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RESUMO

A memodria é definida como a capacidade de adquirir, guardar e usar uma determinada
informacdo sobre o mundo. A memoria declarativa, em particular, esta relacionada a coleta
consciente de informacdes sobre fatos e eventos e a capacidade de descrevé-los, sendo
subdividida em semantica e episodica. Em animais, o teste de reconhecimento espontaneo
de objetos (REO) avalia aspectos da memdéria de reconhecimento, que esta relacionada a
memoria declarativa do tipo episodica. Esse método baseia-se na preferéncia natural dos
animais em explorar um estimulo novo. Além disso, sabe-se que baixos niveis do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) prejudicam a aquisicdo de novas memorias de
reconhecimento, dentre outros aspectos. A administragdo de escopolamina (ESC), um
antagonista de receptores muscarinicos para ACh, pode mimetizar esses efeitos de forma
temporéria e reversivel, tanto em estudos com animais, como em ensaios clinicos. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi verificar o desempenho de micos-estrela (Callithrix
penicillata) no teste de REO, na presenca e auséncia da ESC. Os sujeitos foram divididos em
dois grupos, um recebendo solucéo salina (SAL) e o outro 0,05 mg/kg de ESC, ambos 20 min
antes do procedimento experimental. Os animais foram submetidos a uma sesséo de
habituacéo de 10 min e 24 h depois eles foram submetidos ao teste de REO em um Campo
Aberto (CA). A tarefa de REO consistiu em uma sessao treino de 10 min em que foram
apresentados dois objetos idénticos. Na sessdao teste, que ocorreu 6 h depois, um dos objetos
foi substituido por um novo (na mesma posicdo do objeto familiar) e os sujeitos puderam
explora-los por 10 min. Foi observado que, na sesséo teste, os animais do grupo SAL
exploraram significativamente mais o objeto novo em relagdo ao familiar, enquanto que os do
grupo ESC exploraram os dois objetos equitativamente. Em ambos os grupos, ndo houve
alteracdo na locomocdo ou na exploracdo dos objetos entre as sessfes treino e teste.
Portanto, como em modelos animais, micos-estrela apresentam uma memoria de
reconhecimento para objetos neutros no seu ambiente ap6s um intervalo de retencao de pelo
menos 6 h. A ESC, por outro lado, induz um efeito amnésico semelhante ao ja visto em
roedores nesse mesmo teste e em primatas nao-humanos (PNH) em tarefas de discriminacéo
visual. O teste de REO ¢, portanto, um teste rapido, simples e de baixo custo que também

pode ser empregado em PNH.

Palavras-chave: memdria de reconhecimento; exploracdo espontanea; objeto neutro;

escopolamina; amnésia; primata ndo-humano.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da memoaria

A memodria € definida como a capacidade em adquirir, guardar e usar uma determinada
informacé&o sobre o mundo (AMADIO e cols., 2004). Ela surgiu cedo na evolu¢éo do sistema
nervoso e desde entéo auxilia seres vivos na adaptacdo ao ambiente. Portanto, esse processo
cognitivo € essencial para a sobrevivéncia de diversas espécies, que devem lembrar qual
lugar é mais seguro, qual é o seu possivel predador, onde podem achar alimento e, ainda,
repetir padrdes de vocalizagdo (PONTES e SOUSA, 2016). Assim, esse processo define a
vida do individuo como um todo, visto que algumas acdes irdo se basear na lembranca de
fatos e acontecimentos (SQUIRE, 2004).

A memoria ndo € um processo Unico e pode entdo ser dividida em aquisi¢ao,
consolidacdo e evocagdo. A aquisicdo é o periodo em que o individuo é primeiramente
exposto a experiéncia ou estimulo (ABEL e LATTAL, 2001). A consolidacdo se trata do
periodo em que o trago mnemdnico deixa de ser labil e passa a ser estavel, sendo
armazenado posteriormente (IZQUIERDO e cols., 2006). A evocacao é definida como o
processo de avaliagdo da memdria e o uso da informacgdo consolidada. Em humanos, ela
pode ser vista na mudanca de um comportamento, adequacao a um determinado padrdo ou
no reconhecimento de pessoas, lugares e palavras, etc. (ABEL e LATTAL, 2001).

Outra forma de se classificar a memoéria é pela duracéo, sendo assim dividida em dois
tipos: de curto e de longo-prazo (Figura 1). A memoria de curto-prazo é aquela que faz
referéncia a experiéncias recém-vividas e conhecimentos adquiridos ha pouco tempo, com o
seu armazenamento por um periodo limitado de tempo. Um exemplo seria a recordacéo de
uma sequéncia pequena de letras ou numeros (VESELIS, 2015). Ha lembrancas que tem
relacdo com conhecimentos adquiridos ha muito tempo e elas séo relacionadas com a
memoria de longo-prazo. Portanto, esse tipo de memoria trata-se do armazenamento de
grande quantidade de informag6es, por um periodo de tempo indefinido (SQUIRE e KANDEL,
2003). Ha ainda a memodria operacional, que participa de habilidades motoras necessarias

1



para o cumprimento de uma determinada tarefa. Ela guia atividades em um nivel inconsciente
e ndo depende da quantidade de informa¢do, nem do tempo. Quando necessario, ela é
evocada para ser usada em procedimentos que necessitem de competéncias motoras e
intelectuais. Esse tipo de memoéria se desenvolve quando ha um aprendizado operacional pela
repeticdo de uma tarefa (CAMINA e GUELL, 2017).

A memdria de longo-prazo é dividida em declarativa e ndo-declarativa (Figura 1;
AMEEN-ALI e cols., 2015; SQUIRE, 2004; TULVING, 1985; XAVIER, 1993). A memoria
declarativa esta relacionada com a capacidade de coleta consciente de informac8es sobre
fatos e eventos e a capacidade de descrevé-los. Portanto, a meméria do tipo declarativa é
representacional, provendo um modelo do mundo externo, que pode ser verdadeiro ou ficticio.
As estruturas cerebrais envolvidas nesse tipo de memdria incluem areas do lobo temporal
medial (LTM) e do diencéfalo (Figura 1), sendo que suas fun¢des estdo comprometidas em
individuos com amnésia e deméncias (SQUIRE, 2004).

A memodria do tipo declarativa pode ser dividida em semantica e episédica (Figura 1).
A do tipo semantica estd relacionada a fatos concretos sobre 0 mundo a partir de
conhecimentos simbolicamente representaveis, como, por exemplo, o fato do céu de fim de
tarde ser alaranjado. JA a memodria episédica é definida como a capacidade de reviver um
evento no contexto original em que ocorreu e esta diretamente relacionada com a lembranca
pessoal de um individuo. Portanto, € a lembranca do que aconteceu, assim como onde e
quando. Um exemplo seria a cor desse mesmo céu exemplificado anteriormente desencadear
lembrancas sobre episédios vividos nessas condicdes (AMEEN-ALI e cols., 2015; SQUIRE,
2004; TULVING, 1985). Comparada com a memoéria semantica, essa Ultima requer a
participacdo de mais sistemas cerebrais, como o lobo frontal (Figura 1; SQUIRE, 2004).

A memoéria ndo-declarativa, por sua vez, € expressa via alteracbes no padrdo
comportamental do individuo. Ela é composta de modificacbes em areas cerebrais
responsaveis pelo desempenho em uma determinada tarefa (GASBARRI e cols., 2014).

Dessa forma, as memodrias adquiridas ocorrem pela reativacdo de areas em que o



aprendizado ja foi consolidado. Isso € possivel pela aquisi¢do, consolidacdo e evocacao de
habilidades motoras e cognitivas. Um exemplo seria o ato de dirigir. Mesmo que ele possa ter
surgido de fatos inerentes ao individuo, depois de um tempo a acao torna-se quase automatica
(SQUIRE, 2004; TULVING, 1985). Ha diversas areas neurais envolvidas na memoria ndo-
declarativa, sendo o corpo estriado envolvido nos habitos e habilidades, o neocértex no
aprendizado perceptivo, e a amigdala e o cerebelo nas respostas emocionais e esqueléticas,

respectivamente (Figura 1).

Longo prazo Curto prazo
|
Declarativa o .
declarativa
| I
Episodica || Seméantica Cond. Classico Ap pieviae Processual P e
: perceptiva associativa
Lava tgmporal medial Amigaaia Neocértex Estriato Vias de reflexo

Diencéfalo Cerebelo

Figura 1. Taxonomia da mem@ria com as areas neurais envolvidas em cada uma delas. Ap.: aprendizagem; Cond.:
Condicionamento. Adaptado de ROPPER e colaboradores (2014) e SQUIRE (2004).

Quando se trata de processamento de informacédo e operacao, os dois tipos basicos
de memodria de longo prazo diferem ainda mais. A memoria declarativa tem o principio de
deteccgdo das caracteristicas de um evento que ocorre em um determinado local e hora. No
caso da ndo-declarativa, o principio mais importante é a juncédo de elementos comuns de uma
série de eventos separados (SQUIRE, 2004). Sabe-se entdo que os sistemas de memoria
operam de forma independente e também paralela, subsidiando assim o comportamento

gerado (SQUIRE e ZOLA, 1996; TULVING, 1985).



