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RESUMO

A memoria de reconhecimento permite a discriminagao entre estimulos familiares
e novos, podendo ser avaliada no teste de Reconhecimento Espontidneo de Objetos
(REO). Este teste é baseado na preferéncia inata de animais por estimulos novos
detectados no ambiente via atividade exploratéria espontanea. Acredita-se que o tempo
inicial de familiarizacdo aos objetos pode influenciar a memodria de reconhecimento.
Dessa forma, este estudo comparou o desempenho de macacos-prego (Sapajus spp.)
adultos apds intervalos de familiarizagao de 10 e 20 min no teste de REO. O desempenho
também foi correlacionado ao tempo de exploracdo dos objetos na sessdo treino
fornecendo, assim, informagdes sobre a motivacao dos sujeitos. Para tanto, cada sujeito
foi inicialmente habituado a um viveiro-teste durante 10 min, por quatro dias consecutivos.
Depois de 24 h, foram submetidos duas vezes ao teste de REO, em um intervalo de
quatro dias. Em ambos os testes de REOQ, foi realizada uma sessao treino (familiarizagao)
na qual o animal pdde explorar, livremente, dois objetos neutros idénticos por 10 ou 20
min. Apds um intervalo de retencao de 30 min, o sujeito foi submetido a uma sessao teste
de 10 min, onde pbde explorar, novamente, dois objetos: um idéntico ao visto na sessao
treino (familiar) e outro desconhecido (novo). Para cada teste de REO, um indice de
Discriminagao (ID) foi calculado: tempo explorando o objeto novo subtraido pelo tempo
explorando o objeto familiar dividido pelo tempo total de exploracao dos objetos. Os
animais demonstraram uma memoria de reconhecimento, independente do tempo inicial
de familiarizagao aos objetos, uma vez que na sessao teste exploraram significativamente
mais o objeto novo em relagao ao familiar. Para ambos os testes de REO, o ID estava
significativamente acima do nivel do acaso, mas néo diferiu entre si. Contudo, os machos
demonstraram um reconhecimento significativo apdés 10 e 20 min de familiarizagao,
enquanto as fémeas apenas depois de 10 min. Nem a exploracéo total, nem a locomogao
diferiram entre as sessdes treino e teste, ou entre os dois testes de REO. O padrao de
exploracao também foi similar independente do primeiro tempo de familiarizacao ter sido
de 10 ou 20 min. Por fim, o desempenho dos sujeitos no teste ndo estava relacionado ao
tempo de exploracédo dos objetos na sessao treino ou de atividade locomotora na sesséo
teste. Portanto, um aumento no tempo de familiarizagdo de 10 para 20 min nao parece
influenciar a memoaria de reconhecimento de macacos-prego submetidos ao teste de
REO, apesar de possivelmente haver uma diferenga entre machos e fémeas. Alteragdes
na motivacao, devido a testes repetidos ou a um maior tempo de contato inicial com os
objetos, nao influenciou esse resultado. O teste de REO tem se mostrado ser um
procedimento robusto e versatil para avaliar memdéria de reconhecimento em diferentes
espécies, incluindo agora, primatas ndo-humanos.

Palavras-chave: exploracdo, familiarizacdo, macaco-prego, memoria, motivacao,
reconhecimento de objeto
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1. Introdugao
1.1 Aspectos gerais da memoéria

Dentre as fungdes cognitivas, como a percepgao e a atengcdo, a memdéria é uma
das mais importantes e complexas. Esta pode ser definida, de acordo com IZQUIERDO
(2014), como a habilidade de adquirir, reter e evocar informagdes. Sendo assim, consiste
em um processo fundamental e determinante para o planejamento de comportamentos
prospectivos (TOMAZ, 1993).

Didaticamente, a memoaria pode ser dividida em trés fases: aquisicdo é quando a
informacao, proveniente dos sistemas sensoriais, € processada a nivel do Sistema
Nervoso Central (SNC); consolidagcdo € quando essa informacao é armazenada, via
sintese proteica, nas redes neurais; e evocacdo é quando a informacdo, adquirida e
armazenada, é recuperada (conscientemente ou nao), resultando em uma resposta
comportamental e/ou fisiolégica. Além disso, apds a recuperagdo, as memorias podem
retornar a um estado transiente de instabilidade, sendo necessario nova sintese protéica
para que sejam (re)armazenadas. Essa reconsolidagdo permite que as informagdes
previamente adquiridas sejam ‘atualizadas’ em resposta a novos estimulos (NADER e
EINARSSON, 2010).

Os processos mnemdnicos podem ser classificados quanto a duragdo - memaria
de curto (MCP) ou longo prazo (MLP), bem como quanto ao seu conteudo - declarativas
ou nao-declarativas (IZQUIERDO, 2014). As MCP sao aquelas disponiveis de segundos
a minutos para que se alcance um determinado objetivo; ja as MLP sao aquelas que
podem durar de dias a anos (PURVES e cols., 2018). As memodrias ndo-declarativas,
também chamadas de memdérias implicitas, sdo informagdes evocadas de forma
inconsciente e podem ser divididas em priming (recordagao induzida por pistas/dicas),
procedurais (habitos e habilidades), aprendizado n&o-associativo (mudanca

comportamental frente a um estimulo) e condicionamento (associagcao estimulo-resposta)



(BEAR e cols., 2017; PURVES e cols., 2018). Ja as memdrias declarativas, ou explicitas,
sdo aquelas recordadas de maneira consciente e passiveis de verbalizacdo. As memérias
explicitas podem ser divididas em semaéanticas, ou seja, relacionadas a fatos e
conhecimentos gerais, e episddicas, que correspondem a eventos autobiograficos que
estdo associados a um contexto espacial e temporal (Figura 1; SQUIRE, 2004). Assim, as
memorias episodicas contém informacgdes sobre o que foi visto, onde foi visto e quando

foi visto (DERE e cols., 2005).

memodria de
longo-prazo
declarativa nao-declarativa
(explicita) (implicita)
semantica episédica - s o aprendizado
procedural priming condicionamento

(fatos) (autobiograficas) n&o-associativo

Figura 1. Classificagao dos sistemas de memoria de longo prazo. Adaptado de Squire (2004).

1.2 Neurofisiologia da memoéria

Em 1953, Henry Molaison, ou “H.M.” como ficou mundialmente conhecido, foi
submetido a uma neurocirurgia na qual boa parte de seu lobo temporal medial (LTM) foi
removido em uma tentativa de aliviar as varias crises epilépticas que sofria (SCOVILLE,
1954; SCOVILLE e MILNER, 1957). A cirurgia de fato aliviou as crises, mas o paciente
H.M. teve danos severos e irreversiveis em termos de sua meméria, apesar de ainda
conseguir aprender alguns tipos de tarefas novas. Seu caso contribuiu muito para o
estudo do envolvimento do LTM na memodria, em especial o hipocampo, ja que pouco se

sabia acerca da funcao desta e outras estruturas adjacentes.



A memoria esta relacionada com alteragdes em nivel celular, cujo resultado € a
modificacdo da forca da conexdo sinaptica (SA e MEDALHA, 2001), que pode tanto ser
fortalecida, quanto enfraquecida. Essa modificagdo envolve alteragdes pré e
pos-sinapticas que podem durar até semanas. Quando ha um aumento da eficacia da
sinapse, o processo € denominado de Potenciacao de Longo-Prazo (LTP, do inglés
long-term potentiation).

