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RESUMO

A memodria de reconhecimento é definida como a habilidade em saber que algo j& foi
identificado anteriormente, seja um estimulo individual ou um evento. Ha diversas
metodologias para o estudo da memaria de reconhecimento, sendo uma das mais usadas o
teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO). Essa tarefa comportamental é
baseada na preferéncia natural do individuo em explorar itens novos, havendo
possivelmente uma diferenca entre os sexos a depender do tipo de reconhecimento
necessario para a tarefa. Apesar de amplamente empregado em roedores, esse teste ainda
nao foi transposto para uso em primatas ndo-humanos (PNH). Além disso, a modulacdo da
via colinérgica pode afetar a memoéria no teste de REO. O bloqueio de receptores
muscarinicos com escopolamina (ESC) gera um efeito amnésico, enquanto inibidores da
acetilcolinesterase, como a donepezila (DNP), tem efeito prémnésico por aumentarem 0s
niveis singpticos de acetilcolina. Ademais, a via glutamatérgica também parece estar
envolvida, visto que o antagonismo da via com MK-801 (MK) prejudica o desempenho no
teste de REO. Assim, o objetivo do presente trabalho foi adaptar o teste de REO para uso
em PNH, comparando o desempenho de micos-estrela adultos (Callithrix penicillata) machos
e fémeas. Avaliou-se também o efeito de um farmaco anticolinérgico (ESC), colinérgico
(DNP) e antiglutamatérgico (MK) no desempenho de micos-estrela nesse mesmo teste. Os
animais foram submetidos a uma sessédo de habituagdo de 10 min e depois ao teste de
REO. A tarefa foi composta por uma sessao treino de 10 min, em que foram apresentados
dois objetos idénticos, e uma sesséo teste também de 10 min, realizada depois de 6 h. Na
sessdo teste, um dos itens foi substituido por um objeto novo. O trabalho foi dividido em trés
experimentos. No primeiro, machos e fémeas foram avaliados sem administragdo de um
farmaco. No segundo os micos foram divididos aleatoriamente em trés grupos (salina, ESC
ou DNP+ESC). No ultimo experimento os sujeitos receberam salina, MK ou DNP+MK. Os
resultados indicaram que micos-estrela adultos realizam o teste de REO apés um intervalo
de retencdo de 6 h, ndo havendo diferenca no desempenho geral de machos e fémeas.
Quanto a laténcia para a 12 exploracdo na sessao teste, somente as fémeas exploraram o
objeto novo mais rapidamente que o familiar. Ademais, houve um déficit na memoaria de
REO dos micos apds a administracdo de ESC, o qual foi revertido pela DNP, ndo havendo
diferenca entre os tratamentos em termos da laténcia para a 12 exploracdo dos objetos. Por
ultimo, foi observado que a administracdo de MK também prejudicou a memoéria de REO dos
micos, mas esse déficit ndo foi revertido pela DNP. Aqui, a laténcia para a 12 exploracdo
também ndo diferiu entre os tratamentos. Em geral, os resultados dos experimentos nao
foram influenciados por alteragbes na locomogdo ou na motivagdo dos animais (i.e.,
exploracdo total) uma vez que esses pardmetros permaneceram constantes ao longo do
teste e entre os diferentes grupos experimentais. Mas, no grupo que recebeu SAL, a
memoria no teste REO estava inversamente relacionada ao tempo de exploracdo dos
objetos no treino. Portanto, como ja visto em roedores, micos-estrela adultos sdo capazes
de reconhecer objetos neutros em seu ambiente ap6s um intervalo de retengdo de pelo
menos 6 h no teste de REO. O bloqueio farmacolégico da via colinérgica e glutamatérgica
prejudica o reconhecimento de objetos, sendo apenas o primeiro revertido por DNP. Um
efeito semelhante ja foi relatado em roedores submetidos ao teste de REO e em outros
testes de memdria em PNH. Apesar de néo ter sido observado diferencas entre 0s sexos, 0
desempenho de machos e fémeas pode ser influenciado diferentemente por certos
parametros metodoldgicos no teste de REO (p.ex., intervalo de retencdo, complexidade do
objeto). Assim, o teste de REO demonstra ser um procedimento comportamental rapido e
simples para o estudo da memodria de reconhecimento em PNH, sensivel a manipulagfes
farmacologicas.

Palavras-chave: memodria de reconhecimento; sexo; escopolamina; MK-801; donepezila;
mico-estrela.



ABSTRACT

Recognition memory is the ability to identify that something has been seen previously,
such as a specific stimulus or event. Several experimental procedures have been developed
to study recognition memory, the most used being the Spontaneous Object Recognition
(SOR) test. This behavioral task is based on an individual's natural preference to explore
new items and depending on the type of recognition required, it may possibly be sex
dependent. Although widely used in rodents, the SOR test has not yet been transposed to
non-human primates (NHP). Furthermore, modulation of the cholinergic system may affect
task performance. Blockade of muscarinic receptors with scopolamine (SCP) induces an
amnesic effect, while acetylcholinesterase inhibitors, such as donepezil (DNZ), have a pro-
mnesic effect by increasing synaptic acetylcholine levels. In addition, the glutamatergic
system is also seems to be involved, as receptor antagonism with MK-801 (MK) impairs task
performance. Therefore, the present study aimed to adapt the SOR task for use with NHP,
comparing the performance of male and female adult marmosets (Callithrix penicillata). The
effects of anticholinergic (SCP), cholinergic (DNZ) and antiglutamatergic (MK) compounds on
the marmosets’ performance was also evaluated. All animals were submitted to a 10 min
habituation trial and then to the SOR test. The task consisted of a 10 min training session, in
which two identical objects were presented, and a 10 min test trial, performed after 6 h. On
the test trial, one of the items was replaced with a new object. The study was held in three
experiments. On the first one, males and females were evaluated with no drug treatment. For
the second experiment, the marmosets were randomly divided into three groups (saline, SCP
or DNZ+SCP). On the last experiment, subjects received either saline, MK or DNZ+MK. The
results indicated that adult marmoset monkeys can perform the SOR test after a 6 h retention
interval, with no sex difference in performance. When the latency for first exploration on test
trial is considered, females explored the new object quicker than the familiar one. In addition,
ESC treatment decreased the marmosets’ performance in the SOR task, which was reversed
by DNP. Here, between-treatment differences in terms of latency to first exploration were not
detected. Lastly, MK treatment also impaired the marmosets’ performance on the SOR task,
yet this was not reversed by DNP. Here, latency to first exploration did not differ between
treatments. In general, the present results were not influenced by changes in locomotion or
motivation (i.e., total exploration), as these parameters remained constant throughout the
test and between groups. However, when saline was given, memory in the SOR task was
negatively correlated with the time spent exploring the objects during the initial acquisition
phase. Therefore, as reported in rodents, adult marmoset monkeys can recognize neutral
objects in their environment after a retention interval of at least 6 h in the SOR test.
Pharmacological blockade of cholinergic and glutamatergic pathways impairs object
recognition, with only the former being reversed by DNZ. A similar effect has been reported
in rodents submitted to the SOR test and in other types of memory tests with NHP. Although
no sex differences were presently observed, male and female performance may be
influenced distinctly in the SOR test according to certain methodological aspects (e.g.,
retention interval, object complexity). Thus, the SOR task may be a quick and simple
behavioral experimental tool to study recognition memory in NHP, which is also sensitive to
pharmacological manipulations.

Keywords: recognition memory; sex; scopolamine; MK-801; donepezil; marmoset monkey.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da memaoria

A memoria é definida como a capacidade em adquirir, guardar e usar uma
determinada informacéo sobre o0 mundo (AMADIO e cols., 2004). O fenbmeno em questao,
sob um ponto de vista comportamental, também é entendido como a preservacdo de um
comportamento aprendido ao longo do tempo. Portanto, é indicado pela mudanca (ou
auséncia de mudanga) ap6s um intervalo entre o primeiro aprendizado e a ocasido-teste de
resposta experimental (TANILA, 2018). Processos mnemoénicos sdo observados na natureza
de diversas formas, seja na organizacdo e interagdo social (GONG e cols., 2019); no
comportamento exploratorio e predatério e na identificacdo de coespecificos (HOCHNER e
cols., 2006); ou na adaptacdo de animais ao seu ambiente via uso de mapas cognitivos
(AGRAWAL, 2001; BERMUDEZ-RATTONI, 2014). Em primatas ndo-humanos (PNH), ha
indicios de que fungbes mnemodnicas se especializaram a partir de técnicas de
forrageamento/obtencao de alimento (ROSATI e cols., 2014). Contudo, a memdria s6 atingiu
niveis mais complexos em humanos (SQUIRE, 2004).

A memoria ndo se trata de um processo Unico, podendo ser dividida em aquisicao,
consolidacdo e evocacdo. A aquisicdo é o periodo em que o individuo é primeiramente
exposto a experiéncia ou estimulo a ser lembrado (ABEL e LATTAL, 2001). A consolidagéo,
por si sO, é entendida como um processo lento e adaptativo a nivel sinaptico e cerebral, o
gual necessita de alteracbes enddgenas para fortalecer o trago mneménico (MCGAUGH,
2000). Dessa forma, a partir de modificagdes celulares, a informacéo é armazenada para ser
utilizada a longo prazo. O processo de consolidagcdo pode transcorrer de minutos a horas e
dias (DUDAI e cols., 2015). Em diversas situagfes, um individuo deve se recordar da
informacé@o aprendida e esse fendmeno é chamado de evocagdo. Dessa forma, ela é
definida como um processo de autoavaliacdo da memoéria e de uso da informacéo

consolidada. Em seres vivos, a evocacgdo pode ser vista na mudanca de um comportamento



ou na adequacdo a um determinado padrdo. Quando uma certa memoria € evocada, ela
pode levar a formacdo de novas lembrancas que sdo causadas pelo préprio contexto de
evocacdo (ABEL e LATTAL, 2001). Esse fendbmeno é comumente chamado de
reconsolidacdo. Trata-se de um processo ativo em que novas sinapses estdo sendo
geradas, sendo que a nova memdaria podera suprimir a anterior (ALBERINI, 2011; DUDAI e
cols., 2015; FROHARDT e cols., 2000; WILSON e cols., 1995).

O estudo experimental da meméria em atividades diarias p6de elucidar que esta é
um processo composto por mais de uma fase. Hermann Ebbinghaus foi um dos pioneiros na
andlise instrumental do estudo da memaria por meio da aquisicdo de uma série de silabas.
Em suas observacdes, percebeu que se lembrar de novas informacdes em um primeiro
momento ndo o certificava de que elas poderiam ser evocadas posteriormente
(EBBINGHAUS, 2013). Esses achados permitiram com que a memoria comegasse a ser
tratada como um processo que ocorre a curto e longo prazo (Figura 1; SQUIRE e WIXTED,
2011).

A memodria de curto prazo, portanto, se trata de um fenémeno que faz referéncia a
experiéncias recém-vividas e conhecimentos adquiridos h& pouco tempo (ATKINSON e
SHIFFRIN, 1968; VESELIS, 2015). Em contrapartida, a memoria de longo prazo é definida
como um armazenamento de conhecimento adquirido que pode durar por toda a vida. Outra
diferenca apontada entre os dois tipos de memdria é a capacidade de armazenamento. Em
lembrancas mais curtas, o conhecimento adquirido decai exponencialmente em funcdo do
tempo. Para as memoérias que perduram mais, é armazenada uma quantidade ilimitada de
informag6es (COWAN, 2009). Um exemplo de memoéria de curto prazo seria a recordagdo
de uma sequéncia pequena de letras ou niumeros; e, para a de longo prazo, a prépria data
de aniversério.

Ha ainda a memdria operacional, também chamada de memodria de trabalho.
Quando necessario, ela é evocada para ser usada em procedimentos que necessitem de

habilidades motoras e/ou intelectuais. A memadria operacional guia atividades em um nivel
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inconsciente e ndo depende da quantidade de informacéo adquirida (CAMINA e GUELL,
2017). Ela ndo se desprende totalmente da memdéria de curto prazo, podendo auxiliar em
mecanismos processuais para a aquisicdo de conhecimentos de curta duragdo (COWAN,

2009). Contudo, também pode ser influenciada por informagBes de longo prazo

Memoria

(BADDELEY, 2010).

. Nao
Declarativa .
declarativa
Lobo te_mpo!'al medial Amigdala Neocortex Estriato Vias de reflexo
Diencéfalo Cerebelo

Figura 1. Taxonomia da memodria com as areas neurais envolvidas em cada uma delas. Ap.: aprendizagem;
Cond.: Condicionamento. Adaptado de SQUIRE (2004).

Pesquisadores de diversas areas tém se preocupado em entender como a memoria
se estruturaria no Sistema Nervoso Central (SNC). Afinal, essa fungdo cognitiva seria
composta por um fendmeno ou varios (SQUIRE e WIXTED, 2011)? Grande parcela dos
conhecimentos sobre o tema se deu por estudos de lesdo, sendo 0 maior exemplo o
paciente H. M. Ele passou por uma cirurgia de ressecc¢ao bilateral do lobo temporal medial
(LTM) e comecgou a apresentar amnésia anterégrada - ndo formagéo de novas memorias - e

retrograda — ndo recordacdo de fatos antes da cirurgia (SCOVILLE e MILNER, 1957). O
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caso H. M., assim como inimeros outros, elucidou pontos sobre a organizacdo da memoria
de longo prazo, abrindo precedentes para que ela fosse dividida em declarativa (explicita) e
nao declarativa (procedural) (Figura 1; GRIFFITHS e cols., 1999).

A memoria ndo declarativa € definida como uma informacéo expressa por meio de
um desempenho, que € baseada em competéncias desenvolvidas pelos individuos,
podendo ser incorporadas a diversas fungdes (SQUIRE, 2004; SQUIRE e WIXTED, 2011;
TULVING, 1985). Para que ocorra, areas cerebrais responsaveis por habilidades motoras e
cognitivas devem ser reativadas (GASBARRI e cols., 2014). Quando um musico toca um
instrumento, por exemplo, diversas areas neurais em que o aprendizado ja esta consolidado
sdo ativadas novamente (SQUIRE, 2004). A meméria ndo declarativa é subdividida em:
habitos e habilidades, condicionamento, aprendizagem emocional, aprendizagem
perceptual, além de outras formas de plasticidade comportamental, como a habituacéo e
sensitizacdo (SQUIRE, 2004; SQUIRE e WIXTED, 2011). O corpo estriado esta envolvido
nos habitos e habilidades, o neocértex, na aprendizagem perceptual, a amigdala, nas
respostas emocionais e o cerebelo, nas esqueléticas (Figura 1; SQUIRE, 2004). A disting&o
entre memoaria declarativa e ndo declarativa pode ser identificada de diversas maneiras,
além da neuroanatomia. Elas diferem ainda em caracteristicas de operagdo e tipo de
informacgéo processada (TULVING, 1985). Apesar dos sistemas de memoéria declarativa e
ndo declarativa operarem de forma independente, eles podem subsidiar diversos
comportamentos paralelamente (SQUIRE e ZOLA, 1996; TULVING, 1985).

A memoria declarativa, por outro lado, esta relacionada ao conhecimento que pode
ser evocado conscientemente sobre fatos e eventos, sendo descrita de forma simbdlica pelo
individuo. Dessa forma, ela estd disponivel para uso quando necessario, guiando o
comportamento do individuo em uma série de contextos de forma consciente (SQUIRE,
2004; TULVING, 1985; TULVING e MARKOWITSCH, 1998). As estruturas cerebrais

envolvidas nesse tipo de memodria incluem areas do LTM e do diencéfalo (Figura 1), com



suas fungBes geralmente comprometidas em individuos com amnésia e deméncias
(SQUIRE, 2004).

A memoria declarativa é dividida em seméantica e episodica (Figura 1). As duas
categorias de memoéria parecem depender de estruturas do LTM e diencefalicas - tadlamo,
por exemplo. Supfe-se gue essas estruturas neurais sdo responsaveis por diferentes
aspectos de memorias declarativas (EICHENBAUM, 1997). Contudo, quando comparada
com a semantica, a memoria episddica requer a participacdo de mais sistemas cerebrais,
como o lobo frontal (Figura 1; SQUIRE, 2004).

A memoria semantica estd relacionada a fatos sobre o mundo a partir de
conhecimentos simbolicamente representaveis (SQUIRE, 2004; TULVING, 1985). A
memoria episddica tem como definicdo a habilidade de recuperar eventos passados bem
determinados em relagéo ao seu contetudo e ordem temporal e espacial (TULVING, 1972).
Esse tipo de classificagdo é diferente da semantica, visto que é caracterizada pela
experiéncia pessoal do individuo. (TULVING, 1972) fez uma analogia entre se lembrar e
saber. De forma prética, o individuo sabe que a capital do Brasil é Brasilia. Essa premissa
se baseia na memoéria semantica. JA quando o0 sujeito conhece a cidade e possui
experiéncias relacionadas a ela, a competéncia é do aspecto episddico da memoria. A
memdria episédica também é caracterizada por uma viagem mental no tempo. Dessa forma,
0s componentes principais desse tipo de memdéria seriam “o que” (aconteceu), “quando”
(ocorreu) e “onde” (se estabeleceu o evento) (CLAYTON e cols., 2007; GRIFFITHS e cols.,
1999). Por muito tempo, houve o questionamento se animais poderiam fazer uma analise
consciente de lembranga. Para fins conceituais, um fenémeno analogo em animais €
referido como memodria do tipo episédica (TULVING, 2005). Preconiza-se, portanto, que a

memoria episddica é um fendmeno puramente humano (TULVING, 1985).



1.2. Memoéria de reconhecimento

A memoria de reconhecimento é definida como a habilidade em saber que algo ja foi
identificado anteriormente, seja um estimulo individual ou um evento (AMEEN-ALI e cols.,
2015; BALDERAS e coals., 2015; WINTERS e cols., 2010). Assim, trata-se de um processo
cognitivo fundamental para a codificacdo de acontecimentos e para guiar comportamentos
prospectivos (AGGLETON e BROWN, 2006). Ela pode se referir tanto a estimulos visuais,
quanto a outras formas sensoriais (BERMUDEZ-RATTONI, 2004).

Essa habilidade pode estar debilitada em diversas neuropatologias. Uma delas é
Doenca de Alzheimer (DA), fenémeno observado tanto em PNH (CHAVOIX e cols.., 2002;
MEUNIER e cols., 1993), como em humanos (BARBEAU e cols., 2004; POISSONNET e
cols., 2012). O mesmo tipo de memodria pode estar acometido em individuos com Doenga de
Huntington (LIEW, VAN e cols., 2016) e esquizofrenia (CONKLIN e cols, 2002). Os
mecanismos patofisioldgicos da Doenca de Parkinson também podem alterar negativamente
a memoria de reconhecimento (revisado em DAS e cols., 2019), a qual também pode estar
alterada na depresséao subclinica (RAMPONI e cols., 2010).