Os tipos de memoria estdo ainda relacionados a diferentes niveis de consciéncia. A
memdria nao-declarativa € caracterizada pela consciéncia anoética, que significa sem
conhecimento. A memoria semantica, por sua vez, se relaciona com a consciéncia noética.
Essa consciéncia permite que o organismo esteja atento e associe objetos e eventos no seu
ambiente, mesmo na falta deles, podendo agir em um conhecimento simbolico do mundo. Por
altimo, h& a consciéncia autonoética (autoconhecimento), que se correlaciona
especificamente com a memdria episddica. Quando o individuo se lembra de eventos
pessoalmente vividos, levando em conta que eles fazem parte do seu passado, ele esta
usando esse tipo de meméria. Com base nisso, a demonstracao desse tipo de memaoria em
animais € limitada, visto que eles ndo podem relata-la (TULVING, 1985). Diz-se entdao que
eles possuem uma memoria do tipo episddica. Além disso, ela € seletivamente perdida
quando ha algum dano cerebral, aparece tardiamente durante o desenvolvimento, tem

variacao interindividual e pode ser medida via testes de memoria (AMEEN-ALI e cols., 2015).

1.2. Meméria de reconhecimento

A memoria de reconhecimento pode ser definida como o processo de identificacdo de
um objeto ou pessoa previamente visto. Ela se correlaciona & meméria episddica, porém néo
envolve necessariamente uma lembranca de uma experiéncia passada. Esse tipo de memoéria
faz parte de um dos aspectos da memodria declarativa, que se trata de uma funcéo cognitiva
multimodal e complexa (AMEEN-ALI e cols., 2015; WINTERS e cols., 2010).

A habilidade de individuos reconhecerem um estimulo visto anteriormente pode ser
classificada em memoéria de reconhecimento e de familiaridade. Se essa informacéo gerada
inclui detalhes do contexto episédico anterior (informacdo espacial e temporal ou
pensamentos gerados durante exposi¢ao prévia), ela faz parte do reconhecimento. Se néo,
ela é caracteristica da familiaridade. Isso pode ser visto em situagdes em que o individuo sabe
que se lembra de um fato, mas somente se alguma informacédo for apresentada

conjuntamente. Por exemplo, a pessoa pode sentir um determinado cheiro e saber que ja o



sentiu, mas ndo lembrar especificamente a que se refere (EICHENBAUM e cols., 2007;
HENSON e GAGNEPAIN, 2010).

O cértex perirrinal € uma estrutura extremamente importante para o reconhecimento
de objetos vistos anteriormente (WARBURTON e BROWN, 2015; DERE e cols., 2007).
Quando danificado, o reconhecimento de objetos novos fica prejudicado, confirmando assim
seu papel nesse processo (NORMAN e EACOTT, 2004). Além disso, estudos
eletrofisiolégicos mostraram a presenca de neurbnios nessa area que sao responsaveis pela
codificacdo da memdria de reconhecimento visual em primatas ndo-humanos (PNH; BROWN
e cols., 2010) e roedores (ZHU e BROWN, 1995). Estudos feitos por WINTERS e BUSSEY
(2005) utilizaram a lidocaina, um bloqueador de canais de sédio, para a inativagcao dessa area.
Os animais passaram a ndo reconhecer mais 0s objetos, revelando a importancia dessa area
na aquisicdo, consolidacdo e evocacao da memoria.

Outra estrutura envolvida nesses processos é o hipocampo, ndo havendo, contudo,
um consenso quando se trata de sua importancia na memaria de reconhecimento de objetos
(WINTERS e cols., 2010). Uma lesdo nessa area em roedores induziu uma resposta
semelhante ao grupo controle quando esses objetos foram colocados em novas posicdes ou
contextos (O'BRIEN e cols., 2006). Portanto, pode-se inferir que o hipocampo é importante
para o reconhecimento de objetos, mas somente quando sdo apresentadas informacoes
espaciais e contextuais (SUZUKI e NAYA, 2014; WARBURTON e BROWN, 2015; WINTERS
e cols., 2010).

Alguns estudos apontaram o cortex pré-frontal medial como uma &rea envolvida em
processos de memoéria de reconhecimento em PNH (MILLER e cols., 1996; XIANG E BROWN,
2004). Em roedores, lesdes nessa area comprometeram as memorias de objeto-lugar
(BARKER e cols., 2007) e de ordem temporal (CROSS e cols.,, 2013; DEVITO e
EICHENBAUM, 2011).

Estudos de memoédria em humanos vém sendo realizados com diversos tipos de

metodologias. Uma delas é a investigacdo de pacientes que possuem lesfes cerebrais que



interferem em diferentes processos cognitivos, associados a tarefas de reconhecimento de
padrBes de imagens ou palavras (SQUIRE e WIXTED, 2011). Estudos de lesédo apresentam
algumas vantagens, como a evidéncia de que se trata de um processo dissociativo ou nao.
Porém existem algumas desvantagens, como o fato da selecdo do paciente ndo ser
randémica, a amostra ser peguena e muitas vezes consistir em apenas um paciente, e a
dificuldade de selecdo de individuos com lesdes exatamente na mesma area cerebral
(STERNBERG, 1999). Também ha a possibilidade de medi¢cdo da atividade cerebral por
técnicas como o eletroencefalograma (EEG). Esse exame pode ser associado com a falha na
memoria, mas ndo pode ser usado para compor o diagnostico em todos os pacientes (BELL
e CUEVAS, 2012). Além disso, h& questBes éticas envolvidas, que impedem o estudo de
varios tipos de comprometimento cognitivo. Para que haja uma relacdo minuciosa entre as
estruturas cerebrais e déficits de memodria com um nimero maior de individuos, modelos
animais podem ser usados (SQUIRE e WIXTED, 2011).

Na década de 70, GAFFAN (1974) desenvolveu um teste em PNH chamado teste de
escolha de acordo com o modelo (do inglés, delay matching to sample, DMS). Nesse teste, a
memoria de reconhecimento é testada de forma visual. Na fase de treinamento, um objeto
contendo um reforgo alimentar € apresentado, podendo ser obtido quando o objeto é tocado
ou deslocado pelo animal. Na fase teste, apresenta-se um objeto adicional e o animal tem que
identificar qual foi o objeto da fase de treinamento, demonstrando que se recorda dele. O
intervalo entre as duas fases é o parametro usado para atestar a memaria de reconhecimento
no PHN e pode variar de minutos a horas, dependendo do que esta sendo testado (AMEEN-
ALl e cols., 2015; EICHENBAUM e cols., 2007; WINTERS e cols., 2008; WINTERS e cols.,
2010).

Esse procedimento foi modificado por MISHKIN (1978), sendo que os animais agora
teriam que tocar/deslocar o objeto novo na fase teste, culminando em um treinamento mais
rapido porque se baseia no principio de que os animais explorariam mais o estimulo novo no

ambiente. Esse teste é chamado de escolha diferente do modelo (do inglés, delay



nonmatching to sample, DNMS) e tem sido amplamente usado em PNH para o entendimento
das bases neurais da memoéria. Esses dois tipos de teste esclarecem muitos aspectos sobre
a memdaria. Porém, ao usar um reforgo, adiciona-se o viés de outros processos neurais, cComo
a motivagao (AMEEN-ALI e cols., 2015; EICHENBAUM e cols., 2007; WINTERS e cols., 2008;
WINTERS e cols., 2010).

Em roedores, um dos testes mais empregados é o de Reconhecimento Espontaneo
de Objetos (REO; do inglés, spontaneous object recognition). Nesse teste sdo colocados dois
objetos idénticos em locais distintos e depois de um intervalo de retencao pré-determinado,
troca-se um dos objetos por um estimulo novo. O animal teria entdo uma preferéncia natural
em explorar o objeto novo (AMEEN-ALI e cols., 2015; DERE e cols., 2007). Esse teste de
reconhecimento de objetos permite avaliar o efeito de diversos farmacos nas diferentes fases
da memoria, a depender do momento em que sédo administrados, ou seja, antes/depois da
sessao treino ou teste (DERE e cols., 2007).

Estratégias farmacoldgicas, como o bloqueio do receptor de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA-R) em roedores, tém sido usadas para a verificagdo do papel do hipocampo
no reconhecimento de objetos (DERE e cols., 2007). Isso se deve ao fato desse receptor estar
envolvido em alguns tipos de mecanismos de plasticidade sinaptica e consolidacdo da
memoria (MARTIN E MORRIS, 2002). Além do NMDA-R, ha outros receptores envolvidos na
plasticidade sinaptica e formag¢do da memoéria, como o AMPA-R (receptor de acido propriénico
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol; DERE e cols., 2007). A administracdo de um antagonista
desse receptor diminuiu o reconhecimento de objetos apos diferentes intervalos de retencéo,
atestando também o seu envolvimento na codificacdo de informagfes (WINTERS e BUSSEY,
2005).

Mecanismos colinérgicos também parecem estar envolvidos na plasticidade sinaptica
no cortex perirrinal (DERE e cols., 2007). Baixos niveis desse neurotransmissor no hipocampo
tém efeito amnésico, observado na Doenca de Alzheimer (DA; BARTUS, 2000), assim como

uma elevacgdo na sua transmisséo tem efeito pr6-mnésico (SARTER e BRUNO, 2000). Dessa



forma, a modulagéo por agonistas dos receptores de acetilcolina (ACh) tem impacto na
aguisicao e possivelmente na consolidacao de caracteristicas do objeto em testes de memoria

de reconhecimento realizados em roedores (DERE e cols., 2007).