Resumidamente, quando despolarizados, neurénios glutamatérgicos
pré-sinapticos liberam glutamato na fenda sinaptica. Esse neurotransmissor excitatério
pode, por sua vez, interagir com receptores ionotropicos do tipo AMPA (rAMPA) e NMDA
(rNMDA). A interagédo do glutamato com o rAMPA causa influxo de ions de Na* levando a
um potencial excitatério pds-sinaptico (PEPS). No potencial de repouso da membrana
neuronal, os rNMDA pds-sinapticos estdo bloqueados por um ion Mg*. Entretanto, o
PEPS induzido pelo influxo de Na*, via a ativagdo do rAMPA, pode ocorrer
concomitantemente com a interagdo do glutamato com o rNMDA, levando assim ao
deslocamento desse ion Mg* do receptor, a abertura do canal e ao influxo de Ca*
(Figura 2). Dentro do neurdnio, esses ions de Ca?* ativam proteinas quinases que podem
tanto aumentar a condutancia dos rAMPA, via sua fosforilagcdo, quanto estimular a
insercdo de novos receptores AMPA na membrana pods-sinaptica. Esse aumento da
concentracéo intracelular de Ca** nos neurdnios pos-sinapticos parece estar intimamente
ligado a indugéo da LTP (BEAR e cols., 2017).

Contudo, as sinapses também podem ser enfraquecidas, um fendmeno chamado
de Depressao de Longa-Duragdo (LTD, do inglés long-term depression). Esse
enfraquecimento sinaptico ocorre quando o neurbnio pds-sinaptico nao esta fortemente
despolarizado. Nesse caso, ha um bloqueio parcial dos rNMDA pelo Mg#, impedindo que
haja um grande influxo de Ca?*, como visto na LTP. Diante disso, a baixa quantidade

intracelular de Ca?* acaba ativando enzimas fosfatases, que desfosforilam (inativam)



varias proteinas. Logo, para que a LTD ocorra, é necessario que a sinapse esteja ativa
(liberacdo de neurotransmissor) ao mesmo tempo de uma fraca despolarizagao
pos-sinaptica, ao passo que para a LTP, vista anteriormente, a transmissao sinaptica tem

que ocorrer juntamente com uma forte despolarizagao pos-sinaptica.

Liberagaode ° * .\ Liberagiode * e

glutamato */ ®| Glutamato gltamato */ *| “Glutamato

pré-sinaptico pré-sinaptico )
Mgz+ Mgz

r or

Na- AMPA NMDA

Na*

Figura 2. Ativagdo simultanea de receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA na potenciacdo de longo-prazo.
Adaptado de BEAR e cols. (2017).

1.3 Meméria de reconhecimento

A memodria de reconhecimento consiste na capacidade de diferenciar estimulos
(e.g., objetos e pessoas) previamente vistos, de estimulos novos no ambiente
(ENNACEUR e DELACOUR, 1988; KINNAVANE e cols., 2015). Ainda ndo ha um
consenso na literatura cientifica se a memoria de reconhecimento seria uma memoaria
episodica ou uma forma diferente de memodria declarativa (AGGLETON e BROWN,
2006); o fato é que déficits neste tipo de memdria podem ser vistos em diferentes
neuropatologias, como na esquizofrenia (LYON e cols., 2011), na doenga de Alzheimer

(LEE e LYKETSOS, 2003), ap6s lesdes cerebrais (AGGLETON e SHAW, 1996) e em



estagios avangados da doenca de Parkinson (WHITTINGTON e cols., 2000). Logo, é de
grande relevancia a compreensdo de seus mecanismos neuropsicofisioldégicos, bem
como a investigagao de outros fatores que podem prejudica-la.

A memodria de reconhecimento, assim como a memodria episddica, pode estar
associada ao contexto e ao local onde o estimulo foi visto. Sendo assim, a memoria de
reconhecimento pode estar associada a capacidade de (AMEEN-ALI e cols., 2015;
WARBURTON e BROWN, 2015):

(a) diferenciar estimulos novos e familiares (reconhecimento de objeto);

(b) detectar a nova localizagao de um estimulo (reconhecimento de estimulo-lugar);

(c) identificar a associagao entre estimulos e onde esses foram vistos (reconhecimento
estimulo-no-lugar);

(d) discriminar entre estimulos familiares vistos em momentos diferentes
(reconhecimento temporal); e

(e) reconhecer a presenca de um estimulo familiar em um novo contexto

(reconhecimento estimulo-contexto).

1.3.1 Neurobiologia da meméria de reconhecimento

Duas estruturas cerebrais no LTM demonstram ser fundamentais para a memoaria
de reconhecimento: o cortex perirrinal e o hipocampo. Apesar de agirem como um
sistema integrado (BROWN e AGGLETON, 2001), o cortex perirrinal parece estar mais
relacionado ao reconhecimento de objetos por curtos intervalos de tempo, enquanto o
hipocampo estaria envolvido no reconhecimento de objetos apds intervalos mais longos
(REGER e cols., 2009).

A inativacdo do cortex perirrinal parece prejudicar a memoria de reconhecimento
em seus trés estagios: aquisicdo, consolidagcdo e evocagao (WINTERS e BUSSEY;

2005). De fato, HANNESSON e cols. (2004) relataram que lesdes no cortex perirrinal de



ratos prejudicaram a capacidade de discriminar entre um estimulo novo e o0 que ja era
familiar. J& BALDERAS e cols. (2013) observaram que a administracdo de um
antagonista dopaminérgico D1 diretamente no cortex perirrinal, mas ndo no hipocampo,
gerou um déficit na memoaria de reconhecimento dos animais.

O cortex perirrinal também parece ser importante para a memoéria de
reconhecimento objeto-no-lugar, o qual necessita de uma integracdo entre as
informacdes pertinentes ao estimulo e a sua localizagdo espacial. Lesdes perirrinais
prejudicaram o desempenho de macacos em uma tarefa que avaliou esse tipo de
reconhecimento (BACHEVALIER e NEMANIC, 2008). Entretanto, € possivel que o cortex
perirrinal esteja mais relacionado ao processamento de informagdes relacionadas as
caracteristicas do estimulo em si, enquanto o hipocampo mais responsavel por
informacdes relacionadas a localizagao desse estimulo (WAN e cols., 1999).

De fato, quando um estimulo familiar esta em um novo local, o cértex perirrinal
nao configura como uma estrutura fundamental (revisado em WARBURTON e BROWN,
2010). Lesbes no hipocampo, por sua vez, prejudicaram o reconhecimento de aspectos
espaciais do estimulo, mas ndo quando a tarefa envolvia apenas identificar se um
estimulo era familiar ou ndo (BARKER e WARBURTON, 2011).

A integracdo entre o cortex perirrinal e o hipocampo também ocorre no
reconhecimento da ordem temporal (WARBURTON e BROWN, 2010). Ratos com lesao
bilateral no cortex perirrinal ndo foram capazes de discriminar a sequéncia temporal com
que estimulos foram apresentados no ambiente (BARKER e cols., 2007; HANNESSON e
cols., 2004). Em relagdo ao hipocampo, ao inativar a regido hipocampal CA1 de ratos,
BARBOSA e cols. (2012) observaram que esses tiveram seu desempenho prejudicado,
indicando que o hipocampo também € importante para esse tipo de reconhecimento

temporal.



Vale destacar que a exposicdo a um estimulo familiar e a um estimulo novo
simultaneamente, ndo parece necessariamente indicar o aprendizado de uma nova
informacédo (estimulo novo), mas sim, o enfraquecimento de uma informacéo ja
armazenada (estimulo familiar), visto que a repeticdo a um estimulo pode levar a uma
diminuicdo na resposta de neurbnios no LTM, incluindo neurdnios do cértex perirrinal
(BROWN e BASHIR, 2002). De fato, estudos eletrofisiolégicos (LEMON e
MANAHAN-VAUGHAN, 2006; MANAHAN-VAUGHAN e BRAUNEWELL, 1999) e que
utilizaram substancias que interferem na plasticidade sinaptica (GRIFFITHS e cols., 2008;
LEMON e MANAHAN-VAUGHAN, 2006) mostraram que o armazenamento de
informacdes sobre objetos novos estava relacionado a uma diminuigdo na responsividade

neuronal, ou seja, a LTD.