Alguns autores consideram que a memoéria de reconhecimento € um componente da
memdaria episddica (BIRD, 2017; DUNN, 2004). Entretanto, outros defendem que elas sé
estao relacionadas em casos especificos (BROWN e AGGLETON, 2001; YONELINAS e
LEVY, 2002). H4& ainda quem defenda que ela é caracterizada por processos neurais
associados a memoria declarativa de uma forma geral (AMEEN-ALI e cols., 2015; SQUIRE,
2004; WINTERS e cols., 2010).

Os modelos mais conservadores definem a memoria de reconhecimento como um
processo Unico que € interligado a outros tipos de memdria declarativa. Dessa forma, ela
dependeria dos mesmos sistemas neurais (COWELL e cols., 2010; DONALDSON, 1996;
HIRSHMAN e MASTER, 1997). Uma viséo alternativa é de que ela seria subdividida em dois
componentes e somente um deles seria afetado quando o sujeito possui amnésia

anterograda. Eles sdo: o julgamento de familiaridade do item e a recordagéo de informacdes
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contextuais de espacgo-tempo (BALDERAS e cols., 2015). A familiaridade estaria sintetizada
na palavra “saber” (do inglés, knowing). Um exemplo seria reconhecer uma pessoa, mas
ndo saber seu nome ou em qual contexto social a conheceu. A recordacao, no entanto, seria
resumida no termo “lembrar” (do inglés, remembering). Dessa forma, o individuo se
recordaria de detalhes episddicos que remetem a pessoa encontrada (BROWN e
AGGLETON, 2001).

Diversos pesquisadores defendem a teoria de processos duais da memoria de
reconhecimento (JACOBY e DALLAS, 1981; MANDLER, 1980; YONELINAS e cols., 1999).
Ela surgiu a partir de estudos com animais, que apontaram que o0 hipocampo parece exercer
uma funcdo diferente de areas extra-hipocampais nesse tipo de memobria. Assim, a
formagao hipocampal parece ser importante para informacgdes espaciais e contextuais, e
estaria relacionado ao reconhecimento (AGGLETON e BROWN, 1999; EICHENBAUM e
cols., 1994; GAFFAN, 1994). Lesdes no hipocampo geram prejuizo em tarefas espaciais, o
qual ndo é observado em testes de reconhecimento de objetos em sua forma mais pura
(roedores: EICHENBAUM e cols., 2007; WINTERS e cols., 2004; PNH: ALVARADO e
BACHEVALIER, 2005; BACHEVALIER e NEMANIC, 2008).

Por outro lado, estruturas como o cortex perirrinal seriam essenciais a familiaridade
(AGGLETON e BROWN, 1999; EICHENBAUM e cols., 2007; porém ver MERKOW e cols.,
2015). Dessa forma, as caracteristicas individuais de um estimulo estdo diretamente
associadas a essa area (BALDERAS e cols., 2015). A teoria de processos duais é refor¢cada
por estudos eletrofisiolégicos (MILLER cols., 1991) e de lesdo (MEUNIER e cols., 1993;
ZOLA-MORGAN e cols., 1989).

Ha ainda outras areas implicadas na memoria de reconhecimento. O coértex insular,
que faz parte do neocértex, também é apontado como uma area necessdria para a
consolidacdo da memodria de reconhecimento visual e de paladar (BALDERAS e cols.,
2008). Alguns estudos evidenciam o papel do cortex pré-frontal medial (mPFC, da sigla em

inglés, medial prefrontal cortex) em processos de memdria de reconhecimento em PNH
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(MILLER e cols., 1996; XIANG e BROWN, 1998) e em roedores (BARKER e coals., 2007,
DEVITO e EICHENBAUM, 2011).

Humanos, de uma forma geral, podem codificar milhares de estimulos em poucas
horas (BRADY e cols., 2008). Dessa forma, o estudo da memdria de reconhecimento se
torna bastante viavel. A investigacdo mais comum dessa funcao cognitiva € via pacientes
com lesdes, possibilitando a andlise do papel das estruturas do LTM nos processos de
recordacao e familiaridade (MEUNIER e BARBEAU, 2013). O método de pesquisa mais
predominante € composto por uma fase de estudo de um estimulo e, apds um intervalo pré-
determinado, a apresentacdo desse mesmo estimulo juntamente com novos itens. Dessa
forma, o participante deve indicar a qual deles ele ja foi exposto. Em humanos, ha também
variantes em relacdo ao estimulo a ser reconhecido. Esse pode ser: palavras (MEIER e
cols., 2013), imagens (GLOEDE e GREGG, 2019), faces (PHILLIPS e cols., 1998), objetos
(HUPBACH e cols., 2007) sinais sonoros (GLOEDE e GREGG, 2019), odores (LEVY e cols.,
2004), etc.

Estudos de lesdo com humanos apresentam diversas limitacdes, como a selecdo do
paciente, a qual ndo é randémica; o nimero amostral pequeno, podendo ser apenas 1
paciente; e a dificuldade de selecdo de individuos com lesGes em areas cerebrais
semelhantes (FRANK e cols., 2007; VAIDYA e BADRE, 2019). Além disso, ha muitas
guestdes éticas envolvidas, que impedem o estudo de varios tipos de comprometimentos
cognitivos. Para que se tenha uma relacdo minuciosa entre as estruturas neurais e prejuizo
de memodria com um numero maior de individuos, modelos animais devem ser utilizados
(SQUIRE e WIXTED, 2011).

GAFFAN (1974) desenvolveu um teste em PNH chamado teste de Escolha de
Acordo com o Modelo (DMS; da sigla em inglés, delay matching to sample). Primeiramente,
um refor¢o alimentar é apresentado embaixo de um objeto, podendo ser obtido quando o
objeto é deslocado pelo animal. Apés um certo intervalo, apresenta-se um objeto adicional e

0 sujeito precisa identificar qual foi o objeto da fase de treinamento, demonstrando que se
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recorda dele (EICHENBAUM e cols., 2007; WINTERS e cols., 2008; 2010). MISHKIN e
DELACOUR (1975) modificaram o teste de DMS de uma forma que ele se tornasse uma
tarefa que poderia ser facilmente aprendida por PNH. Dessa forma, os autores se pautaram
na tendéncia natural desses animais em explorar itens novos. O teste de Escolha Diferente
do Modelo (DNMS; da sigla em inglés, delayed non-matching to sample) se tornou um teste
padrdo para estudar memoria de reconhecimento em PNH. Aqui, na fase de teste, um novo
item é apresentado junto ao que ja foi visto, e o individuo precisa desloca-lo para receber o
reforco. O intervalo entre as duas sessfes € manipulavel, variando de 30 s a 40 min, e o
namero de itens a serem recordados podem aumentar a depender do objetivo da pesquisa
(BIRD, 2017; MEUNIER e BARBEAU, 2013).

A tarefa de comparacdo visual pareada (VPC; da sigla em inglés, visual paired
comparison) € uma outra metodologia baseada na preferéncia natural por estimulos novos.
Ela também é composta de uma fase treino e teste, porém nédo ha aprendizagem de regras
ou uso de um reforco atrelado a tarefa. Na primeira sessao, é apresentada uma imagem em
um monitor para que o animal se familiarize. Na segunda, apés um intervalo de retencao,
esse item é replicado com um segundo estimulo visual, ndo visto anteriormente (MEUNIER
e BARBEAU, 2013). Estudos revelam que o VPC pode ser mais sensivel a lesbes
hipocampais do que o DNMS (NEMANIC e cols., 2004; ZOLA e cols., 2000). Contudo, a
contribuicdo de outras areas do LTM nessa tarefa ainda se associa ao que foi observado
para o DNMS (NEMANIC e cols., 2004).

Os testes de DMS e DNMS foram adaptados para roedores. Nessa versao, algumas
caracteristicas experimentais tiveram que ser adaptadas, a exemplo do tipo de aparato e
namero de sess6es (AGGLETON e cols., 1995; KESNER e cols., 1993; MUMBY e cols.,
1990). Contudo, devido a algumas limitagbes, como o grande numero de sessdes de
treinamento, necessidade de haver critério minimo de acertos e dependéncia da motivacao
do animal (KINNAVANE e cols., 2015), outros tipos de testes comportamentais foram

desenvolvidos (ENNACEUR e DELACOUR, 1988).



1.2.1. Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO)

A memoria declarativa, de uma forma geral, pode ser adquirida apenas depois de
uma exposicdo a um estimulo. Assim, diversas tarefas que analisam esse tipo de memdria
em animais utilizam desse principio (WINTERS, 2010). O teste de Reconhecimento
Espontaneo de Objetos (REO; em inglés: spontaneous object recognition) foi inicialmente
desenvolvido por ENNACEUR e DELACOUR (1988) e se trata de uma das metodologias
mais usadas para estudar a memoaria de reconhecimento em roedores (ANTUNES e BIALA,
2012).

A tarefa consiste, geralmente, em duas sessdes. Na primeira, a sesséo treino, sdo
colocados dois objetos idénticos em locais distintos. Apos um intervalo de retengdo pré-
estabelecido, substitui-se um dos objetos por um estimulo novo (ENNACEUR, 2010).
Espera-se que 0s animais explorem mais o objeto novo, visto que é baseada na preferéncia
natural em explorar itens novos no ambiente (AMEEN-ALI e cols., 2015; DERE e cols.,
2007; WINTERS e cols., 2008).

O teste de REO é fundamentado em processos de familiaridade ao invés de
recordacao. Isso é devido a exploracdo do item em si ser o foco da tarefa, excluindo-se o
seu contexto espacial (KINNAVANE e cols., 2015; WINTERS e cols., 2010). Ele seria
considerado uma versdo do VPC para roedores, visto que o teste em questdo utiliza a
exploracdo visual espontanea de PNH (WINTERS e cols., 2010).

Essa tarefa de memoria de reconhecimento € Util para a investigagdo da memoaria de
curto, médio e longo prazo, via manipulacdo do intervalo entre as duas sessées (ANTUNES
e BIALA, 2012). A memoria associada a apenas uma exposi¢cdo é considerada muito mais
vulneravel do que a que é vinculada a algum tipo de reforco (ENNACEUR e DELACOUR,
1988). Dessa forma, € um teste considerado mais sensivel & manipulagdo farmacolégica
(ANTUNES e BIALA, 2012).

Como citado acima, o DNMS requer inUmeras sessdes de treinamento e 0s sujeitos

precisam estar privados de alimentac&o. Esses fatores podem criar vieses em relacdo ao
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estado motivacional dos animais e ao tipo de funcdo cognitiva que estd sendo avaliada
(BROWN e cols., 2012; ENNACEUR e AGGLETON, 1994; ENNACEUR e DELACOUR,
1988). Ademais, a aprendizagem de regras presente nessa tarefa possivelmente requer
mais de um processo cognitivo para realizi-las. Assim, o comportamento gerado por uma
manipulacao farmacoldgica ou lesdo no DNMS pode ter sido resultado dessa aprendizagem
de regras e ndo da modificacdo de processos mnemonicos (ENNACEUR e MELIANI, 1992;
KINNAVANE e cols., 2015). Portanto, o teste de REO é uma tarefa simples, rapida, sem
necessidade de treinamento prévio e considerada menos estressante para 0s animais
(AGGLETON e BROWN, 2006; ANTUNES e BIALA, 2012).

O teste de REO tem sido uma metodologia importante para o estudo do efeito de
diversos farmacos e de lesdes cerebrais em processos mnemonicos (GOULART e cols.,
2010). Antagonistas colinérgicos e glutamatérgicos tém sido usados para inativar areas
como o cortex perirrinal (BARKER e cols., 2006b; WARBURTON e cols., 2003; WINTERS e
BUSSEY, 2005b; c). O uso de farmacos inibidores da transmissao neuronal também pode
indicar a relevancia de diversas vias neurais para os processos de aquisicdo (WINTERS e
BUSSEY, 2005a), consolidacdo (ABE e cols., 2004) e evocacdo (HANNESSON e cals.,
2004) da memoéria de reconhecimento de objetos.

Os estudos de lesdo via tarefa de REO estenderam ainda mais os resultados
encontrados em PNH e roedores via DNMS, principalmente em relagcdo a funcdo de
estruturas do LTM (revisado em WINTERS e cols., 2010). Dessa forma, p6de-se confirmar a
dissociacdo de areas como o hipocampo e o cértex perirrinal, assim como sua funcdo na
memoaria de reconhecimento (WINTERS e cols., 2004). Na grande maioria dos estudos com
o teste de REO, quando o hipocampo € lesionado, ndo ha prejuizo ao desempenho dos
animais (BARKER e WARBURTON, 2011; FORWOOD e cols., 2005; GOOD e cols., 2007).

A memoria de reconhecimento de objetos também pode ser avaliada por meio de um
componente espacial. Desse modo, DIX e AGGLETON (1999) desenvolveram o teste de

Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL). A principal distincdo entre essa tarefa e a de REO é
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que, na fase teste, um dos dois objetos idénticos apresentados na sessdo treino é
deslocado para outro lugar do aparato. Espera-se que aqui 0 objeto no novo local seja mais
explorado (BARKER e cols., 2007; BARKER e WARBURTON, 2011; BUSSEY e cols.,
2000). Uma outra abordagem seria o teste de Reconhecimento de Ordem Temporal (ROT).
Nessa tarefa, durante a sessao teste, roedores tém a tendéncia de explorar mais o estimulo
primeiramente visto (MITCHELL e LAIACONA, 1998). Ha ainda o teste de Reconhecimento
Objeto-Contexto (ROC). Na ultima fase, os individuos sdo submetidos a dois itens, mas
apenas um deles estd no contexto apresentado inicialmente. Dessa forma, os sujeitos
exploram mais o item em um contexto novo (ROBERTSON e cols., 2015).

O teste de REO vem sendo usado em varias espécies de roedores (HEGAB e cols.,
2018; REGER e cols., 2009). Todavia, somente nos ultimos anos foi adaptado para espécies
nao-roedoras, como em coelhos (HOFFMAN e BASURTO, 2013; THOMPSON e cols.,
2005), suinos (KORNUM e cols., 2007; MOUSTGAARD e cols., 2002; SONDERGAARD e
cols., 2012) e peixes (LUCON-XICCATO e DADDA, 2014; MAY e cols., 2016; MILETTO
PETRAZZINI e cols., 2012). A tarefa de REO, até o presente momento, € inédita em PNH.
Contudo, experimentos recentes aplicaram o teste de ROL em micos-estrela (MELAMED e

cols., 2017a; b; VANNUCHI e cols., 2020).

1.2.2. Influéncia do sexo no teste de REO

Ha diversas evidéncias que demonstram que mamiferos do sexo masculino e
feminino diferem em aspectos neurais e comportamentais, observados em ensaios pré-
clinicos e clinicos (CAHILL, 2006). Os esteroides gonadais alteram a anatomia e funcao do
SNC desde muito cedo no seu desenvolvimento, podendo gerar mudancas a nivel
comportamental na fase adulta (DUFF e HAMPSON, 2001; LUINE, 2014).

Mulheres podem ter um desempenho melhor do que homens em testes de memoéria

operacional (DUFF e HAMPSON, 2001 porém ver KAUFMAN, 2007; SPECK e cols., 2000),
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sendo também superiores no reconhecimento de faces (HEISZ e cols., 2013) e de objetos
(SILVERMAN e EALS, 1992). Contudo, homens demonstram melhor meméria operacional
relacionada a aspectos espaciais (VOYER e cols., 2017 porém ver BANTA LAVENEX e
LAVENEX, 2010; KOBER e NEUPER, 2011). Roedores machos também apresentam
melhor desempenho em tarefas desse cunho (BLOKLAND e cols., 2006; JONASSON,
2005).

Assim como em outras tarefas cognitivas, uma diferenca entre os sexos ja foi
relatada para o teste de REO. H4 indicios de que roedores fémeas podem ter um melhor
desempenho do que machos em diversos intervalos de retengéo (BECK e LUINE, 2002;
BETTIS e JACOBS, 2009, 2013; GHI e cols., 1999; PODHORNA e BROWN, 2002;
SAUCIER e cols., 2007; SUTCLIFFE e cols., 2007). Em contrapartida, pode haver uma
vantagem masculina no mesmo teste para camundongos (FRICK e GRESACK, 2003). Ha
ainda dados que indicam que néo ha divergéncias comportamentais entre 0s sexos no teste
de REO para diversas espécies (peixes: LUCON-XICCATO e DADDA, 2016; camundongos:

BENICE e cols., 2006; roedores do género Eospalax: HEGAB e cols., 2018).

1.3. Via colinérgica e memoaria

A transmisséo colinérgica depende de proteinas envolvidas na sintese, estocagem,
transporte e degradacdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh; FERREIRA-VIEIRA e cols.,
2016). A sintese se da em neurbnios colinérgicos a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA)
e colina, pela acdo da colina acetiltransferase (ChAT). A ACh é armazenada por
transportadores vesiculares de acetilcolina (VAChT), sofrendo exocitose posteriormente
(DEIANA e cols., 2011; POTTER, 1970).

A ACh é rapidamente inativada na fenda sinaptica pela acetilcolinesterase (AChE),
enzima geralmente presente na membrana plasméatica de neur6nios (DEIANA e cols., 2011).

Assim que a ACh é hidrolisada, cerca de 50% da colina derivada da hidrélise é recuperada
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por recaptacdo pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT) dependente de sodio
(Na"; ABREU-VILLACA e cols., 2011).

Quando na fenda sinaptica, a ACh pode ativar seus receptores. Os receptores de
ACh séao divididos, de acordo com a afinidade de agonistas e sua a¢do, em nicotinicos e
muscarinicos (FERREIRA-VIEIRA e cols., 2016). Os receptores nicotinicos fazem parte de
uma familia de canais ibnicos pentaméricos seletivos a cations (DEIANA e cols., 2011).
Assim que séo ativados, ha um aumento da permeabilidade celular a céations, resultando em
despolarizacao e excitacdo celular (ABREU-VILLACA e cols., 2011; DEIANA e cols., 2011).
Os receptores nicotinicos podem ser expressos em diferentes regides do SNC, assim como
nos ganglios e musculos (COOPER e cols., 1991; WONNACOTT, 1997). No SNC, a sua
ativacdo leva a liberacdo de diversos neurotransmissores (RADCLIFFE e DANI, 1998;
WONNACOTT, 1997).