1.3. Aviacolinérgica e sua relagdo com a memaria

A transmissdo colinérgica (Figura 2) é baseada em proteinas que estdo envolvidas na
sintese, estocagem, transporte e degradacgéo do neurotransmissor ACh (FERREIRA-VIEIRA
e cols.,, 2016). A sintese desse neurotransmissor se da no citoplasma de neurdnios
colinérgicos a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA) e colina. A enzima responsavel por essa
reacdo € a colina acetiltransferase (ChAT). Depois de sua biossintese, a ACh é armazenada
em vesiculas pré-sindpticas e levada a fenda sinptica por transportadores vesiculares de
acetilcolina (VAChT), presentes na membrana da vesicula sindptica (DEIANA e cols., 2011,
POTTER, 1970). A ChAT é ativada quando ha despolarizacao, influxo de célcio e fosforilagdo
por diversas proteinas quinases (DOBRANSKY e cols., 2000; SCHIMDT e RYLLET, 1993).
Apesar de sua importante funcdo na sintese de ACh, essa enzima ndo € um fator limitante
(COLLIER e KATZ, 1974).

A medida que o neurdnio colinérgico é despolarizado, a ACh ¢é liberada na fenda
sinaptica por exocitose e assim ativa seus receptores. Esse neurotransmissor é rapidamente
inativado pela acetilcolinesterase (AChE), enzima que esta geralmente presente na
membrana plasmatica de neurbnios da fenda sinaptica (DEIANA e cols., 2011). Os
mecanismos de inativagdo dessa enzima sé&o bem particulares, visto que cada AChE pode
hidrolisar cerca de 5.000 moléculas de ACh por segundo. Isso faz com que ela seja uma das
enzimas mais cineticamente eficientes (POTTER e cols., 1984). A AChE é transcrita
principalmente nos musculos e no cérebro, mas pode também ser expressa em células
sanguineas e epidermais (SEIDMAN e cols., 1995). Assim que a ACh é hidrolisada, cerca de
50% da colina derivada da hidrélise € recuperada pelo transportador de colina de alta

afinidade (CHT) dependente de sédio (Na*). Dessa forma, ela pode ser usada novamente na



sintese desse neurotransmissor. Portanto, a recaptacdo esta diretamente relacionada a taxa

de sintese de ACh (ABREU-VILLACA e cols., 2011).
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Figura 2. Representagdo da uma sinapse da via colinérgica com sintese, armazenamento, transporte e
degradacao da acetilcolina (ACh). Retirado de BRUNTON e colaboradores (2011).

Os receptores de ACh sdo divididos, de acordo com a afinidade de agonistas e sua
farmacologia, em receptores nicotinicos e muscarinicos (FERREIRA-VIEIRA e cols., 2016).
Os receptores nicotinicos fazem parte de uma familia de canais ibnicos pentaméricos que sao
seletivos para os cations potassio (K*), Na* e célcio (Ca?*; Figura 3; DEIANA e cols., 2011). A
combinacdo de subunidades determina os tipos de receptores nicotinicos, que podem estar
localizados em diferentes areas neurais (COOPER e cols., 1991). Depois que esses
receptores sdo ativados, hA um aumento da permeabilidade celular ao Na* e Ca?" com
consequente despolarizacdo e excitacdo celular (ABREU-VILLACA e cols., 2011; DEIANA e
cols., 2011). Essa resposta intracelular resulta em transmissao sinaptica no sistema nervoso
periférico (SNP) e atividade modulatéria no sistema nervoso central (SNC). Portanto, esses
receptores podem ser expressos em diferentes regides do SNC, assim como nos ganglios e
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musculos (COOPER e cols., 1991; WONNACOTT, 1997). Centralmente, a estimulagéo
desses receptores facilita a liberacdo de diversos neurotransmissores, como 0 glutamato
(RADCIFFE e DANI, 1998), acido gama-aminobutirico (GABA) e dopamina, além da ACh
(WONNACOTT, 1997). Por sua vez, a regulacdo da neurotransmissao glutamatérgica pela

ACh esta envolvida nos processos de memoria e aprendizado (RADCIFFE e DANI, 1998).

Channel

gls

al al

Synaptic l v ', v\

face

. ! Rl N ST
\ J/ n ] L
2" '\ CAV, ,L,l. y "
w \\
8\ ?1 ] a
"o AN IO N
\ A0 Y
e\
’LL‘-._. \

Cytoplasmic
face

Figura 3. Representacdo da estrutura de um receptor nicotinico com suas subunidades. Retirado de BRUNTON e
colaboradores (2011).

Receptores muscarinicos sdo receptores acoplados a proteina G com 7 dominios
transmembranares, e assim modulam diversos canais i6nicos (Figura 4). Até o momento, ja
foram descobertas cinco isoformas (M1-M5) e elas diferem entre si no tipo de proteina G a
qual se ligam e, consequentemente, ao tipo de resposta intracelular que desencadeiam
(CAULFIELD e BIRDSALL, 1998). Os tipos M1, M3 e M5 sao acoplados a proteina Gaq e o
seu segundo mensageiro é a fosfolipase C (PLC), que produz uma resposta celular excitatoria.
A ativacdo da PLC gera o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Enquanto o IP3
mobiliza reservas intracelulares de Ca?", o DAG ativa a proteina quinase C (PKC; Figura 4;
ABREU-VILLACA e cols., 2011). Em contrapartida, os tipos M2 e M4 sao acoplados a proteina
Gai, promovendo assim uma diminuigdo da excitabilidade celular. Isso acontece devido a

inibicdo da enzima adenilato ciclase, que reduz os niveis de adenosina 3',5'-monofosfato
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ciclico (AMPc; Figura 4; ABREU-VILLACA e cols., 2011; DEIANA e cols., 2011; FELDER,
1995). Os receptores do tipo M1/M3/M5 estdo predominantemente localizados poés-
sinapticamente, ja os do tipo M2/M4 séo encontrados em nivel pré-sinaptico, atuando como
autorreceptores ou regulando negativamente a liberagdo de ACh. A ativacdo de receptores
muscarinicos no SNC gera principalmente uma resposta excitatdria, especialmente no cértex
(PORTER e cols., 2002). Os receptores do tipo M1 sdo mais predominantes no cortex e
hipocampo, enquanto que os do tipo M3 e M5 sédo mais encontrados no SNP. Ja os receptores
muscarinicos do tipo M2 séo altamente concentrados no cerebelo e medula espinhal e os do
tipo M4 no estriado, como nos nucleos caudado e putamen (THIELE, 2013; WARREN e cols.,

2005).
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Figura 4. Receptores muscarinicos metabotropicos e sua via de sinalizagdo. O tipo de proteina G a que se ligam
e 0 segundo mensageiro muda de acordo com o subtipo do receptor. Retirado de THIELE (2013).

Neurdnios colinérgicos estao espalhados por varias regiées no SNC e SNP. Alguns
deles fazem partem de circuitos locais e sdo chamados de interneurbnios. Esses estédo
presentes no estriado, no nucleo accumbens (NAc) e no tubérculo olfatério (EVERITT e
ROBBINS, 1997; JONES, 2004). Outros ligam diversas partes do cérebro, os ditos neurdnios
de projecdo, que podem conectar duas regides tanto no SNC, quanto no SNP. O grupo de
neurdnios mais conhecidos que eles inervam sdo os do prosencéfalo basal. Nessa érea,
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existem neurdnios que vao do nbM até o cértex e a amigdala. Os neurbnios colinérgicos
presentes no septo e na banda diagonal da area de Broca projetam para o hipotdlamo e
hipocampo (MESULAM, 2004). Essas projecdes neurais que vém do prosencéfalo basal tém
importancia fundamental em diversas funcdes corticais (EVERITT e ROBBINS, 1997; JONES,
2004; WEINBERGER, 2003).

O papel da ACh nos processos de memoéria e aprendizado esta sendo esclarecido.
Sugere-se que esse neurotransmissor tem um papel importante no hipocampo, onde colabora
com a aquisicdo e a evocacao das informacdes. Nesse modelo, chamado de hipotese
colinérgica, a alta concentracdo de ACh facilitaria a aquisicdo de novas memoarias, enquanto
sua baixa concentracdo seria responsavel pela evocacéo de memorias anteriores. Neur6nios
colinérgicos do prosencéfalo basal sdo afetados na DA e isso impulsionou os estudos nessa
area em relagdo as fungdes cognitivas (KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010). Estudos
experimentais usaram primeiramente excitotoxinas, porém, por ndo se tratar de um método
seletivo, muitas areas nao-colinérgicas poderiam ser afetadas. Comecou-se entdo a serem
usadas algumas toxinas seletivas, como a imunotoxina lgG-saporina 192, que se liga a
receptores do fator de crescimento neural (NGF), expressos majoritariamente nessa
populacéo celular. Ela afeta apenas os neurdnios colinérgicos dessa area e serve como um
modelo animal de lesédo (BAXTER e BUCCI, 2013).

