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RESUMO

A lateralizagcao hemisférica consiste na ativacao assimétrica dos lados direito e esquerdo
do cérebro, cada qual assumindo fungdes distintas. Acredita-se que essa caracteristica, presente
no homem e em varios animais, aumenta a capacidade, velocidade e eficiéncia do
processamento de informacdes. Embora eventos aversivos parecam ser processados
predominantemente pelo hemisfério direito, isso ainda ndo esta totalmente estabelecido na
literatura. Ademais, pouco se sabe sobre como situagcdes desse tipo sdo processadas por micos
- um pequeno primata neotropical usado cada vez mais como modelo translacional em pesquisas
biomédicas e neuropsicobioldgicas. Assim, o presente estudo comparou o padrdo de atividade
neuronal em micos-estrela (Callithrix penicillata) adultos, induzido por diferentes situagdes
potencialmente estressantes e/ou ansiogénicas, visando estabelecer uma possivel lateralizagao
hemisférica para tais eventos. A temperatura da membrana timpanica (TMT) — empregada como
um indicador indireto e ndo-invasivo da atividade neuronal hemisférica em tempo real —foi aferida
antes e apos cada condicdo experimental: ameaga humana, confronto com predador, estresse
de contencao, privagao alimentar, isolamento social e exposi¢cao a ambientes novos. Alteragoes
na TMT podem refletir uma mudanga ipsilateral na temperatura cerebral e no fluxo sanguineo
decorrentes de um aumento na atividade neuronal. Em todas as situag¢des avaliadas, os animais
apresentaram uma elevacéao nos niveis de cortisol. Porém, essa resposta hormonal nem sempre
refletiu o que foi visto em termos da resposta comportamental (Estudo 1), diferiu entre machos e
fémeas (Estudo 1), variou em termos da intensidade e da duragdo do estimulo, com uma
diminui¢do ao longo do tempo (Estudos 2 e 3), e foi atenuada (buffered) por interagbes sociais
positivas (Estudo 4). Vale destacar que os diferentes eventos foram, na sua maior parte,
processados de forma assimétrica. Uma atividade predominante no hemisfério direito foi vista
apos os eventos de ameaga humana, confronto com predador e estresse de contengao (Estudos
1 e 2), conforme ja relatado na literatura. Além disso, n&o foi observada uma correlagao entre a
TMT e as respostas comportamental ou hormonal. Porém, dependendo da natureza e da duragao
do evento, o processamento de estimulos aversivos em primatas parece ser complexo, podendo
ter uma predominancia do lado esquerdo ou até mesmo uma ativagéo bilateral (Estudos 3 e 4).
Os resultados corroboram também o uso da TMT como um indicador indireto, rapido, nao-
invasivo e de baixo custo para avaliar a ativagao neuronal em tempo real em animais. Apesar de
mais estudos serem necessarios para esclarecer os mecanismos responsaveis e o significado
funcional da diregdo na qual a TMT muda (i.e., aumento vs. diminuigdo), a aferigdo desse
parametro podera contribuir de forma significativa para o nosso conhecimento sobre a

lateralizacdo de diferentes fungdes neurais.

Palavras-chave: estresse, ansiedade, temperatura membrana timpanica, cortisol, lateralizagao

hemisférica, mico



ABSTRACT

Hemisphere lateralization consists in the right and left sides of the brain being activated
asymmetrically, each side having distinct functions. This characteristic, seen in humans and
several animals, increases information processing capacity, speedy and efficiency. Although
aversive events seem to be predominantly processed by the right cerebral hemisphere, this has
yet to be fully established in the literature. In addition, very little is known about how these types
of events are processed by marmosets — a small neotropical primate that is been increasingly
used as a translational model in biomedical and neuropsychobiological research. Therefore, the
present study compared the pattern of neuronal activity of adult black tufted-ear marmosets
(Callithrix penicillata) induced by different potentially stressful and/or anxiogenic conditions in
order to establish the possible lateralization of such events. The tympanic membrane temperature
(TMT) — an indirect and non-invasive indicator of real-time hemispheric neuronal activity — was
assessed before and after each experimental condition: human threat, predatory stress, restraint
stress, food deprivation stress, social isolation and exposure to a novel environment. Variations
in the TMT can reflect ipsilateral changes in cerebral temperature and blood flow induced by an
increase in neuronal activity. On all of the experimental conditions tested, the marmosets’ cortisol
levels increased. However, this hormonal response did not always reflect what was detected in
terms of the behavioral reaction (Study 1), differed between males and females (Study 1), varied
according to the intensity and duration of the aversive stimulus, decreasing over time (Studies 2
and 3), and was buffered by positive social interactions (Study 4). Noteworthy, the different
aversive events were, for the most part, asymmetrically processed. The right hemisphere was
predominantly activated by the human threat, predatory stress and restraint stress conditions
(Studies 1 and 2), similar to previous reports in the literature. In addition, the TMT was not related
to the behavioral or hormonal response. However, according to the nature and duration of the
event, aversive stimuli seem to be processed in a more a complex way than initially envisioned.
A left-side bias may be detected, as well as a bilateral activation pattern (Studies 3 and 4). The
present results also corroborate the use of the TMT as an indirect, fast, non-invasive and low-
cost index of real-time neuronal activity in animals. Although more studies are necessary to fully
elucidate the underlying mechanisms and functional significance of the direction in which the TMT
changes (i.e., increase vs. decrease), assessment of this parameter may significantly contribute

to our understanding about the lateralization of different neuronal functions of the brain.

Keywords: stress, anxiety, tympanic membrane temperature, cortisol, hemisphere lateralization,

marmoset
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1. INTRODUGCAO
1.1. Lateralizagao hemisférica: aspectos gerais

A lateralizagdo hemisférica, também conhecida como especializagao cerebral, é
vista como uma ativagao e/ou um funcionamento assimétrico entre os lados direito e
esquerdo do cérebro, cada qual assumindo fungdes distintas na génese e regulagéo de
determinadas tarefas ou em resposta a determinados estimulos (p.ex., MACNEILAGE
e cols., 2009). Foi descrita de forma sistematica pela primeira por Marc Dax em 1836 e
em seguida por Paul Broca em 1861 (MANNING e THOMAS-ANTERION, 2011).

Essa capacidade de cada hemisfério cerebral atuar mais especificamente em
determinadas tarefas parece ser uma caracteristica onipresente entre os vertebrados e
também em alguns invertebrados, como polvos, abelhas e nematéides (ROGERS e
ANDREW, 2002). Tal fato indica que essa caracteristica ndo é exclusiva do homem,
como se pensou por muito tempo, e sim um principio fundamental na organizagdao do
Sistema Nervoso Central (SNC) (OCKLENBURG e GUNTURKUN, 2012).

Contudo, a extensao e a efetividade da lateralizacdo sao decorrentes, em grande
parte, de aspectos evolutivos, genéticos e da interacao organismo-ambiente, expressas
pelas vivéncias de um individuo desde seu nascimento (em animais: HOPKINS e cols.,
2015; SULLIVAN, 2004; em humanos: MACNEILAGE e cols., 2009; OCKLENBURG e
GUNTURKUN, 2012). Ha indicios que aspectos relacionados ao género, via horménios,
também podem influenciar como cada hemisfério cerebral se especializa (revisado em
TOGA e THOMPSON, 2003).

Apesar da aparente semelhanga macroscopica entre os hemisférios cerebrais,
0s mesmos podem apresentar diferenciagdes anatdmicas que emergem ainda durante
a fase embrionaria e progridem para evidentes assimetrias durante o desenvolvimento
poés-natal (DEVINSKY, 2000). Por exemplo, SILVA (2012, 2015) descreveu em ratos
que a realizagdo de exercicio durante a gestacdo melhorou a capacidade de
aprendizagem espacial da prole. Esse efeito foi atribuido a um aumento nos niveis do
fator neurotréfico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor — BDNF) e no
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numero de neurdnios do hipocampo direito do cérebro, o que gerou uma assimetria
anatébmica, e posteriormente uma diferenciagdo funcional, entre os hemisférios
cerebrais. Porém, vale ressaltar que no homem, ha apenas assimetrias anatémicas sutis
em termos de tamanho e/ou volume em areas especificas do cérebro (revisado em
AMUNTS, 2010). O hemisfério direito € mais saliente e largo que o esquerdo na regiao
frontal, enquanto o esquerdo esta mais ressaltado e largo que o direito na regido
occipital (LE MAY, 1976).

Diferengas em nivel celular, na estrutura morfoloégica dos neurbnios e da sua
arborizagao dendritica também ja foram descritas (revisado em TOGA e THOMPSON,
2003). Ha ainda diferengas entre os hemisférios direito e esquerdo para algumas vias
neurotransmissoras (GLICK e cols., 1982). Grande parte da lateralizagdao hemisférica
em primatas, em geral, é vista em termos funcionais.

De acordo com VALLORTIGARA e ROGERS (2005), a especializagao de um
dos hemisférios para executar uma determinada fungao deixa o lado contralateral livre
para realizar fungbes (adicionais) distintas e assim possibilitaria um aumento na
capacidade, velocidade e eficiéncia do processamento de informagdes em nivel do
SNC. A lateralizagdo também minimizaria a ocorréncia de interferéncias, conflitos e
incompatibilidades entre os hemisférios, favorecendo o processamento de mais
informacgbes, de forma simultdnea e paralela, pelos dois lados (CORBALLIS, 2009).
Evitaria ainda a duplicidade de func¢des nos dois hemisférios, poupando assim circuitos
neurais (CORBALLIS, 2009). Inclusive, sua importancia adaptativa faz com que seja,
em parte, transmitida por mecanismos genéticos (ROGERS e ANDREW, 2002).

Contudo, a lateralizagdo hemisférica também pode conferir desvantagens.
Segundo CORBALLIS (1998), o mundo fisico ndo é muito diferente em termos do lado
esquerdo ou direito. Portanto, qualquer déficit lateralizado pode deixar um individuo
vulneravel. Por exemplo, varias espécies de peixes, anfibios e répteis (revisado em
BISAZZA e cols., 1998) sao mais propensas a reagir quando uma ameaga esta no seu

lado esquerdo do que o direito, apesar do fato que predadores podem aparecer em
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ambos os lados do corpo. Vista nesse contexto, a lateralizagdo pode vir a ser uma

desvantagem (VALLORTIGARA e ROGERS, 2005).

1.2. Lateralizagao hemisférica: fundamentacgao teérica

Uma assimetria cerebral é facilmente evidenciada em areas do cérebro
relacionadas exclusivamente ao processamento das diferentes modalidades sensoriais
e em areas motoras primarias. As fibras nervosas sensitivas e motoras do SNC se
encontram cruzadas (parcialmente em mamiferos), para o lado contralateral, em termos
do resto do corpo. Assim, o hemisfério esquerdo do cérebro controla o lado direito do
corpo e o hemisfério direito do cérebro controla o lado esquerdo do corpo (CARNEIRO,
2002). De fato, em varias classes de vertebrados tem-se demonstrando uma preferéncia
na orientagdo do corpo em resposta a estimulos sonoros, visuais e olfativos, e uma
preferéncia pelo uso de uma das maos/membros para manipulagdo de objetos e
realizagao de tarefas motoras (revisado em ROGERS, 2014). Isso levou a hipotese de
que o processamento lateralizado de tais informagdes € uma caracteristica primitiva dos
vertebrados (FITCH e BRACCINI, 2013). Porém, vale ressaltar que a maioria das
preferéncias observadas sdo dependentes do contexto (p.ex., ser a presa ou o ser
predador), do estimulo ou da tarefa sendo realizada, e da existéncia ou ndo de uma
valéncia emocional (FITCH e BRACCINI, 2013).

A lateralizagdo hemisférica ndo se limita apenas a percepg¢do sensorial e
habilidades motoras, apesar de haver muita polémica em torno do tema quando se trata
de atividades e comportamentos mais complexos. Tradicionalmente, o hemisfério
esquerdo é visto como o centro dominante da linguagem e da légica, enquanto o lado
direito controla relagdes espaciais e aspectos emocionais (BISAZZA e cols., 1998).
Desde o inicio do século XIX tem sido observado que pacientes com lesdes restritas ao
hemisfério esquerdo, mas nao no direito, tinham afasias mais severas (revisado em

TOGA e THOMPSON, 2003). Por outro lado, danos unilaterais no lado direito do
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cérebro, mas ndo no esquerdo, estavam mais relacionados a quadros de mania,
embotamento afetivo (BABINSKI e cols., 1914) e depressdo (ROBINSON e cols., 1984).

Atualmente, sob a perspectiva de uma possivel influéncia do processo evolutivo,
sugere-se que o hemisfério esquerdo atua no controle de padrées comportamentais ja
bem estabelecidos e em situagbes familiares, enquanto o hemisfério direito detecta e
responde rapidamente a alteragdes inesperadas no ambiente (MACNEILAGE e cols.,
2009). Nesse contexto, os hemisférios esquerdo e direito teriam inicialmente se
diferenciado para controlar comportamentos motivados for fatores intrinsecos (top-down
control) ou extrinsecos (bottom-up control), respectivamente (MACNEILAGE e cols.,
2009). A partir dai, a necessidade diaria de comunicagao e de realizar tarefas que
exigem maior destreza manual teriam contribuido para o surgimento da lateralizagdo da
linguagem e da preferéncia manual no hemisfério esquerdo. O lado direito teria evoluido
para a deteccdo e o reconhecimento rapido de predadores e membros da prépria
espécie, contribuindo para o surgimento das respostas emocionais (MACNEILAGE e
cols., 2009).

No homem, a percepcao e producdo de emogdes sdo processos amplamente
aceitos como estando lateralizados no cérebro, apesar de ainda ndo haver um consenso
sobre qual hemisfério que domina. Por exemplo, varios estudos observaram um maior
nivel de acerto e/ou uma menor laténcia de resposta em tarefas de reconhecimento de
expressdes faciais, independente da valéncia emocional, quando o estimulo foi
apresentado no campo visual esquerdo e assim processado pelo hemisfério direito
(revisado em BOROD e cols., 1997). Por outro lado, uma maior severidade no quadro
de depressao foi relatada em pacientes com lesbes no hemisfério esquerdo
(GOLDSTEIN, 1939). JANSARI e cols. (2000) verificaram ainda uma melhor
discriminagao de expressoes faciais negativas pelo hemisfério direito e de expressdes
positivas pelo hemisfério esquerdo. Resultados contraditérios também sao observados

em termos da produgao de expressoes faciais (revisado em BOROD e cols., 1997).
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Estudos em primatas nao-humanos (PNH) também tem gerado dados
conflitantes. Em chimpanzés (Pan troglodytes; FERNANDEZ-CARRIBA e cols.,
2002a,b), macacos rhesus (Macaca mulatta; HAUSER, 1993; HAUSER e AKRE, 2001;
IFUNE e cols., 1984), macacos vervet (Cercopithecus aethiops; GIL-DA-COSTA e
HAUSER, 2006) e babuinos (Papio anubis; CASPERD e DUNBAR, 1996; WALLEZ e
VAUCLAIR, 2011), o lado esquerdo (rosto/ouvido) — e assim o hemisfério direito —
estava mais envolvido na deteccdo de estimulos e/ou produgao de expressdes faciais
emotivas. Entretanto, em algumas espécies, o hemisfério esquerdo é que foi dominante
na discriminagdo de vocalizagdes emotivas (HAUSER e ANDERSSON, 1994;
HEFFNER e HEFFNER, 1984; PETERSON e cols., 1978). Em micos (Callithrix jacchus),
a dominancia esquerda-direita na producdo de vocalizagcdes dependeu da valéncia
emocional que estava sendo expressa (i.e., medo vs. contato social; HOOK-COSTIGAN
e ROGERS, 1998).

O debate em torno de como o SNC esta organizado para processar emogdes se
estende ha algum tempo. Duas importantes hipoteses ja foram propostas referente a
atuacao dos dois hemisférios cerebrais nesse processo: 1) a do ‘hemisfério direito’ e 2)
a da ‘valéncia’. A primeira postula que o controle da percepg¢ao, do processamento e da
produgao de todas as emogdes esta localizado no hemisfério direito (GIANOTTI, 1972).
Essa foi a primeira hipotese que surgiu referente a lateralizagdo hemisférica das
emocoes, tendo sido baseada na analise de relatos das consequéncias negativas de
lesdes cerebrais sob as respostas emocionais de pacientes com danos cerebrais
(revisado em BOROD e cols., 1997).

Desde entdo, outros estudos tém fornecido evidéncias que corroboram a
hipétese do ‘hemisfério direito’. Independente da valéncia emocional, pacientes com
lesbes unilaterais no hemisfério direito, mas ndo no esquerdo, tiveram dificuldade em
identificar e discriminar expressoées faciais (ADOLPHS e cols., 1996; BOROD e cols.,
1998; BOWERS e cols., 1991) e frases emotivas (BLONDER e cols., 1991), assim como

emitir respostas emocionais durante uma entrevista (BLONDER e cols., 1993; ROSS,
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1981). A capacidade de identificar corretamente entonacdes de voz com valéncia
emocional, tanto positiva como negativa, também foi maior quando o som foi
apresentado no ouvido esquerdo/hemisfério direito de voluntarios sadios (ERHAN e
cols., 1998). Em pacientes com atrofia fronto-temporal mais pronunciada no lado direito
versus esquerdo, devido a um quadro de deméncia, também foram observadas maiores
alteracdes emocionais (revisado em GIANOTTI, 2012).

Em animais, apenas alguns estudos compararam sistematicamente a resposta
emocional para estimulos com valéncias positivas e negativas. Em chimpanzeés, a
discriminagdo (MORRIS e HOPKINS, 1993) e a produgdo de expressdes faciais
(FERNANDEZ-CARRIBA e cols., 2002a,b) foi mais pronunciada no lado esquerdo,
sugerindo uma possivel dominancia do hemisfério direito no controle das emocgdes.

A hipétese da ‘valéncia’, por sua vez, postula que ambos os hemisférios
cerebrais estariam envolvidos no controle das emocbes, mas cada um para uma
valéncia especifica. O lado esquerdo atuaria no caso de emocgdes positivas ou estimulos
que induzem aproximagao (approach), enquanto o direito atuaria no caso de emogdes
negativas ou estimulos que levam a evitagao/esquiva (avoidance ou withdrawal;
DAVIDSON, 1992). De fato, em humanos, expressoes faciais positivas (de alegria)
foram reconhecidas mais rapida e facilmente quando estavam no campo visual
direito/hemisfério esquerdo e as de faces negativas (de tristeza) quando no campo
visual esquerdo/hemisfério direito (BOROD e cols., 1986; JANSARI e cols., 2000;
NATALE e cols., 1983; REUTER-LORENZ e DAVIDSON, 1981). Pacientes com lesbes
unilaterais no hemisfério esquerdo apresentaram maior incidéncia de depressao,
enquanto naqueles com danos restritos ao lado direito foram vistos quadros de crises
de riso (GOLDSTEIN, 1939; SACKEIM e cols., 1982).

Estudos realizados em diferentes animais apresentam dados que também
parecem corroborar com a hipdtese da ‘valéncia’. Em roedores, apenas lesdes
unilaterais de estruturas no hemisfério direito (p.ex., cértex pré-frontal, amigdala)
alteraram respostas comportamentais, enddcrinas e autonémicas em diferentes tarefas
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que induzem estresse e ansiedade (revisado em SULLIVAN, 2004). Além disso, a
atividade neural de chimpanzés apds a apresentacdo de videos com conteudos
positivos, negativos e neutros diferiu entre os dois hemisférios (PARR e HOPKINS,
2000). Nessa mesma espécie, a mao esquerda/hemisfério direito foi usado mais vezes
para cogar durante um evento estressante (HOPKINS, 2006), enquanto que em outras
espécies os individuos com uma preferéncia manual direita (i.e., ativagdo hemisférica
esquerda) tiveram uma menor laténcia para explorar objetos no ambiente (i.e.,
comportamento de aproximacio; micos: BRACCINI e CAINE, 2009; CAMERON e
ROGERS, 1999; chimpanzés: HOPKINS e BENNETT, 1994). Segundo ROGERS
(2009), a preferéncia manual pode ser empregada como um indice indireto de
dominancia do hemisfério contralateral. Ademais, em babuinos, o hemisfério direto
estava mais ativo durante conflitos entre co-especificos presente no campo visual
esquerdo (CASPERD e DUNBAR, 1996). Em macacos rhesus, KALIN e cols. (1998,
2000) observaram uma correlagdo positiva entre a ativagdo do hemisfério direito e a
resposta de medo e de liberagao de cortisol em condi¢gdes basais, e quando diante de
uma situagao aversiva.

Assim, o hemisfério dominante para o processamento emocional permanece
incerto. KILLGORE e YURGELUN-TODD (2007) afirmaram que € possivel que as duas
hipoteses possam ocorrer, uma vez que processos cognitivos também s&o capazes de
influenciar a percepgao e a resposta a estimulos positivos e negativos. Portanto, pode
haver uma complementaridade hemisférica na execugéo de algumas determinadas
tarefas que envolvam simultaneamente aspectos cognitivos e emocionais (BEEMAN e
cols., 2000).