Ja os receptores muscarinicos sao receptores acoplados a proteina G, com sete
dominios transmembrana que modulam diversos canais i6nicos. Foram descritas cinco
isoformas (M1-M5), as quais diferem entre si no tipo de proteina G que se ligam. Em
consequéncia disso, o tipo de resposta intracelular que desencadeiam muda de acordo com
0 subtipo (CAULFIELD e BIRDSALL, 1998). Os tipos M1, M3 e M5 produzem uma resposta
celular excitatéria (ABREU-VILLACA e cols., 2011), enquanto os tipos M2 e M4 causam uma
diminuicdo da excitabilidade celular (ABREU-VILLACA e cols., 2011; DEIANA e cols., 2011;
FELDER, 1995). Os receptores do tipo M1/M3/M5 estdo majoritariamente localizados nas
pés-sinapses. Os do tipo M2/M4 sao encontrados na pré-sinapse, atuando como auto
receptores (PORTER e cols., 2002).

Neurénios colinérgicos estao distribuidos por varias regiées no SNC. Alguns deles
sdo neurdnios de projecdo, que conectam duas regides neurais. O grupo de neurbnios mais
conhecidos sdo os do prosencéfalo basal (BLAKE e BOCCIA, 2018). Dessa éarea, 0s

neurdnios projetam para o nucleo basal de Meynert (nbM), o qual é responsavel pela
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maioria das projecGes que vao para o cortex e talamo (NEES, 2015). O nbM esté envolvido
na fisiopatologia da DA (KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010; LIU e cols., 2015).

O papel da ACh nos processos de memoria e aprendizagem tem sido amplamente
estudado. Sugere-se que esse neurotransmissor tem um papel importante no hipocampo,
onde participa nos processos de aquisicdo e evocacao de informacBes. Nesse modelo,
chamado de hip6tese colinérgica, a alta concentracdo de ACh facilitaria a aquisicdo de
novas memdrias, enquanto sua baixa concentracdo seria responsavel pela evocacdo de
memoarias anteriores (KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010). Mecanismos colinérgicos estao
envolvidos na plasticidade sindptica no cortex perirrinal pela modulacdo do processo de
consolidacdo (BALDERAS e cols., 2012; DERE e cols., 2007). Percebe-se, portanto, que a
ACh é necesséria para a aquisicao e consolidacdo de uma informacgéo recente (para mais
detalhes ver BALDERAS e cols., 2015; BROWN e cols., 2012).

A administracao sistémica de antagonistas de ACh modula negativamente a memoria
de reconhecimento em humanos (ROBBINS e cols., 1997), PNH (AIGNER e MISHKIN,
1986; AIGNER e cols., 1991) e roedores (BARTOLINI e cols.,, 1996; HUSTON e
AGGLETON, 1987; PITSIKAS e cols., 2001). O efeito oposto também é observado, visto
gue a administragdo de um inibidor da AChE melhorou o reconhecimento visual tanto em
humanos (FUREY e cols., 2000), quanto em PNH (AIGNER e MISHKIN, 1986). A leséo de
inervagdes colinérgicas por meio de imunotoxinas também gera um déficit de memdria de
reconhecimento em PNH (TURCHI e cols., 2005) e roedores (WINTERS e BUSSEY,

2005b).

1.3.1. Modulacgao farmacolégica da via colinérgica com escopolamina

Agentes colinérgicos interferem em processos de memodria de reconhecimento
(AIGNER e cols., 1991; BARTOLINI e cols., 1996; PITSIKAS e cols., 2001). Dessa forma, no
presente estudo, foi investigado o efeito de substancias como a escopolamina (ESC) e a

donepezila (DNP) nessa fungéo cognitiva. A ESC € um antagonista competitivo ndo-seletivo
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de receptores muscarinicos, tendo acao central e periférica (ANTOR e cols., 2014). Se
administrada por via oral ou subcutanea (SC), sua absor¢éo € rapida. Em humanos, a ESC
atinge o tempo de concentracdo plasmatica maxima (Tma) em cerca de 30 min quando
administrada oralmente (EBERT e cols., 2000). Para a via SC, 0 Tmax € 15 min (EBERT e
cols., 1998). Ja para a via intramuscular (IM), esta em torno de 20 min (EBERT e cols.,
2001). A ESC atravessa a barreira hematoencefalica e sua meia-vida de eliminagéo (ti.) é
de aproximadamente 9,5 h. Ela € metabolizada no figado e excretada na urina (RENNER e
cols., 2005).

Clinicamente, a ESC é usada principalmente para a profilaxia da nausea e émese
induzidos pela anestesia (PERGOLIZZI JR e cols., 2012; POWELL-DUNFORD e BUSHBY,
2017). Ela também pode ser usada como um antiespasmaodico, no tratamento sintomatico
da sindrome parkinsoniana e em outras condicdes em que se deseja 0s seus efeitos
anticolinérgicos depressores do SNC (MAGGI e MELI, 1983; ZHANG e cols., 2016). Os
efeitos adversos mais comuns sdo: tontura, amnésia, vertigem e fadiga (RENNER e cols.,
2005).

Além disso, a ESC é amplamente usada como modelo farmacoldgico experimental
de dano cognitivo (MORE e cols., 2016). Em humanos, os danos cognitivos observados
foram reversiveis e dose-dependente (EBERT e cols., 1998). Assim como em outros
modelos, o efeito desse agente colinérgico parece atuar na aquisicdo vs. evocagao, com
uma amnésia que pode perdurar até 24 h (PETERSEN, 1977). Associadamente, a ESC
prejudica tarefas de meméria operacional espacial em roedores (ESTAPE e STECKLER,
2002) e PNH (AIGNER e MISHKIN, 1986). Em tarefas de reconhecimento como o DNMS,
esse agente colinérgico ja foi administrado central (TANG e AIGNER, 1996; TANG e cols.,
1997) e sistemicamente (RUPNIAK e cols., 1991; RUPNIAK e cols., 1997).

Diversos autores tém atestado o efeito amnésico da ESC na tarefa de REO. Esse
farmaco, quando administrado antes da sessao treino, compromete a formacdo da memoria

(TINSLEY e cols., 2011; WARBURTON e cols., 2003; WINTERS e cols., 2006). Entretanto,
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0 seu uso antes da sessdo teste ndo provocou alteragbes nos niveis de exploragéo.
Ademais, o antagonismo da transmissdo colinérgica poderia até facilitar o processo de
reconhecimento quando a administracdo ocorre horas apés a fase treino (WINTERS e cols.,
2006). O dano a esse processo mnemaonico parece ser mais proeminente quando o intervalo
de retencdo é curto em comparacdo com os mais longos (TINSLEY e cols., 2011 porém ver

WINTERS e cols., 2006).

1.3.2. Modulacéao farmacoldgica da via colinérgica com donepezila

A DNP é um inibidor reversivel da AChE. Dessa forma, ela impede a hidrélise desse
neurotransmissor, amplificando seus efeitos farmacolégicos (ANAND e SINGH, 2013). Esse
farmaco colinérgico apresenta um perfil farmacodindmico mais interessante do que outros
inibidores da AChE. Estima-se que a seletividade in vitro seja maior para essa enzima do
gue para a butirilcolinesterase (BuChE; KRYGER e cols., 1999; SUGIMOTO e cols., 1995).
O perfil farmacocinético e biodisponibilidade desse farmaco também séo atrativos, visto que
pode ser administrado uma vez ao dia, tendo ti» de 70 h (MIHARA e cols., 1993;
SUGIMOTO e cols., 1995). Caso seja administrado oralmente, atinge o pico de acdo em 4 h
e seu tempo de acdo terapéutica € estimado em 15 dias (PEPEU e GIOVANNINI, 2009;
YOO e cols., 2007). O volume de distribuicdo (Vq) da DNP € baixo, sendo amplamente
ligada a proteinas plasméticas. Esse inibidor da AChE é biotransformado em diversos
metabdlitos pelas enzimas CYP2D6 e CYP3A4. A sua rota primaria de eliminacédo é a renal,
seguida pela fecal (GREIG, 2015).

A DNP ¢é amplamente utilizada no tratamento da DA na fase moderada a avancada
(CROWELL e cols., 2006). Assim sendo, é eficaz tanto na manutencao da cogni¢do, quanto
da qualidade de vida desses pacientes (BURNS e cols., 1999; YOO e cols., 2007). Ha
melhora em pacientes saudaveis em testes de destreza manual (BUCHANAN e cols., 2003),
tarefas complexas (YESAVAGE e cols., 2002) e evocacédo de palavras com valor seméantico

(FITZGERALD e cols., 2008). Por ser pouco seletiva & BUChE, seus efeitos colinérgicos
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periféricos sdo mais brandos (VILLALOBOS e cols., 1995). Ndo foram relatadas toxicidade
renal ou hepatica, diferentemente da tacrina (YOO e cols., 2007). Os efeitos adversos mais
comuns sdo: nauseas, vomitos, diarréia e insdnia (ROGERS e cols., 1998).

O uso da DNP gerou uma melhora cognitiva em um modelo de amnésia induzido por
ESC em macacos rhesus quando testados em tarefas de reconhecimento e discriminacéo
visual (LANGE e cols., 2015; RUPNIAK e cols., 1997). Quando PNH dessa mesma espécie
foram testados em um paradigma DMS, o desempenho também melhorou (CALLAHAN e
cols., 2013). Evidéncias experimentais demonstram que a DNP exibe efeito pré-mnésico em
animais lesionados quando avaliados em testes de memoria operacional e de referéncia
(DAWSON e IVERSEN, 1993). A DNP, sob dose aguda e cronica, melhora o desempenho
de roedores no labirinto aquatico de Morris (LAM; SPOWART-MANNING e STAAY, VAN
DER, 2005). A DNP também melhorou o desempenho de roedores no teste de REO de uma
maneira dose-dependente (CALLAHAN e cols., 2013). Caso esse agente colinérgico seja
administrado antes (PRICKAERTS e cols., 2005) ou logo ap6s (AKKERMAN e cols., 2016)

da fase treino, os animais apresentam melhor desempenho nesse teste.

1.4. Via glutamatérgica e memoaria

O glutamato (Glu) € o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de
mamiferos. Portanto, é crucial para a comunicacdo de praticamente todas as redes neurais
no SNC (GASPARINI e GRIFFITHS, 2013). O ciclo de sintese e degradacdo do Glu ocorre
entre neurbnios e células da glia, em um fendmeno conhecido como ciclo glutamato-
glutamina (MCKENNA, 2007). Esse neurotransmissor também pode ser sintetizado a partir
de glicose e alfa-cetoglutarato (MARMIROLI e CAVALETTI, 2012). As células gliais
produzem glutamina, que, quando metabolizada pela glutaminase, é transformada em Glu.
O Glu é armazenado em vesiculas por meio de transportadores vesiculares de Glu (VGIuT),
sendo o conteudo da vesicula posteriormente liberado na fenda sinaptica (MINAMI e cols.,

2001; SHIGERI e cols., 2004).
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Assim que liberado, o Glu pode atuar em seus receptores. Eles sédo divididos em
ionotropicos, 0s quais sao canais permedveis a cations, e em metabotropicos, que sao
receptores acoplados a proteina G (VIKELIS e MITSIKOSTAS, 2007). Ja foram descritos
trés familias de receptores ionotropicos a partir de seus ligantes e perfil genotipico: o
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA-R), o receptor de acido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-
4-isoxazolpropidnico (AMPA-R) e o receptor cainato (MARMIROLI e CAVALETTI, 2012;
MELDRUM, 2000). Todos esses receptores sdo formados por quatro subunidades
transmembrana, com variacbes em sua expressdo que produzem suas préprias
caracteristicas (YOGEESWARI e cols., 2009). Dos receptores ionotrépicos, o mais estudado
€ o NMDA-R. Quando ativado, ele permite a entrada de diversos cations, sendo o mais
importante para modelos neurofisiolégicos o célcio (Ca?"; JOHNSON e ASCHER, 1987).
Enquanto o AMPA-R e 0 receptor cainato sdo responsaveis pela transmissao sinaptica
excitatéria, o NMDA-R é envolvido principalmente em processos de plasticidade sinaptica
(BEAR e MALENKA, 1994). Dessa forma, a ativacdo de NMDA-R é necessaria para que
haja alteragfes em diversas areas cerebrais (MARTIN e cols., 2000).

Os receptores metabotrdpicos, por sua vez, sdo divididos em trés grupos (I, 1l e ),
sendo subdivididos em oito tipos de receptores a depender de suas cascatas intracelulares,
homologia de sequéncia e farmacologia (GASPARINI e GRIFFITHS, 2013; HEUSS e cols.,
1999). Os receptores do grupo | sdo majoritariamente localizados pés-sinapticamente,
enquanto os dos grupos Il e lll sdo pré-sindpticos, atuando como auto-receptores
(NEUGEBAUER e CARLTON, 2002; SCHOEPP e coals., 1999).

O excesso de Glu na fenda sinaptica é re-captado por proteinas transmembrana
chamadas de transportadores de aminoacidos excitatérios (EAAT, da sigla em inglés,
excitatory amino acid transporters). Esses transportadores estdo presentes tanto nos botdes
singpticos de neurdnios, quanto nas membranas de células da glia (KANAI e HEDIGER,
2004; KUGAYA e SANACORA, 2005; O’'SHEA, 2002) A acdo dos EAATs é de extrema

importancia, visto que é por meio deles que o Glu para de agir em células neurais,
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protegendo-as contra seus efeitos excitotoxicos (MINAMI e cols., 2001). Depois que o Glu é
internalizado, ele é convertido em glutamina novamente pela acdo da glutamina sintetase
nas células da glia (SANACORA e cols., 2008; YOGEESWARI e cols., 2009).

A via glutamatérgica, diferentemente da via colinérgica, é amplamente distribuida no
SNC. Contudo, receptores ionotrépicos para Glu podem ser encontrados em regides
especificas. As areas com maior densidade de NMDA-R e AMPA-R sao: cortex cerebral,
hipocampo, amigdala, estriado e septo (MARMIROLI e CAVALETTI, 2012). De uma forma
geral, o Glu participa de um sistema de sinalizacdo rapida envolvido na transmissao de
informacgbes processadas em areas como 0 neocértex e o hipocampo (GASPARINI e
GRIFFITHS, 2013).

Supde-se que a transmissdo glutamatérgica estd envolvida nos mecanismos
fisiopatolégicos de diversos tipos de deméncia (KORNBUBER e WILTFANG, 1998).
Receptores metabotrépicos de Glu também estdo envolvidos em processos de plasticidade
singptica (O’'CONNOR e cols., 2010). Isso foi demonstrado em um modelo knockout em
tarefas de aversdo condicionada (MASUGI e cols., 1999) e memobria operacional
(HOLSCHER e cols., 2004).

Sabe-se, por meio de evidéncias experimentais, que o glutamato é essencial para o
processamento da memdria de reconhecimento no cortex perirrinal. Esse neurotransmissor
excitatério esta envolvido na aquisicdo e evocacao desse tipo de memoria (BARKER e cols.,
2006b; WINTERS e BUSSEY, 2005c). O NMDA-R é importante na codificacdo da memoéria
de reconhecimento de objetos a longo prazo (BARKER e cols., 2006b). Os receptores
metabotrdpicos também participam conjuntamente dessa funcdo cognitiva (BARKER e cols.,

2006a).

1.4.1. Modulagao farmacolégica da via glutamatérgica com MK-801
O MK-801 (MK), também conhecido como dizocilpina, € um potente antagonista nao-

competitivo de NMDA-R. Esse agente glutamatérgico tem sido considerado um modelo de
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condigbes neurodegenerativas nas quais 0 NDMA-R esteja envolvido. Seu uso foi limitado
apenas a animais e estudos in vitro devido aos seus efeitos psicotropicos (BLOT e cols.,
2013).

Estudos farmacocinéticos com o MK revelam que os pardmetros mudam de acordo
com a espécie estudada e a via de administracdo. O Tmax NO plasma sanguineo em
roedores, a depender da via administrada, varia de 10 a 60 min (oral: HUCKER e cols.,
1983; intraperitoneal: SCHWARTZ e WASTERLAIN, 1993; SVALBE e cols., 2019; VEZZANI
e cols., 1989; WEGENER e cols., 2011; subcutdnea: SVALBE e cols., 2019). O ti; relatado
em diversas espécies foi de 1,4 a 2 h no plasma (HUCKER e cols., 1983; SCHWARTZ e
WASTERLAIN, 1993; VEZZANI e cols., 1989; WEGENER e cols., 2011) e de 2 h no tecido
cerebral (VEZZANI e cols., 1989). Sua excrecdo € predominantemente na urina, podendo
ser encontrado nas fezes também (HUCKER e cols., 1983), e 0 seu V4 € baixo (SCHWARTZ
e WASTERLAIN, 1993; VEZZANI e cols., 1989).

Diversos estudos tém sido realizados com a atuacao do MK na memdria de PNH. O
seu efeito amnésico ja foi demonstrado em tarefas de memdéria espacial em macacos rhesus
(BOYCE e cols., 1991; WANG e cols., 2007). Em testes de discriminacéo visual complexa e
visuo-espacial em saguis, seu efeito foi danoso novamente (HARDER e cols., 1998a;
HARDER e RIDLEY, 2000). Adicionalmente, um prejuizo no teste de DMS também ja foi
observado com esse farmaco em macacos rhesus (POPKE e cols., 2001; WANG e cols.,
2012). Seu efeito amnésico no componente cognitivo espacial também ja foi testado em
roedores (BROSNAN-WATTERS e cols., 1996; CSERNANSKY e cols., 2006; PACKARD e
TEATHER, 1997). O efeito deletério na memdria via uso do MK-801 também j4 foi
demonstrado em peixes (CHOI e cols., 2011).

O uso do MK no teste de REO tem sido amplamente difundido ha mais de uma
década (LIMA, DE e cols., 2005). Contudo, se administrado em altas doses, pode causar
efeitos sensério-motores como hiperlocomocdo e ataxia em doses extremamente altas,

sendo utilizado como modelo psicomimético de sintomas positivos (ANDINE e cols., 1995).
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Mas vale ressaltar que, a dose necessaria para produzir comprometimento da memoria €
significativamente menor que a dose para induzir efeitos locomotores (LIU e cols., 2017). O
MK via sistémica antes ou apés a primeira sessdo do teste de REO gerou um déficit de
memoria. Em decorréncia disso, supde-se que os NMDA-Rs modulam tanto a aquisicao,
quanto a consolidacdo da memoria de reconhecimento de objetos (LIMA, DE e cols., 2005).
Contudo, quando a dizocilpina foi administrada imediatamente antes da sessao treino ou
antes da sessdo teste, a memadria de reconhecimento foi facilitada (NILSSON e cols., 2007).
Dessa forma, sdo necessarios mais estudos quanto ao papel da modulacdo do NMDA-R

nessa funcdo cognitiva via tarefa de REO.