1.3.2 Estudo da meméria de reconhecimento em animais

Um dos primeiros testes pré-clinicos desenvolvidos para o estudo da memoria de
reconhecimento em animais foi o Delayed Nonmatching to Sample (DNMS; MISHKIN,
1978). Esse teste avalia a capacidade do sujeito discriminar entre estimulos novos e
familiares. Resumidamente, o animal é primeiro exposto a um objeto novo, devendo
desloca-lo para obter uma recompensa. Apés um intervalo (de retencao - IR), o animal é
reapresentado a esse mesmo objeto — agora familiar — juntamente com um segundo
objeto nunca visto antes (objeto novo). Agora o animal recebera uma recompensa apenas
se deslocar o objeto novo (Figura 3).

Apesar de ter sido amplamente utilizado em primatas n&o-humanos (PNH)
(EACOTT e cols., 1994; MISHKIN, 1978; MISHKIN e DELACOUR, 1975), em humanos
(AGGLETON e cols., 1988; SQUIRE e cols., 1988) e em roedores (AGGLETON, 1985;
MUMBY e cols., 1990) para o estudo da memdria de reconhecimento, o teste de DNMS

apresenta algumas desvantagens. Esse teste necessita, por exemplo, de varias sessdes



de treino previamente a realizagéo do teste, uma vez que os sujeitos precisam aprender a
regra da tarefa (e.g., escolher o objeto diferente daquele visto antes). Uma outra
desvantagem é o uso de uma recompensa (p. ex., alimento) para estimular a participagao
do animal. Tendo isso em vista, possiveis déficits no desempenho podem ser atribuidos a
problemas de aprendizado e memdria ou a mudangas na motivagao para realizar o teste
(DERE e cols., 2007; KINNAVANE e cols., 2015). Considerando tais aspectos, novos

procedimentos para o estudo da meméria de reconhecimento vém sendo desenvolvidos.

Figura 3. Representacéo ilustrativa do procedimento empregado no teste de Escolha Diferente do Modelo
com Atraso (em inglés - Delayed Nonmatching to Sample). Para receber uma recompensa, o sujeito deve
deslocar o objeto na fase inicial de treino. Apdés um intervalo de retengéo pré-determinado, o animal precisa
agora deslocar o objeto novo para receber a recompensa. Adaptado de BEAR e cols. (2017).

Nesse contexto, ENNACEUR e DELACOUR (1988) desenvolveram o teste de
Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO). Esse teste, assim como o DNMS,
também esta baseado na preferéncia inata dos animais por estimulos novos. Contudo,
aqui, essa preferéncia é determinada em termos do comportamento exploratério
espontédneo do animal. Este € um teste simples, de baixo de custo, rapido e versatil
(DERE e cols., 2007; KINNAVANE e cols., 2015), uma vez que ele pode ser modificado
para avaliar diferentes aspectos da memoéria de reconhecimento, como o componente
espacial, a ordem temporal e o contexto em que os estimulos foram apresentados

(AMEEN-ALI e cols., 2015; BARKER e cols., 2007; WARBURTON e BROWN, 2015).



Em geral, o teste de REO e varias de suas vertentes possuem uma sessao inicial
de familiarizagdo, um intervalo de retencao (que pode variar de segundos a horas e até
dias) e por fim uma sessao teste. Ja as tarefas que envolvem diferentes contextos ou a
ordem temporal s&o realizadas usando duas sessdes de familiarizagdo (Figura 4).

No teste de REO (Figura 4A), o sujeito é exposto a duas cépias idénticas de um
mesmo objeto, podendo explora-las livremente. Apdés um IR, um desses objetos é
substituido por um objeto novo. Considera-se que o animal possui uma memoria de
reconhecimento nesse teste caso ele venha a explorar mais o objeto novo em relagcéo ao
familiar durante a sesséo teste. Ja na tarefa de reconhecimento objeto-lugar (ROL; Figura
4B), espera-se que na sessao teste o animal explore mais o objeto que foi deslocado do
local de onde estava inicialmente, comparado ao objeto que permaneceu no mesmo
lugar. No teste de objeto-no-lugar o animal é inicialmente exposto a quatro objetos
distintos; no teste, os objetos sdo reapresentados, mas dois deles tém a posicéo
alternada. Nesse caso, espera-se que 0 animal explore mais 0os objetos que estdo em
uma nova configuragdo espacial (Figura 4C). Na tarefa de contexto (Figura 4D), dois
diferentes pares de objetos idénticos sdo apresentados em contextos diferentes. No teste,
espera-se que o animal explore mais o0 objeto que estd em um contexto diferente do qual
foi inicialmente apresentado. Por fim, no teste de ordem temporal (Figura 4E), o animal é
exposto a dois objetos idénticos e, depois, é reapresentado a outros dois objetos. Quando
apresentado a ambos os objetos durante a sesséao teste, espera-se que o animal explore

mais o primeiro objeto apresentado, considerado o menos familiar (ou ‘novo’).



A. Preferéncia pelo objeto novo B. Localizagao do objeto

familiarizagio teste familiarizagao teste

H N H o H N |
— —_—
)
C. Objeto no lugar D. Contexto do objeto
familiarizagdo teste familiarizagdo familiarizagio teste
H e H A H B ( I H o
—_— — —_—

E. Ordem temporal

familiarizagao familiarizagao teste

Figura 4. Representacdo esquematica de cinco variagdes do teste de Reconhecimento Espontadneo de
Objetos (REO). Os asteriscos indicam o objeto novo ou sua nova configuragdo e as setas indicam os
intervalos entre as sessodes. (A) teste de REO, (B) teste de reconhecimento objeto-lugar (ROL), (C) teste de
reconhecimento objeto-no-lugar, (D) teste de reconhecimento do contexto do objeto, (E) teste de
reconhecimento da ordem temporal. Adaptado de AMEEN-ALI e cols. (2015) e WARBURTON e BROWN
(2015).

Um outro teste, também desenvolvido recentemente e que esta baseado na
exploracao espontdnea do sujeito, é o Visual Paired-Comparison (VPC), ja empregado
em humanos (MANNS e cols.,, 2000; RICHMOND e cols., 2004) e em primatas
nao-humanos (GOTHARD e cols., 2004). Apesar de serem muito semelhantes, o teste de
VPC possibilita a analise apenas da exploragdo visual (CLARK e SQUIRE, 2010),
enquanto no teste de REO o sujeito pode explorar o objeto usando qualquer modalidade
sensorial.

Apesar das vantagens que o teste de REO tem em relagcdo ao DNMS, como nao
requerer um treinamento prévio ou o uso de recompensa, alguns fatores podem
influenciar o desempenho dos sujeitos nesses procedimentos que envolvem exploragao

espontanea. Por exemplo, de acordo com CLARK e SQUIRE (2010), quanto maior for o
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intervalo entre as fases de treino e teste, maior serd a demanda cognitiva dos sujeitos
para realizar o teste de REO. De fato, quando um IR maior que 4 h foi usado, os ratos
avaliados neste teste ndo foram capazes de discriminar entre os estimulos novo e familiar
(SUTCLIFFE e cols., 2007). Outro aspecto importante a se considerar sdao os objetos
utilizados na tarefa. HEYSER e CHEMERO (2012) observaram que a capacidade de
camundongos discriminarem entre o objeto novo e o familiar foi maior quando o objeto
podia ser escalado pelo animal, do que quando podia apenas ser tocado.

