (Insight, Brasil) de acionamento manual, anexa à caixa no 

centro. Os animais foram considerados modelados quando realizaram 20 voltas corretas 

dentro de 15 minutos. Após essas etapas os ratos estavam aptos para a realização da tarefa 

de reconhecimento de objeto e discriminação de objetos em diferentes níveis 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 os objetos em cada amostra e teste dentro das 

sessões, além disso foi adicionada uma volta vazia no início de cada sessão. Foram 

realizadas 10 sessões para cada tarefa (NOR e Discriminação), a realização das sessões 

era dependente da motivação 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 força do traço da memória para o protocolo, bem como evitar a fadiga. Como 

apenas 1 animal conseguiu realizar as 10 sessões do experimento de discriminação, a 

bateria 2 foi excluída, concentrando-se as análises apenas na bateria 1. 

5.2.4 Análise 

Também foi realizada uma análise alternativa para a tarefa NOR, na qual foram 

comparados os tempos de exploração entre os objetos novos e familiares de todas as 

sessões. Deve-se considerar que para algumas sessões e voltas o número de sujeitos foi 

reduzido devido à ausência de exploração seja na volta ou sessão analisada.   
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5.2.5 Resultados 

Analisados os dados para a tarefa NOR não foram encontrados índices 

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 análise por sessão veja suplemento 6. 

A ANOVA de um fator não encontrou diferenças significativas entre os tempos de 

exploração para cada sessão [F(9, 36)= 1,45, p=0,29]. 

  

Figura 19. Índice discriminação tarefa NOR por dia e total. Teste t de uma amostra 

(N=5). ± Erro padrão da média.  

Uma comparação foi feita entre as médias do tempo de exploração dos objetos 

novos e familiares de todas as sessões, porém nenhuma diferença significativa foi 

encontrada (p>0,05). Pode-se verificar o tempo de exploração dos objetos a partir da 

figura 20. 

 

Figura 20. Tempo de exploração médio dos objetos novos e familiares na tarefa NOR. 

Teste T de duas amostras (N=5). ± Erro padrão da média. 

Para o teste de discriminação também não foram observados índices significativos 

para nenhum dos níveis 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 sessão foi verificado que para o nível 25% a sessão 3 apresentou 

índice negativo significativo [t(3)= -5,08, p=0,01; dz=2,54] (Suplemento 7). Para 50% de 

similaridade uma tendência foi observada na primeira sessão, com índice negativo [t(3)=-

2,63, p=0,078; dz=1,31] (Suplemento 8). Por fim, o nível de 75% apresentou índice 

negativo significativo na primeira sessão [t(4)=-3,07, p=0,03; dz=1,37] (Suplemento 9). 

Nenhum valor significativo foi observado nas comparações feitas entre o acaso e os 

índices 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].  

 

Figura 21. Índice da tarefa de discriminação para cada nível de similaridade. Teste t de 

uma amostra (N=5).  ± Erro padrão da média. 

A ANOVA de um fator não identificou diferença significativa no tempo de 

exploração das amostras e cada teste[F(3,12)=0,35]. Comparando-se os tempos de 

exploração entre cada sessão foi observada uma diferença significativa [F(4,16)=3,08, 

Bonferroni, p<0,05], veja figura 22.  
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Figura 22. Tempo total de exploração dos objetos para cada sessão da tarefa de 

discriminação. ANOVA de medidas repetidas (N=5).  ± Erro padrão da média. 

5.3 Experimento 3- Padronização da tarefa de reconhecimento e discriminação de 

objetos com múltiplas sessões com 5 sessões e 2 voltas 

A partir dos resultados encontrados no experimento 2, onde não havia recompensa 

do lado dos objetos, pode-se verificar uma redução considerável na exploração total dos 

animais, bem como uma desmotivação ao longo das sessões, o que por sua vez resultou 

em tempos de exploração baixos. Portanto para o experimento 3 foram propostas duas 

voltas para cada momento de amostra e teste, além da implementação de recompensas 

liquidas ao lado dos objetos, afim de aumentar a motivação dos animais com base em 

uma recompensa que não interferisse em possíveis registros eletrofisiológicos. Além 

disso a porta central foi mantida fechada para evitar o retorno dos animais para a mesma, 

em virtude de suas características 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 condições experimentais anteriormente descritas, 

mantidos com água 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 água 

contendo açúcar em uma concentração de 1g/ml.  