1.5. Micos como modelos animais para o estudo da meméria

Estudos clinicos s@o extremamente necessarios para que a relacdo de uma leséo
cerebral com uma funcdo cognitiva debilitada seja elucidada. Quando a lesdo de um
individuo € considerada, seu local e extensdo geralmente sdo diagnosticados por técnicas
de neuroimagem, com possivelmente outras neuropatologias ou lesbes podendo ser
desconsideradas (AGGLETON, 2008). Ademais, existem fatores restritivos éticos, morais,
metodoldégicos e sociais envolvidos nessas investigacdes. Em humanos, ndo se pode
realizar qualquer tipo de intervengdo e os custos séo mais elevados se comparados a outros
tipos de modelos. Além disso, um controle rigoroso sobre as inumeras variaveis
experimentais envolvidas nesse tipo de pesquisa é limitado (NESTLER e HYMAN, 2010).

Os mecanismos fisiopatolégicos que interferem no curso de uma doenca podem ser
detectados com maior fidedignidade em PNH do que em roedores (NESTLER e HYMAN,
2010). Além disso, PNH e humanos se assemelham em: fisiologia, neuroanatomia,
capacidade cognitiva, complexidade social e habilidades perceptuais e sensoriais (T HART
e cols., 2012; CAPITANIO e EMBORG, 2008; NESTLER e HYMAN, 2010; YAMAZAKI e
cols., 2016). PNH sdo ainda o modelo animal mais preditivo quando sdo considerados

parametros farmacocinéticos (UNO e cols., 2016; WARD e SMITH, 2004). A sua expectativa
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de vida andloga a humanos permite com que estudos de envelhecimento sejam mais
confidveis (COLMAN, 2018; NESTLER e HYMAN, 2010).

O género Callithrix, dentre outras espécies, € composto pelo C. jacchus (mico-
comum) e C. penicillata (mico-estrela), os quais sdo bastante comuns em pesquisa. Esses
animais vivem naturalmente em grandes grupos de individuos em florestas tropicais,
adaptando-se bem a areas urbanas (SOLOMON e ROSA, 2014). Entre inUmeras vantagens,
em relacdo a outros modelos de PNH, estdo seu tamanho pequeno e baixo peso (250-450 g
quando adulto). Consequentemente, sua manipulacdo € mais facil; menos principio ativo €
utilizado, diminuindo os custos; e sua alimentacdo e manejo S&o0 menos onerosos que a de
outros PNH (YAMAZAKI e WATANABE, 2009). Ademais, os saguis vivem de 10 a 12 anos
em cativeiro e possuem alta taxa reprodutiva, com duas gestacdes gemelares ao ano
(BURKART e FINKENWIRTH, 2015).

Micos se tornam sexualmente maduros aos 18 meses de idade (BURKART e
FINKENWIRTH, 2015). Os gémeos gerados sdo quimeras hematopoiéticas, resultando em
uma baixa variabilidade genética entre grupos de um estudo. Ha ainda beneficios
filogenéticos, visto que eles compartilham cerca de 93% da sequéncia com o genoma
humano (COLMAN, 2018). Apesar de possuirem cérebros lisencefalicos menores, seu lobo
temporal é bem delimitado e h& neurogénese adulta limitada a uma area, como em outros
PNH (BURMAN e cols., 2011; MARLATT e cols., 2011; NEWMAN e cols., 2009). Ademais,
seus mecanismos neurais se assemelham aos observados em humanos (YUN e cols.,
2015). Outros fatores comparaveis sdo o nimero e densidade de neurdnios corticais e a
grande taxa de mielinizacdo (PHILLIPS e cols., 2014; YAMAZAKI e WATANABE, 2009).
Micos-comum ja foram utilizados para mimetizar doencas neurodegenerativas como a DA
(PHILIPPENS e cols., 2017).

Os micos j& foram testados em diversos procedimentos que envolvem aprendizagem
e memoria, como em testes de memoria operacional (BAKER, 2004; SPINELLI e cols.,

2006), memoria associativa (PRINS e cols., 2017) discriminagdo visual (MUNGER e cols.,
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2017) e DMS (NAKAMURA e cols., 2018; YAMAZAKI e cols., 2016). A tarefa de memdéria de
reconhecimento mais comum em individuos desse género € o DNMS. Um estudo elaborado
por EASTON e colaboradores (2003) revelou que seu desempenho em um teste de
memoria é superior ao de outros PNH. O estudo da memodria de reconhecimento
espontaneo de objetos € recente, com apenas o teste de ROL tendo sido validado até o
presente momento (MELAMED e cols., 2017a; b; VANNUCHI e cols., 2020). Assim, faz-se

necessaria a validacdo de outros testes de principio semelhante.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral adaptar e validar, para PNH, o teste de

REO — um procedimento experimental amplamente empregado para investigar a memoria

de reconhecimento de objetos em roedores. Desta forma, esse trabalho visou comparar o

desempenho de micos-estrela (C. penicillata) adultos machos vs. fémeas no teste de REO,

assim como avaliar o efeito da administracdo sistémica aguda de agentes colinérgicos e

glutamatérgicos no desempenho dos sujeitos hesse mesmo teste.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

O trabalho pretendeu, de forma especifica:
estabelecer se um tempo de exposicdo de 10 min aos objetos e um intervalo de
retencdo de 6 h seriam adequados para demonstrar a ocorréncia de uma memoria de

reconhecimento de objetos em micos-estrela adultos empregando o teste de REO;

avaliar se, a0 empregar os parametros experimentais indicados acima, o desempenho

de micos-estrela adultos machos difere do desempenho das fémeas nesse teste;

determinar se a ESC (um antagonista dos receptores muscarinicos para ACh) e o MK
(um antagonista de NMDA-R para Glu) prejudicam o desempenho dos sujeitos no teste
de REO, quando administrados de forma sistémica e aguda antes da sessao treino,

conforme ja demonstrado em outras espécies e testes de memoria; e

verificar o potencial da DNP (um inibidor da enzima AChE) em reverter um possivel

déficit de memoria induzido farmacologicamente pela ESC ou pelo MK.
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3. RELEVANCIA DO ESTUDO

A memdria esta intimamente relacionada com diversos aspectos necessarios a
sobrevivéncia de um individuo (AGRAWAL, 2001), como a forma com que interagem entre
si e com o mundo externo (BERMUDEZ-RATTONI, 2014; GONG e cols., 2019). A memoria
de reconhecimento, mais especificamente, é a habilidade de saber que um certo estimulo ja
foi visto (AMEEN-ALI e cols., 2015; BALDERAS e cols., 2015). Trata-se de um processo
cognitivo necessario para codificar acontecimentos ao longo da vida e guiar
comportamentos futuros (AGGLETON e BROWN, 2006). Esse tipo de memoria esta
envolvido em comportamentos exploratério e predatério, na identificacdo de coespecificos
(HOCHNER e cols., 2006) e na busca e obtencdo de alimentos (ROSATI e cols., 2014;
WRIGHT e cols., 2017). De fato, déficits sdo detectados em transtornos neuropsiquiatricos
como a DA (BARBEAU e cols., 2004; POISSONNET e cols., 2012) e a esquizofrenia
(CONKLIN e cols., 2002).

O ndmero de pacientes neuropsiquiatricos em que os tratamentos disponiveis nao
sdo muito eficazes tem aumentado. Assim, faz-se necessario desenvolver novas terapias
para esses transtornos (DAM, VAN e DEYN, DE, 2011). Para que se entenda integralmente
uma funcdo cognitiva, deve-se investigar os seus mecanismos moleculares, celulares,
neurais e comportamentais. Contudo, varias pesquisas desse tipo ainda sao inviaveis em
humanos (CASTELLUCCI, 2008). Como citado anteriormente, ha também aspectos éticos,
morais, técnicos e sociais envolvidos. Portanto, estudos pré-clinicos em animais séo de
extrema importancia (NESTLER e HYMAN, 2010).

Até o momento, ja foram desenvolvidas diferentes metodologias para avaliar a
memoria de reconhecimento em animais. Estudos empregando esse tipo de modelo tem
contribuido para o entendimento de diferentes aspectos relacionados a memdéria. Quando se
elucida os mecanismos neurais (estruturais e neuroquimicos) envolvidos nessa funcéo

cognitiva, a pesquisa em humanos também é beneficiada (MEUNIER e BARBEAU, 2013).
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Estudos de memoria de reconhecimento em animais so realizados via testes como
o DNMS e o VPC (NEMANIC e cols., 2004). Todavia, ha limitacdes atreladas a esse tipo de
abordagem (BROWN e cols., 2012; ENNACEUR e AGGLETON, 1994; ENNACEUR e
DELACOUR, 1988). O teste de REO surgiu a fim de preencher tais lacunas (ENNACEUR,
2010) e tem sido apontado como uma tarefa que mimetiza o processo de reconhecimento
utilizado pelo homem (KINNAVANE e cols., 2015). Trata-se de um teste simples, rapido e
sensivel a manipulacGes farmacologicas (AMEEN-ALI e cols., 2015; DERE e cols., 2007,
WINTERS e cols., 2008), €, inUmeras espécies ja foram testadas (HOFFMAN e BASURTO,
2013; MAY e cols., 2016; REGER e cols., 2009; SONDERGAARD e cols., 2012). Entretanto,
ainda nao foi empregado em PNH.

De fato, modelos murinos tém sido extensamente empregados em estudos sobre a
memodaria de reconhecimento (T HART e cols., 2012; COLMAN, 2018; NESTLER e HYMAN,
2010). Porém, ha muitas diferencas entre roedores e humanos. Além da grande variacédo
flogenética entre eles (CAPITANIO e EMBORG, 2008), algumas estruturas neurais se
distinguem muito (PHILLIPS e cols.,, 2014). Também s&o relatadas diferengcas na
organizacdo neuroquimica (CASTNER e WILLIAMS, 2007; GEULA e cols., 1993; WU e
cols., 2000), na fisiologia (CRABBE, 2010) e em alguns testes comportamentais (WEERTS e
cols., 2007).

Dessa forma, PNH podem ser uma boa alternativa para estudos desse tipo (WANG e
cols., 2017). Eles sé&o semelhantes a humanos em diversos aspectos, como na capacidade
cognitiva e realizacdo de determinados comportamentos (CAPITANIO e EMBORG, 2008;
NESTLER e HYMAN, 2010; YAMAZAKI e WATANABE, 2009). PNH do género Callithrix
podem apresentar ainda mais vantagens pelo seu pequeno tamanho e baixo peso
(YAMAZAKI e WATANABE, 2009). Ademais, possuem mecanismos heuroquimicos
semelhantes a humanos (YUN e cols., 2015) e tem sido usados em testes de memdria e
aprendizagem (EASTON e cols., 2003; MELAMED e cols., 2017a; b; MUNGER e cols.,

2017, NAKAMURA e cols., 2018).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia (processo SEI 23106.045614/2017-94; protocolo no. 37/2017,
processo SEI 23106.117610/2018-04; protocolo no. 75/2018). Cépias das declaracbes
emitidas pela CEUA encontram-se no Anexo 1. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com o0s preceitos éticos estipulados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Lei Arouca (n° 11.794/2008), que regulamenta a
experimentacdo animal no Brasil. O estudo em questdo foi desenvolvido com animais
mantidos no Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia (CPUnB), 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).

4.2. Sujeitos e condigdes gerais de alojamento

O presente trabalho utilizou como sujeitos de pesquisa 31 individuos adultos (>18
meses; = 250 g), de ambos os sexos, da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela; Figura
2). As fémeas escolhidas para o estudo ndo passaram por controle do ciclo estral, com
apenas algumas delas recebendo tratamento hormonal. Os animais foram mantidos no
CPUnB, o qual se localiza na Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia (FAL/UnB).
Nesse centro, 0s viveiros estdo circundados por mata de galeria, permitindo assim a
manutencao dos animais sob condi¢cdes 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. Todos os individuos ja haviam sido
empregados em estudos anteriores, portanto, nenhum deles foi ingénuo. Como parte da
rotina de manejo dos animais, eles foram previamente implantados com um microchip

subcutaneo, permitindo sua identificacao.
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Figura 2. Individuos adultos da espécie Callithrix penicillata, alojados no Pavilhdo de Calitriquideos do CPUnB.
(Foto: Fernando Magela).

Os animais foram alojados aos pares ou em trios (grupos familiares ou mistos) no
Pavilhdo de Calitriquideos do CPUNB. Esse pavilhdo é formado por 24 viveiros, separados
por um corredor central, o qual é isolado do ambiente externo por duas portas de contencgéo.
Os viveiros (1 m de largura x 2 m de profundidade x 2 m de altura) estdo dispostos de forma
a permitir o contato acustico e olfativo entre os animais, porém somente possibilita o contato
visual entre animais de viveiros opostos do corredor central. Além disso, o recinto dos
animais € provido de uma caixa-ninho suspensa feita de bambu e poleiros de madeira
fixados em diferentes alturas. A alimentag&o consistiu em frutas, legumes, sementes e fonte
de proteina (peito de frango, ovos e/ou larvas de tenébrio), sendo fornecida uma vez ao dia,
as 07:00 h, e as sobras retiradas as 16:30 h. Ademais, agua e racdo para primatas de
pequeno porte (Megazoo, Brasil) foram disponibilizados livremente aos individuos. As
condigdes descritas para alojamento e manutengao dos animais estdo de acordo com as

normas e regulamentos do IBAMA.

4.3. Aparato experimental
Os experimentos descritos abaixo foram realizados no aparato do Campo Aberto

(CA) (Figura 3). Esse consistiu em uma arena retangular de livre circulagdo (130 cm de
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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 a quarta parede e o teto foram feitas
de vidro transparente de 4 e 6 mm, respectivamente. O chao foi confeccionado de tela
metdlica com uma malha de 2,5 cm?. Uma porta tipo-guilhotina, localizada na parede oposta
a de vidro, foi o ponto de acesso ao aparato (indicada pela seta na Figura 3). Para facilitar o
rastreamento dos sujeitos dentro da arena, esse foi pintado de branco, excluindo-se a
parede e o teto de vidro. O chéo abaixo do aparato também foi pintado dessa cor com a
mesma finalidade.

Além disso, a arena foi dividida - arbitrariamente - em cinco quadrantes (lado direito
da Figura 3): 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 guadrantes externos corresponderam aos quatro cantos da arena retangular, sendo o0s
mesmos utilizados como possiveis locais de apresentacdo dos objetos-teste (vide Teste de
Reconhecimento Espontaneo de Objetos abaixo). O guadrante central foi considerado como

zona neutra, nao havendo colocagao de objetos nessa area.

IRENAN DN l"‘-‘

o2 2

Figura 3. Aparato experimental do Campo Aberto usado no procedimento. A esquerda, fotografia da vista
superior do aparato contendo dois objetos utilizados. A direita, representacdo esquematica do aparato com
indicacdo da divisdo espacial dos quadrantes; 1-4: quatro quadrante externos, onde os 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.

O aparato do CA foi montado em uma sala de experimento localizada a 50 m do

Pavilhdo de Calitriquideos do CPUNB. Os sujeitos foram transportados dos seus viveiros de
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moradia até essa sala, e depois de volta aos seus viveiros, em uma caixa-transporte (35 cm
de largura x 20 cm de profundidade x 23 cm de altura). Essa caixa nao permitiu que o
animal visualizasse o0 ambiente externo durante o seu transporte e tinha uma porta do tipo-
guilhotina que se acoplava diretamente a porta de acesso do aparato.

A observacao e o registro das sessfes foram realizados via um circuito interno de
filmagem. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais (Logitech C920, Brasil), sendo
uma fixada a aproximadamente 1,5 m acima do aparato (vista superior) e aoutraa 1,5m a
frente da parede de vidro do CA (vista frontal). As duas cameras foram conectadas
diretamente a um computador portétil (laptop), que estava localizado em uma sala adjacente
a sala de experimento. Todas as sessdes foram observadas e registradas pelo
experimentador nessa segunda sala. Como mencionado, 0s animais ja estavam habituados

a metodologias comportamentais e a experimentagéo cientifica.

4.4, Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO)

Todos os animais, independente do experimento realizado (vide Procedimento
Experimental abaixo), foram submetidos ao teste de REO. Cada sujeito foi inicialmente
submetido a uma sessdo de 10 min de habituacdo ao aparato do CA. Nessa sessdo, 0
aparato permaneceu vazio e o individuo pdde circular livremente por toda a arena. Nenhum
dos animais foi ingénuo para esse tipo de investigacdo, sendo necessdaria apenas uma
sessdo deste tipo. Posteriormente, o mico foi submetido ao teste de REO, 24 ou 48 h apés a
sessdo de habituacdo. Esse teste consistiu em duas sessdes, de 10 min cada, com um

intervalo de retencéo de 6 h entre elas: uma sesséo treino e uma sessdao teste. (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica do teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto (REO). Os retangulos
representam o aparato experimental do campo aberto com a colocagdo dos objetos. Na sesséo de habituacéo, o
aparato permaneceu vazio. Na sesséo treino, dois objetos idénticos foram colocados em quadrantes aleatorios.
Na sessao teste, um dos objetos foi substituido. Cada sessdo durou 10 min, com os intervalos entre elas
explicitados parte superior do esquema. No exemplo acima, o objeto familiar estd no quadrante 3, e, 0 novo, no
guadrante 2.

Na sesséo treino, duas cépias idénticas de um mesmo objeto foram colocadas no
chéo do aparato do CA — cada exemplar em um quadrante externo distinto. O quadrante
onde cada objeto foi colocado na sessao treino foi estabelecido de forma aleatéria, e, assim,
a sua localizacao variou entre os sujeitos. Durante os 10 min da sesséo treino, cada sujeito
pdde, livremente, circular pelo aparato e explorar os dois objetos. No presente estudo, ndo
houve padronizacéo de tempo de exploracdo minima nessa sessao.

Apé6s um intervalo de retencdo 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 sessdo treino (objeto familiar) e outro diferente
(objeto novo). Esses objetos foram posicionados nos mesmos dois quadrantes que haviam
sido utilizados na sesséo treino. Novamente, cada sujeito pdde, livremente, circular pelo
aparato e explorar os dois objetos durante os 10 min da sesséo (Figura 4).

Para cada sessdao realizada (habituacédo, treino e teste), o animal foi capturado em
seu viveiro de moradia por um experimentador com um puca. Apos, foi colocado dentro da
caixa-transporte, levado até a sala de experimento e entdo liberado na arena do CA.

Passado o intervalo de 10 min da sessao, o animal foi levado de volta ao seu viveiro de
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moradia via caixa-transporte. E importante frisar que todos 0s sujeitos experimentais ja s&o
habituados a serem capturados pelo menos uma vez ao més, para pesagem. Dessa forma,
este procedimento se torna menos estressante a eles.

Apés cada sessdo, o aparato e 0s objetos foram higienizados com uma solucao de
alcool 70%, visto que mais de um animal foi testado no mesmo periodo. Os experimentos
foram realizados durante a manhd, das 08:00 as 12:00 h, para as sessfes de habituagéo e
treino, ou a tarde, das 14:00 as 17:00 h, para a sessdo teste. Os procedimentos
experimentais descritos no item 4.7 foram separados entre si pelo periodo minimo de 6

meses.