Apesar de se saber o envolvimento do prosencéfalo basal no aprendizado e na
memodria, alguns experimentos concluiram que uma lesdo nessa area também levaria ao
déficit de funcdes de atencédo, além do dano a plasticidade de neurdnios sensoriais (BUCCI e
cols., 1998). Estudos mais recentes comecaram a identificar outros mecanismos em que
esses neurbnios estariam envolvidos com processos de memoéria. Quando ratos foram
testados em um teste de aprendizado espacial condicional, lesdes nessa area induziram um
desempenho inferior dos animais nessa tarefa (JANISIEWICZ, 2004). Em PNH, a remocao
desse circuito colinérgico para o cortex temporal exacerbou os efeitos de uma lesdo anatdmica

na memoria episddica (CROXSON e cols., 2012). Portanto, conclui-se que neurbnios ndo-
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colinérgicos nessa area também contribuem para processos de memdéria e aprendizado

(BAXTER e BUCCI, 2013; KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010).

1.4. Modulacéo farmacolégica da via colinérgica
1.4.1. Escopolamina

A escopolamina (ESC) é uma amina terciaria da classe dos alcalbides da beladona.
Esse farmaco € um antagonista competitivo nao-seletivo de receptores muscarinicos.
Portanto, ela ndo se liga mais fortemente a nenhum dos subtipos desses receptores
metabotrdpicos, tendo agdo central e periférica (ANTOR e cols., 2014). Quando administrada
em altas concentracdes, também pode antagonizar receptores nicotinicos. Receptores
muscarinicos estao distribuidos em todo o organismo e, como explicitado anteriormente,
pressupde-se que os subtipos M1 e M5 estdo mais presentes no cérebro. Portanto, os efeitos
centrais desse farmaco sdo mediados por esses dois subtipos (KLINKLENBERG e
BLOKLAND, 2010).

A ESC se apresenta nas formas farmacéuticas sélidas como comprimido, em solucdo
injetavel e, para algumas indicag6es, em adesivos transdérmicos e solu¢des nasais (ANTOR
e cols., 2014; PERGOLIZZI JR e cols., 2012). Portanto, esse farmaco pode ser administrado
oralmente, assim como pelas vias subcutadnea (SC), intramuscular (IM), intravenosa (1V),
ocular e transdérmica (t6pica; RENNER e cols., 2005). Se administrado por via oral (VO) ou
SC, sua absorcdao é rapida, pois € bem absorvido no trato gastrointestinal (TGI) e pela derme.
De acordo com o estudo realizado por EBERT e colaboradores (2000), atinge sua
concentracao plasmatica maxima (Cmax) em cerca de 30 min quando administrada oralmente.
Na via SC, atinge a Cnax €m cerca de 15 min, a depender da dose (EBERT e cols., 1998). Ja
na via IM, o tempo para se chegar na Cmsax €sta em torno de 20 min (EBERT e cols., 2001).
Com a administracao IV de ESC, foi observado um efeito amnésico em 10 min, o qual persistiu
por pelo menos 120 min. Sua distribuicdo é ampla e aparentemente se liga irreversivelmente

a proteinas plasmaticas (AHFS, 2011). Em roedores, a ligacéo a proteinas plasmaticas foi de
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30 + 10% (NAKASHIMA e cols., 1993). Ela atravessa a barreira hematoencefélica, assim
como a placenta, e é distribuida ao leite materno também. Sua meia-vida de eliminagdo é de
aproximadamente 9,5 horas, sendo metabolizada no figado (por conjugacéo) e excretada na
urina, em sua maioria na forma conjugada (AHFS, 2011). Essa conjugacao é possivelmente
com o acido glicurénico ou sulfato (RENNER e cols., 2005). Mesmo que a ESC seja
amplamente metabolizada, sua acdo terapéutica é feita em grande parte pelo farmaco
inalterado (AHFS, 2011). Apenas cerca de 2,6% do farmaco é excretado na urina em sua
forma farmacologicamente ativa (KANTO e cols., 1989).

Clinicamente, a ESC é usada principalmente para a profilaxia da nausea e émese
induzidos pela anestesia (PERGOLIZZI e cols., 2012). No pré-operatério, o seu uso é
justificado para prevenir efeitos colinérgicos, como arritmias cardiacas, hipotensdao e
bradicardia, além dos seus efeitos sedativos, anti-secretérios (principalmente no trato
respiratorio), antieméticos e amnésicos (RANG e cols., 2012). Ela € um dos farmacos mais
usados para 0 enjoo em pacientes que foram submetidos a periodos curtos de movimentos
intensos ou que sdo mais susceptiveis a esse tipo de situagdo. Outro uso seria em condi¢des
em que é necessaria a inibicdo da motilidade do TGI (sindrome do intestino irritavel,
diverticulite, desinteria leve, etc.). Ela também pode ser usada como antiespasmaddico, no
tratamento sintomatico da sindrome parkinsoniana e em outras condicées em que se deseja
os seus efeitos anticolinérgicos depressores do SNC (AHFS, 2011).

Seus efeitos adversos estdo diretamente relacionados com a sua farmacodinamica.
Assim sendo, quando a ESC age em receptores do tipo M1, pode produzir tontura, amnésia,
vertigem e fadiga. Entretanto, também podem ocorrer alucinac¢des, euforia, comportamento
parandico, delirio, desorientacao e irritabilidade (AHFS, 2011; RANG e cols., 2012). Os seus
efeitos cardiacos estéo relacionados ao receptor do tipo M2, com bradicardia em baixas doses
e taquicardia em doses elevadas. Ja os seus efeitos glandulares séo produzidos quando os
receptores do tipo M3 sdo antagonizados. Isso é demonstrado com a inibicdo da salivacao

(xerostomia) e da secre¢do de muco nas vias respiratorias e a diminuicdo da atividade de
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glandulas sudoriparas (RENNER e cols., 2005). Podem ocorrer ainda outros efeitos
periféricos, como midriase, visdo turva e motilidade e secrecdo do TGI diminuida (RANG e
cols., 2012; RENNER e cols., 2005).

Em animais, a ESC é amplamente usada como modelo farmacolégico experimental
de dano cognitivo (MORE e cols., 2016). Quando administrada sistemicamente, ela interferiu
na aquisicdo da memoria em modelos murinos (LIEBEN e cols., 2005). Além disso, a ESC
prejudica tarefas relacionadas a procedimentos com intervalos de retencao, o que sugere que
esse farmaco acomete a memaria operacional espacial (KLINKERBERG e BLOKLAND, 2010;
MORE e cols., 2016). Quando infundida no cértex perirrinal, a ESC afetou o reconhecimento
de objetos em ratos (ABE e cols.,, 2004). Em estudos que utilizaram o DNMS em
camundongos, ela induziu um aumento no numero de omissdes e na laténcia de resposta e
uma diminuicdo no nimero de tarefas realizadas (ESTAPE e STECKLER, 2002). Pesquisas
que utilizaram o DMS em PNHs também relataram uma diminuicdo no nimero de respostas
corretas p6s-ESC (BUCCAFUSCO, 2009). A partir da dose de 0,03 mg/kg, h&a prejuizo na
memoaria de reconhecimento de objetos, dependendo dos parametros utilizados, e seu efeito
€ dose-dependente (BUSHNELL e cols., 1997; JONES e HIGGINS, 1995).

Em humanos, a ESC néo é o farmaco mais indicado devido aos seus efeitos adversos
periféricos (KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010). No entanto, ja foi comprovado danos
cognitivos reversiveis que foram dose e tempo-dependente (EBERT e cols., 1998). Além
disso, a concentracdo plasmatica do farmaco parece estar relacionada a alteracdes no EEG

de pacientes saudaveis (EBERT e cols., 2001).

1.5. Primatas ndo-humanos como modelos animais para estudos de memoaria
1.5.1. Aspectos gerais

Estudos clinicos estdo envolvidos no desenvolvimento de qualquer medicamento
novo. Além dos fatores éticos, morais, técnicos e sociais, alguns parametros fisiol6gicos,

como o tecido cerebral, ndo podem ser analisados em humanos vivos. Portanto, ndo € seguro
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fazé-los sem a realizagédo de estudos pré-clinicos e isso € alcangado via modelos animais.
Apesar de suas limitacdes, como baixa validacdo e predicdo do efeito de substancias no
organismo humano, eles sdo muito importantes em diversas etapas de estudo. Nao é possivel
testar um novo farmaco sem um ensaio prévio de seus efeitos farmacodindmicos e
farmacocinéticos em animais (NESTLER e HYMAN, 2010).

Nesse contexto, modelos murinos tém sido extensivamente usados na fase pré-clinica
e possuem inlmeras vantagens. Além de serem de porte menor e manipulacao mais facil,
esses animais possuem uma rapida reproducéo e ciclo de vida acelerado. Isso muitas vezes
corresponde a uma diminui¢do do custo e tempo requerido. Logo, primeiramente preconiza-
se 0 uso de espécies de roedores, porém ha algumas situagdes em que isso nédo é viavel
(COLMAN, 2017; NESTLER e HYMAN, 2010; ‘t HART e cols., 2012).