No entanto, é importante ressaltar que aspectos metodolégicos também podem
estar contribuindo para as discrepancias indicadas acima. Varias abordagens, métodos
e instrumentos vem sendo usados no estudo da lateralizagdo hemisférica, conforme

apresentado resumidamente a seguir.
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1.3. Abordagens metodoldgicas para o estudo da lateralizagao hemisférica

Diferentes abordagens experimentais podem se empregadas para o estudo da
lateralizacdo hemisférica, variando desde protocolos simples e rapidos, até
procedimentos caros e complexos. De uma forma geral, os trabalhos ja publicados tém
usado uma abordagem mais anatémica, eletrofisiolégica e/ou comportamental. Essa
diversidade, e o fato de que alguns procedimentos poderem recrutar circuitos neurais
em ambos os hemisférios, podem dificultar a interpretagao dos resultados obtidos.

Inicialmente os estudos sobre a lateralizacdo hemisférica tiveram uma
abordagem exclusivamente neuroanatémica. Identificava-se, por exemplo, déficits ou
perda de fungbes especificas em animais experimentais e em pacientes humanos que
sofreram algum tipo de lesao cerebral unilateral (SABBATINI, 2003). Nesses pacientes,
porém, o tipo e a extensao da lesdo podem variar significativamente, que por sua vez
leva a déficits inconsistentes e resultados inconclusivos.

Outra abordagem neuroanatémica utilizada para investigar fungbes especificas
dos hemisférios esquerdo e direito é a de avaliar pacientes submetidos a transeccéo do
corpo caloso (split-brain) para o tratamento cirurgico de determinados tipos de epilepsia
(p-ex., DERENZI e SPINNLER, 1966; LEVY e TREVARTHEN, 1976). No entanto, esses
estudos também revelaram ser insuficientes e inconclusivos, visto que nem sempre ha
uma boa extrapolagdo para individuos clinicamente normais. De fato, os dois
hemisférios se conectam em outros pontos além do corpo caloso (p.ex., aderéncia
intertaldamica, comissura hipocampal).

Novos tipos de estudos neuroanatémicos se tornaram possiveis com o
surgimento das tecnologias de neuroimagem, incluindo, por exemplo, a tomografia por
emissado de positrons (PET) e a ressonancia magnética funcional (RMf). A primeira
consiste na administragédo de glicose marcada com um elemento radioativo (p.ex.,
oxigénio ou fluor). Locais especificos do SNC com maior atividade neuronal terdo um
consumo de glicose mais elevado e por consequéncia uma maior densidade do

elemento radioativo, fornecendo assim informagbes mais detalhadas sobre a
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funcionalidade de diferentes regides cerebrais (ROBILOTTA, 2006). A RMf também
detecta modificagdes no fluxo sanguineo regional induzidas por padrdes distintos de
atividade neuronal em diferentes areas do cérebro. Contudo, aqui a imagem é obtida via
aplicagao de campos magnéticos associados a pulsos de radiofrequéncia para detectar
diferencas na quantidade de oxigénio presente no sangue (blood-oxygen-level
dependent contrast). Areas mais ativas contem mais sangue oxigenado e que é mais
resistente a um campo magnético, comparado a areas menos ativas com sangue menos
oxigenado e assim mais susceptivel ao campo magnético (ROBILOTTA, 2006).
Portanto, pode-se detectar essa diferenga no fluxo sanguineo e assim inferir, com alta
resolucao espacial, o nivel de atividade dos neurdnios (ROSEN e cols., 1998). No
entanto, a utilizagdo da RMf em animais € um pouco limitada, uma vez que os sujeitos
muitas vezes precisam estar sedados para realizacdo do procedimento. Tal fato diminui
a possibilidade de realizar testes experimentais em que os sujeitos precisam estar
acordados e se comportando (p.ex., estudos sobre memaria).

Uma outra possivel abordagem metodologica para o estudo da lateralizagdo
hemisférica consiste no registro por eletroencefalograma (EEG). Com essa técnica se
registra, essencialmente, flutuagdes na atividade ibnica de neurdnios nas camadas mais
corticais, detectadas a partir de eletrodos colocados em contato com pontos pré-
definidos na cabeca (NIEDERMEYER e DA SILVA, 2004). O EEG possui uma certa
limitacdo em termos de resolucao espacial, fato que na verdade nao limita a técnica
para estudos de lateralizagdo hemisférica e continua a ser uma valiosa ferramenta de
investigagdo e diagnostico clinico. No entanto, seu uso tem diminuido com o advento
das técnicas de neuroimagem citadas acima que possuem uma melhor resolucdo
espacial (NIEDERMEYER e DA SILVA, 2004).

As abordagens comportamentais tiveram inicio principalmente com o
desenvolvimento do teste do Campo Visual Dividido (divided visual field technique).
Nesse procedimento, um determinado estimulo é exposto a apenas um campo visual

(BROADBENT, 1958) ou ouvido do sujeito (TREISMAN, 1960, 1964a,b), o que levara
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entdo ao processamento do mesmo apenas pelo hemisfério contralateral devido ao
cruzamento da fibras sensoriais, conforme explicado acima.

Outro procedimento que surgiu mais recentemente diz respeito ao estudo da
preferéncia manual. Nesse teste, avalia-se a utilizagcdo predominante de uma das
maos/patas (e seu processamento preferencial pelo hemisfério contralateral) para a
execucgao de diferentes tipos de tarefas manuais (FAGOT e VAUCLAIR, 1991). Assim,
sugere-se ter um indicador de lateralizacdo hemisférica (HOOK-COSTIGAN e
ROGERS, 1995).

Em geral, as técnicas de neuroimagem e de EEG possuem alto custo
operacional e para sua aquisi¢do, requerem tempo para serem realizadas e ndo sao
facilmente empregadas em situagdes reais do cotidiano. Alguns estudos recentes tem
sugerido o uso da termometria timpanica para avaliar a lateralizagdo de fungdes
cognitivas e emocionais mediante a realizagdo de testes comportamentais (PARR e
HOPKINS, 2000; TOMAZ e cols., 2003). Essa técnica foi empregada no presente estudo

e assim sera abordada em mais detalhe a seguir.

1.4. Temperatura da membrana timpanica

A termometria timpanica € uma técnica n&o-invasiva para detecgao da
temperatura da membrana timpanica (TMT) por uso de um termémetro auricular
infravermelho. Em humanos, essa técnica teve inicio na area médica com o objetivo de
auxiliar o diagnostico de doengas vasculares, inflamagdes, tumores e disturbios
metabdlicos, bem como anormalidades da temperatura central (ACHARYA e cols.,
2010; ANBAR,1998; LEVY e cols., 2010; SOULEN e cols., 1972). Contudo, ainda € um
procedimento pouco utilizado na rotina clinica, tanto da medicina humana, como
veterinaria (BERGEN e KENNEDY, 2000; PEREIRA e BARROS, 2015; ROBINSON e
cols., 1998; STAVEM e cols., 2000). Sua aplicabilidade para detectar e inferir mudangas
na atividade cerebral, em nivel hemisférico, foi inicialmente demonstrado por MEINERS
e DABBS (1977).
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O canal auditivo divide-se em trés porgdes: o ouvido externo, o ouvido médio e
o ouvido interno. O timpano € uma membrana fina localizada no final do ouvido externo,
separando essa porgcido do ouvido médio. Tem como principal fungdo a conversao e
amplificagao de vibragbes detectadas no ar para um fluido, contribuindo para o processo
de audi¢cdo. A membrana timpanica contém vasos sanguineos finos advindos de ramos
das artérias carétidas interna e externa (GRAY, 1991).

Considerando suas caracteristicas anatdmicas e perfusao sanguinea, a TMT
parece refletir mudangas no fluxo sanguineo das artérias carétidas, que por sua vez tem
uma correlagao positiva com variagdes ipsilaterais no fluxo sanguineo cerebral e a
temperatura do SNC gerada pela atividade neuronal (CHU e cols., 2000; GUR e cols.,
1994; SCHUMAN e cols., 1999). De fato, sabe-se que a ativagdo dos neurdnios gera
calor como subproduto do uso de energia. O calor produzido pode entédo ser dissipado
pelo cranio, mas a principal forma parece ser via trocas com a circulagédo sanguinea
(GUR e cols., 1994). Portanto, a medida que a atividade cerebral aumenta, ha uma
maior produgao de calor e consequente elevagao no fluxo sanguineo das caroétidas para
o hemisfério ativo, o que leva a um resfriamento da TMT no mesmo lado (SWIFT, 1991).
A TMT parece entdo ser capaz de indicar uma lateralizagdo na ativacdo neuronal em
nivel hemisférico (BOYCE e cols., 1996; CHERBUIN e BRINKMAN, 2004; SWIFT,
1991).

Estudos em humanos tem demonstrado que a realizagao de tarefas que induzem
uma maior ativagdo de um dos hemisférios cerebrais leva a uma reducao ipsilateral na
TMT. Em criangas e/ou adultos, padrdes comportamentais negativos e de cautela foram
correlacionados a valores mais elevados da TMT direita, enquanto um padrdo positivo
e impulsivo estava relacionado a uma TMT mais elevada no lado esquerdo (BOYCE e
cols., 2002; HELTON, 2010). Em tarefas cognitivas realizadas em voluntarios sadios
também foi demonstrado que a TMT diminuiu no ouvido esquerdo com a ativacdo do
hemisfério ipsilateral induzida por tarefas verbais (CHERBUIN e BRINKMAN, 2004,
2007; MEINERS e DABBS, 1977). Em humanos também ja foram vistas assimetrias na
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TMT quando ha preferéncias por processamento sensorial no lado direito ou esquerdo
(JACKSON, 2011) e nas respostas ao estresse (BOYCE e cols., 1996) e a estimulos
emocionais (HELTON e cols., 2009; PROPPER e cols., 2010, 2013).

O uso da TMT em PNH tem demonstrado resultados similares aos vistos em
humanos. Em chimpanzés, a TMT esquerda e direita se mostrou mais fria durante
tarefas verbais e espaciais, respectivamente (HOPKINS e FOWLER, 1998). Em
calitriquideos confrontados com um experimentador humano, a TMT de cada lado
também diferiu, indicando que o lado direito teve uma ativagao mais significativa que o
esquerdo (TOMAZ e cols., 2003). Contudo, PARR e HOPKINS (2000) avaliaram a TMT
de chimpanzés vendo videos retratando eventos negativos, positivos ou neutros, e
relataram um aumento no lado direito durante a situagdo com valéncia negativa. Em
macacos rhesus, a TMT direita foi 0,6°C inferior a que foi obtida no lado esquerdo
(BOYCE e cols., 1996), assim como em micos-estrela houve uma diferenca de 0,3°C
em termos dos valores vistos nos ouvidos direito e esquerdo em resposta ao estresse
de captura (TOMAZ e cols., 2003).

Em conjunto, esses estudos sugerem que, ao se comparar a TMT detectada nos
ouvidos direito e esquerdo é possivel avaliar diferencas funcionais entre os hemisférios
cerebrais (SCHUMAN e cols., 1999). Contudo, a afericao da TMT com termdmetro
infravermelho apresenta algumas desvantagens. Se empregada de forma inadequada
a técnica pode afetar a medida, sendo contraindicado para sujeitos com fraturas na
regido maxilolofacial, na base do cranio ou otorragias (PRANSKY, 1991). Além disso,
em varias espécies de animais ainda ndo ha um procedimento padrdo para sua
obtengao. O valor real pode sofrer influéncia da temperatura do ambiente e o cerimen
pode gerar medidas incorretas. Ainda, a imobilizagdo cervical em determinadas
espécies dificulta a realizacdo do procedimento.

Apesar disso, a aferigdo da TMT € um método n&o-invasivo e assim néo oferece
riscos de lesdes traumaticas ou por repeticdo. Em PNH, parece ser uma ferramenta de

rapida execugéao, de baixo custo, e com alto grau de seguranga e confiabilidade para se
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determinar em tempo real a atividade neuronal em nivel hemisférico (PARR E

HOPKINS, 2000; TOMAZ e cols., 2003).

1.5. Medo, ansiedade e resposta ao estresse

Muitas situagdes cotidianas podem causar medo ou ansiedade. Em mamiferos,
particularmente, essas respostas contribuem para o comportamento de defesa contra
diferentes tipos de ameacgas (KIM e GORMAN, 2005).

A ansiedade, em particular, é vista como uma resposta emocional normal e
adaptativa, tendo como fungéao geral detectar e reagir de forma adaptativa a um possivel
perigo ou ameaga no ambiente (MIGUEL e cols., 2011). Assim, é caracterizada como
uma resposta mais vaga/difusa e prolongada, gerada pela expectativa ou antecipagao
a um evento adverso (DALGALARRONDO, 2008; RODGERS e cols., 1997). Ela atua
no sentido de estimular o organismo a tomar medidas necessarias para impedir a
ameaca ou, no minimo, reduzir suas consequéncias (BRANDAO, 2001). No homem, é
definida, em geral, como um estado emocional desagradavel de apreensao em relagéo
ao futuro e de inquietagdo. Inclui manifestagdes autondmicas (p.ex., cefaléia, dispnéia,
taquicardia, tremores, vertigem, sudorese, nausea e diarréia) e psicologicas (p.ex.,
inquietacao interna, insegurancga, irritabilidade e dificuldade para se concentrar;
SADOCK e SADOCK, 2010).

O medo, embora seja uma resposta emocional semelhante a ansiedade, parece
estar mais relacionado a uma ameaca externa advinda de um evento ou objeto pontual,
seja esse real/concreto ou ndo (LEDOUX, 1996, 1998). Assim, configura como uma
resposta emocional frente a uma condigdo subita e especifica que representa perigo,
mas que atua de forma transitéria.

Porém, vale destacar que o medo e a ansiedade tém uma relacdo importante,
pois ambos participam da resposta a uma situacdo que ameaga a integridade do
organismo, objetivando colocar o individuo em seguranga (LEDOUX, 2001). O medo e
a ansiedade constituem, portanto, uma forma normal de adverténcia sobre danos
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fisicos, dor, punigbes, separagéo social, entre outras situagées (STANFORD e cols.,
2000). Assim, no presente trabalho, ndo sera feita uma distingédo formal entre essas
duas respostas.

Para DARWIN (1872), MCNAUGHTON (1997) e NESSE (1999), o
medo/ansiedade tem um papel adaptativo incontestavel, tendo sido selecionado e
modificado ao longo do tempo por processos de selegao natural. Contudo, sabe-se
também que essas respostas variam ao longo da vida do individuo, de acordo com o
modo que uma mesma situagado €& detectada e interpretada, e assim podem ser
alteradas ao longo de diferentes pontos do desenvolvimento (MIGUEL e cols., 2011). A
resposta apresentada pode ainda ser especifica para a situagao e/ou ser uma reacéo
mais geral (WEITEN, 2008), variando inclusive entre os individuos, visto que depende
da forma com que os mesmos captam, processam e armazenam tais informagdes
(MIGUEL e cols., 2011).

De acordo com WEITEN (2008), as respostas de medo/ansiedade possuem trés
grandes componentes: psicologico-cognitivo, comportamental e fisiolégico. Em termos
psicologicos e cognitivos, faz-se uma avaliagéo da situagéo ou do estimulo, os quais
podem ou ndo ser comparados a experiéncias previamente vividas, gerando respostas
automaticalinatas ou flexiveis/aprendidas, respectivamente (STARFORD e cols., 2000).
Aqui, diferentes aspectos referentes a situacido sdo captados em nivel dos diferentes
sistemas sensoriais € em seguida processados no SNC. Avalia-se os contextos
espacial, temporal e emotivo, para uma melhor organizagao da resposta (LABRADOR
e CRESPO, 1994).

Em linhas gerais, as respostas comportamentais em mamiferos podem ser de
avaliacdo de risco (monitoramento/vigilancia), enfrentamento (ataque defensivo),
evitagao (fuga) e imobilidade (congelamento), as ultimas duas a depender da existéncia
ou nao de rotas de fuga (LABRADOR e CRESPO, 1994). Em termos da resposta
fisioldgica, frequentemente ocorre ativagéo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA)
que resulta na liberacdo de cortisol, além de aumento da sudorese e alteragdes
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cardiovasculares, respiratorias e gastrointestinais (BEAR e cols., 2006; SADOCK e
SADOCK, 2010).

Para uma rapida e correta avaliagdo dos diferentes tipos de estimulos
emocionais captados do ambiente, € necessario um processamento complexo por
diferentes estruturas neurais, como a amigdala e o sistema septo-hipocampal. Essas,
de uma forma geral, permitem comparar informagdes obtidas no ambiente com aquelas
ja armazenadas em diferentes locais do SNC e planos de agéo gerados pelo cortex pré-
frontal (RIBEIRO, 2000).

A amigdala, mais especificamente, ndo apenas detecta e organiza respostas as
ameacgas naturais, como também pode ser o centro de aprendizado associativo de
novas ameagas (condicionamento classico; LEDOUX, 1996). De acordo com TOMAZ e
cols. (1993), a amigdala permite relacionar aspectos emocionais e cognitivos, e em
havendo uma discrepancia entre essas informagdes, gera-se uma inibigao
comportamental. A amigdala também possui conexdes com outras areas cerebrais,
como o hipotalamo e regides do tronco encefalico, resultando em respostas enddcrinas,
autondmicas e comportamentais (LEDOUX, 1998).

O hipotalamo é uma pequena massa de substancia cinzenta agrupada em
nucleos, localizada no diencéfalo, e que possui ampla e complexas conexdes recebendo
projecdes do sistema limbico (amigdala, hipocampo, cortex pré-frontal, matéria cinzenta
periaquedutal) e da hipdfise (STANFORD e cols., 2000; MACHADO, 2006). No
medo/ansiedade, essa estrutura coordena as respostas neuroenddcrinas, atuando via
ativagdo do eixo HPA (GRAEFF, 1996; KIM e GORMAN 2005; MACHADO, 2006;
STANFORD e cols., 2000). Inclusive, de acordo com VANITALLIE (2002), a elevagao
cronica do cortisol pode interferir com a atividade do hipocampo, produzindo alteragdes
na memoria.

O hipocampo, localizado no lobo temporal medial, possui um importante papel
na memoria e no comportamento (aprendido) (GAZZANIGA, 2006), incluindo as
respostas de medo/ansiedade. Recebe informagdes de diversas areas do cérebro
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(p.ex., outras areas corticais e estruturas do tronco encefalico), o que Ihe permite
“conferir/comparar” informagdes sensoriais provenientes dos sistemas sensoriais com
informagdes ja armazenadas. Quando ha coeréncia entre as informagdes recebidas e
armazenadas, as atividades comportamentais seguem seu curso normal. Entretanto,
quando ocorre alguma incompatibilidade entre os eventos ambientais e 0 que esta
armazenado, o hipocampo pode vir a gerar uma inibicdo comportamental,
acompanhada de um aumento na atencdo e vigilancia em direcdo a estimulos
potencialmente perigosos (GRAY, 2000).

O medo/ansiedade variam tanto em termos quantitativos, como qualitativos
(STANFORD e cols., 2000). Uma preocupacgao diaria persistente é diferente de uma
expectativa a um de episodios agudos de medo intenso. Essas repostas podem ser
consideradas normais quando em condi¢des apropriadas, porém, em varios momentos
podem vir a ser consideradas anormais.

De fato, para alguns individuos, o medo/ansiedade ocorrem em momentos
indevidos e/ou de forma exacerbada, adquirindo caracteristicas de uma resposta mais
patologica, e assim possivelmente necessitam de uma intervengao terapéutica. Neste
caso, a resposta emocional torna-se inadequada ao estimulo em virtude de sua
intensidade e/ou duragdo. Essas distorgdes podem prejudicar a resposta apropriada,
como também interferir no aprendizado por diminuir a atengéo e prejudicar a capacidade
de memoria (BRANDAO, 2001).

Os transtornos mentais associados a ansiedade sado classificados
essencialmente com base nos sintomas apresentados, além da intensidade e duracao
dos mesmos. Podem também afetar diferentes estruturas do SNC e fungdes especificas
relacionadas ao medo/ansiedade (KIM e GORMAN, 2005; STANFORD e cols., 2000).
Assim, ha varias patologias ja descritas, como: ansiedade generalizada, panico, fobias
e estresse pos-traumatico (DSM-V, 2013). Seu diagndstico tem sido feito em individuos
de diferentes faixas etarias, incluindo criangas, sendo que alguns tipos (p.ex., ansiedade
generalizada) ocorre mais frequentemente em mulheres do que homens. Segundo
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VORKAPIC e RANGE (2011), os transtornos de ansiedade estdo cada vez mais
frequentes na populagéo adulta em geral e vem crescendo entre os diferentes tipos de
transtornos mentais, com prevaléncias estimadas em 12,5% ao longo da vida e

crescimento de 7,6% ao ano.

1.6. Testes em animais para o estudo do medo/ansiedade e estresse

Um modelo experimental € uma representacdo de um fendmeno real e
complexo, geralmente em uma forma mais simples. A partir dessa perspectiva, torna-se
possivel simular o fendmeno, ainda pouco conhecido, por meio de sistemas mais
estabelecidos. Possui assim grande valor heuristico, uma vez que permite testar
hipoteses a partir de um conjunto de conhecimentos produzido acerca dessa realidade.
O avango na compressao de um fendmeno complexo realmente pode se dar por meio
de pequenos passos, tendo sempre em suas primeiras etapas a simulagédo do fenémeno
em condigbes mais simples (CRUZ e cols., 2012).