4.5. Objetos-teste

Os objetos usados como estimulos no teste de REO consistiram em duas cépias

idénticas dos seguintes itens:

a) lata de milho - 7 cm de didametro x 8 cm de altura;

b) recipiente plastico na forma de uma bola de futebol - 13 cm de didmetro x 10 cm de
altura; e

c) lata de achocolatado em pé - 8,5 cm de didmetro x 16 cm de altura.

Desta forma, os objetos diferiram em termos de sua forma, cor e textura. Contudo,
todos eram neutros em termos de relevancia biolégica. Além disso, todos foram enchidos
com gesso/cimento para que tivessem peso suficiente para nao serem deslocados pelos
animais.

Para cada experimento foram utilizados somente dois itens, 0os quais estéo indicados
especificamente abaixo no item 4.7. Mas, independentemente do experimento realizado,
para metade dos sujeitos um dos objetos foi considerado como o objeto familiar e o outro

como o novo. Para a outra metade dos animais, a relacéo foi inversa.
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4.6. Farmacos empregados

A depender do grupo experimental (vide Procedimento experimental abaixo), os

sujeitos foram tratados com:

a) solucéo salina 0,9% (SAL; vendido comercialmente);

b) 0,05 mg/kg de hidrobrometo de escopolamina (ESC; Sigma-Aldrich, Brasil);
c) 0,015 mg/kg de maleato de dizocilpina (MK-801; Sigma-Aldrich, EUA); ou
d) 0,50 mg/kg de hidrocloreto de donepezila (DNP; Tocris, EUA).

Todos os farmacos foram dissolvidos em solucdo salina, a qual também foi
empregada como veiculo controle. Todos os tratamentos foram administrados
subcutaneamente na regido abdominal e em um volume de 0,5 mL/kg. Todas as
administracdes foram realizadas 20 min antes do inicio do procedimento comportamental
descrito abaixo (Experimentos 2 e 3).

A dose das substancias colinérgicas foi estabelecida com base em estudos prévios
sobre os seus efeitos na memoria em PNH (escopolamina em micos: HARDER e cols.,
1998b; MELAMED e cols., 2017b; RIDLEY e cols., 1984a; b; 1986; SPINELLI e cols., 2006;
donepezila em macacos rhesus: CALLAHAN e cols., 2013; LANGE e cols.,, 2015;
SHIRAISHI e cols., 2005; VARDIGAN e cols., 2015). A dose de MK também foi estabelecida
de acordo com estudos prévios em micos que indicavam um efeito amnésico sem alteracdes

sensorio-motoras concomitantes (HARDER e cols., 1998a; HARDER e RIDLEY, 2000).

4.7. Procedimento experimental
4.7.1. Experimento 1. Desempenho geral e influéncia do sexo no teste de REO

O objetivo especifico desse experimento foi avaliar o desempenho dos micos no
teste de REO, comparando-se também a resposta dos machos com a das fémeas. Para
isso, 16 sujeitos foram empregados, havendo oito machos e oito fémeas.

Todos os animais foram submetidos ao procedimento descrito acima no item 4.4.

Resumidamente, cada sujeito foi inicialmente submetido uma sesséo de habituacdo ao CA,
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que permaneceu vazio. Apos 24 h, o mico foi submetido ao teste de REO, havendo uma
sessdo treino e uma sessdo teste, realizadas em um intervalo de retencdo de 6 h. Os
objetos utilizados como estimulo no teste de REO desse experimento foram a lata de
achocolatado em pé e o recipiente plastico em forma de bola de futebol. Nesse experimento,

ndo houve a administracdo de farmacos.

4.7.2. Experimento 2: Efeito da ESC e DNP no teste de REO

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administracdo aguda do
antagonista de receptores muscarinicos, a ESC, no desempenho dos micos no teste de
REO. Além disso, foi avaliado se a administracdo concomitante de DNP (inibidor da
acetilcolinesterase) era capaz de reverter um possivel efeito induzido pela ESC.

Para tanto, 15 micos (9 machos e 6 fémeas) foram usados nesse experimento.
Desses, doze foram animais novos e trés ja haviam sido empregados no estudo anterior. Os
sujeitos foram aleatoriamente divididos em trés grupos experimentais (n=5/grupo). Em cada
grupo apenas um animal havia participado do experimento anterior, sendo isso designado
randomicamente. Os grupos experimentais foram:

a) SAL;
b) ESC (0,05 mg/kg); ou
c) DNP (0,50 mg/kg) + ESC (0,05 mg/kg).

Cada suijeito foi inicialmente submetido a uma sessdo de habituacdo com o aparato
vazio. O teste de REO foi realizado 24 h depois, com uma sessao treino e uma sessao teste,
realizadas em um intervalo de 6 h (Figura 5), conforme ja descrito acima no item 4.4. A lata
de milho e o recipiente de plastico em forma de bola de futebol foram os objetos
empregados no teste de REO desse experimento.

Para cada sujeito, a administragdo do tratamento pré-estabelecido foi realizada 20
min antes do inicio da sessao treino (Figura 5). No grupo DNP+ESC, a administracéo

ocorreu uma seguida da outra. O tratamento foi ministrado nesse momento considerando
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gue a ESC exerce seu efeito amnésico principalmente por interferir no processo de
aguisicdo/consolidacdo da memoaria (AIGNER e cols., 1991; WINTERS e cols., 2007). Além
disso, em humanos, a ESC induz um efeito significativo sobre a atividade neuronal
colinérgica 30 min apds ser administrada de forma sistémica (EBERT e cols., 2001). Outros
trabalhos que utilizaram a DNP no teste de REO em animais também a administraram antes
da sesséao treino em intervalos semelhantes (FURUKAWA-HIBI e cols., 2011; PRICKAERTS

e cols., 2005; PROVENSI e cols., 2016).
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Figura 5. Representacdo esquematica do Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto (REO) realizado no
Experimento 2. Os retangulos superiores representam o aparato experimental com a colocacéo dos objetos. Na
sessdo de habituagcdo, o aparato permaneceu vazio. No treino, dois objetos idénticos foram colocados em
guadrantes aleatorios. No teste, um dos objetos foi substituido. Cada sessao durou 10 min, com os intervalos
entre elas explicitados na parte superior do esquema. A administracdo dos farmacos ocorreu 20 min antes da
sessao treino. SC: subcutanea; SAL: salina; ESC: escopolamina; DNP: donepezila. No exemplo acima, o objeto
familiar estd no quadrante 1, e, o0 novo, no quadrante 2.

4.7.3. Experimento 3: Efeito do MK-801 e da DNP no teste de REO
Nesse Ultimo experimento, foi testado o efeito da administracdo aguda do

antagonista de receptores NDMA, o MK-801, no desempenho dos micos no teste de REO.
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Também foi avaliado se a administragdo concomitante de DNP (inibidor da
acetilcolinesterase) poderia reverter um possivel efeito causado pelo MK-801.

Quinze animais (8 machos e 7 fémeas) foram usados como sujeitos nesse
experimento. Desses, cinco tinham sido testados no experimento 2, correspondendo aos
animais do grupo SAL. De fato, considerando que nesse Ultimo experimento a via de
administracdo, o veiculo de diluicdo das substancias, o momento da administracdo e o
procedimento experimental foram os mesmos do experimento anterior, e com o intuito de se
reduzir o numero de animais, os dados do grupo SAL aqui correspondem aos mesmos
dados/animais do experimento 2. Em termos dos outros 10 sujeitos, trés foram animais
novos e sete também haviam sido usados anteriormente no Experimento 1 ou 2. Assim,
além do grupo SAL ja testado anteriormente, esses 10 micos foram aleatoriamente alocados
em outros dois grupos experimentais (n=5/grupo), conforme indicado a seguir:

a) SAL (dados ja coletados no Experimento 2);
b) MK-801 (0,015 mg/kg);
c) DNP (0,50 mg/kg) + MK-801 (0,015 mg/kg).

Como nos demais experimentos, cada sujeito foi submetido a uma sessédo de
habituacéo ao aparato vazio. Apés um periodo de 24 ou 48 h, o mico foi avaliado no teste de
REO, havendo uma sesséo treino e uma sesséo teste, realizadas em um intervalo de 6 h
(Figura 6), conforme ja descrito acima no item 4.4. Os objetos empregados nesse
experimento foram a lata de milho e o recipiente de plastico em formato de bola de futebol.

Cada sujeito recebeu seu tratamento SC pré-estabelecido 20 min antes da sesséo
treino (Figura 6). O grupo DNP+MK recebeu os dois tratamentos um seguido do outro.
Diversos estudos com o MK-801, nessa mesma tarefa de memoria, administraram o
tratamento no mesmo periodo (LIMA, DE e cols., 2005; LIU e cols., 2017; NILSSON e cols.,

2007).
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Figura 6. Representacdo esquematica do Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto (REO) realizado no
Experimento 3. Os retangulos superiores representam o aparato experimental com a colocacgao dos objetos. Na
sessdo de habituacdo, o aparato permaneceu vazio. No treino, dois objetos idénticos foram colocados em
quadrantes aleatérios. No teste, um dos objetos foi substituido. Cada sessdo durou 10 min, com o0s intervalos
entre elas explicitados na parte superior do esquema. A administragdo dos farmacos ocorreu 20 min antes da
sessdo treino. SC: subcutanea; SAL: salina; MK: MK-801; DNP: donepezila. No exemplo acima, o objeto familiar
esti no quadrante 2, e, 0 novo, no quadrante 4.
4.8. Registro e analise dos dados
Todas as sessdes foram registradas no software AnyMaze® (Stoelting Co., EUA;
Figura 7) por um observador previamente treinado. O experimentador ndo estava cego para
0S grupos experimentais apresentados acima. Foram registrados manualmente nesse
programa os seguintes comportamentos:
a) exploracdo do objeto — tempo que o sujeito ficou em contato fisico com o objeto
utiizando as maos, pés, nariz e boca, assim como o0s episodios de head-cock
(movimento pendular da cabeca de um lado ao outro olhando para o objeto), olhar

direto (orientacao fixa e rapida da cabeca direcionado ao objeto) e monitoramento visual

(movimentos lentos de varredura da cabeca direcionados ao objeto); e
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b) locomocgao —tempo que o sujeito permaneceu em movimento por um periodo superior a

2s.

Figura 7. Imagens obtida das cameras para analise dos comportamentos no software AnyMaze®. As imagens
foram obtidas durante uma sessdo teste, havendo no aparato dois objetos distintos. Foto: André de Oliveira. A
esquerda: vista superior. A direita: vista frontal.

Vale ressaltar que micos cativos possuem uma orientagdo predominantemente visual
em resposta a estimulos novos em seu ambiente (FORSTER, 1995). Com base no que é
visto e bem estabelecido em roedores, foi estabelecido que haveria uma memoria de
reconhecimento se, na sessdo teste, 0 sujeito passasse significativamente mais tempo
explorando o objeto novo do que o familiar (ENNACEUR e DELACOUR, 1987). A fim de
minimizar a influéncia de variagfes interindividuais nos niveis basais de exploragéo, foi
calculado o seguinte indice de Discriminacdo para a sessao teste, de acordo com o que esta
apresentado abaixo (ENNACEUR e cols., 1997). Um indice de =0,0 indica que o sujeito
explorou igualmente os dois objetos (ao acaso), enquanto um indice >0,0 demonstra que o

sujeito explorou mais o objeto novo do que o familiar, e, <0,0, mais o familiar do que o novo.

indice de Discriminacao:

tempo de exploracdo do objeto novo — tempo de exploragéo do objeto familiar

tempo de exploracao dos dois objetos

39



Outro parametro comportamental que também foi analisado foi a laténcia para a 12
exploracdo dos objetos familiar e novo na sesséo teste. Esse dado também foi empregado
por ENNACEUR e colaboradores (2005) para indicar uma memoéria de reconhecimento para
objetos em roedores. No presente estudo, esse parametro correspondeu ao tempo que o
animal levou para explorar cada objeto pela primeira vez apds o inicio da sesséo, utilizando-
se para tanto a definicdo de exploracdo do objeto fornecida acima.

Os resultados foram expressos como a média dos valores e o erro padrdao da média
(xepm) ou como a mediana e a amplitude interquartis. A segunda forma de apresentacao

dos dados foi somente aplicada para os resultados de laténcia para a 12 exploracao.

4.9. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas no programa SPSS (IBM, EUA; v. 25). Para cada
experimento, os dados foram analisados separadamente para se estabelecer possiveis
diferencgas entre 0os grupos em termos:

a) do tempo de exploragdo do objeto familiar vs. 0 novo na sessao teste;

b) da laténcia para 12 exploracdo do objeto familiar vs. 0 novo na sesséo teste;

c) do tempo total de exploracdo dos objetos na sesséo treino vs. a sesséo teste; e
d) do tempo total de locomoc¢éo na sessao treino vs. a sessao teste.

Para todas as analises indicadas, foi empregado o teste de Andlise de Variancia
(ANOVA) de duas vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA), sendo ‘grupo
experimental’ a variavel independente e ‘objeto’ (novo x familiar) ou ‘sessao’ (treino x teste)
a variavel dependente. Especificamente para a analise do resultado sobre a laténcia, os
dados foram primeiramente log transformados (base 10) para somente depois serem
analisados estatisticamente. Tal procedimento se faz necessario, uma vez que dados sobre
laténcia possuem uma distribuicdo ndo-paramétrica. Entretanto, os resultados da laténcia
para 12 exploragdo foram apresentados graficamente abaixo como mediana e intervalo

interquartis. Quando apropriado, o teste post hoc de Tukey ou de Dunnet foram utilizados.
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A anélise do indice de Discriminacao foi feita por meio de outros testes. Essa variavel
foi analisada por meio do teste t de uma amostra (one-sample t test), sendo cada grupo
experimental comparado ao valor de zero (nivel do acaso). Além disso, para cada
experimento, os indices calculados foram comparados para detectar possiveis differencas
estatisticas entre 0s grupos experimentais usando uma ANOVA de uma via (one-way
ANOVA).

Por fim, via o teste de correlacdo de Pearson, foi estabelecida para cada grupo
experimental a relacdo entre o tempo total de exploracdo na sesséo treino e o indice de
Discriminagdo. Isso foi feito pois existem indicios no teste de REO em roedores que 0s
niveis de exploracdo na primeira sessdo de exposicdo dos objetos (treino) poderiam vir a
influenciar o desempenho geral da tarefa (ALBASSER e cols., 2009). O mesmo teste foi
usado para correlacionar o tempo total de locomog&o na sess&o treino ou teste com o indice
de Discriminacdo. Isso foi realizado apenas nos dados dos experimentos 2 e 3, visto que ha
relatos de que os farmacos utilizados podem interferir na atividade locomotora dos animais
(escopolamina: BESHEER e cols., 2001; DAY e cols., 1991; MK-801: LIU e cols., 2017). O

nivel de significancia adotado em todos os testes foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Experimento 1: Desempenho geral e influéncia do sexo no teste de REO

Quando foi considerado o tempo de exploracdo de cada objeto na sesséo teste,
infere-se que os micos de ambos os sexos exploraram significativamente mais o estimulo
novo do que o familiar, havendo uma tendéncia de uma maior exploracdo por parte das
fémeas (fator sexo: F114=3,33, p=0,09; fator objeto: F114=12,54, p=0,003; interacao:
F114=1,06, p=0,32; Figura 8, & esquerda). Em termos do indice de Discriminac&o, ambos os
sexos também exibiram um Indice de Discriminacdo acima de zero (machos: t;= 9,57,
p<0,001; fémeas: t;=3,03, p=0,02), ndo havendo uma diferenga significativa entre o indice

calculado para os machos e as fémeas (t14=1,51, p=0,15; Figura 8, ao centro).
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Figura 8. Tempo de exploragdo (média + e.p.m.; em segundos) dos objetos familiar e novo na sessao teste, o
indice de Discriminacéio (média + e.p.m) e a laténcia para a 12 exploracdo (mediana = amplitude interquartis; em
segundos) dos objetos familiar e novo na sessao teste dos micos machos (M) e fémeas (F). Todos os animais
foram submetidos & sess#o teste da tarefa de REO 6 h apds a sesséo treino. n=8/grupo. A esquerda: **p<0,01
objeto novo vs. familiar. Ao centro: *p<0,05 vs. valor de zero; *p<0,01 vs. valor de zero. A direita: *p<0,05 objeto
novo vs. familiar.

Em termos da laténcia para a 12 exploracdo na sessao teste, os machos iniciaram
sua investigacdo dos objetos em tempos similares, enquanto que as fémeas levaram
significativamente menos tempo para comecar a explorar o objeto novo, em relacdo ao
familiar (fator sexo: F1,14=1,07, p=0,32; fator objeto: F114=6,73, p=0,02; interacdo: F1,14=3,43;
p=0,08; Figura 8, a direita).

O tempo total de exploracdo dos objetos observado na sessao treino néo diferiu

significativamente da que foi visto para a sesséo teste, havendo contudo uma diferenca
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entre machos e fémeas (fator sexo: F114=7,93, p=0,01; fator sessdo: F114=0,43, p=0,52;
interacdo: F114=0,02; p=0,88; Figura 9, a esquerda). Assim, as fémeas exploraram em geral
significativamente mais que os machos em ambas as sessdes do teste de REO. A atividade
locomotora, apesar de ter apresentado o mesmo perfil, ndo demonstrou diferenca
significativa entre 0s sexos ou entre as sessdes experimentais (fator sexo: Fi14=1,86,

p=0,14; fator sessado: F114=0,24, p=0,63; interacdo: F114=0,00, p=1,00; Figura 9, a direita).
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Figura 9. Média (x e.p.m.; em segundos) do tempo total de exploracdo dos objetos e de locomogé&o nas sessdes
treino e teste dos micos machos (M) e fémeas (F). Todos os animais foram submetidos a sesséo teste da tarefa
de REO 6 h apés a sessdo treino. n=8/grupo. A esquerda: *p<0,05 vs. fémeas.

Adicionalmente, quando foi analisada a correlagédo entre o tempo total de exploracéo
dos objetos na sess&o treino e o indice de Discriminacg&o, ndo houve um efeito significativo
(machos: r=0,65, p=0,08; fémeas: r=0,07, p=0,86; Figura 10, a esquerda). Vale destacar
que, para os machos, foi observado um resultado estatistico proximo de um valor
significativo. Porém, quando o dado do individuo outlier foi retirado, ainda nédo houve

correlagdo, com um valor bem distante de significativo (machos: r=0,09, p=0,84).
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Figura 10. Correlacéo entre a exploracéo total dos objetos na sesséo treino (em segundos) e o valor do indice
de Discriminagdo calculado para a sessédo teste dos micos machos e fémeas. Todos os animais foram
submetidos a sessao teste da tarefa de REO 6 h ap0ds a sesséo treino. n=8/grupo.