Algumas doencgas, comportamentos e sintomas clinicos sao de dificil mimetizagéo em
roedores. Muitas vezes ha uma variacao filogenética grande entre eles e humanos, com a
presenca ou auséncia de algum gene e diferentes polimorfismos genéticos. Assim, nem
sempre um agente farmacoldgico atingira o sitio de acéo desejado (CAPITANIO e EMBORG,
2008). Além disso, algumas estruturas anatdmicas ndo sao equivalentes entre roedores e
humanos. Por exemplo, o neocértex do humano corresponde a 80% da massa cerebral,
comparado com 72% do macaco rhesus e apenas 20% dos roedores. Também héa éareas
cerebrais funcionais em PNH que néo existem em roedores, como algumas subdivisbes do
cortex pré-frontal (PHILLIPS e cols., 2014).

Via estudos com PNH é possivel verificar, de forma mais fidedigna, os mecanismos
fisiopatologicos que interferem no curso de uma doenga. Assim, pode-se investigar também
a seguranca e a eficacia de novos farmacos (NESTLER e HYMAN, 2010). A similaridade de
PNH com humanos vai desde a fisiologia, neuroanatomia (parecidos em desenvolvimento e
organizacdo cortical) e capacidade cognitiva, até a complexidade social, diferencas
interindividuais, biologia reprodutiva e habilidades perceptuais e sensoriais (CAPITANIO e

EMBORG, 2008; NESTLER e HYMAN, 2010; ‘t HART e cols.,, 2012; YAMAZAKI e
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WATANABE, 2009). Eles sédo considerados o modelo animal mais preditivo em relagéo a
parametros farmacocinéticos, como a depuracao renal (WARD e SMITH, 2004) e metabolismo
por enzimas do citocromo P450 (CYP450), devido a sua homologia com humanos (UNO e
cols., 2016). Ainda, existe a questdo social e ambiental, como o estresse gerado pela
hierarquia que acontece mesmo em cativeiro, que pode alterar o efeito de um farmaco no
organismo (BURKART e FINKENWIRTH, 2015). Outro fator que deve ser levado em
consideracdo € a possibilidade de se realizar estudos mais fidedignos relacionados ao
envelhecimento. A sua capacidade de desenvolver doencas ligadas a deméncia sem
manipulacao genética e o seu longo tempo de vida torna esse modelo o melhor para esse tipo
de investigagcdo (COLMAN, 2017; NESTLER e HYMAN, 2010). Essa longa expectativa de vida
permite estudos comportamentais de longo prazo e ha ainda a vantagem desses animais
serem capazes de aprender tarefas mais complexas (WEERTS e cols., 2007). Diferentemente
dos humanos, também é possivel controlar todos 0s aspectos inerentes a pesquisa, como as
condi¢des de habitacdo, dieta e interacdes sociais (COLMAN, 2017).

Um dos aspectos que podem ser analisados na fase pré-clinica de um estudo é a
memoria de reconhecimento. Via esse tipo de metodologia, é possivel avaliar efeitos de
substancias pr6-mnésicas e amnésicas, e isso tem sido Util no desenvolvimento de novos
farmacos para patologias como a DA (WINTERS e cols.,, 2010). Existem diversos
procedimentos que podem ser realizados em modelos murinos e em PNHs. Dessa forma, ha
dois modelos de teste para avaliagdo desse tipo de memodria: DMS/DNMS ou teste de
reconhecimento de objetos. Esse primeiro procedimento foi validado primeiramente para
PNH, apesar de que ja foi adaptado para roedores (AMEEN-ALI e cols., 2015). Contudo,
necessita-se de diversas sessdes de treinamento, o que pode inviabilizar alguns projetos. Ele
também utiliza refor¢o alimentar, que pode modificar os resultados do experimento, podendo
haver alteracdo na motivacdo do animal (KINNAVANE e cols., 2014). Dito isso, recentemente,
comecaram a ser exploradas estratégias alternativas, como o teste de reconhecimento de

objetos. Ele é baseado na tendéncia natural do animal em explorar mais objetos novos versus

17



aqueles ja familiares, sem que haja um treinamento anterior ou uso de refor¢o. Portanto, € um
teste rapido e pratico e com ele € possivel analisar diversos aspectos da memoéria declarativa,
como espaco e lugar de um objeto. Contudo, ele é quase sempre realizado em modelos

murinos (AMEEN-ALI e cols., 2015; WINTERS e cols., 2007).

1.6.2. Micos como modelos animais

Os macacos da familia Callitrichidae e do género Callithrix, representados em estudos
por C. jacchus (mico-comum) e C. penicillata (mico-estrela) vivem naturalmente em grupos de
10 a 15 individuos em é&reas de florestas tropicais, mas adaptam-se a areas urbanas também
(SOLOMON e ROSA, 2014). Eles possuem inumeras vantagens em relacéo ao seu tamanho
pequeno e baixo peso (varia de 250 a 450 g quando adulto; Figura 5). Isso possibilita uma
manipulacdo mais facil, sem a necessidade de sedacdo, uma menor concentragdo do
principio ativo utilizado e menores custos com alimentacdo e manejo (YAMAZAKI e
WATANABE, 2009). Esse género vive de 10 a 12 anos em cativeiro e € capaz de se adequar
a diversas condigbes ambientais. Além disso, eles se reproduzem facilmente nessas
condicdes e tem alta taxa reprodutiva (BURKART e FINKENWIRTH, 2015).

Eles tornam-se sexualmente maduros aos 18 meses de idade, o que promove uma
alta taxa de crescimento do grupo. Geralmente tém partos gemelares a cada 5 meses, 0 que
ndo é comum para PNH (BURKART e FINKENWIRTH, 2015). Os gémeos gerados sao
gquimeras hematopoiéticas, permitindo que néo haja uma variabilidade tdo grande entre os
grupos usados em um estudo. Esses animais séo considerados idosos aos 8 anos de idade,
podendo ser usados em estudos de envelhecimento (COLMAN, 2017). Portanto, eles unem a
conveniéncia dos roedores com a semelhanca filogenética dos modelos de PNH
(MANSFIELD, 2003; ‘t HART e cols., 2012). Eles compartilham cerca de 93% da sequéncia
com o0 genoma humano e podem desenvolver distarbios como diabetes, doencas

cardiovasculares e cancer (COLMAN, 2017).
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Além disso, os micos possuem morfologia cerebral muito parecida com a de outros
PNH e humanos (BURKART e FINKENWIRTH, 2015; MANSFIELD, 2003; ‘t HART e cols.,
2012; YAMAZAKI e WATANABE, 2009), mesmo com a diferenga no tamanho do cérebro e
estilo de vida. Sua vantagem em estudos neuropsicofarmacolégicos é a presenca de
mecanismos neurais semelhantes aos que ocorrem em humanos (YUN e cols., 2015). Esse
tipo de estudo demonstra que algumas substancias, como a nicotina e ESC, podem ser
usadas, respectivamente, como modelo de melhora e déficit cognitivo em testes de memdaria

operacional e atengdo em animais desse género (SPINELLI e cols., 2006).

Figura 5. Individuo adulto da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela) em vida livre na natureza. Foto: Aline
Caron Borges.

Experimentos envolvendo o cértex orbito-frontal revelaram que muitas fun¢des séo
similares, principalmente em tarefas de aprendizado. O nimero e densidade de neurdnios
corticais e uma grande taxa de mielinizacdo também sao parametros comparaveis a modelos
humanos (PHILLIPS e cols., 2014; YAMAZAKI e WATANABE, 2009). Estudos realizados por
BAKER (2004) revelam que uma lesdo do tadlamo e cértex causam danos a memoria
operacional espacial. Outras tarefas de aprendizado, como o teste de discriminagéo visual, ja
foram avaliadas em micos idosos (MUNGER e cols., 2017). Também ja foram feitos testes de
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memoria como o DMS para confirmar se ela € afetada por diferentes intervalos de retencao
(YAMAZAKI e cols., 2016). Experimentos que investigam memoria de reconhecimento de
objetos espontanea de micos-estrela sdo bem recentes e devem ser validados de forma mais

abrangente (MELAMED e cols., 2017a,b).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo demonstrar a capacidade de memoéria de
reconhecimento de micos-estrela (Callithrix penicillata) via teste de reconhecimento
espontaneo de objetos (REO) e analisar o efeito da administracdo da ESC no desempenho

dos animais nesse teste.

2.2. Objetivos especificos
O estudo visou, de maneira especifica:

a) A validacdo do teste de REO, nunca antes utilizado em PNH, em um intervalo de
retencdo de 6h;

b) A demonstracdo da capacidade de memoria de reconhecimento dos animais do grupo
SAL nesse mesmo intervalo;

c) A constatacao de desempenho inferior quando é administrada a ESC, um antagonista
nado-seletivo de receptores muscarinicos que possui conhecida acdo amnésica em

diversos modelos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia (processo SEI no. 23106.045614/2017-94; protocolo no. 37/2017).
Uma copia da declaracdo emitida pela CEUA encontra-se no Anexo 1. Os experimentos foram
realizados de acordo com os preceitos éticos estipulados pelo CONCEA (Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal) e pela Lei Arouca (n°11.794/2008), que regulamenta
a experimentagdo animal no Brasil. Além disso, o estudo foi realizado com animais mantidos
no Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia (CPUNnB), o qual é credenciado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como

criadouro de primatas para fins cientificos (Registro IBAMA no. 1/53/1999/000006-2).