5.3.2 Modelagem 

Durante cada volta a porta central era mantida fechada, portanto, somente após a 

finalização de 2 voltas o animal retornava a esta caixa, onde recebia recompensa de forma 

intermitente. A recompensa (gotas de água com sacarose) no centro da caixa era oferecida 

de forma manual com o auxílio de uma seringa. Os animais foram considerados 

modelados quando realizarem três sessões seguidas de duas voltas corretas. Após essas 

etapas os ratos estavam aptos para a realização da tarefa de reconhecimento de objeto e 

discriminação de objetos em diferentes níveis de similaridade. 

5.3.3 Delineamento experimental 

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

o animal tivesse dois encontros com os objetos em cada amostra e teste dentro das sessões, 
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além disso foi adicionada uma volta vazia no início de cada sessão. Foram realizadas 5 

sessões para cada tarefa (NOR e Discriminação), a realização das sessões era dependente 

da motivação do animal, totalizando 5 tentativas por animal em cada tarefa, com 48h de 

intervalo entre as duas tarefas, no intuito de reduzir a força do traço da memória para o 

protocolo, bem como evitar a fadiga. 

5.3.4 Análise 

Foi realizada uma análise alternativa para a tarefa NOR, na qual foram 

comparados os tempos de exploração entre os objetos novos e familiares de todas as 

sessões, considerando-se o critério de três segundos de exploração durante a amostra. Um 

dos animais não conseguiu realizar as sessões do dia 2 para o teste de discriminação, 

portanto este foi excluído das análises para o dia 2. Deve-se considerar que para algumas 

sessões e voltas o número de sujeitos foi reduzido devido a ausência de exploração seja 

na volta ou sessão analisada.   

5.3.5 Resultados 

Considerando-se os dados para o teste NOR, não foram encontrados índices 

significativos para o total [t(4)=1,73, p=0,159; dz=0,77], dados ilustrados na figura 23. 

Nenhuma sessão apresentou índice significativo, porém foi observada uma tendência para 

a sessão 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. 

 

Figura 23. Índice discriminação tarefa NOR por sessão. Teste t de uma amostra (S1, 

N=5; S2 a S5, N=5).  ± Erro padrão da média. 
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Uma análise alterativa foi realizada afim de se verificar se existia diferença na 

média do tempo de exploração entre os objetos novos e familiares em todas as sessões, 

porém não foram encontradas diferenças estatísticas significativas [t(4)=1,030, p=0,35], 

veja figura 24.  

 

Figura 24. Tempo médio de exploração dos objetos novos e familiares da tarefa NOR. 

Teste t de duas amostras (N=5).  ± Erro padrão da média. 

Para o teste de discriminação não foram observadores índices significativos para 

nenhum dos níveis 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 sessão foi verificado que para o nível 25% a sessão 5 apresentou índice 

negativo significativo [t(4)=-3,36, p=0,02; dz=1,51], veja suplemento 13. Para a volta 1 

e 2 não foram obtidos valores acima do acaso (p>0,05) (suplemento 14). Para 50% de 

similaridade nenhuma sessão ou volta apresentou índices significativos (p>0,05), 

ilustrado em suplementos 15 e 16. Os mesmos resultados foram encontrados para o nível 

de 75% de similaridade (p>0,05), veja suplementos 17 e 18. 
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Figura 25. Índices da tarefa de discriminação por nível de similaridade. Teste t de uma 

amostra (N=5).  ± Erro padrão da média. 

 Quando analisado por testes também não foram observados índices 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 sessão, 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 sessão 5 do teste 2 [t(3)=3,23, p=0,048, 

dz=1,62]. As demais voltas não apresentaram valores diferentes do acaso (p>0,05), veja 

figura 26.  