De fato, a elucidagdo da existéncia de diversos comportamentos, regides
cerebrais e vias neurotransmissoras associados as respostas de medo/ansiedade foi
em grande parte auxiliada pela realizagdo de estudos em animais. Tal abordagem
baseia-se essencialmente na manipulagao experimental de estimulos ansiogénicos e/ou
estressantes e na analise do repertorio comportamental e das respostas fisiolégicas
resultantes (GILBERT, 1996; HALL, 1994).

Modelos animais fundamentados principalmente em reacdes de defesa frente a
estimulos ou situagbes (naturalmente) aversivas passaram a ocupar um lugar de
destaque no estudo da ansiedade (BLANCHARD e BLANCHARD, 1998). Entre alguns
dos testes empregados atualmente em roedores, por exemplo, estdo o campo aberto, o
labirinto em cruz elevado, o estresse de predagdo e a interagio/isolamento social
(CRUZ e cols., 2012). Esse dultimo configura uma importante fonte de estresse
psicossocial. Como o protocolo experimental desses testes ndo requer treinamento

prévio, em se tratando de estimulos naturalmente aversivos, sugere-se que os aspectos
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neurobiolégicos e os efeitos de manipulagbes farmacolégicas das respostas
comportamentais e fisioldgicas se confundem menos com os de outras fungdes (p.ex.,
aprendizagem e memoria; STANFORD, 2000). Além disso, as respostas ativadas em
decorréncia desses estimulos ansiogénicos sdo utilizadas como indicadores para se
inferir um estado de ansiedade e geralmente apresentam grande potencial de
correspondéncia com as reagoes vistas no homem (TREIT, 1985).

Contudo, outros estimulos também podem ser usados para gerar respostas de
medo/ansiedade e/ou estresse em animais. Nesse sentido, aspectos mais relacionados
ao ambiente fisico ja foram avaliados, a exemplo da exposigéo ao frio. Além disso, ha o
choque elétrico nos membros/patas, a privacao de alimento e a contencgao fisica ou
quimica (revisado em CRUZ e cols., 2012). Alguns protocolos estao baseados ainda em
respostas condicionadas, envolvendo mecanismos de aprendizado e memodbria
associativa (p.ex., condicionamento aversivo). Nesses testes, o sujeito € treinado a
associar um estimulo inicialmente neutro (p.ex., som, luz ou contexto) com um outro que
€ naturalmente aversivo (p.ex., choque elétrico), fazendo com que o primeiro passe
agora a também induzir uma resposta emocional negativa (TORRES, 2010).

Varios animais tém sido empregados no estudo do medo/ansiedade, incluindo
roedores e PNH (revisado em CRUZ e cols., 2012). Historicamente, o foco tem sido em
ratos e camundongos. Mas, para minimizar possiveis dificuldades translacionais entre
roedores e humanos, o uso de PNH tem aumentado nos ultimos anos (p.ex., DAM e
DEYN, 2014). A proximidade filogenética desses animais com o homem possibilita uma
extrapolagdo mais fidedigna para humanos dos dados encontrados em experimentos
realizados com esses animais (BONTROP, 2001).

Em PNH, varios procedimentos empregando tanto respostas condicionadas
(p-ex., choque ou puff de ar nos olhos; ROWLETT e cols., 2005), como respostas inatas
ja foram validados. Nesse sentido, pode-se citar a ameaga humana (CAREY e cols.,
1992), o confronto com predador (BARROS e cols., 2000), a interagao social (CILIA e
PIPER, 1997) e a exposi¢cao a ambientes novos (CAGNI e cols., 2012).
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Os testes de Ameaga Humana e de Confronto com Predador sdo procedimentos
que se baseiam na interagao presa-predador como fonte indutora de medo/ansiedade,
uma vez que esses animais sdo exclusivamente dependentes de estratégias
comportamentais para se defenderem de predadores (BARROS e cols., 2004). O teste
de Ameaca Humana foi inicialmente desenvolvido e validado no género Callithrix por
COSTALL e cols. (1998). Baseia-se no fato da presenga de um observador humano ser
capaz de induzir respostas associadas ao medo/ansiedade. Contudo, a influéncia da
domesticagéo de animais cativos pode levar a uma habituagéo ao estimulo (homem),
que por sua vez reduz o numero de comportamentos indicativos. Aponta-se também
para o fato do repertorio comportamental especifico ndo ter sido evolutivamente
selecionado, visto que o homem ndo é um predador natural desses animais (BARROS
e TOMAZ, 2002).

Por outro lado, o teste de Confronto com Predador consiste em expor o animal
a um predador taxidermizado (BARROS e cols., 2000). Um confronto agudo gera uma
menor proximidade ao estimulo, assim como eleva os niveis de vigilancia, locomog¢ao
e/ou vocalizagao de alarme (BARROS e cols., 2004) — comportamentos caracteristicos
de uma exposicdo a um predador. A resposta induzida nesse teste parece ser melhor
quando o confronto ocorre em um local familiar (viveiro de moradia) e durante um curto
intervalo de tempo (5 min) (CAGNI, 2008), se assemelhando as condigbes onde tais
encontros ocorrem na natureza (FERRARI e FERRARI LOPES, 1990). Exposi¢des
repetidas podem levar a um efeito de habituagdo que varia entre as diferentes respostas
apresentadas (BARROS e cols., 2004).

PNH também apresentam padrdes de interagao social variados. Dependendo da
espécie, demonstram desde uma preferéncia pela formagéo de pares monogamicos,
até a poligamia (EDGAR, 2014). Essa flexibilizacdo na estrutura social pode até ter
contribuido para a ocupagéo de diferentes nichos ecoldgicos (p.ex., florestas, caatinga,
cerrado, savanas; WILLIAMS e BERNSTEIN, 1995), possibilitado que grupos de PNH

reajam de forma altamente articulada a desafios ambientais (KUMMER, 1971). Nesses
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animais, a depender da espécie, tanto o isolamento social (p.ex., SMITH e cols., 1998),
como a interagao entre individuos (TAYLOR e cols., 2014), aplicados de forma aguda
ou crbnica, podem induzir respostas de estresse (aumento de cortisol) e ansiedade
(aumento na locomogéo). Para o isolamento social, os animais sao privados de contato
visual, tatil, auditivo e/ou olfativo com o seu parceiro/grupo. No teste de interagao social,
também conhecido com confronto com co-especifico, animais do mesmo ou do sexo
oposto sdo colocados juntos durante um determinado periodo.

No entanto, testes de isolamento/interagao social podem gerar respostas
diferentes do esperado, considerando questdes inerentemente impostas pelo ambiente
de cativeiro. Nessas condi¢des, PNH podem ter limitadas possibilidades de interagao
e/ou mais tempo livre do que normalmente teriam para se relacionarem visto que a
obtengao de alimento é facilitada e o risco de predagao é reduzido (RAPCHAN, 2010).
Mas, isso também pode configurar em uma vantagem ao permitir a analise controlada
e isolada do fator social sob o0 medo/ansiedade e estresse (BEZERRA, 2016).

Em alguns procedimentos ja foi demonstrando que a exposi¢ao a um ambiente
fisico até entdo desconhecido também gera respostas de medo/ansiedade e estresse
em PNH. Durante um evento desse tipo, calitiriquideos se locomovem mais e emitem
mais vocalizagdes de contato, havendo uma maior ativacédo do eixo HPA e liberacéo de
cortisol (DETTLING, 2002; FRENCH e cols., 2007; GERBER e cols., 2002; NORCROSS
e NEWMAN, 1999; RUKSTALIS e FRENCH, 2005; SMITH e cols., 1998). Segundo
BARROS e cols. (2012), ambientes novos podem demandar maiores niveis de
monitoramento visual por potencialmente representar uma situagdo com maior risco de
predacao e menor possibilidade de se conhecer as rotas de fuga. Uma exposi¢ao

repetida ao ambiente em questao gera um efeito de habituagédo (BARROS e cols., 2004).

1.7. Calitriquideos como modelos animais
Diferentes estudos tém demonstrado similaridades entre humanos e individuos

do género Callithrix em termos de respostas comportamentais e fisiolégicas ao estresse
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social, tais como separagao mae-filhote (PRYCE e cols., 2004; 2005), separagao do par
heterossexual (JOHNSON e cols., 1996; LEAO, 2001; NORCROSS e NEWMAN, 1999)
e mudangas de ambiente (ROCHA, 2010). De fato, espécies desse grupo vivem em
grupos estaveis, podendo assumir diferentes sistemas sociais, como: monogamia,
poliginia e poliandria (ABBOTT e cols., 1993). Alguns — como no caso do mico-estrela —
vivem em grupos familiares estendidos de 3 a 15 individuos, incluindo um casal
reprodutor com descendentes e/ou familiares de diferentes faixas etarias (STEVENSON
e RYLANDS, 1988).

Calitriquideos também tem um elevado risco de serem predados, o que parece
ter exercido uma grande pressdo seletiva sobre o seu repertério comportamental
(CAINE, 1993; HART, 2007). Eles sao, na verdade, susceptiveis a uma grande
variedade de potenciais predadores, incluindo aves de rapina, serpentes e felinos
(EMMONS, 1987; HEYMANN, 1987, 1990).

Comparado a outros PNH, os calitriquideos tem baixo custo de manutengdo em
cativeiro, sao de facil manejo e apresentam uma alta taxa reprodutiva. Seu periodo
gestacional é de 147-180 dias, podendo nascer de 1-3 filhotes (até duas vezes ao ano),
com longevidade de 10-16 anos em cativeiro (NOWAK e PRADISO, 1983). Eles pesam
250-400 g e medem de 20-30 cm quando adultos.

Individuos do género Callithrix submetidos a um estressor modificam seu perfil
comportamental e também podem exibir respostas autonémicas e enddcrinas (p.ex.,
SOUSA e cols., 2002). Além disso, esses simios exibem similaridades anatémicas e
funcionais em regides do SNC envolvidas nas respostas ao medo/ansiedade e estresse
vistos no homem (HONESS e MARIN, 2006). Portanto, este PNH constitui um bom
modelo experimental para estudos sobre medo, ansiedade e estresse induzidos por
diferentes fatores, incluindo estresse psicossocial (NORCROSS e NEWMAN, 1999;
SOUSA e cols., 2002; GALVAO-COELHO e cols., 2008) e de predacdo (BARROS e

cols., 2003; CAGNI, 2008).
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O mico-estrela, em particular, € uma espécie de primata neotropical arboricola,
de pequeno porte e habitos diurnos, ndo-ameagado de extingdo e que se adapta
facilmente ao ambiente de cativeiro (STEVENSON e RYLANDS, 1988). Ele predomina
no bioma do Cerrado (RYLANDS, 2000). Apresentam tufos pré-auriculares longos e
negros e uma pelagem de coloragédo mista de cinza, preto e amarelo-avermelhado. Além
disso, exibem uma caracteristica mancha branca na testa em formato de estrela, de
onde se deu o seu nome popular (DE VIVO, 1991; AURICCHIO, 1995). Sdo animais
onivoros, exibindo uma estratégia generalista na obtengédo de recursos (RYLANDS e
FARIAS, 1993). Se alimentam de uma grande variedade de matéria vegetal
(exsudatos/goma, sementes, flores, frutos, néctar) e animal (artropodes, moluscos,
filhotes de aves e mamiferos, anfibios e pequenos répteis) (FERRARI e LOPES
FERRARI, 1989; VILELA e FARIA, 2002). Individuos dessa espécie tém sido
estabelecidos como sujeito experimental em investigacbes biomédicas,

comportamentais e neuropsicofarmacolégicas (BARROS e TOMAZ, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral comparar o padrdo de atividade

neuronal, em nivel hemisférico, em micos-estrela (Callithrix penicillata) adultos em

situagdes potencialmente estressantes e/ou ansiogénicas. Com o estabelecimento

desse padrao de atividade nos hemisférios cerebrais direito versus esquerdo, obtido via

a afericdo da TMT, visou-se entdo estabelecer uma possivel lateralizacdo hemisférica

para eventos aversivos nessa espécie de PNH.

2.2,

b)

d)

Objetivos especificos

Especificamente, esse trabalho se prop6s a:
determinar a TMT direita e esquerda de micos-estrela adultos antes e depois de
serem submetidos, de forma experimental, a diferentes situacbes aversivas, a
saber: (1) ameaga humana, (2) confronto com predador, (3) estresse de contengao,
(4) privagao alimentar, (5) isolamento social e (6) exposigdo a ambientes novos;
correlacionar as modificagdes na TMT com as respostas comportamentais e/ou os
niveis de cortisol circulante induzidos pelas diferentes condigbes aversivas
indicadas acima;
comparar a TMT esquerda versus direta nas diferentes condicbes avaliadas,
visando estabelecer uma possivel lateralizacdo hemisférica no processamento de
informagbes emocionais aversivas da espécie estudada;
comparar a forma com que os diferentes tipos de estimulos aversivos s&o
processados em nivel hemisférico; e
corroborar o uso da termometria da TMT como um potencial indicador indireto,
rapido, nao-invasivo e de baixo custo da ativagcdo neuronal em tempo real e em

nivel hemisférico em PNH.
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3. RELEVANCIA CIENTIFICA E ORIGINALIDADE

Os seguintes aspectos contribuem para evidenciar o mérito cientifico do

presente trabalho:

a)

transtornos da ansiedade sao altamente prevalentes na nossa sociedade,
acometendo ambos os géneros, diversas faixas etarias (incluindo criangas e
idosos) e niveis socio-econdmicos;

disturbios emocionais acarretam prejuizos significativos aos individuos
acometidos, envolvendo aspectos clinicos, familiares, sécio-econémicos, dentre
outros;

dada sua grande complexidade, os mecanismos neuroquimicos, as estruturas
anatdbmicas e as respostas fisioldgicas/comportamentais relacionadas ao
processamento de informagdes emocionais precisam ser melhor esclarecidos,
podendo assim facilitar o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
para o tratamento dos diferentes transtornos associados;

considerando a diversidade de respostas comportamentais, autonémicas e
hormonais relacionadas ao medo/ansiedade, faz-se necessario uma avaliagao
dos efeitos induzidos por diferentes fontes potencialmente ansiogénicas, uma vez
que cada tipo pode estar induzindo aspectos distintos, mas complementares, de
um mesmo fenédmeno;

varias fungbes neurais (como as emogdes) parecem ter uma lateralizagédo
hemisférica, a qual pode ser detectada via técnicas de EEG, PET scan e RMf,
porém vale ressaltar que tais técnicas sao de alto custo, requerem tempo para sua
realizagdo e nao podem ser medidas em situagcdes reais do cotidiano, sendo a
afericdo da TMT uma possivel alternativa barata, rapida, ndo-invasiva, segura e
confiavel;

estudos em animais permitem investigar elementos especificos de forma

controlada e sistematica, sendo que PNH possuem um papel impar, uma vez que,
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comparados a outras espécies de animais, geram dados mais translacionais para
a condicdo humana.

De fato, o presente estudo forneceu uma contribuicao inédita para elucidagao da
forma com que informagdes emocionais aversivas sdo processadas em nivel
hemisférico, haja vista que: (1) mensurou a atividade neuronal em uma espécie de PNH
submetida a diferentes eventos potencialmente estressantes e/ou ansiogénicos; (2)
correlacionou respostas comportamentais e/ou hormonais induzidas por diferentes tipos
de eventos ansiogénicos/aversivos com a atividade hemisférica em PNH de pequeno
porte, como o mico-estrela; (3) desenvolveu uma abordagem metodolégica ainda pouco
explorada para o estudo de ansiedade (i.e., afericdo da TMT) — um procedimento que
pode ser facilmente empregado em outros modelos animais e com grande potencial
translacional para seres humanos; e (4) corroborou o uso da aferigdo da TMT como uma
ferramenta experimental rapida, ndo-invasiva, de baixo custo, segura e confiavel para

indicar a atividade neuronal em tempo real e em nivel hemisférico em PNH.
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4. ASPECTOS METODOLOGICOS GERAIS
4.1. Aspectos éticos

Os procedimentos descritos abaixo foram aprovados pela Comissao de Etica no
Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (protocolo UnB no. 6/2017). Uma cépia
da declaragdo da CEUA encontra-se no Anexo 1. Os procedimentos seguiram a
regulamentagao brasileira para o uso cientifico de animais de laboratério (Lei Arouca
11.794/2008), bem como as diretrizes para o cuidado e uso de animais de laboratério
do CONCEA/Brasil e do NIH/EUA. Durante a realizagdo do trabalho houve um

acompanhamento permanente de todos os animais por médicos veterinarios.

4.2. Sujeitos e condigdes gerais de alojamento

Neste trabalho foram utilizados como sujeitos individuos adultos (>18 meses) da
espécie Callithrix penicillata, popularmente chamado de mico-estrela (Figura 4.1), com
peso minimo de 250 g. Todos os sujeitos foram mantidos em cativeiro e testados nas
dependéncias do Centro de Primatologia da UnB (CPUnB). Esse € um criadouro
cientifico para fins de pesquisa cientifica autorizado pelo IBAMA (no. registro:
1/53/1999/000006-2). Os micos que participaram do trabalho ja faziam parte do plantel

permanente, tendo sido repassados pelo IBAMA ou nascidos no préprio local.

Figura 4.1. Individuo adulto da espécie Callitrhix penicillata no Centro de Primatologia da Universidade de
Brasilia. Foto: Marilia Barros.
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Todos os micos adultos do CPUnB sdo implantados com um microchip de
radiofrequéncia (134 kHz) com capacidade de detecg¢do da temperatura e um codigo de
identificagdo composto por 15 digitos (BioThermo 985 LifeChip, Destron Fearing, South
St. Paul, EUA). Os microchips sdo implantados subcutaneamente entre as escapulas,
usando uma seringa descartavel estéril fornecida pelo fabricante. Este procedimento
nao requer anestesia e o microchip permanece no sujeito até o seu ébito, ndo sendo
reaproveitado. O uso de microchips permite que os sujeitos sejam rapida e precisamente
identificados, além da afericdo de sua temperatura subcutanea com o uso de um leitor
manual portatil. Os animais receberam os microchips pelo menos dois meses antes do
inicio dos experimentos descritos abaixo.

Todos os sujeitos foram mantidos de acordo com as condi¢des de alojamento e
manejo de calitriquideos do CPUnB. Esse centro esta localizado na Fazenda Agua
Limpa da UnB, uma area de preservacao ambiental, estando os viveiros que alojam os
animais circundados por mata de galeria. O Pavilhdo de Calitriquideos do CPUnB é
composto por dois corredores paralelos, de 12 viveiros/cada, separados por um corredor
central de seguranca (Figura 4.2). A disposicéo dos viveiros permite o contato acustico
e olfativo entre os animais, porém, impede o contato visual entre eles. O pavilhdo é
coberto por telha opaca, intercalada com telha de acrilico (translucida), situadas 50-100
cm acima da tela superior dos viveiros. Essa telha cobre todo o corredor central de
seguranga e 2/3 dos corredores de viveiros, ficando 1/3 dos viveiros descoberto. Desta
forma, os animais foram alojados em condigbes naturais de luminosidade, temperatura

e umidade.
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Os micos foram alojados aos pares ou grupos mistos/familiares de 3-4
individuos, em viveiros para calitriquideos do CPUnB. Cada viveiro,de 1 x2x2 m (L x
P x A), era formado por duas paredes laterais de concreto que separavam dois viveiros
adjacentes, e uma tela metalica que formava a parte da frente, de tras e de cima (Figura
4.2). O piso de cada viveiro, por sua vez, era de concreto lavavel. Cada viveiro foi
provido com: (1) uma caixa-ninho feita de bambu natural pendurada da tela superior; (2)
varios poleiros de madeira fixados em diferentes alturas; (3) um suporte metalico para
um recipiente contendo alimento fresco; (4) um cano de PVC pendurado da tela superior

contendo ragao seca; e (5) e um bebedouro.

Figura 4.2. Fotografias do Pavilhdo dos Calitriquideos do CPUnB. (a) Vista frontal, com a porta central de
acesso; (b) Vista interna, a partir do corredor central de seguranga e com a disposi¢édo dos dois corredores
paralelos de 12 viveiros; e (c, d) vistas externas laterais (fotos: Marilia Barros).

A dieta dos animais consistiu em frutas, legumes e verduras, acrescido de ovos
cozidos, sementes/nozes, larvas de tenébrio e/ou peito de frango e carne moida
cozidos. Esses alimentos frescos foram fornecidos diariamente as 07:00 h e as sobras
retiradas as 17:00 h. Além disso, agua e ragao para primatas estavam disponiveis ad

libitum. As condigbes descritas acima para o alojamento e a manutencédo dos animais

41



estdo de acordo com as normas e regulamentos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

4.3. Afericao e analise da temperatura da membrana timpanica (TMT)

A TMT esquerda e direita de cada sujeito foi aferida imediatamente antes e logo
ap6s cada sessdo experimental dos testes comportamentais descritos abaixo. Para
tanto, foi empregado um termdémetro auricular digital infravermelho clinico (IFR 100 Dual
Mode, Microlife, Brasil), cuja aplicabilidade para uso em pequenos primatas neotropicais
ja foi demonstrada (BOERE e cols., 2005; LONG e cols., 2011; PEREIRA e BARROS,
2016; TOMAZ e cols., 2003). O aparelho possui uma faixa de operagéo de 10 a 50°C,
uma sensibilidade de 0,1°C e uma precisao de +0,2°C (entre 32,0 — 42,2°C).