5.2. Experimento 2: Efeito da ESC e DNP no teste de REO

A ACh é essencial para a formacéo de novas memérias. Portanto, encontrou-se que
0 tempo de exploracdo do objeto novo na sesséo teste foi significativamente maior que o do
objeto familiar, havendo inclusive uma interacao significativa entre os fatores grupo x objeto
(fator grupo: F21,=0,57, p=0,58; fator objeto: F11,=10,49, p=0,01; interacdo: F;1,=3,99,
p=0,04; Figura 11, & esquerda). Assim, a diferenca detectada entre os objetos ocorreu
somente nos grupos SAL e DNP+ESC. Os animais do grupo ESC exploraram os objetos

novo e familiar de forma equitativa.
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Figura 11. Tempo de exploragdo (média + e.p.m.; em segundos) dos objetos familiar e novo na sesséo teste, o
indice de Discriminagéo (média + e.p.m) e a laténcia para a 12 exploragéo (mediana = amplitude interquartis; em
segundos) dos objetos familiar e novo na sesséo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sessao treino,
uma administracdo aguda de salina (S), 0,05 mg/kg de escopolamina (E) ou 0,50 mg/kg de donepezila mais a
mesma dose de escopolamina (D+E). Todos os animais foram submetidos a sesséo teste da tarefa de REO 6 h
ap0ds a sessdo treino. n=5/grupo. A esquerda: *p<0,05 objeto novo vs. familiar. Ao centro: *p<0,05 vs. valor de
zero; **p<0,01 vs. valor de zero; #p<0,05 vs. grupo S.

Esse resultado foi corroborado na andlise do indice de Discriminacdo calculado para
a sessdo teste (Figura 11, ao centro). O indice obtido para o grupo SAL foi
significativamente acima de zero (t4=5,76, p=0,005), assim como o do grupo DNP+ESC
(t2=2,85, p=0,04). Em contrapartida, essa mesma variavel nao diferiu do nivel do acaso para
o grupo ESC (t.= -0,33, p=0,76). Além disso, foi detectada uma diferenca significativa entre
0s indices calculados para esses trés grupos (F21.=6,17, p=0,01). As andlises post hoc
revelaram que os indices dos grupos SAL e DNP+ESC tiveram valores semelhantes, os
quais foram significativamente maiores que o encontrado para o grupo SAL (Figura 11, ao

centro). Porém, a laténcia para a 12 exploragdo na sesséo teste ndo diferiu em termos dos
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grupos experimentais ou dos objetos (fator grupo: F21,=2,43, p=0,13; fator objeto: F114=1,06,
p=0,32; interacdo: F114=1,41; p=0,28; Figura 11, a esquerda).

Em termos do tempo total de exploracdo dos objetos, ndo foi detectada uma
diferenca significativa entre os grupos, nem entre as sessOes (fator grupo: F;1,=1,04,
p=0,38; fator sessado: F11,=1,39, p=0,26; interacdo: F»1,= 0,02, p=0,98; Figura 12; a
esquerda). Um perfil similar também foi visto em relagéo a locomocao (Figura 12; a direita).
Assim, ndo houve uma diferenca significativa as sessdes treino e teste, independente do
tratamento que foi administrado (fator grupo: Fz12=1,12, p=0,36; fator sessado: F1,1,=1,00,

p=0,34; interagéo: F»1,=1,09, p=0,37).
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Figura 12. Média (+ e.p.m.; em segundos) do tempo total de exploragdo dos objetos e de locomogdo nas
sessdes treino e teste dos micos que receberam, 20 min antes da sesséo treino, uma administracdo aguda de
salina (S), 0,05 mg/kg de escopolamina (E) ou 0,50 mg/kg de donepezila mais a mesma dose de escopolamina
(D+E). Todos os animais foram submetidos a sesséo teste da tarefa de REO 6 h apds a sessao treino.
n=5/grupo.

A correlacdo entre o tempo total de exploragdo dos objetos na sessédo treino e o
indice de Discriminacdo revelou que somente para o grupo SAL houve uma relacéo
(negativa) (grupo SAL: r=0,65, p=0,08; grupo ESC: r=0,07, p=0,86; grupo DNP+ESC: r=0,24,

p=0,70; Figura 13, a esquerda). Assim, 0s sujeitos do grupo SAL que menos exploraram 0s

objetos na sesséo treino tiveram um maior indice de Discriminac&o na sessao teste.
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Figura 13. Relagdo entre o tempo total de exploragdo dos objetos na sesséo treino (em segundos) e o valor do
indice de Discriminac&o calculado para a sesséo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sess&o treino,
uma administragdo aguda de salina (sal; a esquerda), 0,05 mg/kg de escopolamina (esc; ao centro) ou 0,50
mg/kg de donepezila mais a mesma dose de escopolamina (dnp+esc; a direita). Todos os animais foram
submetidos & sessdéo teste da tarefa de REO 6 h apos a sesséo treino. n=5/grupo; simbolo quadrado: machos;
simbolo redondo: fémeas.

Ao correlacionar o tempo total de locomocao registrado na sess&o treino e o indice
de Discriminacgdo, ndo houve uma relagéo significativa para nenhum dos grupos (Tabela 1).
Esse mesmo perfil também foi observado quando a locomog¢do na sessao teste foi
correlacionada aos respectivos indices de discriminacdo de cada grupo experimental

(Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo entre o tempo total de locomogdo nas sessdes treino/teste e o Indice de
Discriminagdo calculado para a sessdo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sesséo
treino, uma administracdo aguda de salina (SAL), 0,05 mg/kg de escopolamina (ESC) ou 0,50 mg/kg
de donepezila mais a mesma dose de escopolamina (DNP+ESC), expressa como o coeficiente r de
correlacdo de Pearson (e valor de p).

indice de Discriminacg&o

Grupo Experimental

x locomocéo na sesséao treino x locomocéo na sesséao teste
SAL 0,28 (0,64) 0,05 (0,93)
ESC -0,42 (0,48) 0,07 (0,91)
DNP+ESC 0,64 (0,25) -0,35 (0,56)
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5.3. Experimento 3: Efeito do MK-801 e da DNP no teste de REO

No que se refere a exploracdo dos objetos na sessao teste desse experimento, foi
detectado um efeito significativo entre os objetos, e para interacdo entre os objetos vs. o
grupo experimental (fator grupo: F21,=0,70, p=0,51; fator objeto: Fi11.=3,15, p=0,10;
interacdo: F.1,=4,51, p=0,03; Figura 14). Assim, a exploracdo do objeto novo foi
significativamente maior que a do objeto familiar, mas apenas para o grupo SAL. Vale
ressaltar que, para esse grupo, todos os dados apresentados aqui sdo 0os mesmos do
Experimento 2. Para os grupos MK-801 e DNP+MK-801, a exploracdo dos dois objetos

ocorreu de forma similar.
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Figura 14. Tempo de explora¢@o (média = e.p.m.; em segundos) dos objetos familiar e novo na sesséo teste, o
indice de Discriminacdo (média + e.p.m) e a laténcia para a 12 exploracdo (mediana + amplitude interquartis; em
segundos) dos objetos familiar e novo na sesséo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sesséao treino,
uma administra¢éo aguda de salina (S), 0,015 mg/kg de MK-801 (M) ou 0,50 mg/kg de donepezila mais a mesma
dose de MK-801 (D+M). Todos os animais foram submetidos a sessao teste da tarefa de REO 6 h apos a sessdo
treino. n=5/grupo. A esquerda: *p<0,05 objeto familiar vs. novo. Ao centro: **p<0,01 vs. valor de zero; #p<0,05
VS. grupo S.

Esses resultados também sdo corroborados pelos valores do Indice de
Discriminagdo calculados para a sessdo teste (Figura 14, ao centro). Para esse
experimento, o indice diferiu significativamente do nivel do acaso somente para o grupo SAL
(i.e., valor de zero; grupo SAL: t,=5,76, p=0,005; grupo MK-801: t,=0,37, p=0,73; grupo
DNP+MK-801: t,= -0,16, p=0,88). Ademais, o indice de Discriminagdo diferiu

significativamente entre os grupos experimentais (F2,1.=6,56, p=0,01). O valor do grupo SAL
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foi maior que o dos outros dois grupos (Figura 14; ao centro), e esses nao se diferenciaram
entre si.

Referente a laténcia para a 12 exploracdo dos objetos na sesséo teste, os valores
observados nédo diferiram entre 0os grupos experimentais ou entre os objetos (fator grupo:
F212,=2,43, p=0,13; fator objeto: F114=1,06, p=0,32; interacdo: F114=1,41, p=0,28; Figura 14,
a direita).

Para o tempo total de exploracdo de objetos, também ndo foi encontrada uma
diferenca significativa entre os grupos ou as sessdes experimentais (fator grupo: F21.=0,82,
p=0,46; fator sessao: F1,1,=2,02, p=0,18; interacdo: F,1,= 0,27, p=0,77; Figura 15). O mesmo
perfil de resposta foi observado em termos do tempo de locomocgé&o, ndo havendo diferenca
significativa entre 0s grupos ou entre as sessfes experimentais (fator grupo: F;1,=0,08,

p=0,92; fator sessao: F11,=1,74, p=0,21; interagdo: F,1,=0,51, p=0,62; Figura 15).
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Figura 15. Média (+ e.p.m.; em segundos) do tempo total de exploragdo dos objetos e de locomocédo nas
sessdes treino e teste dos micos que receberam, 20 min antes da sesséo treino, uma administracdo aguda de
salina (S), 0,015 mg/kg de MK-801 (M) ou 0,50 mg/kg de donepezila mais a mesma dose de MK-801 (D+M).
Todos os animais foram submetidos a sesséo teste da tarefa de REO 6 h apds a sesséo treino. n=5/grupo.

Ademais, o tempo total de exploracdo dos objetos na sesséo treino e o indice de
Discriminagdo tiveram uma correlacdo significativa (negativa) apenas para o grupo SAL (i.e.,
corresponde aos mesmos dados do Experimento 2) (grupo SAL: r=0,65, p=0,08; grupo MK-

801: r=0,07, p=0,86; grupo DNP+MK-801: r=0,10, p=0,87; Figura 16). A correlacdo entre o
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tempo total de locomog&o nas sessoes treino/teste e o indice de Discriminagdo também nao

revelou nenhum efeito significativo.
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Figura 16. Correlacao entre o tempo total de exploragédo dos objetos na sesséo treino (em segundos) e o valor
do Indice de Discriminacdo calculado para a sesséo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sess&o
treino, uma administragdo aguda de salina (sal; & esquerda), 0,015 mg/kg de MK-801 (MK) ou 0,50 mg/kg de
donepezila mais a mesma dose de MK-801 (dnp+MK). Todos os animais foram submetidos a sesséo teste da
tarefa de REO 6 h apds a sesséo treino. n=5/grupo; simbolo quadrado: machos; simbolo redondo: fémeas.

Tabela 2. Relagdo entre o tempo total de locomogdo nas sessdes treino/teste e o indice de
Discriminagdo calculado para a sesséo teste dos micos que receberam, 20 min antes da sesséo
treino, uma administragdo aguda de salina (SAL), 0,015 mg/kg de MK-801 ou 0,50 mg/kg de
donepezila (DNP) mais a mesma dose de MK-801 (DNP+MK-801), expressa como o coeficiente r de
correlacdo de Pearson (e o valor de p).

indice de Discriminag&o

Grupo Experimental

X locomocéo na sesséo treino

x locomocéo na sesséo teste

SAL* 0,28 (0,64) 0,05 (0,93)
MK-801 -0,41 (0,49) -0,18 (0,78)
DNP+MK-801 0,69 (0,20) 0,84 (0,07)

*mesmos dados do grupo SAL utilizado no Experimento 2.
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6. DISCUSSAO
6.1. Desempenho geral e influéncia do sexo no teste de REO

De acordo com os resultados apresentados, micos-estrela, independente do sexo,
demonstraram uma memoaria de reconhecimento no teste de REO. Isso foi evidenciado pelo
tempo de exploracdo dos objetos na sesséao teste, visto que os dois sexos exploraram mais
o objeto novo do que o familiar. Ao se analisar o indice de Discrimina¢do, ambos os grupos
também tiveram essa variavel significativamente acima do valor de zero, e em um nivel que
nao diferiu entre si. Dessa forma, a espécie C. penicillata é capaz de desempenhar o teste
de REO quando o intervalo de retencdo de 6 h é utilizado.

Trata-se da primeira validacdo comportamental dessa tarefa em PNH. Como
mencionado anteriormente, esse teste desenvolvido por ENNACEUR e DELACOUR (1988)
€ majoritariamente empregado em roedores. Camundongos tiveram discriminacdo de
objetos satisfatoria no teste de REO em diferentes intervalos de retencéo (1-2 min: GIGG e
cols., 2020; SINGER e cols., 2007; 5 min: HAMMOND e cols., 2004; 2 h: LIN e cols., 2017; 4
h: ZHOU e cols., 2019; 24 h: HAMMOND e cols., 2004; HAN e cols., 2019; LI e cols., 2019).
Ratos também exploraram mais o0 objeto novo em relagdo ao familiar em intervalos curtos
(10 s: AINGE e cols., 2006; 1-5 min: AINGE e cols., 2006; DOOSTDAR e cols., 2019;
NORMAN e EACOTT, 2005; 10 min: AINGE e cols., 2006; COSTA-FERREIRA e cols., 2019;
15 min: FORWOOD e cols., 2005; HOTTE e cols.,, 2005; 30 min: VILLANUEVA ESPINO e
cols., 2019; 1 h: AINGE e cols., 2006; BERNSTEIN e cols., 2019; CHEN e cols., 2019;
FORWOOD e cols., 2005 e longos (6 h: PITSIKAS e TARANTILIS, 2018; 24 h: AINGE e
cols., 2006; FORWOOD e cols., 2005; HOSSEINI e cols., 2019; 48 h: FORWOOQOD e cols.,
2005).

A preferéncia por um estimulo novo, via o teste de REO, ja foi relatada em espécies
ndo-roedoras também. Peixes foram capazes de discernir entre um estimulo familiar e novo
em intervalos de 1 a 30 min (BRAIDA e cols., 2014; MAY e cols., 2016; MILETTO

PETRAZZINI e cols., 2012; porém ver HAMILTON e cols., 2017). Contudo, n&o foi relatada
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memoria de reconhecimento de objetos quando a sesséo teste foi realizada 2, 6 e 24 h
depois da sessao treino (LUCON-XICCATO e DADDA, 2014; porém ver LUCON-XICCATO
e DADDA, 2016). Coelhos foram capazes de realizar a tarefa apdés um intervalo de 5 min
(HOFFMAN e BASURTO, 2014), diferentemente de quando intervalos maiores (20 min, 3 h,
6 h) foram empregados (HOFFMAN e BASURTO, 2013; porém ver THOMPSON e cols.,
2005). Suinos parecem discriminar entre dois objetos quando a sesséo treino e teste sao
separadas por um periodo de 10 a 40 min (KORNUM e cols., 2007; SONDERGAARD e
cols., 2012) e 48 h (FIL e cols., 2019). Por outro lado, ndo foram capazes de discriminar um
item novo de um ja apresentado em outros intervalos (1 h: GIFFORD e cols., 2007,
KORNUM e cols., 2007; porém ver MOUSTGAARD e cols., 2002; 6 dias: GIFFORD e coals.,
2007).

De acordo com resultados do presente estudo, o fator sexo ndo influenciou o
desempenho dos micos-estrela. Esse padrdo também foi replicado em outros estudos.
Investigacbes com camundongos revelaram que ndo houve diferenca no comportamento
exploratério entre individuos machos e fémeas usando diferentes intervalos de retengéo (15
min: BREDY e cols., 2004; 3 h: LIU e cols., 2019; 24 h: LI e LIU, 2019). Também nao foram
encontradas diferencas em ratos em intervalos semelhantes (30 min: VILLANUEVA ESPINO
e cols., 2019; 3 h: GONZALES e cols., 2015; 24 h: SANTOLLO e cols., 2019), e em
roedores do género Eospalax em um intervalo de 10 min (HEGAB e cols., 2018). O efeito do
sexo também ja foi avaliado em espécies ndo-roedoras. Peixes de ambos 0s sexos tiveram
comportamento exploratério voltado para o objeto novo, ndo diferindo entre si (LUCON-
XICCATO e DADDA, 2016). Em suinos, ndo foram encontradas diferencas entre 0os sexos
na exploracéo de objetos da sesséao teste (SCHMITT e cols., 2019).

Sabe-se que a fase do ciclo estral pode interferir na funcéo cognitiva (CAHILL, 2006).
A densidade de espinhas dendriticas hipocampais pode ser modulada pela flutuacéo
hormonal observada ao longo desse ciclo (GOULD e cols., 1990; WOOLLEY e cols., 1990).

Ratas em estro parecem ter um melhor desempenho em tarefas de memoria espacial do
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que as em diestro (WARREN e JURASKA, 1997; porém ver BERRY e cols., 1997; SINGH e
cols., 1994). Quando em metaestro, podem ter desempenho superior as que estdo em
proestro em um intervalo de retencdo curto, ndo havendo diferenca em intervalos mais
longos (BARRETO-CORDERO e cols., 2019). Paralelamente, observa-se que mulheres
possuem pior desempenho em tarefas espaciais na fase latea (HAMPSON, 1990;
HAMPSON e KIMURA, 1988). No presente estudo, essa variavel ndo foi controlada, ndo
podendo ser feita uma andlise entre as fémeas, as quais recebem tratamento hormonal para
controle da natalidade.

Mas, vale destacar que ha varios relatos na literatura de que o reconhecimento de
objetos difere entre machos e fémeas a depender do intervalo de retengdo. Em intervalos
curtos (2 min), foi relatada uma vantagem para machos no teste de REO (CYRENNE e
BROWN, 2011). Quando utilizado um periodo de 90 min, somente as ratas foram capazes
de distinguir entre os dois objetos. Camundongos fémeas também possuem um
desempenho superior quando utilizado um intervalo de retencdo de 24 h (BETTIS e
JACOBS, 2009; 2013). Em roedores do género Microtus, as fémeas discriminaram entre
dois itens no teste de REO em intervalos de retencdo de 30 min e 24 h, enquanto os
machos sé o fizeram no periodo mais curto (GILLERA e cols., 2019). Dados com suinos
também indicaram que, ap6s 15 min, machos interagiram mais com o objeto novo do que as
fémeas (MARTIN e cols., 2015). Dessa forma, possivelmente as fémeas retém esse tipo de
informagé&o por mais tempo (GHI e cols., 1999).