 

Figura 26. Voltas 1 para cada sessão do teste 2 *Comparações significativas 

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

 A partir da ANOVA verificou-se não existir diferenças significativas no tempo de 

exploração entre cada sessão na tarefa de discriminação [F(4,16)=0,68, p=0,61], veja 

figura 27, porém foi encontrada uma diferença significativa nos  tempos de exploração 

entre a amostra e os testes [F(3,12)=6,16, p=0,009]. O teste post hoc bonferroni encontrou 

uma tendência para diferença entre a amostra e o último teste, sendo o tempo de 

exploração maior durante a fase de amostra (p=0,08). Analisando-se o tempo de 

exploração por volta verificou-se uma tendência a diferença entre as voltas 1 e 2 

[t(4)=2,45, p=0,07]. 
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Figura 27. Tempo total de exploração dos objetos por sessão na tarefa de discriminação. 

ANOVA de medidas repetidas (N=5).  ± Erro padrão da média. 
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6. DISCUSSÃO 

Considerando-se a tendência natural dos roedores pela exploração de novidade, 

diversos paradigmas foram desenvolvidos afim de se avaliar a memória em animais. 

Diversos estudos tem demonstrando que os roedores apresentam uma preferência 

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 discriminação de objetos similares em um 

protocolo com múltiplas sessões, baseado no modelo proposto por Manns e Eichenbaum 

(2009).  

Nos protocolos aqui propostos observou-se uma diferença considerável no 

desempenho dos animais para reconhecimento e discriminação de objetos.  No primeiro 

modelo, o animal realizava três voltas em cada momento de amostra e teste, além disso 

este obtinha recompensa no primeiro encontro com cada objeto. Neste foi percebido que 

os animais conseguiam realizar o reconhecimento dos objetos, e também a discriminação 

no nível 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 não recebia 

recompensa no encontro com os objetos, apenas no centro do campo. Para esse modelo 

os animais não apresentaram memória para a tarefa de reconhecimento ou discriminação.  

No terceiro experimento o rato realizava duas voltas em cada momento dentro da sessão, 

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 modificações feitas não foram encontradas diferenças 

significativas para reconhecimento ou discriminação. 

No primeiro experimento, em que ocorreu um maior número de encontros (voltas) 

com os objetos e recompensa, pode-se verificar que os animais obtiveram o padrão 

esperado para a tarefa de reconhecimento de objetos, os quais apresentaram uma 

tendência a explorar mais o objeto novo em relação ao objeto familiar (Ennaucer & 

Delacour, 1988). Além disso, é evidente que os animais continuaram a explorar ao longo 

das 10 sessões. Portanto, o protocolo pode ser considerado adequado para a avaliação da 

memória de reconhecimento com múltiplas sessões.  
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Deve-se enfatizar que neste protocolo existem algumas diferenças 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 número 

fixo de objetos, sendo trocado apenas 1 objeto no momento do teste, isto nos permitiu 

calcular o índice de exploração para este objeto novo específico. Outro fator importante 

é que os objetos aqui utilizados foram construídos a partir de LEGOS, que podem ser 

considerados objetos complexos com maior ambiguidade, elevando o nível de dificuldade 

da tarefa (Aggleton et al., 2010, Gámiz & Gallo, 2012). Destaca-se que esta tarefa permite 

comparação com as tarefas de reconhecimento espontâneo na literatura, que normalmente 

têm uma fase de amostra antes de cada fase de teste, o que geralmente não acontece em 

outras tarefas de NOR com múltiplas sessões (Ameen-Ali et al., 2012).  

Quanto a tarefa de discriminação no experimento 1 verificou-se que para o nível 

de similaridade 25% os animais discriminaram o objeto novo no primeiro dia de teste. 

Porém, para os demais níveis de similaridade estes resultados não foram encontrados. 

Tais resultados podem ser justificados por algumas razões. A primeira delas é que o 

desempenho dos animais parecia diminuir consideravelmente na última sessão de cada 

dia, isso pode ser verificado a partir da sessão 10 no nível de 25% e sessão 5 nos níveis 

de 50% e 75% de similaridade. A redução do desempenho é uma característica 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 várias 

tentativas leva a altos níveis de interferência proativa entre as características semelhantes 

nos vários objetos de teste (Aggleton et al., 2010). Isso também poderia explicar os 

resultados que foram encontrados no teste 1, 2 e 3 de discriminação, uma vez que os 

resultados encontrados apontam que os animais reconheceram o objeto novo apenas no 

primeiro teste, sendo, portanto, o teste dois e três afetados por essa interferência. O teste 

um não sofreria tamanha interferência uma vez que esse é o primeiro momento em que o 