3.2. Sujeitos e condi¢cdes gerais de alojamento

O presente trabalho utilizou como sujeitos de pesquisa individuos adultos (>18 meses),
de ambos os sexos, da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela; n=10; Figura 5). Os animais
foram mantidos no CPUNB, que esté localizado na Fazenda Agua Limpa da Universidade de
Brasilia (FAL/UnB). Nesse centro, os viveiros estdo circundados por mata de galeria que
permite a manutencdo dos animais sob condi¢des naturais de temperatura, luminosidade e
umidade. Os sujeitos que participaram do estudo ja faziam parte do plantel, tendo sido
repassados pelo IBAMA ou nascidos no préprio CPUnB. Como parte da rotina de manejo dos
animais, os mesmos foram previamente implantados com um microchip subcutaneo,
permitindo que fossem rapida e precisamente identificados.

Os animais foram alojados aos pares, em viveiros padrdes para calitriquideos do
CPUNB (1 m de largura x 2 m de profundidade x 2 m de altura). Os viveiros estdo dispostos
de forma a permitir o contato acustico e olfativo entre os animais, porém impede o contato
visual entre eles. A alimentacdo consistiu em frutas, legumes, sementes e fonte de proteina

(peito de frango, ovos e/ou larvas de tenébre), sendo fornecida uma vez ao dia. Além disso,
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agua e ragao para primatas foram disponibilizados livremente aos individuos. As condigbes
descritas para alojamento e manutencao dos animais foram de acordo com as normas e

regulamentos do IBAMA.

3.3. Aparato experimental

Os animais foram testados no aparato do Campo Aberto (CA; Figura 6), o qual
consistiu em uma arena retangular de livre circulagao (130 cm de largura x 75 cm de
profundidade x 40 cm de altura), suspensa a 1 m do ch&o. A arena do CA tinha trés paredes
de chapa de aluminio, enquanto que a quarta parede e o teto eram de vidro transparente de
4 mm. O chéao foi confeccionado de tela metalica. Uma porta tipo-guilhotina, localizada na
parede oposta a de vidro, foi 0 ponto de acesso ao aparato. Para facilitar o rastreamento dos

sujeitos dentro da arena, essa foi pintada de branco, excluindo-se a parede e o teto de vidro.
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Figura 6. Aparato experimental do Campo Aberto empregado no procedimento. A esquerda, fotografia da vista
superior do aparato contendo com o0s objetos utilizados. A direita, representacdo esqueméatica do aparato com
indicacéo da divisdo espacial dos quadrantes utilizados; 1 - 4: quatro quadrante externos onde 0s objetos poderiam
ser posicionados; N: quadrante neutro; seta: porta do tipo-guilhotina que dava acesso ao aparato. No caso da
fotografia a esquerda, os objetos foram colocados nos quadrantes 1 e 4.

Além disso, a arena foi dividida (imaginariamente) em cinco quadrantes (Figura 6):
quatro zonas externas com as mesmas dimensbes (32,5 cm de largura x 37,5 cm de
profundidade) e uma zona central maior (65 cm de largura x 75 cm de profundidade). Os

gquadrantes externos corresponderam aos quatro cantos da arena retangular, sendo 0s

mesmos utilizados como possiveis locais para apresentacdao dos objetos teste (vide
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Procedimento experimental abaixo). O quadrante central foi considerado como zona neutra,
nao havendo a colocagdo de objetos nesse local.

O aparato foi montado em uma sala de experimento situada a 50 m dos viveiros de
moradia dos animais. Visto isso, os sujeitos foram transportados dos seus viveiros até a sala
de experimento, e depois de volta aos seus viveiros, em uma caixa-transporte (35 cm largura
x 20 cm de profundidade x 23 cm de altura). Essa caixa nao permitiu que o animal visualizasse
0 ambiente externo durante o seu transporte e tinha uma porta do tipo-guilhotina que se
acoplava diretamente a porta de acesso do aparato. Pistas visuais para orientacdo espacial
dos sujeitos foram fornecidas pela localizagdo de diferentes objetos dentro da sala de
experimento (porta, quadro de aviso, prateleiras, etc.).

A observacao e o registro das sessfes foram realizados via um circuito interno de
filmagem. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais (modelo C920, Logitech, Brasil),
sendo uma fixada a aproximadamente 1,5 m acima do aparato (vista superior) e a outra a 1,5
m a frente da parede de vidro do CA (vista frontal). As duas cameras foram conectadas
diretamente a um computador portatil (laptop) localizado em uma sala adjacente a sala de

experimento, de onde todas as sessdes foram observadas e registradas.

3.4. Farmacos empregados

A depender do grupo experimental (vide Procedimento experimental abaixo), os
sujeitos foram tratados com:
a) 0,05 mg/kg de hidrobrometo de escopolamina (ESC; Sigma-Aldrich, Brasil),
b) solugéo salina 0,9% (SAL).

A ESC foi dissolvida em solucéo salina, a qual também foi empregada como veiculo
controle. As administracdes foram realizadas por via subcutanea, no volume de 0,5 mL/kg, 20
min antes do inicio do procedimento comportamental descrito abaixo. A dose da substancia

colinérgica empregada foi baseada em estudos prévios sobre seus efeitos na memoéria de
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micos (HARDER e cols., 1998; MELAMED e cols., 2017b; RIDLEY e cols., 1984a, 1984b,

1986; SPINELLI e cols., 2006).

3.5. Procedimento experimental

Todos os sujeitos foram inicialmente submetidos a uma sesséao individual de 10 min
de habituagéo ao aparato experimental. Nessa sessao néao foi feita nenhuma administragéo e
0 aparato permaneceu vazio.

Os sujeitos foram entédo divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais, de
acordo com o tratamento farmacol6gico que seria administrado:

a) SAL: n=5;
b) ESC: n=5.

Ap6s um intervalo de 24 h da sess@o de habituagdo, todos os sujeitos foram
submetidos individualmente ao teste de REO. Esse teste consistiu em duas sessdes, de 10
min cada, com um intervalo de 6 h entre elas: uma sessao treino e uma sessao teste (Figura
7). Na sessao treino, duas cépias idénticas de um mesmo objeto foram colocadas no chdo do
aparato — cada exemplar em um quadrante externo distinto. A escolha dos quadrantes onde
foram colocados os objetos foi estabelecida de forma aleatéria, e, assim, a localizagéo dos
mesmos variou entre 0s sujeitos. Durante os 10 min da sesséo treino, cada sujeito péde
explorar livremente os dois objetos. Apds um intervalo de 6 h, os sujeitos foram recolocados
na arena do CA para realizacdo da sesséo teste. Para essa sessdo também foram usados
dois objetos: um idéntico ao item visto anteriormente na sessao treino (objeto familiar) e um
item diferente (objeto novo). Esses objetos foram posicionados nos mesmos dois quadrantes
onde foram colocados o0s objetos na sessao treino. Cada sujeito p6de novamente explorar
livremente os dois objetos durante os 10 min da sessao teste.

Em cada sesséo (habituagéo, treino e teste), o animal foi capturado em seu viveiro de
moradia, colocado dentro da caixa-transporte, levado até a sala de experimento e entdo

liberado na arena do CA. Durante a sessdo, 0 sujeito teve livre acesso a todo o ambiente.
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via caixa-transporte.

Apos o intervalo de 10 min da sesséo, o animal foi levado de volta ao seu viveiro de moradia

B
24 h ( Y\  6h
Habituacao _— Treino —_— Teste
(N
10 min 10 min 10 min
Administracdo

SC

20 min antes

Figura 7. Representacdo esquematica do Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto (REO). Os retangulos
superiores representam o aparato experimental com a colocagéo dos objetos. Na sesséo de habituacéo, nao foram
utilizados objetos. No treino, dois objetos idénticos foram colocados em quadrantes aleatérios. No teste, um dos
objetos foi substituido. Cada sessao durou 10 min, com os intervalos entre elas explicitados na imagem (24 ou 6
h). A administracéo dos farmacos ocorreu 20 min antes da sessao treino. SC: subcutanea.

Cada sujeito recebeu seu tratamento pré-estabelecido antes do inicio da sessao treino.
O tratamento foi ministrado nesse momento com base em estudos anteriores que
demonstraram que a ESC exerce seu efeito amnésico principalmente por interferir no
processo de aquisicdo/consolidacdo da informacao (AIGNER e cols., 1991; WINTERS e cols.,
2007). Além disso, efeitos significativos sobre a atividade neuronal s6 foram detectados cerca
de 30 min apds a administragéo sistémica de ESC (EBERT e cols., 2001).

Os objetos usados como estimulo consistiram em duas coOpias idénticas de dois itens
distintos em termos de sua forma, cor e textura (Figura 8). Desta forma pretendeu-se facilitar
que os micos pudessem diferenciar entre o objeto familiar e o objeto novo. O objeto A foi uma
lata de milho (7 cm de didmetro x 8 cm de altura) e o objeto B foi uma bola de futebol de
plastico (13 cm de didmetro x 10 cm de altura; Figura 8). Os dois objetos consistiram em
estimulos desconhecidos para os animais e neutros em termos de relevancia biolégica. Além

disso, tinham peso suficiente para ndo poderem ser deslocados pelos animais. Metade dos

26



sujeitos foram testados com o item A sendo o objeto familiar e o item B o objeto novo. Para a

outra metade, o item B foi designado como sendo o objeto familiar e o item A foi 0 objeto novo.