Ap6s a captura e contengdo manual do animal, a orelha do mico foi puxada
suavemente para tras e o termdmetro inserido no ouvido direito ou esquerdo, iniciando
a mensuragdo que levou aproximadamente 2 s. Foram realizadas de quatro a seis
afericbes, dependendo do experimento, em intervalos de 5 s: 2-3 no ouvido direito e 2-
3 no esquerdo. Essas medidas foram realizadas uma de cada vez, sempre alternando
o lado entre cada aferigdo, sendo que o primeiro lado a ser avaliado foi estabelecido de
forma aleatéria. Apenas a temperatura mais elevada foi registrada, visando assim
minimizar possiveis erros ao posicionar o termdémetro no ouvido. A TMT é mais elevada
que a temperatura dos demais tecidos ao redor (HEUSCH e cols., 2006). Apés o seu
uso, o termdémetro foi devidamente higienizado antes de ser empregado em um novo
sujeito.

Para minimizar a influéncia de possiveis diferencas interindividuais nos valores
iniciais basais da TMT (dados pré-teste), o valor observado antes do teste foi subtraido
da medida registrada apds o respectivo teste, gerando assim um escore de diferenga
(difference score). A = temperatura pos-teste — temperatura pré-teste (em graus
Celsius). Um valor positivo de A indica que a temperatura aumentou durante a sessao

experimental, enquanto um escore negativo revela que esse parametro diminuiu.
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5. ESTUDO 1: AMEACA HUMANA E CONFRONTO COM PREDADOR

5.1. Aspectos gerais

Este primeiro estudo teve como objetivo verificar se diferentes tipos de estimulos
aversivos sdo capazes de induzir uma resposta de estresse em micos-estrela adultos,
e se essa resposta é processada predominantemente por um dos hemisférios cerebrais.
Para tanto, comparou-se dois testes experimentais amplamente empregados em PNH,
e em micos em particular: Ameaga Humana e Confronto com Predador. Esses dois
testes foram brevemente discutidos na secdo 1.6. Em micos, esses dois protocolos
experimentais parecem refletir diferentes aspectos do estado emocional do animal:
respostas inatas versus respostas aprendidas (CAGNI e cols., 2009). Nesse sentido,
pode-se inferir que esses testes possam ser processados por mecanismos neurais
distintos. Apesar desse aspecto ainda nao ter sido investigado, ha relatos de que
manipulag¢des farmacoldgicas geram alteragdes comportamentais distintas em cada um
desses testes (CAGNI e cols., 2009).

Assim, no presente estudo, estabeleceu-se a TMT direita e esquerda dos sujeitos
antes e apos os testes de ansiedade de Ameaga Humana e Confronto com Predador,
correlacionando as mudancas observadas na TMT com as respostas comportamentais
e os niveis de cortisol observados ao final de cada teste.

Os resultados desse estudo ja foram publicados (Physiology and Behavior 195:

112-117, 2018; doi: 10.1016/j.physbeh.2018.07.027).

5.2. Procedimento experimental
5.2.1. Sujeitos

Foram utilizados 12 micos-estrela adultos (C. penicillata, seis machos, seis
fémeas), com idade entre 4,5-8,0 anos e pesando 360+12 g no inicio dos experimentos
(média + sem; variagédo: 325-455 g). Nenhuma fémea estava prenha no momento dos
procedimentos ou tinha tido filhotes recentemente. Os micos usados foram alojados aos
pares, sendo testados em seus proprios viveiros de moradia do CPUnB. Contudo, nesse
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experimento, somente um animal de cada viveiro foi utilizado como sujeito experimental,
sendo avaliado o seu comportamento, nivel de cortisol sanguineo e TMT. Apesar do
outro mico do viveiro também ter sido exposto ao procedimento descrito a seguir, ndo
foram registrados dados para esse animal.

Ademais, vale ressaltar que animais silvestres podem ser vistos nas
proximidades do CPUnB, embora felinos selvagens nunca foram vistos. Além disso,
somente pessoas envolvidas na rotina diaria de manejo e de pesquisa tiveram acesso

aos animais.

5.2.2. Afericao das temperaturas da membrana timpanica e subcutanea

As TMT direita e esquerda dos micos foram aferidas imediatamente antes e apds
o procedimento experimental descrito abaixo, conforme a metodologia descrita acima
na Segao 4.3. Para todos os sujeitos, foram realizadas quatro afericdes em cada uma
das etapas, em intervalos de 5 s: duas no ouvido esquerdo e duas no ouvido direito.

A leitura da temperatura subcutanea (TSC) também foi aferida apds o teste para
estabelecer se possiveis mudangas na TMT estavam relacionadas a um efeito geral na

temperatura corporal.

5.2.3. Coleta e analise dos dados comportamentais

Cada sujeito foi submetido a trés sessbes experimentais, realizadas em
intervalos de 15 dias (Figura 5.1). Em cada sesséo o mico foi confrontado com: (1) um
observador humano (teste de Ameaca Humana, AH); (2) um gato-do-mato
taxidermizado (Leopardus tigrinus; teste de Confronto com Predador, CP); ou (3)
nenhum estimulo aversivo (sesséo controle, CT). Esses estimulos aversivos ja foram
usados anteriormente para induzir medo e ansiedade nessa mesma espécie (BARROS
e cols., 2008; CAGNI e cols., 2009). Para cada sujeito, a sequéncia especifica das trés
sessodes foi estabelecida de forma aleatéria. Além disso, em cada dia de experimento,

os sujeitos foram testados seguindo uma ordem aleatdria, sendo que as sessdes foram
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realizadas entre as 12:00 e 16:30 h quando a temperatura corporal geral dos micos e o
padrao de atividade permanece constante (HETHERINGTON, 1978; HOFFMMANN e
cols., 2012).

Antes de iniciar cada sessao, uma cortina foi colocada no corredor central do
Pavilhdo dos Calitriquideos do CPUNB de forma a isolar a area em frente ao viveiro de
moradia do sujeito sendo testado, minimizando assim a possibilidade de que os animais
dos demais viveiros visualizassem os procedimentos sendo feitos. Contudo, ndo houve
um isolamento acustico ou olfativo. A cortina foi retirada ao final da sessao.

Independente do estimulo especifico que foi testado, cada sesséo foi dividida em
trés fases consecutivas, a saber: (1) afericao pré-teste da TMT, (2) confronto de 5 min,
e (3) afericao pos-teste da TMT (Figura 5.1). Em cada sessao o mico foi capturado em
seu viveiro de moradia, sendo entao aferida a sua TMT pré-teste, conforme o
procedimento descrito acima (Etapa 1). Em seguida, o animal foi colocado de volta em
seu viveiro de origem. O tempo necessario para capturar o sujeito foi registrado,
levando-se 4115, 42+4 e 49110 s (médiatepm) para as sessbes CT, AH e CP,
respectivamente.

Em seguida, o estimulo aversivo pré-estabelecido foi posicionado dentro da area
de isolamento em frente ao viveiro do sujeito, dando-se inicio aos 5 min da fase de
confronto (Etapa 2). Para a sesséao do teste AH, um observador humano familiar e que
usava as mesmas luvas de couro utilizadas para captura dos animais, ficou parado a 50
cm da tela frontal do viveiro. Durante o periodo do confronto, o observador procurou
manter contato visual com o sujeito. Para a sessao do teste CP, o gato-do-mato foi
colocado em cima de um suporte metalico de 1,5 m de altura, também posicionado a 50
cm da tela frontal do viveiro. Para a sessdao CT, nenhum estimulo aversivo foi

apresentado ao sujeito.
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Sessdo Experimental

confronto
5 min
CT
afericao ou afericao coleta de
pré-teste da pos-teste sangue
T™MT AH das TSCe poOs-teste
ou TMT
cP

intervalo de 15 dias entre as sessdes

Figura 5.1. Representacdo esquematica da sequéncia das fases do procedimento do Estudo 1, incluindo
ao final a etapa de coleta de sangue, realizada para cada uma das trés diferentes condi¢gdes experimentais:
sessdo controle (CT), sessdo do teste de ameaga humana (AH), sesséo do teste de confronto com predador
(CP). Todos os sujeitos (n=12) foram avaliados nas trés condigdes, sendo as sessdes realizadas em
intervalos de 15 dias. A ordem especifica das trés sessdes variou aleatoriamente para cada sujeito.

Apos a fase de confronto, o estimulo aversivo (quando presente) foi retirado e o
sujeito novamente capturado em seu viveiro de moradia. Realizou-se entdo a aferigao
pos-teste da TMT e TSC, seguindo o mesmo procedimento ja descrito anteriormente
(Etapa 3). O tempo para capturar o sujeito nesse segundo momento foi de 3515, 3514
e 4117 s (médiatepm) para as sessbes CT, AH e CP, respectivamente. O sujeito foi
entdo levado para uma sala de procedimento, adjacente ao Pavilhdao de Calitriquideos
do CPUnB, onde foi realizada a coleta de sangue conforme descrigao abaixo.

Durante a fase de confronto de cada sess&o, um observador ficou sentado 1 m
atras do estimulo para registrar a resposta comportamental do sujeito. Este observador,
que tinha uma confiabilidade intra-observador de 95%, registrou os seguintes
comportamentos no programa AnyMaze (Stoelting, EUA): (1) Olhar direto, frequéncia
do movimento de direcionar o olhar e a cabega rapidamente (<2 s) em diregdo ao
estimulo aversivo; (2) Head-cock, frequéncia de movimentos repetitivos da cabega, de
um lado para o outro, direcionado ao estimulo aversivo; (3) Locomogéo: tempo em

movimento por um intervalo >2 s; (4) Proximidade ao estimulo: tempo de permanéncia
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em contato com a tela frontal do viveiro; (5) Swaying: movimentos pendulares laterais,
rapidos e repetitivos, do corpo todo; (6) Vocalizagao tsik-tsik: duragao da emissao desse
tipo de vocalizagao de alarme; e (7) Vigilancia: varredura continua ou outros movimentos
visiveis de cabega enquanto o animal permaneceu parado. Os comportamentos
registrados foram baseados em etogramas (STEVENSON e RYLANDS, 1988) e
estudos anteriores realizados nessa mesma espécie (BARROS e cols., 2004; CAGNI e

cols., 2009, 2012).

5.2.4. Coleta de sangue e dosagem do cortisol sérico

Ao longo do procedimento comportamental descrito acima foram coletadas trés
amostras de sangue de cada sujeito (Figura 5.1). Cada amostra foi obtida
imediatamente apds a afericdo pds-teste das TMT e TSC de cada sessdo. Todas as
amostras foram obtidas por um médico veterinario do CPUnB.

Para cada coleta de sangue, o animal foi levado para uma sala de procedimento,
localizada em uma area adjacente aos viveiros de moradia dos micos. La o animal foi
anestesiado por via inalatéria com isoflurano (Fluorane®) usando um vaporizador
universal fixado em 2% e com um fluxo de 1 L/min de oxigénio. Uma vez que o animal
foi anestesiado, coletou-se uma amostra de 0,5 mL de sangue via pungédo da veia
femoral. A amostra foi transferida para um tubo de 4 mL contendo ativador de
coagulagédo e gel separador (Vacuette, Brasil) e mantida resfriada até seu
processamento inicial. Apos recuperar do efeito da anestesia (1-2 min), o sujeito foi
levado de volta ao seu viveiro de moradia e monitorado por mais 15-30 min.

O tempo para obter cada amostra de sangue foi registrado para verificar se o
procedimento de coleta de sangue teve influéncia no nivel de cortisol detectado. Esse
parametro compreendeu o intervalo de tempo entre a entrada no viveiro de moradia
para a captura do sujeito e o final do procedimento de venopungéo, incluindo, portanto,
o tempo necessario para a afericdo pos-teste da TMT. Desta forma, foi necessario
4,59+0,12, 5,104£0,20 e 5,03+0,09 min (média + epm) para se obter as amostras de
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sangue apos as sessdes CT, AH e CP, respectivamente. Em micos, amostras de sangue
obtidas em até 5 min ndo parecem influenciar significativamente os niveis de cortisol
(SALTZMAN e cols., 1994). Além disso, apesar do conhecido efeito do isoflurano nas
concentragdes de cortisol em animais e humanos, isso s6 € significativo apos
exposi¢cdes mais prolongada a esse anestésico (>30 min; NISHIYAMA e cols., 2005;
ZARDOOZ e cols., 2010).

Cada amostra de sangue foi centrifugada a 3.000 rpm, por 5 min e a temperatura
ambiente e o sobrenadante (soro) transferido para um tubo de polipropileno de 0,5 mL.
A amostra foi entdo diluida 1:50 com diluente especifico (soro:diluente; Multi-diluent,
Siemens, Brasil), para em seguida ser determinada a concentragao sérica de cortisol
via um unico ensaio imunoldgico quimioluminescente (chemiluminescence
immunoassay, CLIA) usando um kit comercial para o sistema automatizado ADVIA
Centaur® XP (Siemens, Brasil). O fator de diluicdo usado foi baseado em um estudo
similar (DUARTE e cols., 2015). A sensibilidade do ensaio foi de 1 pg/dL e os
coeficientes de variagao intra- e inter-ensaio foram de 9,8% e 7,5%, respectivamente. A

dosagem de cortisol foi realizada com o apoio do Laboratério Sabin (Brasilia, DF).

5.2.5. Analise estatistica

Os dados comportamentais e os niveis de cortisol foram analisados para
determinar possiveis diferengas entre os géneros e as sessodes. Para tanto, utilizou-se
uma analise de variancia (ANOVA) de duas vias de desenho misto (mixed-design two-
way Analysis of Variance), com ‘sexo’ (machos x fémeas) como o fator independente e
‘sessao’ (CT x AH x CP) como a variavel dependente. Para cada sexo, uma ANOVA de
duas vias para medidas repetidas foi empregada para se estabelecer uma possivel
diferenca entre os hemisférios cerebrais e as sessbes em termos do escore A da TMT.
Aqui, os fatores ‘hemisfério cerebral’ (esquerdo x direito) e ‘sessao’ (CT x AH x CP)
foram usados com a variavel de medida repetida. No caso de um resultado significativo,
os dados foram analisados em seguida como o teste de Tukey. Ademais, os valores de
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escores A das TMT também foram comparados ao nivel do acaso (valor de zero) usando
o teste t de uma amostra (one-sample t test).

Baseado em estudos anteriores (CLARA e cols., 2008; CROSS e ROGERS,
2006), o teste de correlagao de Pearson foi utilizado para estabelecer a relagéo entre a
vocalizagao tsik-tsik e os niveis de cortisol no teste CP. Esse mesmo teste também foi
empregado para estabelecer a relagdo entre os seguintes parametros: (1) a
concentracao de cortisol e o tempo necessario para se obter a respectiva amostra de
sangue; (2) a TMT pré/pds-teste e 0 tempo necessario para capturar os animais; e (3) a
TMT pos-teste e a TSC poés-teste. Em todas as analises descritas acima, o nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.

5.3. Resultados
5.3.1. Resposta comportamental nas sessdes experimentais

Quando os micos foram confrontados com o observador humano (teste AH) eles
olharam significativamente mais para esse estimulo, independente do sexo, comparado
ao que foi registrado para o gato-do-mato (teste CP) e na sessao controle (CT) [fator
género: F(1,10)=0,02; p=0,91; fator sessao: F(2,20)=37,85; p<0,001; interagéao:
F(2,20)=1,00; p=0,38; Figura 5.2]. Ademais, eles passaram significativamente menos
tempo em contato com a tela frontal do seu viveiro de moradia (i.e., proximidade ao
estimulo), comparado as sessbes CP e CT. Inclusive, os niveis de proximidade
observados durante o teste CP também foram significativamente menores que os da
sessao controle (CT) [fator género: F(1,10)=0,01; p=0,98; fator sessao: F(2,20)=13,52;
p=0,003; interagao: F(2,20)=0,02; p=0,92; Figura 5.2].

Por outro lado, durante o teste CP, os micos machos e fémeas realizaram
significativamente mais comportamentos de head-cock, vocalizagbes do tipo tsik-tsik,
swaying e atividade locomotora, comparado aos baixos niveis visto para esses
comportamentos durante o teste AH e na sessdao CT [Head-cock — fator género:
F(1,10)=0,55; p=0,47; fator sessao: F(2,20)=27,10; p<0,001; interagado: F(2,20)=0,25;
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p=0,69; Vocalizagdo tsik-tsik — fator género: F(1,10)=0,01; p=0,97; fator sessao:
F(2,20)=23,94; p <0,001; interagdo: F(2,20)=0,01; p=0,95; Swaying — fator género:
F(1,10)=0,02; p=0,90; fator sessao: F(2,20)=13,24; p=0,004; interagédo: F(2,20)=0,09;
p=0,78; Locomogéao — fator género: F(1,10)=0,04; p=0,84; fator sessao: F(2,20)=5,61;
p=0,01; interagédo: F(2,20)=0,04; p=0,96; Figura 5.3]. Além disso, para machos e
fémeas, o tempo de vigilancia foi significativamente menor durante o teste CP, do que
nas sessdes AH e CT [fator género: F(1,10)=0,03; p=0,85; fator sessao: F(2,20)=18,09;

p<0,001; interagao: F(2,20)=0,17; p = 0,81; Figura 5.2].
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Figura 5.2. Resposta comportamental dos micos machos e fémeas durante a fase de 5 min de confronto
do teste de Ameaga Humana (AH) e Confronto com Predador (CP), e na condig&o controle quando nenhum
estimulo aversivo estava presente (CT): olhar direto (frequéncia), proximidade e vigilancia (em segundos).
n=6/género; dados expressos como a média+epm; *p<0,05 vs. sessdes CT e CP, #p<0,05 vs. sessbes CT
e AH.

5.3.2. Concentragao de cortisol pos-teste

A concentragao de cortisol foi significativamente maior no teste CP do que a vista
na sessao CT, mas isso apenas para as fémeas [fator género: F(1,10)=2,06; p=0,19;
fator sessao: F(2,20)=11,19; p=0,003; interagdo: F(2,20)=9,48; p=0,005; Figura 5.4].

Nessa mesma sessio, e também apenas para as fémeas, a concentracdo de cortisol
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estava correlacionada, negativamente, aos niveis de vocalizacdo tsik-tsik [machos:
r=0,28; p=0,58; fémeas: r=-0,84; p=0,03]. Além disso, a concentragdo de cortisol em
ambos 0s sexos nao estava relacionada ao tempo requerido para obter a amostra de
sangue [machos — CT: r=-0,41; p=0,43; AH: r=0,55; p=0,25; CP:r=0,13, p=0,81; fémeas

- CT: r=0,63; p=0,25; AH: r=0,21; p=0,69; CP: r=0,46; p=0,37].
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Figura 5.3. Resposta comportamental dos micos machos e fémeas durante a fase de 5 min de confronto
do teste de Ameaga Humana (AH) e Confronto com Predador (CP), e na condigéo controle quando nenhum
estimulo aversivo estava presente (CT): head-cock (frequéncia), vocalizagéo de alarme tsik-tsik, swaying e
locomogao (em segundos). n=6/género; dados expressos como a média+epm; *p<0,05 vs. sessdes CT e
AH.

51



180

Il machos "
] fémeas
3 150 —
o)
=
=S 120 -
@
5
8 90 }

1m0 w0 om0 7
CT AH CP

Figura 5.4. Concentragao de cortisol (média+epm) dos micos machos e fémeas logo apds a fase de 5 min
de confronto do teste de Ameaga Humana (AH) e Predador (CP), e na condigdo controle quando nenhum
estimulo aversivo estava presente (CT). n=6/género; *p<0,05 vs. sessbes CT e AH (nas fémeas).

5.3.3. Temperatura da membrana timpanica (TMT)

Quando os machos foram confrontados com o observador humano e o gato-do-
mato, houve um aumento significativo na TMT direita, mas durante a sessédo CT este
parametro permaneceu inalterado. A TMT esquerda dos machos também permaneceu
constante, independente da condicdo experimental ao qual foi submetido [fator lado:
F(1,10)=4,51; p=0,07; fator sessao: F(2,20)=6,00; p=0,01; interagdo: F(2,20)=5,07;
p=0,02; Figura 5.5]. Este perfil foi corroborado pelos resultados do teste t de uma
amostra (one-sample t-test). Essa analise indicou que, apenas nos testes AH e CP, os
escores A da TMT direita estavam significativamente acima de zero [escore A TMT
esquerda — teste CT: 1(5)=0,34; p=0,75; teste AH: t(5)=0,73; p=0,50; teste CP: t(5)=0,54;
p=0,61; escore A TMT direita — teste CT: t(5)=-1,45; p=0,18; teste AH: t(5)=3,45; p=0,02;
teste CP: 1(5)=4,20; p=0,008; Figura 5.5].