Além disso, no presente trabalho, foi avaliado a possivel influéncia do tempo que
0s sujeitos sdo expostos aos objetos durante a fase de familiarizacao (i.e., duragao da
sessdo treino). E durante essa fase que o sujeito detecta e armazena as diferentes
caracteristicas do objeto: tamanho, cor, textura, forma, cheiro, dentre outros. Por isso,
acredita-se que quanto maior for a familiarizagdo do sujeito com o objeto, maior sera a
preferéncia pelo objeto novo durante a sessao teste, indicando um trago mneménico mais
forte para o objeto familiar (AMEEN-ALI e cols., 2015; OZAWA e cols., 2011). Em suinos,
o objeto novo foi explorado preferencialmente apds uma fase de treino de 45 h, mas nao
depois de apenas 10 min (GIFFORD e cols., 2007). Em humanos, a preferéncia pelo
estimulo novo aumentou em funcdo do tempo de familiarizacdo no teste de VPC
(RICHMOND e cols., 2004). Ja no teste de ROL, OZAWA e cols. (2011) observaram que
ratos exploraram mais o objeto deslocado do que o estacionario quando a familiarizagcao
ocorreu apds sessodes treino mais longas.

No entanto, alguns estudos tém demonstrado que um maior tempo de
familiarizacdo pode vir a diminuir a motivacdo do animal em realizar a tarefa e,
consequentemente, levar a uma menor exploragéo total dos objetos durante a sesséao
teste. Vale ressaltar que os objetos usados no teste de REO e suas variantes sao itens
neutros — sem valéncia emocional (DERE e cols., 2007), logo alteragbes na motivagao

podem influenciar o resultado obtido. BROADBENT e cols. (2009) observaram em
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roedores que a preferéncia pelo objeto novo estava relacionada a um menor tempo de
familiarizacdo. Nesse sentido, quanto maior for a familiaridade com um objeto neutro,
menor podera ser o interesse do animal por esse objeto (revisado em ANTUNES e
BIALA, 2012). Em roedores, os primeiros minutos da sessao teste ja foram relatados
como sendo 0s mais sensiveis para demonstrar a capacidade discriminativa entre um

objeto novo e familiar no teste de REO (DIX e AGGLETON, 1999; OZAWA e cols., 2011).

1.3.3 Uso de PNH para o estudo da memoria de reconhecimento

Apesar de roedores serem muito utilizados em diversas pesquisas, a mimetizacao
de algumas patologias e aspectos comportamentais podem ser limitados nessas
espécies. Dessa forma, PNH configuram como um modelo mais translacional para o
estudo de déficits de memadria em humanos.

O DNMS ¢é um dos testes mais utilizados para estudos de memoéria de
reconhecimento em PNH (p. ex., BACHEVALIER e cols., 1999; HEUER e
BACHEVALIER, 2011; MURRAY e MISHKIN, 1998; RESENDE e cols., 2003; WEISS e
BACHEVALIER, 2016), mas como dito anteriormente, € uma tarefa que requer o uso de
recompensa e extensos treinamentos antes do teste, o que pode vir a gerar vieses
motivacionais.

O teste de REO tem sido bastante utilizado para o estudo da memoéria de
reconhecimento, especialmente em roedores (ratos: AINGE e cols.,, 2006;
BERTAINA-ANGLADE e cols., 2006; GAMIZ e GALLO, 2012; GASKIN e cols., 2010;
MUMBY e cols., 2005; REGER e cols., 2009; camundongos: BERTAINA-ANGLADE e
cols., 2006; CLARKE e cols., 2010; DERE e cols., 2005; toupeira: HEGAB e cols., 2018).
No entanto, também ja foi empregado em outras espécies, a saber: suinos (GIFFORD e
cols., 2007; KORNUM e cols., 2007), peixes (MAY e cols., 2016; LUCON-XICCATO e

DADDA; 2016), cachorros (CALLAHAN e cols., 2000) e musaranhos (KHANI e RAINER,
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2012). Todavia, recentemente foi transposto para PNH (KALINICHENKO e cols.,
2021a,b), empregando macacos da espécie Callithrix penicillata. Essa mesma espécie
também ja foi avaliada no teste de Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL; MELAMED e
cols., 2017a,b; VANNUCHI e cols., 2020). Contudo, a analise e validagdo do teste de
REO, bem como de suas variantes em outras espécies, possibilitara aumentar a robustez
deste tipo de protocolo, assim como permitira realizar comparacodes interespecificas.

Macacos-prego (Sapajus spp.) sdo um género de PNH que possuem uma elevada
capacidade cognitiva, sobretudo quando comparado a outras espécies do Novo Mundo
(KLUVER, 1933). Varios dos seus comportamentos se assemelham aos de espécies do
Velho Mundo, conhecidos por terem uma cognicdo bem desenvolvida (ANTINUCCI,
1990). Os macacos-prego possuem uma ampla distribuicdo geografica ao longo das
Américas Central e do Sul (FRAGASZY e cols., 2004), sendo isso um indicativo de sua
plasticidade comportamental e capacidade adaptativa. Além disso, possuem uma grande
habilidade manipulativa, exemplificada pelo uso de ferramentas para abertura de frutos
(FRAGASZY e cols., 2013; VISALBERGHI, 1993; WAGA e cols., 2006). Macacos-prego
também aprendem por imitagdo, o que indica um certo grau de aprendizagem social
(CUSTANCE e cols., 1999) e usam informagbes espaciais (memoria espacial) para
forragear (GARBER e PACIULLI, 1997; GOMES e BICCA-MARQUES, 2011; JANSON,
1998). Diante todo o exposto, estes animais tornam-se de grande interesse cientifico, em
especial, para realizagao de testes cognitivos e de memoria.

Até o presente momento, n&o ha relatos na literatura de estudos que avaliaram a

memoaria de reconhecimento em macacos-prego utilizando o teste de REO.

2. Relevancia do trabalho

A memodria de reconhecimento € a habilidade de reconhecer se um estimulo ja foi

visto anteriormente (AMEEN-ALI e cols., 2015), podendo estar prejudicada em diversas
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doencgas neuropsiquiatricas, como a esquizofrenia (LYON e cols., 2011) e a Doenga de
Alzheimer (LEE e LYKETSOS, 2003).

Sendo assim, a compreensao desta funcdo neural em seus diversos aspectos
(neuroanatémicos, neurofisiolégicos e comportamentais) € de grande relevancia no
desenvolvimento de estratégias (farmaco)terapéuticas para minimizar os impactos clinico,
social e econdbmico ocasionados por déficits de memoria, sendo o teste de REO uma
ferramenta com grande potencial de contribuicdo. Entretanto, devido as limitagbes éticas
e/ou metodoldgicas para estudos acerca desta fungdo cognitiva em humanos, é
necessario recorrer a modelos animais (SQUIRE e WIXTED, 2011), j& que esse tipo de
memoria parece ser ubiquo entre as espécies.

Apesar do teste de REO ser bastante utilizado em roedores, o uso de outras
espécies, principalmente PNH, possibilita a obtengdo de resultados mais translacionais,
devido a proximidade filogenética entre esses animais e 0 homem. Além disso, este teste
s6 foi avaliado em uma unica espécie de PNH (KALINICHENKO e cols., 2021a,b) e sua
validacao em outras espécies, além de permitir comparagdes interespecificas, aumenta a

validade e robustez do protocolo.

3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de macacos-prego
(Sapajus spp.) adultos no teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO) apds
intervalos de familiarizacdo de 10 e 20 min. Os dados de exploragao total dos objetos
foram utilizados como indice de motivagao dos animais para realizacido da tarefa e foram

correlacionados ao desempenho (indice de Discriminacéo - ID) dos sujeitos no teste.
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4. Metodologia
4.1 Aspectos éticos

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Experimentacao Animal (CONCEA) e pela Lei Arouca n® 11.794 de
8 de outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso de animais na
pesquisa cientifica. O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (UnB; protocolo no. 6/2019; Anexo |). Os
animais utilizados fazem parte do plantel permanente do Centro de Primatologia da UnB
(CPUnB), o qual é credenciado pelo Instituto do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) como criadouro de primatas para fins cientificos (registro n°

1/53/1999/000006-2).