Figura 8. Objetos utilizados no Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto (REO). A: bola de futebol de
plastico. B: lata de milho.

O aparato e os objetos foram higienizados com uma solucéo de &lcool 70% apds cada
sessao. As sessOes foram realizadas no periodo da manhd, das 8:00 as 12:00 h para as

sessoes de habituagéo e treino, ou da tarde, das 14:00 — 17:00 h para a sessao teste.

3.6. Anédlise dos dados

Todas as sessdes foram registradas e analisadas no software AnyMaze® (Stoelting
Co., EUA; Figura 9) por um observador previamente treinado. Foram registrados os seguintes
comportamentos: (1) exploragédo do objeto — tempo de contato fisico do sujeito com o objeto
utiizando as maos, pés, nariz, boca ou lingua, assim como os episédios de headcock
(movimentos da cabeca de um lado ao outro olhando para o objeto), olhar direto (orientagédo
rapida da cabeca e olhos direcionados ao objeto) e monitoramento visual (movimentos lentos
de varredura da cabeca direcionados ao objeto); (2) locomogao — tempo em que 0 sujeito

estiver em movimento por um periodo superior a 2 s. Vale ressaltar que micos possuem uma
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orientacdo predominantemente visual em sua resposta a estimulos em seu ambiente
(FORSTER, 1995).

Considerou-se haver uma memdéria de reconhecimento se, na sessao teste, o sujeito
passasse significativamente mais tempo explorando o objeto novo que o familiar (DERE e
cols., 2007), considerando que micos cativos exploram preferencialmente itens novos no seu
ambiente (FORSTER, 1995). Contudo, para minimizar a influéncia de variacbes inter-
individuais nos niveis basais de exploracéo, foi calculado o seguinte indice de Discriminacéo
para a sessao teste, de acordo com ENNACEUR e cols. (1997): [tempo de exploragédo do
objeto novo — tempo de exploracdo do objeto familiar] / [tempo de exploracdo dos dois
objetos]. Um indice de =0,0 indica que o sujeito explorou igualmente os dois objetos (ao
acaso), enquanto que um indice >0,0 demonstra que o sujeito explorou mais o objeto novo do
que o familiar.

Para ser incluso na andlise, o animal precisava ter explorado cada objeto por pelo

menos 5 s na sessdao treino. Os resultados foram expressos como a média dos valores e o

erro padrao da média (xepm).

Figura 9. Imagem das cameras para analise dos comportamentos no software AnyMaze®. As imagens foram
obtidas durante uma sessao treino, havendo no aparato dois objetos idénticos. A: vista superior. B: vista frontal.

3.7. Andlise estatistica
Os dados foram analisados para se estabelecer possiveis diferencas entre os grupos

em termos: (1) do tempo de exploracdo dos objetos familiar x novo na sesséo teste, (2) do
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tempo de exploracdo dos objetos nas sessdes treino x teste, e (3) da locomoc¢éo nas sessdes
treino x teste. Para tanto, foi empregado o teste de Andlise de Variancia (ANOVA) de duas
vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA), sendo ‘grupo’ o fator independente
(SAL x ESC) e ‘objeto’ (novo x familiar) ou ‘sess&o’ (treino x teste) a variavel dependente.
Quando resultados significativos foram obtidos, o teste post hoc de Tukey foi utilizado. Além
disso, para o indice de Discriminacéo, os dados foram analisados usando o teste t para uma
amostra (one-sample t test), para compara¢do com o valor de zero (nivel do acaso). O nivel

de significancia adotado em todos os testes foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

Em termos da exploracao dos objetos na sesséo teste da tarefa de REO, foi observado
gque 0s animais exploraram por significativamente mais tempo o objeto novo do que o item
familiar. Contudo, tal efeito sé foi detectado no grupo de micos que foram previamente tratados
com SAL, sendo que o grupo ESC explorou os dois objetos de forma equitativa (fator
tratamento: F15=0,43, p=0,53; fator objeto: F15=12,90, p=0,007; interagdo: F15=16,97,
p=0,003; Figura 10). Esse resultado foi corroborado pelo resultado do indice de Discriminac&o
calculado para a sessdo teste (Figura 10). O resultado obtido para o grupo SAL foi
significativamente acima de zero (t4=5,76, p=0,005), enquanto que o do grupo ESC néo diferiu

do valor de zero (4= -0,33, p=0,76).
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Figura 10. Média (+ e.p.m.) do tempo de exploragdo (em segundos; a esquerda) dos objetos familiar e novo na
sessdo teste, e do indice de Discriminacéo (& direita), dos micos que receberam salina (SAL) ou 0,05 mg/kg de
escopolamina (ESC) de forma aguda e que depois de 20 min foram submetidos ao teste de memdria de
reconhecimento espontaneo de objetos. n=5 por grupo. *p<0,05 vs. objeto familiar do grupo SAL.

Em relacdo a exploracdo total dos objetos, ndo foi detectada uma diferenca
significativa entre os grupos SAL e ESC, ou entre as sessdes treino e teste (fator tratamento:
F15=0,82, p=0,39; fator sesséo: F1s=0,96, p=0,36; interacdo: F1s= 0,04, p=0,84; Figura 11).
Para o comportamento de locomocéo, um perfil similar foi detectado (Figura 11). Nesse
sentido, ndo houve uma diferenca significativa no tempo de locomocéao visto nos animais do
grupo SAL e ESC, assim como entre as sessoes treino e teste (fator tratamento: F15=0,43,

p=0,53; fator sessdo: F15=2,98, p=0,12; interacao: F1s=0,70, p=0,43).
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Figura 11. Média (+ e.p.m.) da exploracao total dos objetos (em segundos; a esquerda) e da locomogéo (em
segundos; a direita) observados nas sessées treino e teste dos micos que receberam salina (SAL) ou 0,05 mg/kg
de escopolamina (ESC) de forma aguda e que depois de 20 min foram submetidos ao teste de memoria de
reconhecimento espontaneo de objetos. n=5 por grupo.
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, os micos-estrela apresentam uma memoria de
reconhecimento para objetos neutros encontrados em seu ambiente, uma vez que, na sessao
teste da tarefa de memaria de REO, os animais do grupo SAL exploraram significativamente
mais o objeto novo em relagdo ao familiar.

Nos micos, essa memoéria de reconhecimento parece durar pelo menos 6 h,
correspondendo a intervalos de retencdo ja empregados anteriormente em outros animais
usando essa mesma tarefa. Por exemplo, camundongos demonstram uma preferéncia pelo
objeto novo, em comparacao ao familiar, apos intervalos que variam de minutos até poucas
horas (2 min: PHENSY e cols., 2017; 5 min: BRIZ e cols., 2017; NAZIR e cols., 2017; 2 h: LIN
e cols., 2017). Contudo, parece haver um declinio dessa meméria depois de 24 h (LIN e cols.,
2017; porém ver VAN CAN e cols., 2017; NAZIR e cols., 2017). Em ratos, houve uma maior
exploracdo do objeto novo versus o familiar ap6és um intervalo de retencdo de 1, 5, 4 e 24 h
(MAZUMDER e cols., 2017; TAMIJANI e cols., 2017). Novamente esse efeito n&o foi visto
apos intervalos mais longos (48 h: CALLAHAN e cols., 2013; 7 dias: FERNANDEZ e SAVAGE,
2017). Quando esse teste foi feito com hamsters, os animais também exibiram indice de
Discriminacgéao diferente do acaso com o intervalo de retencéo de 24 h (PALCHYKOVA e coals.,
2006).

O teste de REO também ja foi realizado em espécies nao-roedoras, como em coelhos,
0s quais foram capazes de reconhecer o objeto novo apés 5 min. Entretanto, com intervalos
maiores (20 min, 3 h, 6 h), o indice de Discriminacdo n&o diferiu de zero (HOFFMAN e
BASURTO, 2013; porém ver THOMPSON e cols., 2005). Suinos, ap6s um intervalo de
retencdo de 1 h, exploraram mais o objeto novo do que o familiar (MOUSTGAARD e cals.,
2002), porém outros autores sé constataram um desempenho significativo no teste REO
quando intervalos de 10 (KORNUM e cols., 2007; SGNDERGAARD e cols., 2012) e 40 min
foram utilizados (SONDERGAARD e cols., 2012). A memoria de reconhecimento também ja

foi testada em peixes, ndo havendo exploracéo significativa apos 2, 6 e 24 h entre as sessbes
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treino e teste (LUCON-XICCATO e DADDA, 2014), apenas depois de intervalos mais curtos
(1 a 30 min; MAY e cols., 2016; MILETTO PETRAZZINI e cols., 2012).

O teste de REO, até onde se sabe, é inédito em PNH. Em experimentos realizados
recentemente em micos-estrela, aplicou-se o teste de reconhecimento objeto-lugar (ROL) —
uma variacdo do teste de REO. Nessa versao, dois objetos idénticos sdo apresentados no
treino e um deles é deslocado na fase teste. Os animais do grupo SAL foram capazes de
reconhecer o objeto deslocado apds um intervalo de retencédo de 10 min (MELAMED e cols.,
2017b). Porém, vale ressaltar que outros testes sdo usados para avaliar a memoéria de
reconhecimento em PNH, principalmente os de discriminacdo visual. Nesse tipo de
procedimento feito em macacos rhesus, geralmente se usa intervalos de reteng&o que variam
entre poucos segundos até alguns minutos (BACHEVALIER e cols., 2015; TANG e cols.,
1997). Ainda, ZOLA e colaboradores (2000) demonstraram que, quanto maior o intervalo entre
estimulo e a resposta, menor foi a porcentagem de acerto de macacos cinomolgos.