Nas fémeas, por sua vez, a TMT direita aumentou significativamente no teste AH
e diminuiu no teste CP. Isso diferiu significativamente da temperatura que permaneceu
inalterada durante a sessdo CT. Ademais, no ouvido esquerdo das fémeas, nenhuma
alteragdo de temperatura foi observada em nenhuma das sessbes experimentais [fator
lado: F(1,10)=0,01; p=0,92; fator sessao: F(2,20)=9,89; p=0,003; interagao:

F(2,20)=8,00; p=0,006; Figura 5.5]. Os resultados do teste t de uma amostra indicaram
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que, apenas no ouvido direito, os escores A da TMT diferiram significativamente de zero,
com uma diferenga positiva ocorrendo no teste AH e uma negativa no teste CP [escore
A TMT esquerda — teste CT: t(5)=0,20; p=0,85; teste AH: t(5)=1,14; p=0,17; teste CP:
t(5)=0,47; p=0,66; escore A TMT direita — teste CT: t(5)= -0,17; p=0,87; teste AH:

t(5)=7,27; p=0,005; teste CP: t(5)= -4,28; p=0,008; Figura 5.5].
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Figura 5.5. Alteragdo na temperatura da membrana timpanica esquerda e direita (TMT; escore A;
média+epm) dos micos machos e fémeas, durante a fase de 5 min de confronto no teste de Ameaga
Humana (AH) e Confronto com Predador (CP), e na condigao controle quando nenhum estimulo aversivo
estava presente (CT). Escore A da TMT = temperatura pos-teste — temperatura pré-teste em °C; n=6/género;
*p<0,05 vs. sesséo CT (ouvido direito), **p<0,05 vs. sessdes CT e AH (ouvido direito).

Vale ressaltar que o tempo necessario para capturar 0s micos em seus viveiros
de moradia n&o estava correlacionado aos valores absolutos das TMT pré- ou pds-teste
(Tabela 5.1). Da mesma forma, a TMT pds-teste ndo estava correlacionada a TSC pos-

teste (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Relagéo entre o valor absoluto da temperatura da membrana timpanica (TMT) e o
tempo de captura no viveiro de moradia ou a temperatura subcutanea (TSC) registrados antes
e/ou depois das sessbdes controle (CT), de ameaca humana (AH) e de confronto com predador
(CP), expressa como o valor de r da correlagao de Pearson (e o respectivo valor de p).

Sesséao experimental

Comparagao

CT AH CP
Tempo captura x TMT esquerda
pré-teste -0,12 (0,72) -0,05 (0,90) 0,22 (0,50)
pos-teste 0,26 (0,40) 0,16 (0,63) 0,25 (0,45)
Tempo captura x TMT direita
pré-teste -0,13 (0,70) 0,25 (0,46) -0,10 (0,76)
pos-teste 0,33 (0,29) 0,28 (0,41) 0,45 (0,12)
TSC x TMT esquerda
pos-teste 0,50 (0,10) 0,37 (0,26) 0,01 (0,98)
TSC x TMT direita
pos-teste 0,42 (0,17) 0,28 (0,41) 0,10 (0,78)

5.4. Discussao

Em PNH, um estresse de predacao é capaz de induzir alteragdes adaptativas de
curto prazo em termos das respostas comportamentais, hormonais e autondmicas. De
fato, ISBELL (2006) prop6s que esse tipo de evento aversivo contribuiu para a evolugéao
do SNC dos primatas. No caso especifico dos micos, diferentes e complexas estratégias
antipredacao sao relatadas, tendo em vista que esses pequenos primatas apresentam
altas taxas de predagdo (BARROS e cols., 2002; PETRACCA e CAINE, 2013). Essa
diversidade de estratégias estd mais baseada nas respostas comportamentais dos
micos, havendo principalmente um efeito de hiperlocomocéao, emissao de vocalizacbes
de alarme, evitagdo-proximidade ao estimulo (mobbing) (BARROS e cols., 2003).
Contudo, dependendo do tipo de predador, os micos apresentam respostas especificas

(BARROS e cols., 2002; CAGNI e cols., 2009; PETRACCA e CAINE, 2013), o que
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demonstra que esses primatas sdo vulneraveis a uma grande variedade de predadores
(p.ex., serpentes, felinos e aves de rapina).

Os resultados do presente estudo corroboram com a hipétese de que a
variabilidade vista no padrao de resposta dos micos pode ser atribuida, em parte, ao
tipo de estimulo aversivo. Além disso, os dados vistos aqui também corroboram com o
fato dos niveis de cortisol nem sempre refletirem corretamente como esses primatas
percebem/interpretam estimulos ameacgadores. Vale destacar ainda que, nesta espécie
de PNH, eventos aversivos sao possivelmente processados de forma assimétrica pelos
dois hemisférios cerebrais, conforme visto no presente estudo.

Aqui, a resposta comportamental dos machos aos diferentes eventos
ansiogénicos foi equivalente a das fémeas, como também visto por CAGNI e cols.
(2009) ao usar os mesmos estimulos. No entanto, o teste AH induziu significativamente
mais olhares diretos e menos proximidade ao estimulo do que a outra condi¢ao
experimental (CAGNI e cols., 2009; CAREY e cols., 1992; COSTALL e cols., 1992),
enquanto que o predador taxidermizado induziu altos niveis de head-cock, swaying,
locomogao e vocalizagdes do tipo tsik-tsik (CAGNI e cols., 2009). Em calitriquideos,
acredita-se que o comportamento de head-cock reflita uma exploragdo geral do
ambiente (KAPLAN e ROGERS, 2006), ja os demais parametros citados acima estao
mais relacionados ao medo (BARROS e cols., 2002; FERRARI e LOPES, 1990;
PETRACCA e CAINE, 2013).

Na verdade, quando os micos foram expostos ao predador taxidermizado eles
demonstraram uma resposta comportamental de mobbing, a qual é uma reacédo de
conflito. Essa pbéde ser evidenciada por haver concomitantemente uma reagido de
aproximacao e de evitagdo ao estimulo, uma vez que houve um nivel intermediario de
proximidade com altos niveis de locomog¢ao, assim como a emissao de vocalizagcbes do
tipo tsik-tsik que sdo tipicamente exibidas em resposta a uma ameaca terrestre
(BARROS e cols., 2002; CORREA e COUTINHO,1997; FERRARI e LOPES, 1990).
Essa resposta de mobbing pode atuar como um sinal de alerta para outros individuos a

55



respeito de um perigo potencial no ambiente e/ou induzir no grupo uma reagao
coordenada de ataque defensivo contra o estimulo aversivo (TEIXEIRA e cols., 2016).
RUKSTALIS e FRENCH (2005) sugerem ainda que o mobbing atua no sentido de
minimizar (buffer) a resposta hormonal ao estresse.

Além disso, no presente estudo, os baixos niveis de vigildncia observados
durante o teste CP podem, na verdade, estar associados a relagao negativa entre esse
comportamento e o efeito de hiperlocomocgao tipicamente induzido durante eventos
ansiogénicos (BARROS e cols., 2016).

Ao contrario da resposta comportamental, houve um aumento na atividade do
eixo HPA apenas nas fémeas confrontadas com o predador taxidermizado. Nas sessdes
AH e CT, os niveis de cortisol foram equivalentes, tanto nos machos como nas fémeas.
Nessas sessdes, as concentragdes observadas foram, inclusive, semelhantes as ja
indicadas na literatura para individuos ndo-estressados (Lima e cols., 2008; PRYCE e
cols., 2002; SALTZMAN e ABBOTT, 2011). Vale ressaltar que os niveis de cortisol
observados no presente estudo ndo estavam relacionados ao possivel estresse gerado
pelo proprio procedimento de coleta de sangue.

Nas fémeas, ja foi relatado um aumento na concentragéo plasmatica de cortisol
ap6s um confronto com um modelo de ave de rapina (SALTZMAN e ABBOTT, 2011).
Por outro lado, em ambos os sexos, os niveis de cortisol detectados na saliva
diminuiram ap6s um confronto com um modelo de cobra de madeira (CROSS e
ROGERS, 2006). Essa redugao na atividade do eixo HPA foi atribuida pelos
pesquisadores a um possivel efeito de buffering induzido pela emissao de vocalizagdes
do tipo tsik-tsik, conforme ja mencionado acima (CROSS e ROGERS, 2006). De fato,
no caso das fémeas que foram submetidas ao teste CP no presente estudo, quanto
maior a emissao desse tipo especifico de vocalizagao, menor foi a liberagao de cortisol.
Portanto, uma reducdo dos niveis de cortisol parece depender da quantidade de
vocalizagdes emitidas pelos micos em resposta ao estimulo aversivo (CROSS e

ROGERS, 2006). Tal fato corrobora ainda mais a ideia de haver um efeito de buffering
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(vocal buffering), em que individuos com uma resposta comportamental mais pro-ativa
teriam uma resposta hormonal mais atenuada a eventos ansiogénicos (estresse de
predacdo: CLARA e cols., 2008; CROSS e ROGERS, 2006; isolamento social:
RUKSTALIS e FRENCH, 2005).

No entanto, caracteristicas inerentes de cada estimulo podem ter contribuido
para a variabilidade das respostas comportamental e hormonal que foi observada no
presente estudo. Nesse sentido, interagdes negativas com seres humanos parecem ser
constantemente reforgcadas via mecanismos de medo aprendido, e assim tal situagao
passa a ser vista como um evento aversivo consistente. Por outro lado, o gato
taxidermizado pode induzir uma resposta de medo mais inata ou ser algo mais
socialmente aprendido. Mas, nas condi¢cdes em que foi apresentado, esse estimulo
pode constituir uma ameacga altamente ambigua, uma vez que o mesmo ndao emite
reacoes explicitas de ataque que sao tipicamente associadas a um predador na
natureza (CAGNI e cols., 2009). Ademais, foi visto no presente estudo que as respostas
comportamental e hormonal nem sempre coincidiram conforme o esperado e, portanto,
uma analise apenas dos niveis de cortisol nem sempre parece refletir de forma precisa
como esses primatas reagem a eventos aversivos. Assim, um ser humano e um
predador taxidermizado, que sao frequentemente empregados como estimulos
aversivos para micos, podem estar associados a aspectos distintos do estado emocional
desses animais (i.e., resposta inata x aprendida).

Os resultados comportamentais e hormonais observados no presente estudo
devem ser generalizados com cautela, considerando que foi usado um numero pequeno
de sujeitos, que o observador que registrou os dados ndo era cego para qual sessao
experimental estava sendo realizada, e que a presenca de outros individuos no viveiro
durante os testes pode ter influenciado a resposta dos sujeitos. Todos esses aspectos
também podem ter contribuido para as diferengas observadas entre os sexos em termos

da liberagao de cortisol.
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Um resultado de grande relevancia no presente estudo foi a alteragéo detectada
apenas na TMT direita em resposta aos estimulos aversivos. Portanto, tais eventos
parecem ser processados preferencialmente pelo hemisfério direito do cérebro dessa
espécie de PNH, visto que a TMT néo estava relacionada ao tempo de captura ou
alteragdes gerais na temperatura corporal (i.e., TSC). A TMT parece entéo refletir
mudangas ipsilaterais no fluxo sanguineo e na temperatura do cérebro (p.ex., humanos:
CHU e cols., 2000; animais: BAKER e cols., 1972) induzidas pelo aumento da atividade
neuronal (GUR e cols., 1994; YABLONSKIY e cols., 2000). Acredita-se que o hemisfério
direito esteja preferencialmente envolvido no processamento de eventos aversivos em
humanos e animais (revisado em GAINOTTI, 2012; ROGERS, 2009), incluindo
calitriquideos (TMT: TOMAZ e cols., 2003; preferéncia manual: CAMERON e ROGERS,
1999; expressao facial e vocalizagao: HOOK-COSTIGAN e ROGERS, 1998; conteudo
neuroquimico: SOUZA SILVA e cols., 2007) e outros PNH (chimpanzés: Fernandez-
CARRIBA e cols., 1990; Hopkins e Bennett, 1994; PARR e HOPKINS, 2000; rhesus:
BOYCE e cols., 1996; KALLIN e cols., 1998; babuinos: CASPERD e DUNBAR,1996;
WALLEZ e VAUCLAIR, 2011).

No entanto, estimulos positivos, negativo e neutros nédo foram comparados
diretamente no presente estudo e, portanto, os resultados aqui apresentados nao devem
ser considerados como evidéncia para corroborar um dos modelos tedricos sobre a
lateralizagdo hemisférica das emocgbes (i.e., hipétese da valéncia x hipétese do
hemisfério direito; DAVIDSON, 1992; GAINOTTI, 2012).

Vale ressaltar ainda que, nas fémeas, a TMT direita aumentou no teste AH e
diminuiu no teste CP, enquanto nos machos esse mesmo parametro aumentou em
ambas as sessbes. Em PNH, tanto para um aumento (PARR e HOPKINS, 2000), como
uma diminuigdo na TMT (BOYCE e cols., 1996) ja foi atribuido a maior atividade
neuronal durante eventos aversivos. De fato, sabe-se que a temperatura do cérebro
pode oscilar em direcbes opostas, dependendo de onde a atividade esta ocorrendo
predominantemente (i.e., estruturas mais profundas x areas corticais mais superficiais;
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SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006). Além disso, a discrepancia que foi vista em
termos da diregao com que a TMT oscilou (i.e., aumento x diminui¢do) pode estar
relacionada a: (1) diferengas na temperatura basal/inicial; (2) uma concomitante
lateralizagédo hemisférica de fungdes cognitivas, que podem estar relacionadas a
resposta emocional (inata x aprendida); e/ou (3) caracteristicas inerentes ao individuo
e/ou espécie (PROPPER e BRUNYE, 2013; SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006).
Ainda, uma possivel diferencga entre os sexos em termos do processamento de eventos
emocionais em nivel hemisférico nao foi suficientemente avaliada em PNH, sendo que
estudos ja publicados nao relataram efeitos significativos (FAGOT e VAUCLAIR, 1991;
KALIN e cols., 1998; TOMAZ e cols., 2003; YABLONSKIY e cols., 2000).

Desta forma, fica em aberto o significado funcional da diregdo especifica das
alteragcbes na TMT que foram observadas, assim como o efeito do sexo no
processamento de estimulos aversivos. HANBURY e cols. (2013) argumentam,
inclusive, que pode ser mais importante identificar mudangas na TMT em si, do que

interpretar o significado funcional da diregéo especifica em que a temperatura oscilou.

5.5. Concluséo

Os resultados do presente estudo indicam que, embora micos-estrela adultos
reagem rapidamente a estimulos aversivos encontrados em seu ambiente, o perfil da
resposta apresentado varia de acordo com caracteristicas inerentes do estimulo. Essa
variabilidade faz com que que esses primatas tenham, na verdade, uma diversidade de
respostas especializadas e independentes, e assim suas reagdes podem ser mais
flexiveis e adaptativas aos diferentes desafios encontrados no ambiente (TAYLOR e
cols., 2014).

Além disso, foi demonstrado novamente que as respostas comportamental e
hormonal nem sempre coincidem. Isso indica, por sua vez, que a analise de apenas um
desses parametros nem sempre indica corretamente como micos interpretam e reagem

a um determinado evento aversivo.
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Mas, vale destacar que os dois estimulos aversivos analisados no presente
estudo foram processados de forma assimétrica pelo SNC dos micos. As mudangas
ocorridas apenas na TMT direita sugerem ainda uma predominancia do hemisfério
direito no processamento de estimulos aversivos, como no caso da ameaga humana ou
de um estresse de predacgdo por um predador taxidermizado. Os resultados também
corroboram o uso da termometria da membrana timpanica como um indicador indireto,
rapido, ndo-invasivo e de baixo custo para avaliar a ativacido neuronal de animais em

tempo real.
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6. ESTUDO 2: ESTRESSE DE CONTENGAO

6.1. Aspectos gerais

O segundo estudo teve como objetivo determinar se um evento de estresse de
contencao, com breve isolamento social, € capaz de induzir uma resposta de estresse
em micos-estrela adultos, e se essa resposta € processada predominantemente por um
dos hemisférios cerebrais. A contengao aguda é uma forma amplamente empregada
para se avaliar os efeitos do estresse em animais. Ela consiste em restringir os
movimentos de forma fisica ou quimica, ou limitar significativamente o espago para se
realizar movimentos voluntarios (BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009). Portanto, € um
procedimento simples, indolor, reversivel e de baixo custo. A contengédo pode gerar um
estresse no animal, levando a alteragbes comportamentais, fisiolégicas e/ou
neuroenddécrinas, tais como a ativagdo do eixo HPA, imunossupressao, déficits
cognitivos e diminuigdo na motivagao (BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009; GLAVIN e
cols., 1994).

Vale ressaltar que episodios recorrentes desse tipo de estresse acabam sendo
necessarios na rotina de manejo de animais em cativeiro. Em micos, a contencéo é
comumente wusada durante procedimentos rapidos, como a injegdo de
substancias/medicamentos ou a obtengao de amostras (p.ex., sangue; SCHULTZ-
DARKEN, 2003). Mas ela também €& empregada durante periodos um pouco mais
prolongados, como o isolamento em caixas de confinamento para transporte ou
remanejo de recintos (SCHULTZ-DARKEN e cols., 2004).

Nesse estudo, estabeleceu-se a TMT direita e esquerda dos micos-estrela
adultos antes e apos um intervalo de 15 e 30 min de contengcdo em uma pequena caixa
de transporte e em isolamento social. As alteragbes na TMT foram correlacionadas aos
niveis de cortisol determinados logo apos o evento aversivo.

Os resultados desse estudo ja foram publicados (Frontiers in Neuroscience 13:

913, 2019; doi: 10.3389/fnins.2019.00913).
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6.2. Procedimento experimental
6.2.1. Sujeitos

Quinze micos-estrela adultos (C. penicillata; 7 machos, 8 fémeas), com idade
entre 4,5-8,0 anos, foram utilizados nesse estudo. Os micos pesavam 357+10 g
(médiatsem; variagdo: 310-435 g) no inicio do estudo, e nenhuma fémea estava prenha
no momento dos procedimentos ou tinha tido filhotes recentemente. Todos os sujeitos
foram alojados aos pares no CPUNB, conforme condi¢des detalhadas acima na Segao
4.

Vale ressaltar que os sujeitos ja haviam sido submetidos a procedimentos
veterinarios de rotina envolvendo captura e contencéo por intervalos variaveis. Apesar
de ndo ter sido possivel determinar a experiéncia prévia que cada sujeito tinha em
relacdo a contengdo, estima-se que os animais do presente estudo ja passaram por um

procedimento similar ao que foi usado no presente estudo em mais de 50 ocasides.

6.2.2. Afericao das temperaturas da membrana timpanica e subcutanea

As TMT direita e esquerda dos micos foram aferidas imediatamente antes e apos
o procedimento experimental descrito abaixo, seguindo a metodologia geral descrita na
Secédo 4.3. No presente estudo, foram feitas seis leituras da TMT de cada sujeito, em
intervalos de 5s: trés no ouvido esquerdo e trés no ouvido direito.

A TSC também foi aferida antes e logo apds o teste para estabelecer se
possiveis mudangas na TMT estavam relacionadas a um efeito geral na temperatura
corporal. A mesma pessoa realizou todas as afericoes.

Nesse estudo, o valor inicial da TMT e da TSC, observado logo antes do
procedimento (dados pré-teste), foi subtraido da medida registrada apés o teste,
gerando assim escores de diferenga (difference score): A = temperatura pds-teste —
temperatura pré-teste (em °C). Um valor positivo de A indica que a temperatura
aumentou durante a sessdo experimental, enquanto um escore negativo revela que

esse parametro diminuiu.
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6.2.3. Procedimento do estresse de contencao-isolamento (ECI)

Os sujeitos foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais, cada
um sendo submetido a um periodo de estresse de contencao-isolamento (ECI) diferente:
0, 15 ou 30 min (grupos ECI-0, ECI-15 e ECI-30, respectivamente). Esse evento foi
assim denominado uma vez que, por um determinado intervalo de tempo, a amplitude
dos movimentos voluntarios dos animais foi reduzida pelo fato do animal estar dentro
de uma caixa de conten¢do pequena, havendo também uma separagédo do sujeito do
seu ambiente social. O procedimento foi realizado entre as 14:00 e 16:30 h, quando a
temperatura geral do corpo e o padréo de atividade dos micos permanecem constantes
(HETHERINGTON, 1978; HOFFMANN e cols., 2012).

Cada suijeito foi testado apenas uma vez, sendo a sesséo experimental dividida
em trés etapas consecutivas: (1) afericdo pré-teste das temperaturas corporais, (2)
periodo de ECI, e (3) afericdo pos-teste das temperaturas corporais (Figura 6.1). Nesse
estudo, a resposta comportamental dos sujeitos n&o foi registrada.

Cada sujeito foi capturado em seu viveiro de moradia, contido manualmente e
as TSC e TMT pré-teste aferidas logo em seguida (Etapa 1), conforme procedimento ja
descrito. O tempo gasto na captura e aferigdo das temperaturas corporais pré-teste do
sujeito foi registrado. O mico foi entdo colocado dentro de uma caixa de contengao (35
x20x23 cm; LxPxA).

Para os grupos ECI-15 e ECI-30, a caixa de contengao foi levada para uma sala
localizada a aproximadamente 50 m dos viveiros de moradia dos sujeitos. Os animais
desses dois grupos permaneceram dentro da caixa e nesse local durante o intervalo de
ECI pré-estabelecido (15 ou 30 min; Etapa 2). Nesse periodo, eles ndo tiveram contato
visual ou olfativo com os demais animais do Pavilhdo de Calitriquideos do CPUnB. Ao
final do intervalo de ECI, o sujeito foi levado de volta ao pavilhdo de moradia. L3, foi
retirado da caixa de contengédo e as TSC e TMT pos-teste foram aferidas (Etapa 3),

conforme o procedimento ja descrito.
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intervalo de
contengao-isolamento

00 min
n=>5

aferigao 15 min aferigao
pré-teste da h=5 pos-teste da
TSC e TMT TSC e TMT

Figura 6.1. Representacdo esquematica da sequéncia das fases do procedimento do Estudo 2, incluindo
ao final a etapa de coleta de sangue, que foi realizada para cada um dos trés grupos experimentais. Todos
0s grupos passaram por todas as etapas, diferindo apenas o intervalo de estresse contengéo-isolamento.