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

Portanto, faz-se necessário pensar meios para reduzir essa interferência, 

possivelmente modificando-se o intervalo entre os testes, uma vez que o intervalo curto 

(3 minutos) pode ter interferido na exploração dos objetos, fazendo com que os animais 

utilizassem informações do teste anterior para comparar com os objetos do teste presente, 

resultando em padrões confusos de exploração, assim a exploração 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 (habituação prejudicada) (Burke & Barnes, 2015). Tais 

considerações poderiam explicar os índices que apresentaram-se significativamente 

invertidos (sessão 10 em 25%,  sessão 8 em 50% e sessão 5 em 75%), uma vez que estes 

poderiam estar expressando não apenas a exploração e memória do teste presente, mas a 

interferência e exploração do conjunto de testes realizados (Genzel et al., 2019).  

Além disso, o componente de exploração natural dos animais também pode 

exercer influência sobre a tarefa uma vez que discriminações mais precisas são 

estabelecidas nos primeiros momentos da exploração (Dix & Aggleton, 1999). O estudo 

realizado por Barbosa et al., (2012) encontrou esse padrão de exploração direcionado para 

a memória espacial, no qual foi verificado que os animais do grupo controle apresentaram 

um padrão de discriminação espacial da memória episódica apenas no primeiro minuto 

da sessão de teste, o que não ocorria nos minutos seguintes do teste. Parece de fato que 

os animais distinguem os objetos apenas no primeiro e no segundo minuto do teste quando 

testados em uma tarefa de localização 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 três poderiam 

expressar o padrão de exploração menos discriminativo. Tais aspectos também poderiam 

justificar os resultados que foram encontrados no experimento 3. 

Os níveis de exploração significativamente diferentes entre as voltas representam 

que ao longo das voltas realizadas no mesmo teste o animal acaba perdendo o interesse 

na exploração dos objetos, uma vez que esses objetos tornam-se cada vez mais familiares, 

esses resultados são semelhantes aos encontrados por Manns e Eichenbaum (2009). 

Apesar do número considerável de sessões, o nível de exploração foi mantido, 

provavelmente pelo valor motivador da recompensa utilizada. 

Para o experimento dois os animais não discriminaram o objeto novo. Alguns 

fatores podem ser reavaliados e devem ser destacados. O primeiro deles é que 

possivelmente a ausência de recompensa do lado dos objetos reduziu consideravelmente 

o tempo de exploração dos objetos, como também reduziu significativamente o tempo de 

exploração ao longo das sessões, sendo necessário excluir todas as análises do dia dois 

do teste de discriminação. Considerando-se que a tarefa NOR é a mais simples e que não 

foram encontrados resultados significativos para ela, deve-se refletir que a redução no 
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tempo de exploração dos objetos pode ter prejudicado a retenção da informação, uma vez 

que o intervalo de exposição da amostra é um fator crítico que afeta o desempe006Eho 

(Hatakeyama, Sugita, Yamada & Ichitani, 2018). Um critério de exploração mínima 

durante a fase de amostra deve ser estabelecido afim de garantir que de fato um traço de 

memória foi estabelecido para os objetos, portanto apenas uma volta não seja suficiente 

para alcançar um bom critério. A redução da exploração pode resultar diretamente em 

uma falha no índice propiciando que o animal trate o objeto familiar como novo, não 

reduzindo o tempo de exploração do objeto familiar na sessão de teste em consequência 

de uma baixa exploração no momento da aquisição (Cohen & Stackman, 2015; Burke & 

Barnes, 2015).  

O estudo realizado por Trimper et al., (2017) executou o mesmo protocolo do 

experimento dois, estabelecendo um critério de 1,5 s de exploração mínimo para cada 

objeto, porém as suas analises foram conduzidas levando-se em consideração apenas a 

comparação do tempo de exploração. No estudo aqui realizado, poucos animais 

atingiriam esse critério o que inviabilizou tal análise com recorte de tempos de 1,5s por 

objeto. Existem duas diferenças entre o estudo de Trimper et al., (2017) e o experimento 

dois, a primeira delas é que aqui havia uma maior quantidade de objetos, o que acaba por 

distribuir mais o tempo de exploração, exigindo maior motivação. A segunda, trata-se da 

linhagem utilizada, uma vez que eles utilizaram Long-Evans, linhagem com um drive 

exploratório consideravelmente maior que Wistars utilizados nesse estudo (Lorenzini, 

Bucherelli, Giachetti &Tassoni, 1987). 