Por outro lado, no estudo de BETTIS e JACOBS (2012), camundongos fémeas
tiveram um desempenho superior ao de machos quando os estimulos foram muito similares.
Isso condiz com a hipotese de que haveria estratégias exploratérias sexo-dependentes.
Enquanto fémeas se guiam por pistas locais/préximas, machos o fazem pelas distais
(SAUCIER e cols., 2007; VOYER e cols., 2007). Todavia, o padrdo comportamental parece
mudar quando os objetos sdo bastante diferentes, com individuos de ambos o0s sexos

discriminando entre os dois objetos (BETTIS e JACOBS, 2012). Portanto, a depender da
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espécie ou de parametros experimentais, como o intervalo de retencdo e as caracteristicas
do objeto, pode haver uma superioridade feminina ou masculina na funcdo cognitiva medida
no teste de REO. Todavia, ndo foram encontradas divergéncias comportamentais quanto ao
indice de memoria no presente estudo.

Micos machos e fémeas, quando submetidos a testes comportamentais de memoria,
podem demonstrar desempenho semelhante. Micos-comum (C. jacchus) ja foram testados
em discriminacBes simples de estimulos e ndo foi relatada diferenca significativa entre os
sexos (LACREUSE e cols., 2018; TAKEMOTO e cols., 2015; WORKMAN e cols., 2019).
Entretanto, quando a mesma espécie realizou um teste de aprendizagem reversa, as
fémeas levaram mais tempo para atingir o critério comparado aos machos, além do
desempenho prejudicado em versdes mais complexas da tarefa (LACLAIR e cols., 2019;
LACREUSE e cols., 2018; WORKMAN e cols., 2019). Em um estudo realizado pelo presente
grupo de pesquisa, ndo houve diferenca no desempenho de micos-estrela machos e fémeas
no teste de ROL (VANNUCHI e cols., 2020). Assim, uma diferenca de desempenho entre os
sexos pode depender também do teste experimental e da fungéo cognitiva sendo avaliada.
Estudos do perfil genotipico de saguis sugerem que a expressao génica em areas como 0
coértex frontal, com a influéncia de hormbnios gonadais, se assemelha a do homem. Dessa
forma, PNH do género Callithix podem ser um bom modelo para pesquisas que abordam a
diferenca de sexo a nivel molecular e comportamental (NOGUEIRA e cols., 2018).

Em humanos, os dados quanto a diferenca entre mulheres e homens em tarefas de
memoria de reconhecimento sao heterogéneos. Em alguns estudos, relatou-se um
desempenho superior em mulheres (HEISZ e cols., 2013; MCGIVERN e cols., 1997; PIPER
e cols., 2011). Também nao foi observada diferenca entre os sexos em tarefas de
reconhecimento de faces com valéncia emocional (HIDALGO e cols., 2015; SAVASKAN e
cols., 2008). Aqui, a diferenga entre os sexos também parece ocorrer devido a estratégias

comportamentais feitas pelo sexo feminino (HEISZ e cols., 2013; WEIRICH e cols., 2011).
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Todavia, a suposta vantagem feminina diminui a medida que mais sessdes de apresentagéo
sdo realizadas (HEISZ e cols., 2013).

Quanto a laténcia para a 12 exploracdo, observou-se no presente estudo que as
fémeas levaram significativamente menos tempo para explorar o objeto novo do que o
familiar, o que nao foi visto nos machos. Suinos, de ambos os sexos, exploram mais
rapidamente o objeto novo do que o familiar na sesséo teste do teste de REO, indicando
que essa variavel parece nao ser afetada pelo fator sexo nesta espécie (MARTIN e cols.,
2015; SCHMITT e cols., 2019). Micos-estrela machos e fémeas, no teste de ROL, tiveram
uma laténcia de exploracdo do objeto estacionario significativamente maior do que a do
deslocado (VANNUCHI e cols., 2020).

A memoria de reconhecimento parece ndo ter sido afetada pela motivacdo dos
animais em realizar a tarefa. A exploragdo dos dois objetos ndo diferiu entre as sessdes
experimentais. Contudo, foi demonstrado que micos-estrela fémeas tiveram uma exploracéo
significativamente maior nas duas sessfes, quando comparadas aos machos. Em estudos
com roedores, fémeas também exploraram significativamente mais os dois objetos
apresentados durante a sessao treino (BETTIS e JACOBS, 2009; 2013; BREDY e cols.,
2004). Em contrapartida, CYRENNE e BROWN (2011a) relataram que, em ratos, ambos 0s
sexos tiveram uma tendéncia em explorar menos 0s objetos na sesséo teste vs. treino
(porém ver CYRENNE e BROWN, 2011b). Assim, as diferencas entre os sexos, quanto aos
niveis de exploracado, ainda n&do foram totalmente elucidadas.

Micos-estrela parecem demonstrar alguns comportamentos sociais Ssexo-
dependentes. Eles formam grupo familiares cooperativos, criando a prole de forma
monogamica (ARRUDA e cols., 2005; SOUSA e cols., 2005). Possivelmente, as fémeas
possuem um controle de atencdo maior do que machos, auxiliando nos cuidados com a
prole (ARRUDA e cols., 2005). Contudo, devido a grande demanda energética que partos
gemelares requerem, os machos do grupo - sendo da familia ou néo - carregam os filhotes

(GOLDIZEN, 1990). A proposta seria, portanto, de que esses comportamentos sociais
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dissemelhantes poderiam alterar a forma com que micos-estrela fémeas interagem com os
objetos. Quando a mesma espécie foi submetida ao teste de ROL, ndo houve diferenca
entre 0s sexos na exploracao total dos objetos (VANNUCHI e cols., 2020).

O reconhecimento de objetos também ndo foi influenciado pela atividade locomotora
dos micos-estrela, visto que ambos sexos ndo exibiram diferenca entre as sessées treino e
teste. Em roedores, também nao houve diferenca no mesmo teste (AGARWAL e cols., 2020;
CYRENNE e BROWN, 2011a; GONZALES e cols., 2015).

Nos machos, houve uma tendéncia do indice de Discriminacéo estar relacionado ao
tempo de exploracdo total dos objetos no treino, mas isso nao atingiu niveis significativos.
Quando o sujeito outlier foi desconsiderado, distanciou-se ainda mais de um valor
significativo. Assim, de forma geral, quanto mais tempo eles passaram explorando 0s
objetos no treino, melhor foi o indice de memoria visto nesse teste. ENNACEUR e
DELACOUR (1988) relataram que possivelmente h4 um tempo minimo de exploracdo para
roedores, e assim o desempenho dos animais pode depender de parametros como o tempo
de exposi¢éo aos objetos na sessao treino (AINGE e cols., 2006; GIFFORD e cols., 2007).
Em criancas, a habituacdo a um objeto familiar pode determinar a intensidade do trago
mnemanico, resultando em um posterior reconhecimento (COURAGE e HOWE, 1998). No
caso dos micos, pode-se supor que também haja um tempo minimo de exploracdo para
favorecer a memoria de reconhecimento no teste de REO. No presente estudo, isso pode ter
sido mais evidente apenas nos machos, haja visto que em ambas as sessdes eles
exploraram os objetos por significativamente menos tempo do que as fémeas.

Visto que uma diferenga no desempenho entre os sexos depende de inumeros

fatores, fazem-se necessarios novos trabalhos.

56



6.2. Efeito da ESC e DNP no teste de REO

Os micos tratados com SAL e DNP+ESC passaram significativamente mais tempo
explorando o objeto novo vs. o familiar durante a sessao teste do teste de REO. Por outro
lado, os animais que foram submetidos ao tratamento com ESC exibiram niveis
semelhantes de exploracdo entre os dois itens. Esse perfil de exploracdo de cada grupo
experimental foi corroborado pelo resultado do indice de Discriminagdo. Apenas no grupo
ESC o indice nao diferiu significativamente do valor de zero, sugerindo assim um déficit de
reconhecimento dos objetos.

O déficit de memaria causado pela administracdo da ESC, observado no presente
estudo, ja foi visto em roedores (revisado em KLINKENBERG e BLOKLAND, 2010), PNH
(BUCCAFUSCO e cols.,, 2008) e humanos (MINTZER e GRIFFITHS, 2003). A via
colinérgica esta envolvida na memoéria (AIGNER e cols.,, 1991), assim como nos
mecanismos fisiopatolégicos de distarbios neurais como a DA (SCHELTENS e cols., 2016).
Ademais, em termos de conectividade neural e dos sintomas cognitivos, o0 prejuizo
observado com o uso desse farmaco € similar ao perfil encontrado na DA (BAJO e cols.,
2015).

Em roedores, diversos trabalhos ja avaliaram o efeito agudo da ESC no teste de
REO. Em camundongos, a administracdo sistémica de ESC prejudicou a memoria de
reconhecimento usando diferentes intervalos de retengéo (5 min: KARIM e cols., 2017; 15
min: BRUIN, DE e POUZET, 2006; NAZIR e cols., 2018; 1 h: KO e cols., 2017; MISHRA e
cols., 2018; 90 min: MARTINI e cols., 2018; 24 h: KARIM e cols., 2017; KIM e cols., 2019;
KOUEMOU e cols., 2017; MARTINI e cols., 2018; MUGWAGWA e cols., 2015; NAZIR e
cols., 2018). Em ratos, o mesmo efeito foi relatado para intervalos diversos (15 min: OZAWA
e cols., 2019; 1 h: VANDA e cols., 2018; 4 h: MANDAI e cols., 2019; NAKASHIMA e cols.,
2019).

Estudos comportamentais revelaram que a ativacao de receptores muscarinicos esta

intimamente relacionada a discriminacdo de objetos necessaria para a realizacao do teste
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de REO (ENNACEUR e MELIANI, 1992). Ap6s a administracdo de antagonistas de
receptores do tipo M1, foi relatado efeito amnésico, o qual ndo foi observado para
antagonistas de M2. Assim sendo, esse efeito acontece via inativacdo de receptores M1
(WU e cols., 2012). A interferéncia desses receptores na memoria também ja foi
comprovada em humanos via administracdo de ESC (HAREL e cols., 2013).

A influéncia da via colinérgica também ja foi comprovada em espécies ndo-roedoras.
A ESC, quando administrada em peixes, também prejudica a discriminacdo de objetos
virtuais (BRAIDA e cols., 2014). Sob uma dose semelhante a do presente trabalho, teve
efeito amnésico em um teste de discriminagdo visual de objetos em calitriquideos (HARDER
e cols., 1998a; RIDLEY e cols., 1984a; b). Foi visto um menor desempenho no mesmo teste
em micos com lesdo no prosencéfalo basal (RIDLEY e cols., 1985; 1986; porém ver
ROBERTS e cols., 1990). A ESC também prejudicou aspectos da memdria operacional de
micos (SPINELLI e cols., 2006) e o desempenho de macacos rhesus no DNMS
(MATSUOKA e AIGNER, 1996).

O antagonismo colinérgico em humanos tem sido bem descrito. Quando a ESC é
administrada a participantes saudaveis, induz um desempenho inferior ao grupo placebo em
tarefas de reconhecimento de palavras (MINTZER e GRIFFITHS, 2003) e imagens
(SHERMAN e cols., 2003). Esse efeito parece agir de maneira dose- e intervalo-dependente
(ROBBINS e cols., 1997; porém ver BEATTY e cols., 1986). O efeito deletério dose-
dependente também foi observado em PNH. Quando administrada sistemicamente em
macacos rhesus, induziu um pior desempenho no DNMS quanto mais alta foi a dose
(AIGNER e MISHKIN, 1986).

A DNP, de acordo com os dados encontrados, foi capaz de reverter o efeito deletério
induzido pela ESC na memoria de reconhecimento de micos-estrela adultos. A DNP também
conseguiu melhorar o déficit cognitivo causado pela ESC em modelo agudo no teste de
REO em camundongos (KAUR e cols., 2017; KIM e cols., 2019; KWON e cols., 2018). Isso

também foi observado quando ela foi administrada a ratos tratados com ESC. Nesse
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modelo, o fenbmeno parece ter ocorrido em diferentes intervalos de retengdo (1 min:
KENDALL e cols., 2011; 5 min: KARIM e cols., 2017; 1 h: NIROGI e cols., 2017; SAMBETH
e cols., 2007; VANDA e cols., 2018; 90 min e 24 h: MARTINI e cols., 2018). Porém,
VANMIERLO e colaboradores (2016) observaram que, em camundongos, uma baixa dose
de DNP néo foi capaz de reverter o efeito amnésico induzido pela ESC no teste de REO.
Além disso, RASHID e colaboradores (2017) demonstraram que a DNP sé melhorou a
memoaria de reconhecimento de objetos de camundongos tratados com ESC em individuos
machos.

Os dados com PNH em outras tarefas de memoria se assemelham aos encontrados
em roedores. Diferentes doses de DNP melhoraram o desempenho de macacos rhesus
idosos no teste de DMS (CALLAHAN e cols., 2013). Além disso, nessa mesma espécie,
déficits de memodéria induzidos pela ESC em tarefas de aprendizagem associativa (LANGE e
cols., 2015), memoria operacional (VARDIGAN e cols., 2015), memdéria visuo-espacial e
DNMS (RUPNIAK e cols., 1997) foram revertidos pela DNP.

Até o presente momento, a DA é um transtorno neurodegenerativo que nao possuli
cura. Dessa forma, os tratamentos disponiveis hoje, a exemplo da DNP, se trata de um
controle sintomatico (MASTERS e cols., 2015). A DNP, de forma geral, induziu uma melhora
cognitiva em estudos clinicos com pacientes com DA (CROWELL e cols., 2006;
WILKINSON, 1999) e pessoas com déficit cognitivo moderado (PA e cols., 2014). Em idosos
saudaveis, ela reverteu o déficit de memdéria causado pela ESC em uma tarefa de memoria
operacional (SNYDER e cols., 2005).

No presente estudo, todos os farmacos foram administrados 20 min antes da sessdo
treino. Portanto, ndo se pode afirmar exatamente em qual processo 0s agentes colinérgicos
interferiram - se na aquisicdo ou na consolidagdo. Assim como em roedores (WARBURTON
e cols., 2003), a ESC parece interferir em processos de aquisicdo em PNH via DNMS
(macaco rhesus: AIGNER e cols., 1991). Em humanos, a ESC atinge sua concentracdo

plasmatica maxima (Cmax) 30 min apos ser administrada (LIEM-MOOLENAAR e cols., 2011).
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Também foi observado que, depois de 30 a 90 min de uma administracao IM, a ESC alterou
o perfil eletroencefalografico de voluntarios sadios (EBERT e cols.,, 2001). Visto as
caracteristicas farmacocinéticas da ESC e o momento de sua administracdo no presente
trabalho, é possivel que ela tenha influenciado mais o processo de consolidagédo dos micos.

Quando administrada sistemicamente logo apds a sessdo treino, o desempenho do
grupo ESC néo diferiu do grupo SAL. Supde-se, portanto, que ela interfere nos processos
iniciais da consolidacdo (WARBURTON e cols., 2003). Em ratos, a administracao pés-treino
no cortex perirrinal gerou uma facilitacdo do processo de reconhecimento de objetos
(WINTERS e cols., 2006). Teoriza-se, portanto, que a interrup¢do da transmissao colinérgica
nessa fase da memoria pode ter impedido a aquisicdo de outras informagfes que atuariam
como interferentes (WINTERS e cols., 2006; 2007).

A DNP possui um Tnax semelhante ao da ESC quando administrada sistemicamente
em roedores (AKKERMAN e cols., 2016; MATSUI e cols., 1999; NAKASHIMA e cols., 2006).
A DNP melhorou o desempenho de roedores tratados com ESC se administrada momentos
antes da sesséo treino (30 min: KO e cols., 2017; 1 h: SAMBETH e cols., 2007; VANDA e
cols., 2018). O efeito pr6-mnésico parece ser observado somente quando administrada até 2
min depois da sesséao treino (PRICKAERTS e cols., 2005). Assim sendo, supde-se que a
DNP age mais na aquisicdo da memoria de reconhecimento, contudo, visto que sua Cmax
ainda perdura por poucos minutos (AKKERMAN e cols., 2016; PRICKAERTS e cols., 2005),
pode agir na consolidagdo dessa memoria.

A administracdo da ESC e DNP néo alterou a primeira interacdo dos micos com 0s
objetos, uma vez que a laténcia para a 12 exploragdo foi semelhante entre os grupos
experimentais e os estimulos. Nao foram detectadas investigacdes em que os farmacos
colinérgicos interferiram na laténcia para a exploracdo dos objetos no teste de REO. Como
mencionado anteriormente, micos-estrela de ambos os sexos abordaram o objeto deslocado
mais rapidamente vs. o estacionario no teste de ROL (VANNUCHI e cols., 2020). Esse

parametro ja foi utilizado em outro estudo com individuos do género Callithrix, contudo, ndo
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como um indice de memaria (DAY e cols., 2003). Em humanos, a laténcia de resposta em
uma tarefa de reconhecimento foi inversamente correlacionada com a forca do traco
mnemdnico (MERKOW e cols., 2015).

Vale ressaltar que os resultados comportamentais no teste de REO ndo foram
influenciados por uma diminuicdo da motivacdo dos animais. Nao houve diferenca na
exploracdo total dos objetos entre os grupos ou as sessdes. Em ratos, a ESC diminuiu a
exploracdo dos objetos na sesséo treino (OZAWA e cols., 2019). Ja no estudo de RASHID e
AHMED (2019), o grupo ESC explorou menos 0s objetos ha sessédo teste. Nesse protocolo,
a ESC foi administrada centralmente antes da sessdo teste, podendo ter gerado uma
diminuicdo na motivacdo dos animais (porem ver WARBURTON e cols., 2003). Em outros
trabalhos com roedores, a ESC ndo interferiu no comportamento exploratério (MISHRA e
cols., 2018; WARBURTON e cols., 2003; WINTERS e cols., 2006). Isso também foi
constatado quando a DNP foi administrada em conjunto com a ESC em roedores
(AKKERMAN e cols., 2016; HUANG e cols., 2016; KARIM e cols., 2017; KWON e cols.,
2018; NAZIR e cols., 2018).

No presente estudo, o efeito comportamental dos farmacos colinérgicos também néo
parece ter sido modulado por altera¢cdes locomotoras, visto que ndo houve diferenca entre
0S grupos ou as sessfes. Quando submetidos ao teste de ROL, micos-estrela nao
demonstraram mudanca na locomocao apos administracdo de ESC (MELAMED e cols.,
2017b). Em roedores, nem a ESC nem a DNP modificaram a locomocao (escopolamina:
ISHOLA e cols., 2019a; b; OZAWA e cols., 2019; donepezila+escopolamina: HUANG e cols.,
2016). Todavia, em ratos, ha relatos que a ESC pode diminuir (BESHEER e cols., 2001) ou
até aumentar (DAY e cols., 1991) a atividade locomotora. Ademais, doses altas de DNP em
macacos rhesus (2,0 mg/kg) podem induzir efeitos colinérgicos, os quais incluem letargia
(RUPNIAK e cols., 1997).