Para o grupo controle ECI-0, o mico foi retirado imediatamente da caixa de
contencdo e as mesmas duas medidas de temperatura corporal pés-teste foram
registradas. Assim, para esse grupo, nao foi realizada a Etapa 2 do procedimento.

O tempo que levou para obter as temperaturas corporais pos-teste dos sujeitos
também foi registrado. Em seguida, o mico foi levado para uma sala de procedimento
ao lado do Pavilhdo de Calitriquideos do CPUnB, onde foi realizada a coleta de uma

amostra de sangue.

6.2.4. Coleta de sangue e dosagem do cortisol sérico

Para cada sujeito, foi obtida uma uUnica amostra de sangue. Essa amostra foi
coletada logo apds a aferigdo pos-teste da TMT. Para tanto, o animal foi anestesiado
com isoflurano (Fluorane®), por via inalatéria, utilizando um vaporizador universal
portatil (Brasmed Vetcase, Sao Paulo, Brasil) fixado em 2% e com um fluxo de 1 L/min
de oxigénio. Em seguida, uma amostra de 0,5 mL de sangue foi obtida por meio de uma
puncdo da veia femoral. A amostra foi transferida para um tubo de 4 mL contendo

ativador de coagulagao e gel separador (Vacuette, Brasil) e mantida resfriada até seu
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processamento inicial. Apos recuperar do efeito da anestesia (1-2 min), o sujeito foi
levado de volta ao seu viveiro de moradia e monitorado por mais 15-30 min. O tempo
para obter cada amostra de sangue foi registrado para verificar se esse procedimento

influenciou o nivel de cortisol detectado (Tabela 6.1).

Tabela 6.1. Tempo necessario para realizar diferentes etapas do procedimento experimental nos
micos submetidos a um evento de estresse de contengao-isolamento por 0, 15 ou 30 minutos
(média+ epm).

Estresse de contencao-isolamento

Etapa do procedimento

00-min 15-min 30-min
captura no viveiro pré-teste (s) 1917 1243 26+7
afericdo pré-teste da temperatura (s) 50+2 49+1 49+1
afericdo pos-teste da temperatura (s) 5112 50+2 48+1
coleta de sangue pos-teste (min) 3,0+0,4 2,5+0,3 3,61£0,4

Cada amostra de sangue foi centrifugada por 5 min, a 3.000 rpm e a temperatura
ambiente, e o soro transferido para um frasco (eppendorf) de polipropileno de 0,5 mL.
O soro foi entdo analisado quanto ao seu conteudo de cortisol via um Unico ensaio
imunoloégico quimioluminescente (chemiluminescence immunoassay, CLIA) usando um
kit comercial para o sistema automatizado ADVIA Centaur® XP (Siemens, Brasil) e uma
diluicao de 1:50 (soro:diluente; Multi-diluent 3, Siemens, Brasil). O fator de diluigdo que
foi usado foi baseado em um estudo anterior nesta mesma espécie, utilizando o mesmo
procedimento de coleta de sangue e dosagem hormonal (PEREIRA e cols., 2018). A
sensibilidade do ensaio de cortisol foi de 1 pg/dL e os coeficientes de variagao inter- e
intra-ensaio foram 9,8% e 7,5%, respectivamente. A dosagem de cortisol foi realizada

no Laboratério de Andlises Clinicas Sabin (Brasilia, DF).
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6.2.5. Anadlise estatistica

Os dados sobre a TMT foram analisados para estabelecer possiveis diferengas
entre os lados esquerdo e direito, e entre os diferentes intervalos do ECI. Para isso, foi
realizada uma analise de varidncia (ANOVA) de duas vias de desenho misto (mixed-
design two-way Analysis of Variance), com o escore A da TSC como covariante,
‘intervalo’ (0 x 15 x 30 min) como o fator independente, e ‘lado’ (ouvido esquerdo x
direito) como a variavel dependente. Os dados referentes a concentragéo de cortisol, ao
peso corporal inicial e ao escore A da TSC foram analisados para detectar possiveis
diferengas entre os grupos (ECI-0 x ECI-15 x ECI-30) usando uma ANOVA de uma via.
No caso de um resultado significativo, os dados foram analisados em seguida com o
teste de Tukey.

O teste de correlagéo de Pearson foi usado para estabelecer a relagéo entre: (1)
o escore A da TMT e a concentragao de cortisol; (2) o escore A da TMT e o tempo gasto
na captura ou afericdo da temperatura; (3) a TMT pré-teste e tempo de captura no
viveiro; (4) os escores A da TMT e da TSC; e (5) a concentragao de cortisol e o tempo
necessario para obter a amostra de sangue. O nivel de significAncia adotado para todos

os testes foi de p<0,05.

6.3. Resultados

Os micos que foram submetidos a 15 e 30 min de ECI apresentaram
concentragdes de cortisol semelhantes, que por sua vez foram significativamente mais
elevadas que os valores vistos no grupo controle ECI-0 [F(2,14)=5,61; p=0,02; Figura
6.2]. E importante ressaltar que os niveis de cortisol ndo foram correlacionados ao
tempo necessario para obter a amostra de sangue [Tabela 6.1; ECI-0: r=-0,06; p=0,92;

ECI-15: r=-0,10; p=0,88; ECI-30: r=-0,39; p=0,52).
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Figura 6.2. Concentragdo de cortisol (média+epm) detectada nos micos logo apds um intervalo de estresse
de contengéo-isolamento de 0-, 15- ou 30-min. n=5/grupo; *p<0,05 grupos 15- e 30-min vs. grupo 0-min.

Além disso, os dois intervalos de ECI alteraram significativamente a TMT dos
micos, mas isso apenas no ouvido direito [fator intervalo: F(2,11)=5,34; p=0,02; fator
lado: F(1,11)= 0,20; p=0,66; interagao: F(2,11)=5,56; p=0,02; Figura 6.3), nao tendo um
efeito significativo do escore A da TSC [F(1,11)=0,10; p=0,76]. A TMT direita aumentou
significativamente no grupo ECI-15, enquanto diminuiu no grupo ECI-30. Isto diferiu do
grupo ECI-0, uma vez que nesse grupo a TMT direita permaneceu inalterada. Ademais,
a TMT esquerda também permaneceu constante, independente do intervalo de ECI. A
concentracdo de cortisol ndo estava associada ao escore A da TMT esquerda [ECI-0:
r=-0,76; p=0,13; ECI-15: r=0,41; p=0,49; ECI-30: r=0,10; p=0,88] ou direita [ECI-0: r=-
0,71; p=0,18; ECI-15: r=-0,25; p=0,69; ECI-30: r=-0,08; p=0,90).

E importante ressaltar que, tanto a TMT pré-teste [tempo de captura: x TMT
esquerda — r=0,38; p=0,14; x TMT direita — r=0,19; p = 0,49], quanto os escores A da
TMT néo estavam relacionados ao tempo gasto na captura dos micos em seus viveiros
de moradia [Tabela 6.1; tempo de captura: x escore A da TMT esquerda — r=-0,41;
p=0,13; x escore A da TMT direita — r=-0,48; p = 0,08]. Os escores A da TMT também
nao tiveram relagdo com o tempo necessario para aferir a temperatura corporal antes

ou ap6s o procedimento experimental [Tabela 6.1.; escore A da TMT esquerda: X
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afericdo pré-teste — r=0,21; p=0,46; x afericdo pos-teste — r=0,13; p=0,64; escore A TMT

direita: x afericao pré-teste — r=0,70; p=0,81; x afericdo pos-teste — r=0,11; r=0,20].
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Figura 6.3. Alteragdo na temperatura da membrana timpanica esquerda e direita (TMT; escore A;
média+epm) dos micos durante um intervalo de estresse de contengéo-isolamento de 0-, 15- ou 30-min.
Escore A da TMT = temperatura pds-teste — temperatura pré-teste em °C; n=5/grupo; *p<0,05 vs. 0-min
(TMT direita).

As alteragdes observadas na TMT também néo se correlacionaram as da TSC
[Tabela 6.2; escore A da TSC x escore A da TMT: lado esquerdo — r=0,35; p=0,20; lado
direito — r=0,29; p=0,30]. Os escores A da TSC [F(2,14)=0,81; p=0,47] e o peso corporal
inicial também néao diferiram entre os trés grupos experimentais [F(2,14)=1,29; p=0,31;

Tabela 6.2].

Tabela 6.2. Peso corporal inicial e alteragdo na temperatura subcutanea (escore A da TSC) dos
micos submetidos a um evento de estresse de contengao-isolamento por 0, 15 ou 30 minutos
(média+ epm).

Estresse de contencao-isolamento

Parametro

00-min 15-min 30-min
peso corporal (g) 372120 334412 364+12
escore Ada TSC (°C)? -0,2+0,2 0,1+£0,1 0,0+0,2

@ escore A = temperatura aferida pos-teste — temperatura aferida pré-teste
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6.4. Discussao

Os micos fazem parte uma familia de PNH que vem sendo empregada cada vez
mais como modelo translacional para varias patologias humanas, e assim houve um
aumento significativo no numero de animais mantidos em cativeiro para realizagao de
estudos pré-clinicos (‘t HART e cols., 2012). Para aumentar a possibilidade de se
replicar os dados obtidos com esses animais, as fontes de estresse induzidas pelo
ambiente de cativeiro devem ser avaliadas e, se possivel, atenuadas (RENNIE e
BUCHANAN-SMITH, 2006). Portanto, diferentes tipos de estresse relacionados ao
manejo de calitriquideos em cativeiro ja foram estudados (p.ex., ruidos muito altos:
KAPLAN e cols., 2012; isolamento social: TAYLOR e cols., 2014; interagcdo com
humanos: PEREIRA e cols., 2018).

Neste estudo foi observado que a contencgéo e/ou o isolamento social de micos-
estrela por um curto periodo de tempo e em uma pequena caixa de contengao aumentou
significativamente os niveis circulantes de cortisol dos animais. Os micos dos grupos
ECI-15 e ECI-30 tiveram concentragdes séricas de cortisol significativamente maiores
que os individuos do grupo controle ECI-0. As concentragbes de cortisol neste ultimo
grupo foram semelhantes aos niveis observados em estudos anteriores com animais
nao-estressados (LIMA e cols., 2008; PRYCE e cols., 2002; SALTZMAN e ABBOTT,
2011). Além disso, os niveis de cortisol detectados no presente estudo ndo estavam
relacionados ao tempo necessario para obter as amostras de sangue, sendo o
procedimento de coleta feito em <5 min (SALTZMAN e cols., 1994).

Periodos curtos (15-50 min) e mais prolongados (11 h) de contengao podem
aumentar significativamente as concentragdes de cortisol em micos (AUBERT e cols.,
2013; SALTZMAN e ABBOTT, 2011; SMITH e FRENCH, 1997). Em outras espécies de
PNH, os niveis de cortisol também aumentaram devido a um evento agudo de
contengao (p. ex., LAHOZ e cols., 2007; MORROW-TESCH e cols., 1993; RODAS-

MARTINEZ e cols., 2013) ou ao observar outros animais sendo contidos (GILBERT e
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BAKER, 2011). Um aumento na atividade do eixo HPA também ja foi relatado em
roedores (revisado em BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009).

Por outro lado, episédios recorrentes de contencao podem levar a uma resposta
cada vez menor do eixo HPA, sendo isso uma possivel adaptagéao fisiolégica a altas
concentragdes de glicocorticoides durante periodos mais prolongados (PARAMASTRI
e cols., 2007; RUYS e cols., 2004). Ademais, a liberagdo aguda de cortisol, induzida por
um episddio de contencdo, pode ser influenciada pela intensidade e/ou duragdo do
estresse, pela idade do sujeito ou por caracteristicas inerentes ao individuo (revisado
em BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009). Em resposta a um evento de isolamento e/ou
contencao, micos machos também tiveram uma maior liberagao de cortisol do que as
fémeas (SMITH e FRENCH, 1997). Diferengas entre os sexos também ja foram
relatadas em termos de um estresse de predagdo (CROSS e ROGERS, 2006; PEREIRA
e cols., 2018; SALTZMAN e ABBOTT, 2011).

Contudo, no presente estudo, nao foi possivel realizar uma analise comparativa
entre machos e fémeas devido ao numero reduzido e variavel de animais de cada sexo
em cada grupo experimental (i.e., 2-3 individuos). Também n&o foi possivel determinar
com precisdo o numero de eventos de contengdo que cada sujeito ja havia tido antes
do presente estudo. Porém, é importante ressaltar que a contencdo dos animais no
CPUnB nao é um procedimento feito de forma sistematica ou previsivel. De acordo com
DALLMAN (2007), a ocorréncia frequente de episodios de contengao contribui para uma
habituacdo a esse tipo de procedimento. Portanto, os micos avaliados no presente
estudo parecem responder a um episodio de ECIl, mesmo que por um periodo curto,
como sendo um evento aversivo. Esse evento parece ter tido intensidade e/ou duragao
suficiente para ativar uma resposta neuroenddcrina tipicamente vista em tais situacgoes.

A TMT direita dos animais submetidos ao ECI também alterou significativamente.
Contudo, no ouvido esquerdo desses micos e nos animais do grupo controle, a TMT
permaneceu inalterada. As alteragdes observadas na TMT nao foram correlacionadas

a temperatura geral do corpo (i.e., TSC), sendo que essa permaneceu constante durante
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o periodo de ECI. A TMT tampouco estava relacionada ao tempo de captura ou de
afericdo da temperatura corporal. Vale destacar ainda que, em termos do peso corporal
dos micos, néo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes grupos
experimentais.

As alteragbes vistas na TMT do ouvido direito podem estar refletindo, na
verdade, alteragbes ipsilaterais na temperatura e do fluxo sanguineo cerebral (BAKER
e cols., 1972; SCHUMAN e cols., 1999; YABLONSKIY e cols. 2000) decorrentes da um
aumento da atividade neuronal (SCHIFFER e cols., 1999). Uma alteragdo na TMT vem
sendo vista como um indice indireto, e em tempo real, de alteragdes na atividade
cerebral em nivel hemisférico (CHERBUIN e BRINKMAN, 2007; PROPPER e BRUNYE,
2013). De fato, em estudos empregando técnicas de neuroimagem em pessoas sadias
que estdo observando estimulos aversivos, foi observado um aumento no fluxo
sanguineo apenas no hemisfério direito (CANLI e cols., 1998).

Desta forma, os diferentes intervalos de ECI que foram avaliados no presente
estudo podem ter sido processados preferencialmente pelo hemisfério direito. De fato,
o estresse de contengao parece exigir um processamento neural complexo (MURISON
e OVERMIER, 1993; VAN DE KAR e cols., 1991). TOMAZ e cols. (2003), usando esse
mesmo parametro e a mesma espécie, obtiveram resultados semelhantes ao que foi
visto no presente estudo. Contudo, HANBURY e cols. (2011) detectaram um aumento
bilateral na TMT em uma espécie de prossimio (Otolemur garnettii) submetida a um
estresse de contengdo de curta duragédo (6 min). Portanto, a duragdo desse tipo de
estresse e/ou diferencas entre as espécies podem estar contribuindo para essa
discrepancia.

Em humanos e em varios animais, 0s mecanismos neurais responsaveis pelo
processamento de respostas emocionais negativas parecem estar lateralizados no lado
direito do cérebro (revisto em GAINOTTI, 2012; ROGERS, 2009). Uma especializagéo
do hemisfério direito para o processamento desse tipo de informagao também ja foi
relatada em micos expostos a captura/contengdo (TOMAZ e cols., 2003), a situagdes
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novas (CAMERON e ROGERS, 1999) e a diferentes estimulos relacionados a
predadores (HOOK-COSTIGAN e ROGERS, 1998; PEREIRA e cols., 2018; SOUZA
SILVA e cols., 2007). Em outras espécies de PNH, eventos sociais aversivos também
foram processados preferencialmente pelo hemisfério direito (chimpanzés: PARR e
HOPKINS, 2000; babuinos: WALLEZ e VAUCLAIR, 2011; macacos rhesus: KALIN e
cols., 1998). Acredita-se que essa lateralizagdo do processamento das emogdes pode
levar a respostas comportamentais e fisiologicas mais rapidas e duradouras (HAUSER,
1993; KALIN e cols., 1998; PARR e HOPKINS, 2000; WITTLING e ROSCHMANN,
1993).

No entanto, cabe ressaltar que o tamanho amostral do presente estudo foi
pequeno e nao foi feita uma analise comparativa entre estimulos com diferentes
valéncias (p.ex., negativa, positiva e neutra). Portanto, os resultados ndo devem ser
vistos como uma evidéncia clara que corrobore qualquer um dos modelos tedricos
propostos atualmente sobre a lateralizagédo hemisférica das emogdes (i.e., hipotese da
valéncia versus hipétese do hemisfério direito; revisado em GAINOTTI, 2012).

Outro ponto interessante, em termos dos resultados do presente estudo,
consiste na dire¢cao especifica da alteragéo vista na TMT direita. O efeito observado
variou de acordo com a duracdo do evento de ECI, havendo um aumento na
temperatura apos um intervalo de 15 min e uma diminuicdo apds 30 min. Em PNH
(galago: HANDBURY e cols., 2011, 2013; chimpanzé: PARR e HOPKINS, 2000) e em
humanos (p.ex., PROPPER e BRUNYE, 2013), um aumento na TMT tem sido
frequentemente associado a um aumento ipsilateral da atividade hemisférica induzida
por um estresse emocional. No entanto, uma redugéo na temperatura cerebral ja foi
relatada em macacos rhesus apos uma estimulagdo direta do sistema limbico
(HAYWARD e BAKER, 1968), assim como uma diminui¢do na TMT de micos-estrela
apos um episddio agudo de estresse de predacao (dados da presente tese publicados
em PEREIRA e cols., 2018). O horario do dia em que os sujeitos foram avaliados néo

coincidiu com os dois picos diarios em que eles se dedicam a atividades de
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forrageamento (NUNES e cols., 2010). Assim, uma menor disponibilidade de energia
nao parece ter contribuido para a diminui¢do vista na TMT, principalmente no grupo
ECI-30. Os mecanismos responsaveis por alterar a temperatura cerebral, em fungéo de
mudancas na atividade neuronal, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Da mesma
forma, ainda ndo se sabe como se da a relagdo entre a TMT e a atividade neuronal
hemisfeérica.

Contudo, diferentes aspectos podem ser apontados para tentar explicar a
discrepancia observada no presente estudo em termos da diregcdo com que a TMT
mudou ap6s os diferentes intervalos de ECI. Por exemplo, a temperatura do cérebro e
0S mecanismos responsaveis pela dissipacdo de calor sdo diferentes entre areas
superficiais e regides mais profundas (SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006). Assim,
diferentes estruturas neurais podem ter sido ativadas apds diferentes intervalos,
inclusive em um mesmo hemisfério. Por outro lado, algumas areas cerebrais podem ser
temporariamente desativadas, levando a um menor fluxo sanguineo para aquela regiao
(RAICHLE e cols., 2001). Outro fator importante que deve ser considerado é a
assimetria hemisférica em termos das fungdes cognitivas. Considerando que os micos
usados no presente estudo tinham experiéncia prévia com o procedimento de ECI, é
possivel que uma lateralizagdo do processamento de informagdes cognitivas, ocorrendo
concomitantemente ao processamento das informagdes emotivas, pode ter influenciado
a variacao detectada na TMT. A TMT direita diminuiu dependendo do tipo de teste de
memoria empregado em chimpanzés (HOPKINS e FOWLER, 1998) e humanos
(MEINERS e DABBS, 1977; no entanto, vide CHERBUIN e BRINKMAN, 2007). Por fim,
vale ressaltar que mecanismos autonédmicos de termorregulagdo também controlam a
temperatura e o fluxo sanguineo cerebral (p.ex., HAYWARD e BAKER, 1968). Assim,
aspectos ndo relacionados diretamente a atividade neural também podem ter
contribuido para a diregdo com que a TMT mudou no presente estudo, principamente

depois do intervalo mais longo de 30 min.
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Outro ponto que deve ser considerado é se a TMT, usada aqui como um
indicador indireto da atividade neuronal hemisférica, reflete igualmente dissipagao de
calor e mudangas locais no fluxo sanguineo, e qual o curso temporal de cada um desses
efeitos. Tais aspectos ainda nao foram sistematicamente investigados. Apesar do fato
que estimulos aversivos podem induzir respostas duradouras, sugere-se que a TMT
indica, de maneira confiavel, mudancas na atividade hemisférica ocorridas em até 10 a
20 min (CHERBUIN e BRINKMAN, 2007; PARR e HOPKINS, 2000). Estudos
empregando técnicas de neuroimagem, que também estdo baseadas em mudangas no
fluxo sanguineo, indicam que esse intervalo pode ser ainda mais restrito (p.ex.. HERVE
e cols., 2013). Portanto, os resultados do grupo ECI-30 devem ser analisados com

cautela.