4.2 Sujeitos e condigoes gerais de alojamento

Para o presente estudo, foram utilizados como sujeitos experimentais oito
macacos-prego (Sapajus spp.; Figura 5) adultos (> 6 anos de idade) e de ambos os
sexos (n=4/sexo), pesando de 2,0 a 4,5 kg. Ainda que o ciclo estral ndo tenha sido
controlado, nenhuma fémea estava prenha ou teve filhotes recentemente. Todos os
sujeitos foram mantidos no CPUnB, localizado na Fazenda Agua Limpa da UnB.

Os animais foram alojados em pares heterossexuais, sob condi¢des naturais de
temperatura, umidade e luminosidade. Cada diade ocupou dois viveiros padrao para
cebideos do CPUNB (1,5mx 1,5mx 2,0 m; L x P x A), sendo esses viveiros adjacentes e
intercomunicaveis. A disposigdo dos viveiros nao permitiu o contato visual entre os
diferentes grupos. O viveiro moradia foi provido com uma caixa-ninho, fixada na tela
superior, um recipiente para alimento fresco e outro para racdo seca, um bebedouro de

acionamento automatico pelo animal e poleiros fixados em diferentes alturas. Racéo e
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agua estavam disponiveis ad libitum e alimento fresco, como frutas, legumes e ovos

cozidos, foi fornecido diariamente das 07h30 as 17h30.

Figura 5. Individuo adulto do género Sapajus (macaco-prego) do CPUnB. Fonte:
https://neurocienciasunb.wixsite.com/neurocienciaunb/centro-de-primatologia.

4.3 Aparato experimental

Os experimentos foram realizados em um aparato que consistiu em trés viveiros
padrdo para cebideos do CPUnB, dispostos em uma sequéncia linear: viveiro-moradia,
viveiro-transicao e viveiro-teste (Figura 6). A parte frontal e superior era de tela metalica,
enquanto o chao era de terra. Algumas paredes que separavam os viveiros foram feitas
de alvenaria, enquanto outras eram moveis e feitas de chapa metalica. Essas divisérias
méveis deslizavam horizontalmente para fora do viveiro. Quando abertas, elas permitiam
a comunicagao entre os viveiros adjacentes. Quando fechadas, os animais dentro de um
viveiro ndo puderam visualizar o que estava acontecendo nos outros viveiros do aparato.
As divisorias eram controladas manualmente apenas pelo pesquisador e pelo lado de fora

do viveiro.
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Vale ressaltar que, quando os sujeitos ndo estavam sendo testados, a parede
deslizante entre os viveiros-moradia e de transicdo esteve sempre aberta e assim os
animais tiveram mais espaco de vivéncia para uso diario (vide descricdo acima sobre as
condigcbes gerais de alojamento). Ja o acesso ao viveiro-teste ocorreu apenas durante a

realizacao do teste de REO.

4.4 Procedimento experimental

Todos os sujeitos foram inicialmente treinados a transitar voluntariamente entre os
trés diferentes viveiros do aparato, além de também serem habituados ao viveiro-teste.
Para isto, foi realizada uma sessao diaria de habituacéo, de 10 min cada, durante quatro

dias consecutivos.

1.56m 1,5m 1.5m

1.5m

Figura 6. Representagdo esquematica do aparato experimental utilizado no estudo. O aparato consistiu em
trés compartimentos (viveiros modificados para macacos-prego do CPUnB): viveiro-moradia (a esquerda em
branco), viveiro-transicdo (no meio em cinza claro) e viveiro-teste (a direita em cinza escuro). O sujeito pdde
transitar entre os viveiros (setas) por meio de uma abertura temporaria formada ao abrir parcialmente a
diviséria entre os viveiros (linhas delgadas), controlada manualmente pelo pesquisador pelo lado de fora do
aparato. No viveiro-teste, o sujeito pdde explorar dois objetos (representados aqui como quadrados pretos)
fixados na tela frontal do viveiro (linhas pontilhadas). O comportamento de transitar entre os viveiros do
aparato, sob o comando do pesquisador, foi reforcado por uma uva-passa disponibilizada nos locais
indicados por um ponto preto em frente aos viveiros transicao e teste. As linhas espessas representam as
paredes fixas. As dimensdes estdo indicadas em metros, tendo os viveiros 2 m de altura.

Nessas sessobes, a divisoria entre o viveiro-moradia e o de transi¢ao foi fechada

para separar a diade. O sujeito a ser testado ficou no viveiro-transicdo e o outro animal
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permaneceu no viveiro-moradia. Em seguida, a diviséria entre o viveiro-transicédo e o
viveiro-teste foi aberta parcialmente, permitindo que o sujeito passasse voluntariamente
para esse local onde o teste foi realizado. Uma vez que o sujeito estava dentro do
viveiro-teste, essa parede deslizante foi fechada e o animal pdde explorar livriemente o
viveiro-teste vazio por 10 min. Ao final desse intervalo, as divisdrias foram abertas
sequencialmente e o sujeito pdde voltar voluntariamente para o seu viveiro-moradia. A
mudanca do sujeito de um viveiro para outro foi recompensada por uma uva-passa,
disponibilizada em frente a tela frontal dos viveiros-transicdo e de teste. Cabe salientar
que a uva-passa foi apenas um estimulo para o sujeito transitar entre os diferentes
viveiros, ndo sendo uma recompensa para a realizacao do teste REO.

Apds um intervalo de 24 h desde a ultima sesséo de habituagéo, cada sujeito foi
submetido duas vezes ao teste de REO, sendo um teste para cada tempo de
familiarizacdo avaliado no presente estudo (10 ou 20 min) e com um intervalo de quatro
dias entre eles.

Para cada teste de REO, foram realizadas uma sessio treino e uma sessao teste
(Figura 7). Na sessao treino, duas cépias idénticas de um mesmo objeto foram fixadas
em locais distintos na tela frontal do viveiro-teste. O sujeito péde explorar esses objetos
livremente por 10 ou 20 min (dependendo do tempo de familiarizacdo empregado),
retornando ao viveiro-transigao ao final da sessédo. Apds um intervalo de retencéo de 30
min dentro do viveiro-transicdo, o animal voltou ao viveiro-teste para a realizagao da
sessdo teste. Nessa sessdo, dois objetos também foram fixados na tela frontal do
viveiro-teste: um idéntico ao que foi visto anteriormente na sesséo treino (objeto familiar)
e um objeto nunca visto antes (objeto novo). O sujeito, novamente, pdde explorar ambos
os objetos livremente durante 10 min, retornando ao seu viveiro-moradia apés o fim da

sessao.

18



Foi utilizado um conjunto distinto de objetos para cada teste de REO. Cada
conjunto de objetos consistiu em duas cépias idénticas de dois objetos distintos (A e B)
que diferiram em termos de sua forma. Os objetos foram fixados na tela frontal do
viveiro-teste de modo que ndo puderam ser deslocados pelo sujeito e consistiram em
itens etologicamente irrelevantes para os animais. Os objetos A e B foram aleatoriamente
designados como sendo o objeto familiar ou novo. Para metade dos sujeitos, o objeto A
foi usado como o item novo, enquanto para a outra metade, o objeto B foi o objeto novo.
Ao término de cada sessao, os objetos foram higienizados com solugéo de etanol 70%, a
fim de evitar pistas olfatérias. Todas as sessdes experimentais foram realizadas das

08h00 as 12h00.

sessio treino sessio teste
10 ou 20 min 10 min

30 min

H B he

Figura 7. Representagdo esquematica do Teste de Reconhecimento Espontdneo de Objetos (REO). O
quadrado cinza representa o viveiro-teste com os objetos teste (em preto) fixados na tela frontal do viveiro.
Na sessédo treino, dois objetos idénticos foram apresentados. Na sesséo teste, um dos objetos da sesséo
treino foi substituido por um novo. A sesséo treino teve duragdo de 10 ou 20 min (dependendo do tempo de
familiarizagdo empregado), a sesséo teste teve duragdo de 10 min e o intervalo entre as sessdes foi de 30
min.