No presente estudo, a administracdo de ESC antes da sesséo treino induziu um efeito
amnésico, uma vez que houve uma exploragdo equitativa dos objetos familiar e novo na
sessao teste por parte dos animais que foram tratados com esse farmaco. Portanto, os
animais desse grupo ndo exibiram uma memdria de reconhecimento. Um resultado
semelhante no mesmo teste foi obtido em camundongos apés um intervalo de retencao de 15
min (DE BRUIN e POUZET, 2006; NAZIR e cols., 2017) e 24 h (MUGWAGWA e cols., 2015;
NAZIR e cols., 2017), assim como em ratos usando intervalos de 15 min a 3 h (JACKLIN e
cols., 2015; SCHABLE e cols., 2012; TERRY e cols., 2011).

Quando h& um acometimento da sinalizagdo colinérgica, por lesdo de areas com
grande quantidade de neurdnios colinérgicos ou por uso de farmacos antagonistas dessa via,
como a ESC, hd um prejuizo em processos mnemonicos (JACKLIN e cols., 2015). Desta
forma, o efeito amnésico da ESC era esperado, visto que ela tem sido usada como um modelo
farmacologico de inducédo de amnésia em diversos trabalhos (DE BRUIN e POUZET, 2006;

SCHABLE e cols., 2012; WINTERS e cols., 2006).
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Acredita-se que a ESC age nos processos de aquisi¢céo e consolidacéo da informacéo,
uma vez que nao ha déficits de memdria de reconhecimento quando ela € administrada antes
da sessao teste (JACKLIN e cols., 2015; WALLENSTEIN e VAGO, 2001). No caso do presente
estudo, ndo se pode afirmar exatamente em qual desses dois processos o farmaco interferiu.
Com base no momento da administracdo (20 min pré-treino) e nas caracteristicas
farmacocinéticas da ESC, acredita-se que a mesma possa ter influenciado mais o processo
de consolidacdo. Em humanos, sua concentracdo maxima é atingida 30 min depois da
administracdo (LIEM-MOOLENAAR, 2011). Além disso, apenas depois de 30 a 90 min de
uma administracdo IM é que se observa uma alteracdo no perfil eletroencefalografico de
individuos sadios (EBERT e cols., 2001).

A ACh é um neurotransmissor que participa dos processos de aprendizado e memoaria.
Quando a ESC (WINTERS e cols.,, 2006) ou uma imunotoxina colinérgica especifica
(WINTERS e BUSSEY, 2005) séo infundidas bilateralmente no cértex perirrinal de ratos, antes
da sessdo treino, ha um déficit na memoéria de reconhecimento. Um efeito similar ja foi
observado em macacos rhesus apos a administracdo sistémica ou central de ESC nessa
mesma area (TANG e cols., 1997; YAMAMOTO e cols., 2011). O mesmo efeito foi constatado
apos a administragdo de antagonistas de receptores colinérgicos do tipo M1, mas ndo com
um antagonista de receptores M2, o que sugere que esse efeito amnésico acontece via
inativacéo de receptores M1 (WU e cols., 2012). Isso também foi relatado em humanos em
um teste de aprendizado viso-espacial apds a administracdo de ESC (HAREL e cols., 2013).
Portanto, acredita-se que receptores muscarinicos M1 do cértex perirrinal sdo importantes
para a aquisi¢do de informagfes novas (WINTERS e cols., 2005; 2006).

Dados sobre os efeitos da ESC na memoria de reconhecimento de micos ainda séo
limitados. A ESC, também na dose usada de 0,06 mg/kg, teve efeito amnésico em um teste
de discriminacéo visual de objetos empregando um intervalo de 24 h (HARDER e cols., 1998;
RIDLEY e cols., 1984a; 1984b). Quando a dose de 0,03 mg/kg foi administrada em animais

com les@o no prosencéfalo basal, foi visto um déficit de discriminacdo visual de objetos
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(RIDLEY e cols., 1985; RIDLEY e cols., 1986; porém ver ROBERTS e cols., 1990), o que ndo
foi observado em animais sem lesdo (RIDLEY e cols., 1984a). A ESC também parece
prejudicar aspectos da memoria operacional de micos (SPINELLI e cols., 2006).

Portanto, acredita-se que o modelo de amnésia induzido pela ESC é adequado para
auxiliar nos estudos dos mecanismos fisiol6gicos envolvidos no aprendizado e meméria
(LIEM-MOOLENAAR, 2011). O prejuizo na aquisicdo de novas memdrias declarativas € um
dos sintomas iniciais mais proeminentes da DA (WINTERS e cols., 2006), sendo que mais
estudos se fazem necessarios para aumentar 0 hosso conhecimento na area e desenvolver
novas e/ou melhorar estratégias terapéuticas. Para isso, o uso de PNH é justificado, entre
outras consideragbes, pela organizagdo citoquimica de neurbnios colinérgicos do
prosencéfalo basal (uma das areas afetadas na DA), que se assemelha muito mais a humanos
gque os dos modelos murinos (GEULA e cols., 1993).

Vale ressaltar que o déficit de memoria causado pela ESC ndo parece ter sido
influenciado por alteracdes na locomog&do ou na motivagcdo dos animais em explorar 0s
objetos. Em ratos, ha relatos de que a ESC pode induzir tanto um aumento (DAY e cols.,
1991) como uma diminuicdo da locomocdo (BESHEER e cols., 2001). No presente estudo,
ndo houve alteracdo significativa nos niveis de locomocao entre as sessfes treino e teste,
similar a estudos anteriores nessa espécie empregando a ESC em um protocolo semelhante
(MELAMED e cols., 2017b). Além disso, a exploracado total dos objetos também se manteve
constante entre as duas sessoes.

O teste de reconhecimento de objetos tem sido um procedimento amplamente usado
em estudos comportamentais de neurociéncia. Apresenta vantagens por ndo envolver
privagdo alimentar, motivacdo ou estimulo aversivo, e a duragédo do teste € relativamente
curta, sem a necessidade de treinamento prévio. Além disso, € um teste simples que estuda
processos cognitivos que explicam a memoéria de reconhecimento e que dependem dos
mesmos mecanismos neurais (BLASER e HEYSER, 2015; KINNAVANE e cols., 2015).

Portanto, nesse teste € possivel fazer uma pesquisa comparativa entre mamiferos e néo-
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mamiferos, visto que é uma tarefa de relevancia biol6gica para varias espécies (BLASER e
HEYSER, 2015). Por se basear essencialmente na curiosidade natural dos animais, os dados
obtidos nesse teste podem ser extrapolados para humanos, refletindo assim uma memaria do
tipo episddica (PITSIKAS, 2015). Adicionalmente, com ele, pode se avaliar separadamente as
diferentes fases de formacdo da memoaria (aquisicdo, consolidagcéo e evocac¢do). Dessa forma,
ele é usado em estudos psicofarmacoldgicos, inclusive nos que investigam a acdo de novos
farmacos (CHUHAN e TAUKULIS, 2006; LYON e cols., 2012; PITSIKAS, 2015).

Deméncias, de forma geral, podem interferir em processos de aprendizado e memoria,
além de habilidades de percepc¢éao visual (ARMSTRONG, 2012). Visto isso, o teste de REO
pode ser utilizado como uma ferramenta para estudos dos mecanismos envolvidos nesses
tipos de doenca. O seu uso ja foi relatado para DA (MEUNIER e cols., 2013; SGNDERGAARD
e cols., 2012; WOLF e cols., 2016), Doenc¢a de Huntington (ABADA e cols., 2013) e Deméncia

com Corpos de Lewis (ARMSTRONG, 2012).
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6. CONCLUSAO

Os micos foram capazes de realizar a tarefa de REO usando-se um intervalo de
retencdo de 6 h e, por isso, manifestaram memoéria de reconhecimento. A administracao de
ESC induziu um déficit no desempenho dos micos, quando injetada 20 min antes da sesséo
treino. Esse dado corrobora o de outros estudos e demonstra que esse farmaco atua na
aquisicao e/ou consolidagdo de novas informacoes.

Esse teste ja foi realizado com diversas espécies, e apresenta vantagens
metodoldgicas por ser simples, rapido e de relativo baixo custo. Além disso, ndo ha a
necessidade de refor¢o alimentar e sessées de treinamento prévio. Com 0 mesmo teste, €
possivel avaliar a memdéria de reconhecimento em diversas espécies e fazer estudos
comparativos. Ele também é (til no desenvolvimento de novos farmacos e compde um dos
testes pré-clinicos de avaliacdo de cognicdo e memoria. Com esse método, € possivel
examinar mecanismos de doencas neurodegenerativas que acometem milhfes de pessoas
mundialmente, sendo a mais comum a DA. Dessa forma, o teste de REO é uma ferramenta

que tende a ser cada vez mais utilizada em PNH devido aos seus muitos beneficios.
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