6.5. Concluséo

Os resultados do presente estudo indicam que um episddio agudo de ECI é
capaz de induzir, em micos-estrela adultos, respostas neuroenddcrinas (i.e., cortisol)
tipicamente associadas a estimulos aversivos. Ademais, esses primatas parecem
processar esse tipo de evento aversivo de forma assimétrica, uma vez que houve
alteragdes apenas na TMT direita.

Porém, nao foi possivel determinar a experiéncia prévia dos sujeitos com esse
tipo de procedimento, ou ainda estabelecer possiveis diferengas entre os sexos devido
ao numero reduzido e variavel de machos/fémeas em cada grupo experimental. A
liberacdo de cortisol induzida pelo estresse (p.ex., PEREIRA e cols., 2018) e a
assimetria hemisférica podem variar entre os sexos (revisto em ROGERS, 2014). De
fato, os horménios gonadais podem atuar durante o desenvolvimento e/ou modular
circuitos neurais na fase adulta, além de poder exercer uma influéncia mais indireta
(p.ex., via diferengas comportamentais e/ou cognitivas entre os sexos; ROGERS, 2014).
Assim, deve-se ter cautela ao generalizar esses resultados, sendo necessario realizar

mais estudos para se ter um melhor entendimento sobre essa variavel.
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Os resultados do presente estudo também corroboram outros trabalhos que
indicam que a termometria da TMT pode ser um indicador indireto, rapido, ndo-invasivo
e de baixo custo da atividade neuronal hemisférica em tempo real em pequenos
primatas. Os dados também indicam que, ao usar caixas de contencdo na atividade
clinica e na pesquisa, assim como na rotina de manejo desses primatas em cativeiro
(i.e., transporte, isolamento), o fator estresse deve ser levado em consideragédo em
termos do bem-estar dos animais.

Ainda fica em aberto esclarecer como o cortisol e a TMT respondem a
exposic¢des repetidas a um ECI. Além disso, ndo esta claro como as alteragdes na TMT
— as vezes em diregdes opostas — se relacionam com a atividade neuronal hemisférica
durante eventos aversivos. O significado funcional da diregdo com que a TMT altera

durante tais eventos (i.e., aumentando ou diminuindo) ainda precisa ser estabelecido.
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7. ESTUDO 3: PRIVAGAO ALIMENTAR

7.1. Aspectos gerais

O terceiro estudo teve como objetivo determinar se um evento de privagao
alimentar é capaz de induzir uma resposta de estresse em micos-estrela adultos, e se
essa resposta é processada predominantemente por um dos hemisférios cerebrais. No
caso de uma privagéo alimentar, o animal € capaz e quer comer, mas ndo consegue
devido a uma falta de alimento causado por eventos que fogem ao seu controle
(McCUE, 2010). Esse tipo de estresse vem sendo empregado para avaliar, de forma
experimental, os efeitos decorrentes de um estresse emocional, mas 0 mesmo também
pode ser gerado quando ha uma alteragdo em rotinas de manejo ja bem estabelecidas.

Portanto, nesse estudo, o fornecimento de alimento aos sujeitos foi retido por um
intervalo de 3 ou 6 h, contado a partir do horario matutino normal de fornecimento diario
de comida ao plantel dos calitriquideos do CPUnB. Alteracbes na TMT direita e
esquerda foram estabelecidas e empregadas como um indicador indireto da atividade
neuronal em nivel hemisférico, enquanto a concentragdao de cortisol no sangue foi
determinada e usada como uma medida da resposta hormonal ao estresse.

Os resultados desse estudo ja foram publicados (Frontiers in Behavioral

Neuroscience 14: 123, 2020; doi: 10.3389/fnbeh.2020.00123).

7.2. Procedimento experimental
7.2.1. Sujeitos

Nesse estudo foram utilizados 24 micos-estrela adultos (C. penicillata; 14
machos, 10 fémeas) com idade entre 4,5-8,0 anos. Os micos pesavam 33519 g
(médiatsem; variagado: 295-490 g) no inicio do estudo, e nenhuma fémea estava prenha
no momento dos procedimentos ou tinha tido filhotes recentemente. Todos os sujeitos
foram alojados aos pares no CPUnNB, conforme condi¢des detalhadas anteriormente na

Secao 4.
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Contudo, em termos da rotina diaria de alimentacdo, vale destacar que os
animais receberam alimento fresco uma vez ao dia. Na cozinha do CPUnB, a dieta foi
preparada diariamente e separada nos respectivos recipientes de cada viveiro. Esses
recipientes, ja prontos, foram entdo levados para o Pavilhdo de Calitriquideos e
imediatamente distribuidos pelo tratador para o seu respectivo viveiro, seguindo uma
ordem aleatéria. Esse procedimento geralmente leva <5 min para ser concluido, sendo
realizado de acordo com uma rotina regular do CPUnB, com inicio as 07:00 h (+10 min).
Os itens que nao foram consumidos ao longo do dia foram retirados do viveiro as 17:00

h.

7.2.2. Afericdo das temperaturas da membrana timpanica e subcutanea

As TMT direita e esquerda dos micos foram aferidas antes e apds o
procedimento experimental indicado abaixo, seguindo a metodologia geral descrita na
Secédo 4.3. No presente estudo, foram feitas seis leituras da TMT de cada sujeito, em
intervalos de 5 s — trés no ouvido esquerdo e trés no ouvido direito — seguindo 0 mesmo
procedimento empregado anteriormente no Estudo 2.

A TSC também foi aferida antes e logo apds o término da sessao experimental,
com o intuito de verificar se possiveis mudangas na TMT n&o estariam relacionadas a
um efeito geral na temperatura corporal.

Além disso, os valores da TMT e da TSC observados logo antes do procedimento
(dados pré-estresse), foram subtraidos da medida registrada logo apds a sessao,
gerando assim um escore de diferenga (difference score): A = temperatura pés-estresse
— temperatura pré-estresse (em °C). Assim como nos estudos anteriores, um valor
positivo de A indica que a temperatura aumentou durante a sessido experimental,

enquanto um escore negativo revela que esse parametro diminuiu.
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7.2.3. Procedimento do estresse por privagao alimentar (PA)

Os micos foram divididos em quatro grupos experimentais (n=6/grupo). Dois
grupos foram privados de alimento (PA), recebendo sua dieta padrao de alimento fresco
e racdo somente depois de um periodo de 3 ou 6 h além do horario normal de
fornecimento: grupos PA3h e PA6Gh, respectivamente. Em cada um desses grupos havia
quatro machos e duas fémeas. Os outros dois grupos foram empregados como controle
(GC), um para cada intervalo de PA avaliado no presente estudo: grupos GC3h (para o
intervalo de 3 h) e GC6h (para o intervalo de 6 h). Em cada um desses grupos havia
trés machos e trés fémeas. Os animais desses grupos nao foram privados de alimento
e, portanto, receberam sua dieta diaria de alimento fresco e ragdo no horario habitual
(07:05 h). Agua também permaneceu disponivel ad libitum para todos os micos.

E importante ressaltar que os sujeitos dos quatro grupos diferiram em termos do
horario de fornecimento da alimentagdo, mas todos foram submetidos ao mesmo
procedimento experimental indicado abaixo. Ainda, os animais pertencentes a um
mesmo viveiro de moradia foram obrigatoriamente indicados para o mesmo grupo
experimental, além de terem sido testados simultaneamente. Para tanto, cada sujeito
foi avaliado por uma equipe diferente.

Cada sujeito foi testado apenas uma vez. Porém, nem todos os membros de um
mesmo grupo foram avaliados no mesmo dia. Uma representagdo esquematica
resumida do procedimento pode ser vista na Figura 7.1. No dia antes da realizag&o da
sessao teste, todo o alimento fresco que nao foi consumido naquele dia foi removido
normalmente do viveiro de moradia as 17:00 h, juntamente com o recipiente contendo
ragao.

No dia seguinte, as 07:00 h (i.e., no dia do teste e no horario normal do
fornecimento de alimento), os dois micos de um mesmo viveiro de moradia foram
capturados e contidos manualmente. Em seguida, as TSC e TMT pré-estresse foram
aferidas, conforme descrito anteriormente, e o mico levado de volta ao seu viveiro de

moradia. Para os animais dos grupos controle (GC3h e GC6h), a dieta padrao de
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alimento fresco e ragéo foram entéo fornecidos normalmente a aproximadamente 07:05
h. Para os animais dos grupos de privagédo (PA3h e PA6h), a alimentagao foi retida
durante todo o periodo pré-estabelecido de privagdao alimentar (3 h e 6 h,
respectivamente). Durante as proximas 3 h (grupos GC3h e PA3h) ou 6 h (grupos GC6h
e PAGh), os sujeitos permaneceram em seus respectivos viveiros de moradia sem serem
incomodados, com ou sem acesso a alimentagdo, de acordo com seu grupo
experimental. Ao final do intervalo pré-estabelecido, cada sujeito foi novamente
capturado em seu viveiro de moradia, contido manualmente e sua TSC e TMT pos-

estresse aferidas.

Sessao experimental

intervalo de
Privagao alimentar

GC3h
n=6

PA3h
afericao pre- n=6 afericao pos-
estresse da estresse da
TSCe TMT GC6h TSCe TMT

n=6

coleta de
sangue

PA6h
n=6

Figura 7.1. Representagdo esquematica do procedimento geral do Estudo 3 que realizado com cada um
dos quatro grupos experimentais: privagdo alimentar de 3 h (PA3h), grupo controle da PA3h (GC3h),
privagéo alimentar de 6 h (PA6h) e grupo controle da PA6h (GC6h). Cada sujeito foi avaliado uma unica
vez.

Em seguida, os micos foram levados para uma sala de procedimento, adjacente
ao Pavilhao de Calitriquideos, onde foram submetidos a coleta de uma amostra sangue
para entdo serem liberados em seu viveiro de moradia. Apds o retorno ao viveiro, os
animais dos grupos PA3h e PAGh receberam sua dieta padrao de alimento fresco e
racao; i.e., aproximadamente 10:05 h para o grupo PA3h e as 13:05 h para o grupo
PAGh.
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Foi registrado o tempo que levou para capturar cada sujeito em seu viveiro de
moradia, assim como aferir as suas temperaturas corporais pré- e pés-estresse (Tabela

7.1). Nesse estudo, as respostas comportamentais dos sujeitos ndo foram registradas.

Tabela 7.1. Tempo necessario para realizar diferentes etapas do procedimento experimental nos
micos submetidos a um episddio de estresse de privagao de alimento de 0 (ndo-privado), 3 ou 6
horas (médiatepm, em segundos).

Intervalo de estresse de privagao de alimento

Etapa do procedimento 3 horas 6 horas

Nao-privado Privado Nao-privado Privado
Pré-teste
captura no viveiro 2616 3810 3510 3210
afericdo da temperatura 6219 68+11 53121 48+18
Pés-teste
captura no viveiro 3017 3216 39+11 27+10
afericdo da temperatura 54+7 47412 43412 39+12
coleta de sangue 136+35 129124 170+82 181+21

7.2.4. Coleta de sangue e dosagem do cortisol sérico

Para cada suijeito, foi obtida uma uUnica amostra de sangue. Essa amostra foi
coletada logo apos a afericdo da TMT pos-estresse (Figura 7.1). Os sujeitos que
pertenciam a um mesmo viveiro de moradia também foram submetidos
simultaneamente a esse procedimento, o qual foi realizado por equipes diferentes.

Cada animal foi anestesiado com isoflurano (Fluorane®), por via inalatoria,
utilizando um vaporizador universal portatil (Brasmed Vetcase, Sao Paulo, Brasil) fixado
em 2% e com um fluxo de 1 L/min de oxigénio. Em seguida, uma amostra de 0,5 mL de
sangue foi obtida por meio de uma puncgao da veia femoral. A amostra foi transferida
para um tubo de 4 mL contendo ativador de coagulagéo e gel separador (Vacuette,

Brasil) e mantida resfriada até seu processamento inicial.
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Depois de se recuperar do efeito da anestesia (1-2 min), o sujeito foi levado de
volta ao seu viveiro de moradia e monitorado por mais 30 min. O tempo que levou para
obter cada amostra de sangue foi registrado para verificar se esse procedimento teria
influenciado o nivel de cortisol detectado (Tabela 7.1).

Cada amostra de sangue foi processada e analisada utilizando o mesmo
procedimento descrito acima no Estudo 2. A dosagem de cortisol foi realizada com o

apoio do Laboratério Sabin (Brasilia, DF).

7.2.5. Analise estatistica

Os dados do escore A da TMT para cada intervalo de PA foram analisados
separadamente para se estabelecer possiveis diferengas entre os lados esquerdo e
direito e entre os grupos experimentais. Assim, foi realizada uma ANOVA de duas vias
de desenho misto (mixed-design two-way Analysis of Variance), com o escore A da TSC
como covariante, bem como o ‘grupo’ (GC x PA) como o fator independente, e ‘lado’
(ouvido esquerdo x direito) como a variavel dependente. Os dados referentes a
concentracao de cortisol, a massa corporal e ao escore A da TSC foram analisados para
detectar possiveis diferengas entre os grupos usando uma ANOVA de uma via. No caso
de um resultado significativo, os dados foram analisados em seguida com o teste de
Tukey.

Além disso, o teste de correlagdo de Pearson foi usado para estabelecer a
relagéo entre: (1) escore A da TMT e concentragéo de cortisol; (2) TMT e tempo para
captura no viveiro; (3) TMT e tempo para afericao das temperaturas corporais; (4)
escores A da TMT e TSC; e (5) concentragao de cortisol e tempo necessario para obter
a amostra de sangue. O nivel de significAncia adotado para todos os testes foi de

p<0,05.
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7.3. Resultados

Ao final da sessao experimental, os micos que haviam sido privados de alimento
por 3 h (grupo PA3h) tiveram uma concentragdo de cortisol mais elevada que a dos
demais grupos testados [fator grupo: F(1,20)=6,23; p=0,02; fator intervalo: F(1,20)=3,24;
p=0,09; interagédo: F(1,20)=5,49; p=0,03; Figura 7.2]. Para os animais que foram
privados de alimento por 6 h (PA6h) e nos dois grupos controle nao-privados, foi
observada uma concentracdo de cortisol semelhante e mais baixa que a do grupo PA3h.
Vale ressaltar que os niveis de cortisol detectados ndo foram correlacionados ao tempo
necessario para obter a amostra de sangue [GC3h: r=0,60; p=0,21; PA3h: r=0,10;

p=0,72; GC6h: r=-0,43; p=0,40; PA6h: r=-0,48; p=0,35; Tabela 7.1].
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Figura 7.2. Concentragdo de cortisol (média+epm) detectada nos micos logo apds o procedimento
experimental do Estudo 3 realizado em cada um dos quatro grupos experimentais. Os dois grupos controle
néo foram privados de alimento, enquanto que os outros dois grupos foram privados de alimento por 3 ou
6 h além do horario normal de fornecimento. n=6/grupo; *p<0,05 vs. demais grupos.

Por sua vez, o estresse de PA alterou significativamente a TMT dos micos, sendo
que o efeito observado em cada ouvido diferiu entre os dois intervalos (3 h x 6 h). Nos
micos que foram privados de alimento por 3 h, foi detectado um aumento significativo
na TMT esquerda e direita. Ja no respectivo grupo controle (GC3h), o qual recebeu
alimento normalmente mas teve o cortisol avaliado 3 h depois, esse parametro

permaneceu inalterado em ambos os lados [fator grupo: F(1,9)=38,42; p<0,01; fator
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lado: F(1,9)=0,02; p=0,89; interagao: F(1,9)=0,24; p=0,64; Figura 7.3], ndo havendo aqui
uma influencia do escore A da TSC [F(1,9)=2,00; p=0,19].

Nos animais privados de alimento por 6 h, a TMT direita aumentou
significativamente, enquanto no lado esquerdo essa temperatura permaneceu
constante. Esse padrao de resposta diferiu significativamente do que foi observado no
grupo controle (GC6h), uma vez que para esses animais a TMT permaneceu inalterada
em ambos os lados [fator grupo: F(1,9)=3,65; p=0,09; fator lado: F(1,9)=6,54; p=0,03;
interacao: F(1,9)=6,76; p=0,03; Figura 7.3]. O escore A da TSC também nao influenciou

esse resultado [F(1,9)=0,98; p=0,35].
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Figura 7.3. Alteragdo na temperatura da membrana timpanica esquerda e direita (TMT; escore A;
média+epm) dos micos durante um episédio de estresse de privagdo alimentar de 3 ou 6 h. Os dois grupos
controle ndo foram privados de alimento, enquanto que os outros dois grupos foram privados de alimento
por 3 ou 6 h além do horario normal de fornecimento. Escore A da TMT = temperatura pds-teste —
temperatura pré-teste em °C; n=6/grupo; *p<0,05 grupo com privagdo vs. respectivo grupo controle.

Nao foi observada uma correlacéo entre os valores da TMT esquerda ou direita
e a duracéo do procedimento de captura no viveiro de moradia [captura pré-estresse —

vs. TMT esquerda pré-estresse: r=-0,06; p=0,77 e vs. TMT direita pré-estresse: r=-0,04;
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p=0,85; captura pos-estresse — vs. TMT esquerda pos-estresse: r=0,27; p=0,20 e vs.
TMT direita pos-estresse: r=0,07; p=0,75; Tabela 7.1]. Os valores da TMT esquerda e
direita também nao estavam correlacionados ao tempo necessario para aferir as
temperaturas corporais [tempo afericdo temperatura pré-estresse — vs. TMT esquerda
pré-estresse: r=0,61; p=0,77 e vs. TMT direita pré-estresse: r=0,32; p=0,13; tempo
afericdo temperatura pés-estresse — vs. TMT esquerda poés-estresse: r=-0,02; p=0,92 e
vs. TMT direita pds-estresse: r=0,03; p=0,88; Tabela 7.1]. Além disso, hao houve uma
correlacédo entre a concentracio de cortisol e os escores A da TMT esquerda [GC3h:
r=0,46; p=0,36; PA3h: r=-0,26; p=0,62; GC6h: r=0,10; p=0,85; PA6h: r=0,40; p=0,44] ou
da TMT direta [GC3h: r=-0,39; p=0,44; PA3h: r=0,06; p=0,91; GC6h: r=-0,60; p=0,21;
PA6h: r=0,40; p=0,44].

Nao foram observadas diferengas significativas entre os diferentes grupos
experimentais ou intervalos de estresse em termos dos escores A da TSC [fator
intervalo: F(1,20)=0,04; p=0,85; fator grupo: F(1,20)=0,03; p=0,87; interagao:
F(1,20)=0,42; p=0,52; Tabela 7.2]. Além disso, esse mesmo parametro e 0s escores A
da TMT esquerda e direita ndo estavam correlacionados [escore 4 da TSC — vs. escore
A da TMT esquerda: r=0,24; p=0,28 e vs. escore TMT direita: r=0,28; p=0,19]. Por fim,
para a massa corporal dos micos, ndo foram observadas diferengas significativas entre
0s grupos experimentais ou intervalos de estresse [fator intervalo: F(1,20)=1,98; p=0,18;
fator grupo: F(1,20)=0,33; p=0,57; interagéo: F(1,20)=3,15; p=0,09; Tabela 7.2].

Tabela 7.2. Massa corporal e alteragdo na temperatura subcutanea (escore A da TSC) dos micos
submetidos a um episddio de estresse de privagao de alimento de 0, 3 ou 6 horas (média+ epm).

Intervalo de estresse de privagao de alimento

Parametro 3 horas 6 horas

Controle Privacéo Controle Privacéo
massa corporal (g) 3409 3188 32213 376x29
escore A da TSC (°C)? 0,1+0,1 0,2+0,2 0,2+0,1 0,1+0,1

@ escore A = temperatura aferida pés-estresse — temperatura aferida pré-estresse

84



7.4. Discussao

Padrdes de forrageamento (i.e., a busca e obtengéo de alimentos) e a ingestao
de alimentos s&o induzidos e controlados por mecanismos neurais que buscam garantir
a sobrevivéncia de um individuo. Contudo, importantes mecanismos mnemonicos e
motivacionais também controlam o comportamento alimentar (HOLLAND e
PETROVICH, 2005; BERRIDGE e cols., 2010). Enquanto o primeiro mecanismo
promove o balango energético homeostasico de longo-prazo, os ultimos dois
correspondem a um controle cognitivo e hedénico, respectivamente (WILSON e cols.,
2014).

Assim, os alimentos possuem propriedades reforcadoras naturais, que por sua
vez contribuem significativamente para o processo de aprendizado sobre o alimento em
si, além de sua disponibilidade espacial e/ou temporal (WEBB e cols., 2009). Por
exemplo, quando a ingestdo de um determinado alimento ocorre repetidamente em um
determinado horario do dia, um individuo pode entdo vir a esperar ou até mesmo
antecipar o horario que esse alimento se tornara disponivel novamente (revisado em
MISTLBERGER, 2011). Desta forma, diferentes estratégias de forrageio podem ser
adotadas, em horarios especificos do dia, a fim de otimizar a ingestdo de alimentos e
minimizar o gasto energético para sua obtengdo (ARMSTRONG, 1980).