Os objetos usados foram todos confeccionados usando pedagos de canos lisos de
plastico PVC branco com 7,5 a 15 cm de diametro, comumente utilizados para tubulacao
hidraulica. Os canos foram encaixados de modo a formar diferentes formas geométricas

e, portanto, tiveram diferentes tamanhos. No entanto, nenhum objeto foi menor que 10 cm
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de largura, 10 cm de profundidade e 20 cm de altura, ou maior que 40 cm de largura,

profundidade e altura.

Figura 8. Fotografias de quatro objetos utilizados no teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REQO)
realizado ao longo do presente estudo. (Fotografias: Jéssica Lohana Aquino Cunha)

4.5 Registro e analise do comportamento

Todas as sessbes experimentais foram observadas remotamente, com o uso de
uma camera digital (Logitech C920, Brasil) posicionada em frente ao viveiro-teste e
conectada a um computador localizado em uma sala adjacente ao pavilhdo onde estavam
os viveiros. O registro e a anadlise das sessbes foram feitos por um pesquisador
previamente treinado, utilizando o software AnyMaze® (Stoelting Co., EUA). Os seguintes
comportamentos foram registrados: (1) exploracdo do objeto: duragcdo de qualquer
contato fisico do sujeito com cada objeto; (2) locomogé&o: tempo em que o sujeito esteve
em movimento no viveiro-teste.

Foi calculado um indice de Discriminagdo (ID; ENNACEUR e cols., 1997) para
cada sesséo teste, a fim de minimizar a influéncia de variagdes interindividuais dos niveis
basais de exploracdo. O ID foi calculado da seguinte forma: [tempo de exploragdo do
objeto novo - tempo de exploragdo do objeto familiar] / [tempo de exploracdo dos dois
objetos]. Um ID=0,0 indica que o sujeito explorou ambos os objetos equitativamente,
enquanto um ID >0,0 indica que o sujeito explorou mais o objeto novo em relagao ao

objeto familiar. Uma maior exploragéo do objeto novo versus o objeto familiar na sesséo
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teste foi estabelecido como parametro indicativo de uma memoaria de reconhecimento

nesse teste (DERE e cols. (2007).

4.6 Analise estatistica dos dados

O ID, para as analises considerando todo o grupo amostral (n=8) e por sexo
(n=4/sexo), foi comparado ao valor de zero (nivel do acaso) utilizando o teste-t para uma
amostra (one sample t-test). Um teste-t pareado (paired sample t-test) foi empregado
para detectar se houve diferenca entre os valores de ID. Este mesmo teste também foi
utilizado para comparar o tempo de exploragdo total dos objetos e da atividade
locomotora registrados entre os primeiros (0-10 min) e ultimos (10-20 min) dez minutos
da sessao treino de 20 min, bem como para comparar a exploracdo total entre as
sessodes treino, considerando o tempo total (10 min e 20 min) das sessoes.

Uma analise de varidncia (ANOVA) de duas vias para amostras repetidas
(two-way repeated measure ANOVA) foi utilizada para comparar a exploragao total e a
locomocgao entre os dois tempos de familiarizagao (10 x 20 min) e as duas sessdes (treino
x teste) do teste de REO. Uma ANOVA de duas vias para amostras repetidas também foi
empregada para verificar uma provavel diferenca na exploracado total dos objetos,
considerando a sequéncia temporal em que os testes de REO foram realizados,
independente do tempo de familiarizagdo usado (variaveis: sequéncia - 1° x 2° teste de
REO; sesséo - treino x teste). Na comparagado entre machos e fémeas, esses mesmos
parametros foram analisados em separado para cada sexo, utilizando este mesmo teste.

Para comparar o tempo de locomogao entre as quatro sessdes de habituagao, foi
realizada uma ANOVA de uma via (one-way repeated measure ANOVA). Ja para
averiguar se houve diferenga entre os sexos em relagdo ao ID e as sessbes de
habituacao, foi realizada uma ANOVA de duas vias de desenho misto (two-way mixed

design ANOVA). Por fim, os valores do ID de ambos os testes de REO foram
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correlacionados aos seus respectivos niveis de exploracao total durante a sessao treino e
a atividade locomotora registrada na sesséao teste, empregando o teste de correlacédo de
Pearson. O programa SPSS (v.25, IBM, EUA) foi utilizado para realizar as andlises

estatisticas e o nivel de significancia adotado para todos os testes foi de p< 0,05

5. Resultados

Independente do tempo de familiarizagdo empregado (10 ou 20 min), os animais
exploraram por mais tempo o objeto novo em relagéo ao familiar durante a sesséo teste,
uma vez que o ID diferiu significativamente do nivel do acaso (TF10 min: t,=7,07,
p<0,001; TF20 min: t,=3,14, p=0,02; Figura 9). Ao comparar os valores de ID entre si, ndo
foi observada uma diferencga significativa entre os dois tempos de familiarizagao avaliados
neste estudo (t,=0,88, p=0,41). No entanto, uma analise por sexo revelou que o ID dos
machos diferiu significativamente de zero apds ambos os intervalos de familiarizagcao
(TF10 min: 13=3,83, p=0,03; TF20 min: t;=6,44, p=0,01), ao passo que as fémeas soO
tiveram esse desempenho apés 10 min de familiarizagao inicial com os objetos (TF10
min: t;=11,06, p=0,002; TF20 min: 1,=0,99, p=0,39; Figura 9), havendo uma interagao
significativa entre tempo de familiarizacdo e sexo (fator sexo: F,=0,24, p=0,64; fator
tempo de familiarizagdo: F,¢=1,41, p=0,27; interagdo: F,¢=7,36, p=0,03).

Em relagdo a exploracao total dos objetos durante a sessédo treino de 20 min, foi
visto que os animais tiveram um padrdo exploratério constante ao longo de toda a
sessdo, nao diferindo entre os primeiros (0-10 min) e ultimos (10-20 min) dez minutos
(t,=1,20, p=0,27; Tabela 1). Esse mesmo padrao de resposta também foi observado para
a atividade locomotora, ou seja, nao foi observada diferenga na locomogao dos sujeitos
entre os primeiros e ultimos dez minutos da sessao treino de 20 min (t,=0,82, p=0,44;
Tabela 1). Diante desses resultados, as analises subsequentes, tanto para a atividade

locomotora, quanto para a exploracdo total, foram realizadas utilizando o valor médio
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desses parametros, observados nos primeiros e ultimos dez minutos da sesséao treino.

Isso foi feito devido a outra sessao treino ter duracao de 10 min.
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Figura 9. indice de discriminagdo (média + epm em segundos) calculados para as sessdes teste realizadas
30 min desde a sess3o inicial de familiarizagdo de 10 ou 20 min com os objetos. A esquerda: indice calculado
considerando todo o grupo amostral (n=8). A direita: indice calculado em separado para machos e fémeas
(n=4/sexo). *p<0,05 vs. valor de zero (nivel do acaso).

Quando esses mesmos parametros comportamentais foram avaliados
considerando uma analise por sexo, tanto os machos (1;=0,99, p=0,39) quanto as fémeas
(t;=3,00, p=0,06) mantiveram a exploracao total dos objetos ao longo de toda a sessao de
20 min (Tabela 1). Todavia, para a locomogao, foi observado que os machos tiveram uma
menor atividade locomotora na segunda parte da sessao treino de 20 min (i.e., 10-20 min;
t;=3,63, p=0,04), resultado nao observado para as fémeas (t;=-1,10, p=0,35; Tabela 1).