Para o experimento 3 não foram verificados índices significativos no total. Porém, 

ao se avaliar os índices por sessão pode-se verificar um perfil similar ao encontrado no 

experimento um, uma vez que uma tendência foi observada para a sessão um e uma piora 

foi encontrada na última sessão, também similar ao encontrado por Ameen-Ali et al., 

(2012). Para os testes de discriminação, nenhum índice foi significativo, seja para os 

níveis de similaridade ou para os testes separadamente. Apenas em uma sessão do teste 2 

a volta 1 apresentou índice significativo. Além dos aspectos já discutidos no experimento 

um e dois, existem algumas considerações que aqui devem ser destacadas. A primeira 

delas trata-se da redução da exploração ao longo do experimento, destacada pela diferença 

no tempo de exploração entre a fase de amostra e o último teste. Além disso, a tendência 

de diferença entre as voltas mais uma vez aponta para a desmotivação encontrada ao 

longo dos encontros com o objeto (Manns & Eichenbaum, 2009). Apesar de uma 
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recompensa ter sido utilizada, os animais não estavam sob restrição, o que pode ter 

reduzido o drive exploratório dos animais, o que por sua vez pode ter prejudicado a fase 

de retenção (Cohen & Stackman, 2015; Aggleton et al., 2010). Os fatores de interferência 

e intervalos também devem ser levados em consideração nesse experimento (Aggleton et 

al., 2010; Burke & Barnes, 2015; Hunsaker & Kesner, 2008). 

Algumas considerações gerais devem ser destacadas afim de se compreender os 

resultados encontrados nos três experimentos. Primeiramente, a linhagem de animais aqui 

utilizada é distinta das linhagem utilizadas em experimentos com múltiplas sessões ou 

discriminação, portanto a motivação basal da linhagem utilizada pode ser um fator 

importante na hora de se pensar tarefas de múltiplas sessões (Trimper et al., 2017; Manns 

& Eichenbaum, 2009; Clark et al., 2011, Johnson et al., 2017). Além disso, talvez os 

níveis de 50% e 75% sejam altamente difíceis de discriminar pela linhagem aqui utilizada, 

uma vez que esta apresenta uma redução na acuidade visual (Prusky West & Douglas, 

2005).  

No que diz respeito à tarefa de discriminação em diferentes níveis de similaridade, 

apesar dos objetos aqui construídos serem baseados no proposto por Johnson et al., (2017) 

e os resultados apontados por este apresentarem menor quantidade de erros de 

discriminação 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 distração, tais 

diferenças de aparato e protocolo pode sugerir que a tarefa aqui proposta seja mais difícil, 

uma vez que existe um maior número de objetos que não são visualizados 

simultaneamente, o que poderia demandar mais de processos mnemônicos. Aqui 

utilizamos um trajeto circular em vez de um campo aberto ou labirinto em T, portanto os 

animais não podiam visualizar todos os objetos de uma só vez, e estavam sujeitos a uma 

ordem de visualização a medida que se realizava a volta. Apesar da ausência de pistas 

espaciais, a visualização de um conjunto de objetos pode favorecer o reconhecimento de 

um novo objeto em detrimento dos objetos que compunham o conjunto, além disso a 

estratégia egocêntrica também pode ser utilizada para identificação de um objeto em 

detrimento da posição do animal (Sugar & Moser, 2019). 