Quando o indice de Discriminacéo foi correlacionado ao tempo total de exploracéo

na sessao treino, s6 foi observado um valor significativo para o grupo SAL. A relacdo
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encontrada foi negativa, portanto, os individuos desse grupo que tiveram menor tempo de
exploracdo dos objetos na primeira sessdo exibiram um melhor indice de memaria. Assim, é
possivel gque micos-estrela cativos ndo necessitem de muito tempo de exploracdo para
demonstrar um bom desempenho. Em um estudo que utilizou o teste de REO em roedores,
também nao foram encontradas correlacfes para os grupos ESC e DNP+ESC (KENDALL e
cols., 2011).

Também foram feitas correlacdes entre a locomogdo nas duas sessdes e o indice de
Discriminacdo. Para a sesséo treino, ndo foram encontradas relacdes significativas para
nenhum dos grupos. Dessa forma, o comportamento locomotor nédo foi capaz de influenciar
o resultado de indice de memodéria. Isso também foi observado para a sessdo teste. No
estudo de OZAWA e colaboradores (2019), quando foi feita a mesma correlacdo em
roedores para individuos que receberam SAL e ESC, ndo foram detectadas relacdes
significativas.

Até onde se sabe, essa é a primeira vez em que a ESC e DNP foram empregadas no
reconhecimento espontdneo de objetos em micos-estrela. Sendo assim, mais estudos
precisam ser realizados para elucidar os efeitos que esses farmacos causam nesse tipo de

memoria.

6.3. Efeito do MK-801 e DNP no teste de REO

O Ultimo experimento do presente trabalho avaliou o efeito de um antagonista
glutamatérgico (MK), e sua relacdo com a via colinérgica, no desempenho dos micos no
teste de REO. Aqui, os grupos MK e DNP+MK exploraram de forma equivalente os dois
objetos apresentados na sesséo teste. Esse perfil foi visto tanto em termos do tempo de
exploracdo, quanto do indice de Discriminac&o. Vale lembrar que os dados do grupo SAL,

que explorou significativamente mais o objeto novo na sessdo teste, sdo os mesmos do
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Experimento 2, ndo havendo um novo grupo controle para se reduzir o nimero de animais
usados no presente estudo.

Portanto, o MK prejudicou a meméria de reconhecimento de objeto dos micos no
teste de REO. De forma geral, antagonistas de receptores glutamatérgicos tem demonstrado
ser um bom modelo farmacolégico para inducédo de um déficit cognitivo em diversos testes
comportamentais (NEILL e cols., 2010). O NMDA-R, por exemplo, desempenha um papel
importante nos processos de plasticidade sinaptica, memoria e aprendizagem (CADINU e
cols., 2018; TSAI, 2016). Sendo assim, a dizocilpina (MK), um antagonista deste receptor, é
empregada como um agente experimental no estudo de fendbmenos comportamentais que
envolvem a via glutamatérgica (STAAY, VAN DER e cols., 2011).

Em camundongos, o MK interferiu negativamente na memoria de reconhecimento
apo6s diversos periodos de retencéo (1 h: CIESLIK e cols., 2018; 2019; LATACZ e cols.,
2018; POCHWAT e cols., 2018; 90 min: GOU e cols., 2017; ROGOZ e cols., 2018; WANG e
cols., 2019; 2 h: KOO e cols., 2020; PARK e cols., 2014; 24 h: GOELDNER e cols., 2008;
OH e cols., 2013; 26 h: NILSSON e cols., 2007). Quando empregado em ratos, o MK
também prejudicou a discriminacdo entre objetos em diversos intervalos (5 min: BASURTO
e cols., 2015; 30 min: BHARNE e cols., 2016; 1 h: RYCHTYK e cols., 2019; STAAY, VAN
DER e cols., 2011; 90 min: LIMA, DE e cols., 2005; 2 h: CHAKI e cols., 2015; 3 h:
NICKERSON e cols., 2017; 24 h: ERTUGRUL e cols., 2011; LIMA, DE e cols., 2005; LIU e
cols., 2017; USLANER e cols., 2009).

Todavia, alguns autores nao relataram um déficit na memoria de reconhecimento
quando o MK foi utilizado. O desfecho observado parece depender da dose utilizada. Em
ratos, baixas doses podem, inclusive, aumentar a exploracédo do objeto novo vs. o familiar
(BHARNE e cols., 2016) ou ndo afetar esse parametro (LIMA, DE e cols., 2005; LIU e cols.,
2017; STAAY, VAN DER e cols., 2011; porém ver RONCARATI e cols., 2009). A partir de
uma dose limiar, contudo, o dano cognitivo tem sido amplamente descrito nesse modelo

(0,08 mg/kg: CALLAHAN e cols., 2013; 0.1 mg/kg: WOZNIAK e cols., 2015). Ademais, em
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micos, a dose também parece ser um fator determinante do efeito amnésico do MK
(HARDER e cols., 1998b).

O momento da administracdo do MK também tem sido alvo de vérios estudos que
visam o entendimento do papel desta via na memoéria de reconhecimento. O MK tem sido
caracterizado como um agente que atua na aquisicdo do processamento de memoria e
aprendizagem (HLIAK e KREJCI, 2002; NILSSON e cols., 2007). Estudos farmacocinéticos
sugerem gue o0 seu Tmax N0 plasma varia de 10 a 60 min em ratos (VEZZANI e cols., 1989;
WENEGER e cols., 2011) e de 0,5 a 2 h em PNH (macacos rhesus: HUCKER e cols., 1983).
Supde-se que a administracdo sistémica de MK em roedores sé prejudica a memoria de
reconhecimento se ocorrer antes do treino (camundongos: NILSSON e cols., 2007).
Contudo, em roedores, a administracdo pds-treino (ratos: ALACHKAR e cols., 2017;
BOULTADAKIS e PITSIKAS, 2010; LIMA, DE e cols., 2005; NICKERSON e cols., 2017,
PICHAT e cols., 2007; PITSIKAS e cols., 2008) ou pré-teste (camundongos: JEON e cols.,
2017; KOO e cols., 2020; MUTLU e cols., 2011; PRADES e cols., 2017) ainda prejudica a
memoria de reconhecimento nessa tarefa. Dessa forma, apesar da sua agdo na aquisicdo
dessa funcdo cognitiva, o0 MK pode ainda atuar em outras fases da memoria. Assim, no
presente estudo, o MK pode ter atuado na aquisicdo e/ou consolidacdo da memoéria de
reconhecimento de objetos dos micos.

O MK também ja foi empregado no teste de REO em espécies ndo-roedoras. Em
peixes, ele resultou em uma exploragdo equitativa dos dois objetos na sesséo teste
(GASPARY e cols., 2018). Este farmaco também causou um déficit de memaria em coelhos
quando administrado 20 min antes da sessao treino (HOFFMAN e BASURTO, 2014).

Ha alguns trabalhos com o uso do MK em PNH, em que seu efeito amnésico é
descrito no DMS (WANG e cols., 2012), DNMS (MATSUOKA e AIGNER, 1996) e em tarefas
de memodria espacial (BOYCE e cols., 1991; WANG e cols., 2007) em macacos rhesus. Na
mesma espécie, 0 MK induziu um efeito deletério dose-dependente em um teste de

memoria operacional (TUKADA e cols., 2005). Estudos da interferéncia do NMDA-R na
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memoria e aprendizagem em micos também ja foram realizados. A dizocilpina, sob a
mesma dose do presente trabalho, produziu menor desempenho no DMS, e na reversao
dessa tarefa (HARDER e cols., 1998b; HARDER e RIDLEY, 2000).

No presente trabalho, a DNP n&o foi eficaz em reverter o prejuizo provocado pelo
MK no teste de REO. Este mesmo resultado também foi visto na versdao ROL, em que uma
dose aguda de DNP nao reverteu o efeito amnésico induzido pelo MK (HASHIMOTO e
IWAMURA, 2016). Por outro lado, quando administrada de forma aguda em ratos, a DNP
reverteu o déficit causado pelo MK no teste de REO (ALACHKAR e cols., 2017; BRUIN, DE
e cols., 2016; EISSA e cols., 2018). Além disso, quando administrada apdés um tratamento
subcrénico de MK, a DNP também foi capaz de reverter o déficit induzido pelo MK no teste
de ROL (7 dias: (KARAMIHALEV e cols., 2014). O efeito protetor da DNP sobre o MK
também ja foi comprovado em roedores no teste de esquiva inibitéria (camundongos:
BROWN e cols., 2014) e em tarefas de memoria espacial (camundongos: CSERNANSKY e
cols., 2005) e operacional (camundongos: BRUIN, DE e cols., 2010; ratos: BRUIN, DE e
cols., 2016). A discrepancia de resultados da literatura em relacdo ao presente trabalho
pode ter sido devido a espécie utilizada e aspectos metodolégicos.

O estudo de BUCHANAN e colaboradores (2003) revelou que o uso da DNP resultou
em uma melhora moderada em um teste de memodria de reconhecimento verbal em
pacientes com esquizofrenia. Esse € um distlrbio neuropsiquiatrico caracterizado pela
apresentacdo de sintomas cognitivos (TRIPATHI e cols., 2018), os quais os tratamentos
disponiveis atualmente ndo sdo muito eficazes (MELTZER, 1997; THAKURATHI e cols.,
2013). Ademais, danos a memoéria de reconhecimento desses pacientes ja foram
demonstrados via tarefas comportamentais (CALKINS e cols., 2005; TAM e cols., 2015).
Como a via colinérgica parece estar envolvida na patofisiologia deste transtorno (KARSON e
cols., 1996; RAEDLER e cols., 2003), o uso de inibidores da AChE poderia ser uma
abordagem viavel. Entretanto, uma analise de diversos ensaios clinicos demonstrou que a

DNP néo levou a uma evolucdo do quadro de sintomas cognitivos vs. 0 grupo que recebeu
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placebo ou antipsicoticos (THAKURATHI e cols., 2013). Novos estudos sdo necessarios
para atestar os efeitos protetivos de inibidores da AChE nos déficits cognitivos vistos na
esquizofrenia (SINGH e cols., 2012).

Quando a laténcia para a 12 exploracéo foi considerada, ndo houve diferencas entre
0s grupos SAL, MK ou DNP+MK ou entre os objetos familiar e novo. Dessa forma, os
farmacos empregados ndo alteraram o primeiro contato visual/fisico feito pelos micos. Esse
parametro j& foi considerado como um bom indice de meméria em um estudo do grupo com
outro teste de memaria (VANNUCHI e cols., 2020). Entretanto, visto os dados apresentados,
parece nao ser um bom preditor desse processo quando modelos farmacol6gicos sdo
utilizados. Assim sendo, novas investigacdes considerando essa variavel devem ser
elaboradas.

Os micos dos grupos SAL, MK e DNP+MK nao diferiram entre si ou entre as sessdes
experimentais em relacdo ao tempo total de exploracdo dos objetos, conforme ja relatado
em camundongos (KOO e cols., 2020; WANG e cols., 2019) e ratos (EISSA e cols., 2018;
KARASAWA e cols., 2008; LIMA, DE e cols. 2005; RYCHTYK e cols., 2019; USLANER e
cols., 2009). Entretanto, alguns estudos observaram que o MK diminuiu (camundongos:
ROGOZ e cols., 2018; ratos: STAAY, VAN DER e cols., 2011), ou até mesmo aumentou
(camundongos: REISS e cols., 2012) a exploracéo total na sessao treino.

Além disso, sabe-se que antagonistas glutamatérgicos podem causar efeitos
psicomiméticos em roedores, como hiperlocomocdo, comportamentos estereotipados e
alteracdes sensorio-motoras (GILMOUR e cols., 2009; ZHOU e cols., 2018). De fato, 0 MK
induziu um aumento da locomoc¢do em camundongos (CAO e cols., 2018; CIESLIK e cols.,
2018; MANDAI e cols., 2019; ROGOZ e cols., 2018) e ratos (BASURTO e cols., 2015). Esse
efeito pode estar relacionado com a dose empregada. O comportamento de hiperlocomogéo
em roedores foi observado apenas nos animais submetidos a doses maiores (0,2 mg/kg:
WENEGER e cols.., 2011; 0,3 mg/kg: LIU e cols., 2017). Contudo, alguns estudos também

demonstram um aumento da motilidade em doses menores (camundongos: GOELDNER e
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cols., 2008; NILSSON e cols., 2007; ratos: BOULTADAKIS e PITSIKAS, 2010; GILMOUR e
cols., 2009). Em peixes, o0 MK também induziu um aumento da distancia percorrida no teste
de REO em uma dose mais elevada (GASPARY e cols., 2018).

No presente trabalho, ndo foi detectada uma diferenca de locomocéo entre os grupos
experimentais ou entre as sessdes treino e teste. Em estudos prévios, efeitos motores em
micos também ndo foram observados, porém alguns movimentos estereotipados foram
relatados em uma dose mais elevada (0,030 mg/kg: HARDER e cols., 1998b), sendo essa
dose o dobro da utilizada no presente estudo (0,015 mg/kg). Em macacos-de-cheiro, o MK
induziu ataxia (BOYCE e cols., 1991), o que também foi visto em macacos cinomolgos
(RUPNIAK e cols., 1993). Em macacos rhesus, uma diminuicdo da atividade motora foi
relatada ap6s a administracéo de 0,02 mg/kg de MK (WANG e cols., 2012).

Visto que os mesmos dados do Experimento 2 foram utilizados para o grupo SAL, foi
detectada uma correlagdo significativa (negativa) entre o tempo total de exploracdo dos
objetos na sess&o treino e o indice de Discriminacdo. Para os grupos MK e DNP+MK, ndo
foram encontrados resultados significativos. Portanto, os micos do grupo controle que
exploraram menos na primeira sessdo do teste de REO tiveram melhor indice de memaria
na segunda sessdo. Quando a locomocgdo nas duas sessbes do teste de REO foi
relacionada com o indice de Discriminag&o, néo foi identificado nenhum efeito significativo.
Dessa forma, a atividade locomotora dos individuos nado foi influenciada pelo farmaco
glutamatérgico e colinérgico.

Assim, o Experimento 3 elucidou diversos pontos sobre a interacdo das vias

glutamatérgica e colinérgica no teste de REO em micos-estrela.
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7. CONCLUSAO

Micos-estrela adultos foram capazes de realizar o teste de REO usando um tempo
de exposi¢cdo de 10 min aos objetos e apds um intervalo de retencéo de 6 h. Sendo assim,
demonstraram uma memoéria de reconhecimento em uma tarefa de discriminacao de objetos
neutros. O fator sexo ndo influenciou o desempenho dos micos, pelo menos nas condicbes
experimentais empregadas no presente estudo (i.e., 10 min exposicdo, 6 h intervalo de
retencéo), visto que machos e fémeas realizaram o teste de REO de forma semelhante. Isso
condiz com estudos prévios que empregaram esse mesmo procedimento, principalmente
em modelos murinos. Contudo, novos estudos se fazem necessarios uma vez que
mudangas em alguns parametros metodoldgicos, como os citados acima, poderiam vir a
alterar esse resultado.

O bloqueio sistémico e agudo das vias colinérgica e glutamatérgica com o uso do
antagonista muscarinico (ESC) e do antagonista de NMDA-R (MK), respectivamente,
prejudicou o desempenho dos micos no teste de REO. Esse prejuizo foi devido,
possivelmente, ao conhecido envolvimento dos neurotransmissores ACh e Glu nos
processos neurais relacionados a memoria de reconhecimento (de objetos). Dado o perfil
farmacocinético das substancias que foram empregadas, e ao fato delas terem sido
administradas 20 min antes da sessdo treino, esse efeito deletério provavelmente se deu
nas etapas de aquisicdo e/ou consolidacdo da informacao. A literatura cientifica acerca do
uso dessas substancias no teste de REO é extensa e corrobora os resultados encontrados
no presente estudo com PNH.

A DNP, por sua vez, foi capaz de reverter um prejuizo a meméria de reconhecimento
dos micos causado pela ESC, mas nao pelo MK. De fato, em diferentes modelos animais, a
DNP - um inibidor da AChE - tem um demonstrado efeito benéfico sobre déficits cognitivos
produzidos pela ESC. Além disso, ela é amplamente utilizada no tratamento clinico da DA,

cuja neurofisiopatologia parece estar intimamente relacionada a neurotransmisséo
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colinérgica. Por outro lado, a DNP néo teve efeito benéfico no modelo psicotomimético
farmacoldgico de uso do MK-801, ao contrario do que ja foi visto em outras investigacdes de
mesmo cunho em roedores.

O teste de REO tem sido uma importante ferramenta no estudo da meméria de
reconhecimento. Ja foi realizado com diversas espécies, sendo majoritariamente empregado
em roedores. Além de ser simples, rapido e de baixo custo, ndo ha a necessidade de reforgo
alimentar e sessfes de treinamento prévio. Inclusive, com esse procedimento experimental,
€ possivel investigar a acdo de (novas) substancias em diferentes fases da meméria, a curto
e a longo prazo. Portanto, a presente transposi¢céo do teste de REO para uso agora em PNH
permitira que novos estudos sejam realizados de forma mais translacional para a elucidagéo
dos mecanismos neurofisio(pato)légicos relacionados a memaria de reconhecimento, assim

como o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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ANEXO 1

e
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Coméssde de Etica no Uso Animal

Brasllia, 7 de margo de 2018.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “MEMORIA DE RECONHECIMENTO EM PRIMATAS NAOHUMANOS (CALLITHRIX PENICILLATA) E SUA MODULACAO
POR COMPOSTOS AMNESICOS E PRO-MNESICOS.”, Protocolo n.2 37/2017, sob responsabilidade da Professora Marilia Barros foi avaliado
e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizacio
de: Callithrix penicillata (24). A presente aprovacao é vélida pelo perfodo de: 01/07/2017 a 01/07/2019.
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Prof. Dr. Céssio José da Silva
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avallagdo ética do projeto supracitado e ndo substitul outras licengas e permissdes que porventura se fagam necessérias.
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e
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Comessdo de Etica no Uso Animal

Brasilia, 10 de dezembro de 2018.

DECLARAGAO

Declaramos que o projeto intitulado “PARTICIPACAO DA VIA ESFINGOLIPIDICA NA MEMORIA DE RECONHECIMENTO DE PRIMATAS NAO-HUMANOS
(CALLITHRIX PENICILLATA).” Protocolo n.¢ 75/2018, sob responsabilidade da Professora Marilia Barros foi avaliado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto fol aprovado para utilizacdo de: Callithrix
penicillata (24). A presente aprovacao & vélida pelo perfodo de: 01/11/2018 a 01/12/2020.

—e

Prof. Dr. Céssio José da Silva
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avallagado ética do projeto supracitado e ndo substitul outras licengas e permissdes que porventura se fagam necessérias.
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