Além disso, quando todos os animais foram analisados em conjunto (n=8), o
tempo total de exploragao dos objetos nao diferiu significativamente entre as sessbes
treino e teste, ou entre os diferentes intervalos de familiarizagéo (fator sesséo: F,;=0,10,
p=0,77; fator tempo de familiarizagdo: F,,=0,002, p=0,97; interacgo: F,,=1,27, p=0,30;
Figura 10). Também nao foram observadas diferencas significativas entre sessao (treino x
teste) e intervalos de familiarizagdo (TF10 min x TF20 min) para os machos (fafor sesséo:
F,5=0,01, p=0,93; fator tempo de familiarizagdo: F,;=0,51, p=0,53; interacgo: F,;=1,17,

p=0,36) ou para as fémeas (fator sesséo: F,;=8,59, p=0,06; fator tempo de familiariza¢éo:
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F,5=6,62, p=0,08; interagdo: F,;=0,13, p=0,74; Figura 10). Quando os dados de
exploracao total das sessdes treino de 10 min e 20 min (considerando toda a sesséao de
20 min) foram comparadas (i.e., 10 min x 20 min), ndo foram detectadas diferencas
significativas (todos: t,=-1,07, p=0,32; machos: t;=-1,46, p=0,24; fémeas: t;=1,28, p=0,29;

Tabela 1).

Tabela 1. Tempo total de exploragao dos objetos e de locomogéo nas sessdes treino, expresso
como a média £ epm em segundos.

Sessao treino

Sujeito 10 min 20 min

total 0-10 min 10-20 min total

Exploragéo total

machos e fémeas 1313 1417 73 21+9
machos 19+4 25+12 12+4 37+£13
fémeas 8+2 3+1 2+1 5+1
Locomogéao

machos e fémeas 192 + 46 149 + 38 140 + 47 289 + 84
machos 158 £ 70 115+ 37 80 + 37* 195+ 73
fémeas 227 + 65 185 + 67 199 + 80 384 + 148

* p<0,05 vs. sesséo treino 20 min (0-10 min)

Ao analisar os dados de exploragdo total, mas agora considerando apenas a
ordem temporal na qual os dois testes de REO foram realizados, isto €, independente se
o animal foi inicialmente familiarizado aos objetos por 10 ou 20 min, também nao houve
diferengas significativas entre os dois testes ou entre as duas sessdes (fator sequéncia:
F,,=0,05, p=0,82; fator sessgo: F,,=0,02, p=0,89; intera¢do: F,;=2,28, p=0,17; Tabela 2),
mesmo quando a analise foi feita separadamente para os machos e as fémeas (machos -

fator sequéncia: F,;=0,01, p=0,93; fator sessgo: F,;=0,05, p=0,84; interagdo: F,;=3,42,
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p=0,16; fémeas - fator sequéncia: F,;=0,73, p=0,45; fator sessgo: F,;=2,88, p=0,19,

interagcdo: F,,=0,16, p=0,72; Tabela 2). Para esta analise, considerou-se apenas a

exploracao total registrada nos primeiros 10 min da sesséo treino de 20 min.
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Figura 10. Tempo de exploracéo total dos objetos (média + epm em segundos) durante as sessoes treino e
teste do teste de REO. A esquerda: tempo de exploragao total considerando todo o grupo amostral (n=8). A
direita: tempo de exploragido total para machos e fémeas separadamente (n=4/sexo). Os dados para a
sessao treino de 20 min estado representados como a média dos intervalos 0-10 e 10-20 min desta sessao.

Tabela 2. Tempo total de exploragdo dos objetos nas sessdes treino (apenas os primeiros 10 min)
e teste, de acordo com a ordem com que o teste de REO foi realizado e expresso como a média +

epm em segundos.

1° teste de REO

2° teste de REO

Sujeito

treino teste treino teste
machos e fémeas 177 11+£3 103 157
machos 27+ 11 13+4 16+6 25+13
fémeas 73 8+3 4+0 5+1

Ja para a locomogao, nao foi visto diferenga significativa ao longo das quatro

sessOes de habituagéo (F;,=2,25, p=0,16; Tabela 3). Na analise que dividiu os sujeitos

por sexo, a atividade locomotora também n&o diferiu significativamente entre os machos
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e as fémeas, ou entre as sessdes de habituagéo (fator sességo: F;,=2,01, p=0,19; fator

sexo: F,¢=0,35, p=0,57; interacéo: F3,4=0,26, p=0,70; Tabela 3).

Tabela 3. Atividade locomotora nas quatro sessdes de habituagédo ao procedimento experimental,
expressa como a média + epm em segundos.

Sessodes de habituagido

Sujeito

1 2 3 4
machos e fémeas 11317 114 + 27 120 £ 25 170 £ 52
machos 90 + 23 106 + 48 108 + 41 141 + 86
fémeas 135+ 20 121+ 33 133+ 34 200 + 68

Além disso, nenhuma diferenga significativa na atividade locomotora foi observada
entre os diferentes tempos de familiarizacao, ou entre as sessoes treino e teste do teste
de REO (fator tempo de familiarizagéo: F,;=2,80, p=0,14; fator sesséo: F,;=2,10, p=0,19;
interagdo: F,,=0,57, p=0,47; Figura 11). Nessa mesma avaliacdo, mas considerando os
dados de machos e fémeas separadamente, também nao se revelou nenhuma diferencga
significativa (machos - fator tempo de familiarizagcgo: F,;=1,63, p=0,29; fator sess&o:
F15=0,07, p=0,94; interacéo: F,,=0,25, p=0,65; fémeas - fator tempo de familiarizag&o:
F,5=0,86, p=0,42; fator sesséo: F,;=5,00, p=0,11; interagdo: F, ;=0,24, p=0,66; Figura 11).

Por fim, as analises de correlagdo demonstraram que o desempenho dos animais
no teste de REO néao estava relacionado a sua atividade exploratéria total na sessao
treino (TF10 min: rg=-0,12, p=0,78; TF20 min: rg=0,31, p=0,45), nem a sua atividade
locomotora durante a sessao teste (TF10 min: rg=0,16, p=0,70; TF20 min: rg=-0,43,

p=0,29).
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Figura 11. Tempo em movimento (média + epm em segundos) nas sessdes treino e teste do teste de REO. A
esquerda: atividade locomotora considerando todo o grupo amostral (n=8). A direita: atividade locomotora
para machos e fémeas separadamente (n=4/sexo). Os dados para a sessdo treino de 20 min estdo
representados como a média dos intervalos 0-10 e 10-20 min desta sessao.

6. Discussao

No presente estudo foi visto que os macacos-prego adultos foram capazes de
discriminar entre objetos novos e familiares. De fato, os dois ID calculados estavam
significativamente acima do nivel do acaso, indicando que o objeto novo foi explorado por
mais tempo que o familiar. Desta forma, os animais apresentaram uma memoéria de
reconhecimento no teste de REO. Um resultado semelhante ja havia sido observado em
outra espécie de PNH neotropical — o mico-estrela (KALINICHENKO e cols., 2021a,b).

Contudo, vale ressaltar que os ID dos dois testes realizados nao diferiram entre si,
ou seja, o reconhecimento dos objetos ocorreu independentemente de o tempo de
familiarizacdo com esses itens ter sido de 10 ou 20 min (i.e., a sessao treino). Assim, um
aumento no tempo de familiarizagdo nao aumentou a meméria de reconhecimento dos
macacos-prego para objetos neutros. Um resultado semelhante a esse foi observado
anteriormente em roedores (GASKIN e cols., 2010).