Comparando-se os três experimentos pode-se verificar que o protocolo 

estabelecido no primeiro experimento torna-se o mais promissor, uma vez que mesmo 

com as limitações apresentadas esse mostrou-se capas de avaliar o reconhecimento de 

objetos em múltiplas sessões. O reconhecimento de objetos é uma tarefa amplamente 
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utilizada que requer um número considerável de animais, ser capaz de oferecer um 

paradigma aplicável que reduza o número de animais, com menor nível de estresse 

consequente de um menor manuseio, pode facilitar a obtenção de uma quantidade de 

dados com menor ruído de estresse  (Hurst e West, 2010). Além disso, a tarefa de 

reconhecimento de objetos é uma tarefas de memória bastante utilizada para a testagem 

de substâncias e novos fármacos com efeitos amnésticos ou promnésticos e, com a 

implementação do aparato de sessões contínuas, o uso de animais nesses estudos pode ser 

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

Apesar das limitações apresentadas pelos experimentos aqui realizados, pode-se 

estabelecer alguns pontos, pelos quais outras tarefas de múltiplas sessões podem se 

orientar com base no objetivo proposto. Cabe destacar que todas as alterações feitas ao 

longo das tarefas tinham como fim viabilizar estudos por meio de registro 

eletrofisiológico. Porém, mais estudos são necessários para avaliar o efeito da redução do 

número de sessões ou testes por dia. Verificar a realização da tarefa por outras linhagens 

de rato, como Long-Evans, além de avaliar se o aumento do intervalo entre as sessões 

pode favorecer  o reconhecimento e discriminação de objetos. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nosso estudo revelou que o primeiro experimento é uma adaptação promissora do 

protocolo proposto por Manns e Eichenbaum (2009) para a realização de tarefas de 

reconhecimento e discriminação de objetos em níveis baixos de similaridade, portanto 

viabiliza um estudo de separação de padrões em níveis elevados de diferenciação. 

Favorecendo também para um menor número de animais a serem utilizados, com menor 

manipulação e consequentemente redução de eventos estressores.  Apesar do nosso 

protocolo não conseguir gerar índices de discriminação para níveis de similaridade mais 

altos é sugerido que novos estudos utilizem outras linhagens de ratos e apliquem 

diferentes intervalos entre as sessões, de forma que um melhor padrão de discriminação 

seja encontrado. 

Portanto, entende-se que nosso protocolo comportamental dá passos iniciais, afim 

de se avaliar a memória de reconhecimento e a separação de padrões para objetos por 

meio de múltiplas sessões. Permite-se a partir dos protocolos aqui apresentados 

estabelecer possibilidades e caminhos para que futuros protocolos se orientem sob as 

condições metodológicas a serem adotadas e venham a estudar a neurobiologia da 

aquisição, consolidação e recuperação da memória de reconhecimento e discriminação de 

objetos por meio do registro eletrofisiológico.  
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR 

Suplemento 1- Índice de discriminação da tarefa NOR, por volta para cada dia 

 

Suplemento 2- Templo de exploração da tarefa NOR para cada  teste 

 

Suplementar 3- Índice de discriminação para o nível de 25% de similaridade, voltas 

por dia. 
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Suplementar 4- Índice de discriminação para o nível de 50% de similaridade, voltas 

por dia. 

 

Suplemento 5- Índice de discriminação para o nível de 75% de similaridade, voltas por 

dia. 

 

Suplemento 6- Índice de discriminação na tarefa NOR por sessão 
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Suplemento 7- Índice de discriminação para o nível de 25% de similaridade, por sessão 

 

Suplemento 8- Índice de discriminação para o nível de 50% de similaridade, por sessão 

 

Suplemento 9- Índice de discriminação para o nível de 75% de similaridade, por sessão 
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Suplemento 10- Índice de discriminação na tarefa NOR, por volta.  

 

 

Suplemento 11- Índice de discriminação na tarefa NOR, volta 1 por sessão. 

 

Suplemento 12- Índice de discriminação na tarefa NOR, volta 2 por sessão. 
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Suplemento 13- Índice por sessão para o nível de similaridade de 25% na tarefa de 

discriminação 

 

Suplemento 14- Índice por volta para o nível de similaridade de 25% na tarefa de 

discriminação. 

 

Suplemento 15- Índice por sessão para o nível de similaridade de 50% na tarefa de 

discriminação. 
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Suplemento 16- Índice por volta para o nível de similaridade de 50% na tarefa de 

discriminação. 

 

Suplemento 17- Índice por sessão para o nível de similaridade de 75% na tarefa de 

discriminação. 

 

 

Suplemento 18- Índice por volta para o nível de similaridade de 75% na tarefa de 

discriminação. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

 

 