Porém, a influéncia do tempo de familiarizagdo na memoéria de reconhecimento
ainda ndo esta totalmente esclarecida, ja que outros estudos também ja demonstraram

haver uma possivel relagdo entre esses dois aspectos. De fato, varios pesquisadores
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acreditam que um aumento no tempo de familiarizacdo resultaria em uma memoaria de
reconhecimento mais pronunciada, manifestada por uma exploracdo consideravelmente
maior do objeto novo (AMEEN-ALI e cols., 2015). Ao aumentar a duracdo da fase de
familiarizacdo de 4 para 8 min, ALBASSER e cols. (2009) observaram uma melhora na
capacidade de ratos reconhecerem objetos, mesmo apdés 24 h de IR. Um resultado
similar foi visto no teste de ROL com ratos, onde a preferéncia pelo objeto deslocado
aumentou conforme a duragao da sessao treino (OZAWA e cols., 2011). Em suinos, so foi
observada uma memoria de reconhecimento apds IR de 3 e 5 h, quando os animais
haviam sido expostos aos objetos familiares por 45 h (GIFFORD e cols., 2007).

Ao comparar esses estudos com o presente trabalho, é possivel verificar
diferencas metodolégicas que limitam comparacgbes diretas. Tais diferengas incluem, por
exemplo, o tipo de teste adotado (REO vs. ROL), o tempo do IR empregado e a espécie
do sujeito experimental (roedores, suinos e PNH).

Mesmo que uma diferencga significativa entre os ID ndo tenha sido observada aqui,
houve uma pequena redugcdo no desempenho dos animais apds a familiarizagao de 20
min, comparada a sessao treino de apenas 10 min. Essa tendéncia de diminui¢do no
desempenho apds a sessao treino mais longa de 20 min poderia corresponder, na
verdade, a um menor interesse dos sujeitos em explorar os objetos, como revisado em
ANTUNES e BIALA (2012). Os itens usados como estimulo no teste de REO s&o neutros
e assim, apds uma exploracao inicial, poderia haver uma perda de interesse por parte do
individuo em continuar explorando tais objetos, mesmo com um tempo de exposi¢do mais
longo a esses mesmos objetos. Mas, no presente estudo, os niveis de exploragao
permaneceram constantes ao longo de toda a sesséao treino de 20 min (i.e., 0-10 min e
10-20 min) e entre as sessoes treino e teste do teste de TF20min.

Vale lembrar ainda que os animais foram submetidos a dois testes de REO, em

um intervalo de 4 dias. Em ratos, apds varias sessdes de familiarizagao, foi observada
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uma reducao nos niveis de exploragdo dos objetos (IWAMURA e cols., 2016; KHANI e
RAINER, 2012), demonstrando uma possivel reducdo na motivacdo desses animais
(KHANI e RAINER, 2012). Contudo, o interesse dos macacos-prego em explorar os
objetos também n&o diminuiu apds duas exposi¢des ao teste de REO, mesmo utilizando
objetos cuja unica diferenca entre si era sua forma, ja que os niveis de exploracao total
nao diferiram em relagdo a ordem cronoldgica de realizagao dos testes de REO.

Ao analisar machos e fémeas separadamente, apenas os machos exploraram
mais o objeto novo apdés ambos os tempos de familiarizagdo. Machos tém mais
dificuldade em lembrar caracteristicas especificas de um estimulo ao qual foram expostos
(HALPERN, 1992), demandando assim, mais tempo para codificar tais informacgoes. Isso
poderia explicar, pelo menos em parte, o bom desempenho dos machos apés a
familiarizacdo de 20 min.

Em contrapartida, as fémeas nao demonstraram um desempenho satisfatorio
apos a sessdo treino mais longa de 20 min. Apesar de tal resultado poder indicar uma
falta de memdria de reconhecimento nesse teste, os baixos niveis de exploracao total
observados nas respectivas sessbes treino e teste podem ter influenciado esse
desempenho fraco das fémeas. AINGE e cols. (2006) argumentam que o tempo de
exploragao é um fator importante na memoaria de reconhecimento e, portanto, déficits no
reconhecimento poderiam na verdade ser alteragcdes na atividade exploratéria, ao invés
de um déficit de memoédria em si. De fato, no teste de REO que avaliou o tempo de
familiarizacdo de 10 min nos macacos-prego, a atividade exploratéria das fémeas nas
sessdes treino e teste foi maior e uma memodria de reconhecimento foi demonstrada.
ALBASSER e cols. (2009) observaram um resultado semelhante em ratos. Contudo,
outros estudos com ratos ndo observaram uma correlagado entre o tempo de exploragao
dos objetos na sesséao treino e o desempenho no teste de REO (GASKIN e cols., 2010) e

de ROL (OZAWA e cols., 2011). No entanto, estes ultimos trabalhos utilizaram apenas
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machos como sujeito experimental, o que limita comparagbes mais diretas com os
resultados do presente estudo.

Além disso, o ciclo estral ndo foi controlado e assim nao é possivel determinar se
a fase do ciclo teve alguma influéncia no desempenho das fémeas. Em ratos, variagoes
nos niveis hormonais detectados ao longo do ciclo das fémeas ja foram demonstrados
como sendo um fator capaz de influenciar o desempenho no teste de REO (van
GOETHEM e cols., 2012). Tendo isso em conjunto, novos estudos se fazem necessarios
para melhor avaliar a influéncia da exposigao inicial aos objetos no desempenho de PNH
fémeas no teste de REO.

Também nao foi observada uma relagao entre o desempenho dos animais no
teste de REO e o tempo de exploragado dos objetos na sessao treino, algo que também ja
foi visto em roedores (AKKERMAN e cols., 2012a; GASKIN e cols., 2010; OZAWA e cols.,
2011). Porém, ALBASSER e cols. (2009) encontraram uma relagao entre o grau de
discriminacdo dos objetos na sessdo teste e a exploragdo dos objetos na sesséao treino.
Essa discrepancia pode ser parcialmente atribuida aos indicadores de memodria
utilizados. Enquanto ALBASSER e cols. (2009) utilizaram a diferenga entre o tempo de
exploracdo do objeto novo e familiar — um indicador que ndo leva em consideragao
diferencas nos niveis gerais de exploragdo e, consequentemente, os resultados podem
ser influenciados por animais mais ativos (AMEEN-ALI e cols., 2015), o presente estudo
utilizou o ID — um indicador que dimensiona a exploracdo de modo a considerar tais
efeitos na exploracdo total e que reduz a variabilidade interindividual dos niveis de
exploracao (AMEEN-ALI e cols., 2015). O uso do ID ja demonstrou ser mais sensivel a
diferencas sutis, quando grupos com diferentes niveis de exploragdo sao comparados
(AKKERMAN e cols., 2012b).

A atividade locomotora também nao influenciou os resultados observados aqui,

visto que este parametro nao diferiu entre as sessdes treino e teste, ou entre as duas
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versbes do teste de REO que foram realizadas, tampouco estava relacionada ao

desempenho dos sujeitos no teste de meméria empregado.

7. Conclusao

Os resultados do presente trabalho indicam que, aumentar o tempo de
familiarizacdo de 10 para 20 min ndo necessariamente resulta em uma melhora na
memoaria de reconhecimento de macacos-prego adultos no teste de REO. No entanto, os
machos parecem se beneficiar com este aumento. Além do mais, alteragbes na
motivagao, devido a testes repetidos ou a um maior tempo de contato inicial com os
objetos, nao influenciou os resultados observados. Este trabalho também corrobora para
0 uso de macacos-prego como um modelo translacional para o estudo da memoria de
reconhecimento. De fato, o teste de REO se mostrou ser, mais uma vez, um
procedimento robusto e versatil para avaliar a memaria de reconhecimento em diferentes

espécies, incluindo agora, PNH.
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DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “MEMORIA DE RECONHECIMENTO EM PRIMATAS NAO-HUMANOS: UM ESTUDO COMPORTAMENTAL EM
MACACOS-PREGO (SAPAJUS SPP.)"” Protocolo n.2 6/2019, sob responsabilidade da Professora Marilia Barros foi avaliado e aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizacdo de:
Sapajus spp (12). A presente aprovagéo é valida pelo periodo de: 01/03/2019 a 01/03/2022.

Prof. Dr. Cassio josé da Silva
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avaliacdo ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licengas e permisses que porventura se facam necessarias.
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