Essa habilidade de detectar, reter e usar informagdes sobre o contexto temporal
dos alimentos é frequentemente vista em animais mantidos em cativeiro. Nessa
situacdo, o animal raramente tera controle total sobre sua rotina alimentar, sendo o
horario de fornecimento de alimentos muitas vezes imposto pelos cuidadores
(BASSETT e BUCHANAN-SMITH, 2007). Como a maioria dos criadouros possui rotinas
de manejo pré-estabelecidas para o fornecimento diario de alimento, essa atividade
provavelmente se tornara temporalmente previsivel. Porém, uma vez estabelecida, a
perda de previsibilidade relacionada a um evento apetitivo pode gerar frustragao e
estresse psicoldgico (BASSETT e BUCHANAN-SMITH, 2007), conforme parece ter

ocorrido nos micos do presente estudo.
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De fato, um atraso na rotina diaria de fornecimento de alimento parece ter
induzido uma resposta de estresse nos micos-estrela. Aqueles que receberam seu
alimento 3 h além do horario habitual apresentaram niveis de cortisol mais elevados,
comparado ao grupo controle (PA3h x GC3h). Os animais do grupo controle receberam
sua dieta padrao diaria no horario normal, mas tiveram seus niveis de cortisol avaliados
apenas 3 h depois, como foi feito para o grupo PA3h. Vale ressaltar que os niveis de
cortisol detectados nao estavam correlacionados ao tempo necessario para obter as
amostras de sangue e que a concentracdo desse hormdnio nos animais nao-privados
foi semelhante aos descritos na literatura para micos nao-estressados (CHROUSOS e
cols., 1982; PRYCE e cols., 2002; SALTZMAN e ABBOTT, 2011).

Uma hiperatividade do eixo HPA também ja foi vista em macacos rhesus que
tiveram um breve atraso (<3 h) no fornecimento diario de alimento (HELMREICH e cols.,
1993; LADO-ABEAL e cols., 2000). Comportamentos agonisticos, anormais e
estereotipados ja foram observados em macacos (Macaca arctoides) mantidos em
cativeiro quando o alimento foi disponibilizado um pouco depois do que era previsto na
rotina alimentar (<1 h; WAITT e BUCHANAN-SMITH, 2001). Efeitos parecidos a esses
foram relatados em diferentes animais submetidos a condicbes experimentais
semelhantes as do presente estudo (bezerros: JOHANNESSON e LADEWIG, 2000;
NORMANDO e cols., 2013; cavalos: ZUPAN e cols., 2019; galinhas: BEUVING e cols.,
1989; ovelhas: YAYOU e cols., 2009).

Porém, em roedores alimentados de forma ad libitum, os niveis de corticosterona
aumentaram apenas 24 h depois da interrupgao do fornecimento de ragéo (GALICICH
e cols., 1963; HUANG e cols., 2016; JOHANSSON e cols., 2008; NOWLAND e cols.,
2011). Nesse tipo de esquema alimentar, a disponibilidade de alimento geralmente nao
acaba sendo associada a um determinado horario do dia (STEPHAN, 2002), e portanto,
nao se espera que um atraso no seu fornecimento induza uma sensagao imediata de
frustracdo e estresse. Por outro lado, sob condicbes mais experimentais, a troca de um
esquema previsivel de reforgamento com alimento por um esquema imprevisivel (i.e.,
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esquema de tempo fixo vs. razdo fixa) gerou um aumento imediato nos niveis de
corticosterona de roedores (COE e cols., 1983; DAVIS e cols., 1976; GOLDMAN e cols.,
1973; LEVINE e cols., 1972). Uma mudanga em esquemas de reforgamento se
assemelha mais as condi¢cdes que os micos do presente estudo foram submetidos.
Alteracdes parecidas também levaram a um aumento na concentragdo de cortisol e
induziram alteragbes comportamentais relacionadas ao estresse em diferentes espécies
de PNH (GOTTLIEB e cols., 2013; LYONS e cols., 2000; ULYAN e cols., 2006; porém
vide BLOOMSMITH e LAMBETH, 1995). Quando a alimentagéo ja ocorre de forma mais
imprevisivel, ou quando ja se usa um esquema imprevisivel de reforcamento (i.e., razao
fixa), os niveis circulantes de glicocorticéides podem nao ser muito afetados por
flutuagdes na ingestdo diaria de alimento (macacos: MARTINEZ-MOTA e cols., 2016)
ou por mudanga para um esquema previsivel de reforcamento (ratos: LEVINE e cols.,
1972), respectivamente.

Portanto, a perda subita de previsibilidade temporal, relacionada a rotina de
fornecimento diario de alimento, pode ter sido um elemento chave que desencadeou a
resposta hormonal de estresse observada nos micos do presente estudo. Essa hipotese
deve ser interpretada com cautela, uma vez que nao é possivel descartar a possibilidade
que a elevagdo da concentracdo de cortisol do grupo PA3h também possa estar
refletindo uma resposta homeostasica de mobilizagéo de estoques de energia devido a
um menor nivel de glicose no sangue causado pela privagao alimentar (McCUE, 2010).

E importante ressaltar que o aumento de cortisol visto apés 3 h de PA no
presente estudo foi possivelmente revertido ao se prolongar ainda mais esse evento
aversivo. Depois de um intervalo de 6 h, os niveis de cortisol dos micos que tinham sido
privados e dos que nao tinham sido privados nao diferiram mais (grupo PA6h vs. GC3h
e GC6h). Esse retorno a niveis mais basais pode ser um mecanismo de adaptagao
fisiologico. Altas concentragdes circulantes de cortisol por periodo prolongados afetam
negativamente varios sistemas fisioldgicos do corpo, como por exemplo, o crescimento,
a reprodugéo e a resposta imune (HABIB e cols., 2001). De fato, a liberagao de cortisol
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pode variar de acordo com a duragéo do evento estressor (MILLER e cols., 2007).
Porém, os dados do presente estudo ndo permitem determinar o efeito que periodos
mais prolongados de estresse (>6 h) terdo sobre o eixo HPA dos micos. A duragao
desse efeito pode variar entre diferentes PNH, visto que em uma outra espécie de PNH,
0s niveis de cortisol ainda estavam elevados 20 h depois de se interromper a rotina de
fornecimento diario de alimento (MEDHAMURTHY e cols., 2007). Novos estudos sao
necessarios para se realizar uma analise comparativa mais detalhada sobre a resposta
hormonal de PNH a um evento de PA.

Em termos da TMT dos micos, foi detectado um aumento significativo na
temperatura, mas apenas naqueles que foram submetidos a PA (PA3h e PA6h). No
entanto, as TMT nao estavam relacionadas a temperatura geral do corpo (i.e., TSC), ou
com os tempos de captura dos micos ou de afericdo da sua temperatura corporal. Na
verdade, a TSC permaneceu constante ao longo do estudo e, como também visto em
termos do peso corporal, ndo houve diferenga entre os grupos.

Por outro lado, a TMT parece refletir a temperatura cerebral (MARIAK e cols.,
1994; SCHUMAN e cols., 1999). Mudangas na TMT basal correspondem a alteragdes
ipsilaterais no fluxo sanguineo cerebral e na temperatura do cérebro (BAKER e cols.,
1972; SCHUMAN e cols., 1999; YABLONSKIY e cols., 2000) induzidas por alteragdes
na atividade dos neurbnios (SCHIFFER e cols., 1999). Considerando que estimulos
emocionais negativos podem induzir um aumento na atividade neuronal e no fluxo
sanguineo regional (CANLI e cols., 1998), acredita-se que o aumento na TMT dos micos
do presente estudo pode corresponder a um aumento ipsilateral na atividade cerebral
detectado em nivel hemisférico. Resultados semelhantes ja foram observados em
estudos realizados em humanos (p.ex., PROPPER e BRUNYE, 2013) e PNH
(chimpanzé: PARR e HOPKINS, 2000; galago: HANDBURY e cols., 2011, 2013;
macacos rhesus: BOYCE e cols., 1996; micos: dados da presente tese publicados em

PEREIRA e cols., 2019).
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Vale ressaltar que, no presente estudo, a TMT aumentou bilateralmente depois
do intervalo de PA de 3 h, enquanto no grupo privado por 6 h o aumento observado foi
exclusivamente no lado direito. Eventos estressores, como o de PA, constituem em uma
resposta complexa do cérebro que envolve diferentes sistemas (van OORT e cols.,
2017). Para que a resposta mais apropriada possa ocorrer, € no momento mais
indicado, os sistemas emocional, autonémico, neuroendécrino e cognitivo devem
interagir, cada um tendo possivelmente o seu préprio padrédo de assimetria funcional
(GERENDAI e HALASZ, 1997; HAGEMANN e cols., 2003; VOGELS e cols., 1994).
Como diferentes estruturas (sub)corticais sé&o recrutadas e/ou inativadas em diferentes
momentos (CARLSON e cols., 1988; RAICHLE e cols., 2001), o padréo de atividade
neuronal dos micos parece ter mudado ao longo do tempo.

Desta forma, o aumento bilateral na TMT sugere que um padrao de ativagéo
neuronal mais amplo ocorreu depois do intervalo mais curto de PA. Por outro lado, vale
mencionar que essa atividade bilateral proeminente pode ter ocultado um padrao de
atividade ainda mais robusto no lado direito. A TMT direita aumentou, em média, 0,7°C
a mais do que a que foi registrada no ouvido esquerdo. Apesar dessa diferenga de
temperatura entre os lados direito e esquerdo nao ter sido significativa no presente
estudo, um efeito similar foi observado em criangas submetidas a um estresse de
isolamento social (DAWSON e cols., 1992).

A medida que a duragdo do evento estressor aumentou, diferentes areas
cerebrais devem ter sido inativadas (p.ex., menor ativagéo do eixo HPA diminuindo a
liberagao de cortisol no grupo PAGh). Tais alteragdes acabaram levando a uma nitida
lateralizagédo da TMT e da atividade hemisférica no lado direito. O processamento de
estimulos aversivos é frequentemente associado ao hemisfério direito (revisado em
GAINOTTI, 2012). Tal especializagdo, por sua vez, pode levar a respostas mais
duradouras (p.ex., KALIN e cols., 1998).

Apesar de ndo haver estudos prévios relacionados ao padrdo de atividade
neuronal durante um estresse de PA em PNH, uma alteragdo tempo-dependente,
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semelhante a que foi vista nos micos, ja foi relatada para outros tipos de eventos
aversivos. Por exemplo, a TMT aumentou de forma bilateral apés um curto periodo de
estresse de contengédo (galagos: HANDBURY e cols., 2011). Porém, depois de
intervalos mais longos (micos: dados da presente tese publicados em PEREIRA e cols.,
2019) ou de episodios recorrentes (micos: TOMAZ e cols., 2003), essa ativagao ocorreu
exclusivamente no lado direito. Um evento curto de estresse de predacao foi processado
assimetricamente pelo hemisfério direito (micos: HOOK-COSTIGAN e ROGERS, 1998;
SOUZA SILVA e cols., 2007), mas a resposta a uma tarefa de obtengédo de alimento
associada a um modelo de predador foi menor apés lesdes unilaterais em qualquer um
dos hemisférios cerebrais (macacos rhesus: IZQUIERDO e MURRAY, 2004).

Portanto, durante o processamento de estimulos emocionais, outros aspectos
além da duracido do evento podem estar contribuindo para a variabilidade vista em
termos da lateralizagao hemisférica ou até mesma para a auséncia de uma assimetria.
Nesse contexto pode-se citar: o tipo de estimulo (p.ex., estresse de contengéo vs.
predacao), a espécie de PNH (p.ex., resposta de micos vs. macacos rhesus a um
humano desconhecido; IZQUIERDO e MURRAY, 2004; PEREIRA e cols., 2018), e
tracos individuais (p.ex., temperamento mais medroso; KALIN e cols., 1998).

Além disso, sabe-se que areas mais superficiais e profundas do cérebro podem
diferir em termos de sua temperatura, mecanismos de dissipagdo de calor e fluxo
sanguineo regional (SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006). O processamento
emocional e termoregulatério também interagem de forma bidirecional (HAGEMANN e
cols., 2003), o que sugere que aspectos nao relacionados as emogdes também podem
influenciar a regulagdo da temperatura cerebral e do fluxo sanguineo (p.ex., HAYWARD
e BAKER, 1968). Portanto, os mecanismos responsaveis pelas mudangas vistas na
TMT e na atividade neuronal hemisférica dos micos ao longo do tempo ainda precisam

ser esclarecidos.
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7.5. Concluséo

Os resultados do presente estudo sugerem que a perda subita de previsibilidade
temporal sobre a rotina diaria de fornecimento de alimento induz, nos micos, uma
resposta neuroenddcrina (i.e., cortisol) tempo-dependente tipicamente relacionada ao
estresse, conforme ja foi detectado em outras espécies. Esse resultado tem grande
implicagdo para o bem-estar de micos mantidos em cativeiro, especialmente quando se
avalia os procedimentos diarios de manejo, como no caso do fornecimento de alimento.

O estresse de PA parece constituir um evento emocional negativo para os micos.
Esse evento foi inicialmente processado pelo cérebro de forma mais simétrica, conforme
indicado pelo aumento bilateral da TMT apds um periodo de 3 h de privagao. Apos um
intervalo maior (i.e., até 6 h), a TMT aumentou exclusivamente no lado direito, sugerindo
que a atividade hemisférica passou entdo a ser predominantemente assimétrica. Ainda
€ necessario elucidar os mecanismos neurais que subsidiam as alteracbes na
temperatura do cérebro e no fluxo sanguineo, ocasionadas por um aumento na atividade
neuronal, assim como a relagdo entre mudangas na TMT basal e na atividade

hemisférica ao longo do tempo devido a exposigao a estimulos aversivos.
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8. ESTUDO 4: AMBIENTE NOVO E ISOLAMENTO SOCIAL
8.1. Aspectos gerais

O quarto estudo teve como objetivo estabelecer se a exposigao a um ambiente
novo, com ou sem isolamento social, &€ capaz de induzir uma resposta de estresse em
micos-estrela adultos e se essa resposta é processada predominantemente por um dos
hemisférios cerebrais. A exposi¢cdo a um ambiente desconhecido tem sido usada com
frequéncia como uma estratégia experimental para o estudo do medo e da ansiedade
em diversas espécies de animais (PRUT e BELZUNG, 2003). De fato, ambientes novos,
em que nao ha possibilidade de fuga devido a presenga de barreiras/paredes, podem
ser um evento aversivo para PNH, incluindo os micos (p.ex., CAGNI e cols., 2012).
Nessas condic¢des, respostas de estresse, medo e/ou ansiedade podem ocorrer devido
a falta de rotas de fuga, locais de protegao e/ou do isolamento social (p.ex., BARROS e
cols., 2004). Mas, sabe-se que o ambiente social vivido pelo individuo durante esse tipo
de evento pode vir a aumentar ou amenizar a resposta comportamental e hormonal ao
estresse (LEVINE, 1993), inclusive em micos (p.ex., SMITH e cols., 1998).

Nesse ultimo estudo, os micos foram expostos por 30 min a um ambiente novo
(aparato do campo aberto) ou a um ambiente altamente familiar (seu préprio viveiro de
moradia). Durante o periodo em que permaneceu nesse ambiente, o animal ficou o
tempo todo sozinho ou esteve nesse local juntamente com o outro membro da diade de
seu viveiro. As TMT direita e esquerda foram aferidas antes e apds o intervalo de
exposi¢cao. Uma mudanga em termos dos niveis basais desse parametro foi empregada
como um indicador indireto da atividade neuronal em nivel hemisférico. A concentragao
de cortisol no sangue também foi determinada ao final desse intervalo e usada como
uma medida da resposta hormonal ao evento estressor.

Os resultados desse estudo foram submetidos para publicagdo em periédico

cientifico internacional (Brain Research, no prelo, doi: 10.1016/j.brainres.2020.147198).
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8.2. Procedimento experimental
8.2.1. Sujeitos

Vinte e quatro micos-estrela adultos (C. penicillata; 15 machos e 9 fémeas), com
idade entre 4,5 - 8,0 anos, foram utilizados nesse estudo. Os micos pesavam 34416 g
(médiatsem; variagao: 280-410 g) no inicio do estudo e nenhuma fémea estava prenha
no momento dos procedimentos ou tinha tido filhotes recentemente. Os sujeitos do
presente estudo foram alojados aos pares no CPUnB, conforme as condi¢gdes que foram
detalhadas anteriormente na Secdo 4. Os pares usados aqui foram formados ha pelo
menos dois anos antes do inicio do estudo, consistindo em diades heterossexuais ou

em individuos do mesmo sexo.

8.2.2. Afericao das temperaturas da membrana timpanica e subcutanea

As TMT direita e esquerda dos micos foram aferidas antes e apds o
procedimento experimental detalhado abaixo, seguindo a metodologia geral descrita na
Secao 4.3. Para cada afericao do presente estudo, foram feitas seis leituras da TMT de
cada sujeito, em intervalos de 5 s — trés no ouvido esquerdo e trés no ouvido direito —
seguindo o mesmo procedimento empregado anteriormente no Estudo 2. Ademais,
conforme realizado nos Estudos 2 e 3, a TSC também foi aferida antes e logo apés o
término da sessdo experimental, com o intuito de verificar se possiveis mudangas na
TMT néo estariam relacionadas a um efeito geral na temperatura corporal. Nesse
experimento, também foi calculado o escore de diferencga (difference score; A), conforme

descrito anteriormente nos Estudos 2 e 3.

8.2.3. Procedimento para exposi¢cao a um ambiente novo, com ou sem isolamento
social

Os sujeitos foram divididos em quatro grupos experimentais. Esses diferiram em
termos do tipo de ambiente fisico (familiar ou novo) e do ambiente social (com parceiro
ou isolado) a que os animais foram submetidos durante o procedimento experimental.
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O ambiente fisico familiar consistiu no préprio viveiro de moradia do sujeito,
enquanto o ambiente fisico novo foi um aparato de Campo Aberto (CA). Esse consistiu
em uma arena retangular (130 x 75 x40 cm; C x L x A) branca, suspensa a 1 m do chao
por um suporte metalico (Figura 8.1). O CA tinha um chao de tela metalica, trés paredes
de chapa de aluminio, e a quarta parede e o teto eram de vidro transparente de
aproximadamente 4 mm de espessura. Uma porta do tipo-guilhotina, localizada
centralmente na parede de metal oposta a parede de vidro, serviu de ponto de entrada
e saida desse aparato. O aparato foi instalado em uma sala de experimento, localizada
a aproximadamente 50 m do Pavilhdo de Calitriquideos do CPUNnB onde estavam
localizados os viveiros de moradia dos animais. Portanto, cada sujeito foi levado do seu
viveiro de moradia até a sala de experimento, e depois de volta a seu viveiro, usando

uma caixa-transporte (35 x 20 x 23 cm; C X L x A). Essa caixa, feita de aluminio, podia

ser acoplada diretamente na frente da porta do CA (Figura 8.1).

Figura 8.1. Fotografias do aparato do Campo Aberto utilizado no estudo. A Esquerda: Vista lateral do
aparato, com a caixa-transporte acoplada diretamente em frente a porta do tipo-guilhotina e evidenciando
o teto e a parede (ao fundo) de vidro transparente; A Direita: Vista superior do aparato, evidenciando as
trés parede de chapa de aluminio, o piso de tela metalica, e a porta do tipo-guilhotina. (Foto: Clarissa
Vannuchi).

O ambiente social familiar consistiu em deixar o sujeito com o outro membro da
sua diade durante toda a sessao experimental. Por outro lado, o ambiente de isolamento
social foi induzido ao separar o sujeito do seu companheiro de viveiro (i.e., o mico ficou

sozinho). Os sujeitos submetidos a essa condigdo de isolamento social ndo tiveram
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contato visual, tatil ou olfativo com seu companheiro de viveiro durante toda a sessao
experimental.

Desta forma, os quatro grupos experimentais do presente estudo foram
(n=6/grupo):

1) FAM+SOC: ambiente fisico familiar + ambiente social habitual (controle);
2) FAM+ISO: ambiente fisico familiar + isolamento social;

3) NOV+SOC: ambiente fisico novo + ambiente social habitual;

4) NOV+ISO: ambiente fisico novo + isolamento social.

E importante ressaltar que os animais do grupo FAM+SOC foram formados,
obrigatoriamente, por diades de um mesmo viveiro de moradia, assim como o0s
membros do grupo NOV+SOC. Para formar os outros dois grupos, as diades foram
separadas, sendo um animal indicado para o grupo FAM+ISO, enquanto o outro fez
parte do grupo NOV+ISO. Vale destacar também que os membros de cada diade desse
estudo foram testados simultaneamente, cada animal por uma equipe diferente.

Cada sujeito foi submetido a uma unica sessao experimental de 30 min. Contudo,
nem todos os membros de um mesmo grupo foram avaliados no mesmo dia. Uma
representacdo esquematica resumida do procedimento geral pode ser vista na Figura
8.2. No dia do teste, independente do grupo experimental, os dois micos de um mesmo
viveiro de moradia foram capturados, contidos manualmente e as TSC e TMT pré-teste
aferidas imediatamente, conforme descrito anteriormente.

Em seguida, os animais do grupo NOV+SOC foram colocados juntos dentro da
caixa transporte e levados até a sala de experimento. Ja os animais do grupo NOV+ISO
foram separados do seu par e transportados isoladamente na caixa de transporte até
essa mesma sala. Os animais desses dois grupos foram entdo imediatamente liberados
no CA (juntos no caso do grupo NOV+SOC; sozinho no caso do grupo NOV+ISO),
dando inicio a sessdo experimental de 30 min. Durante esse intervalo, os sujeitos
tiveram acesso irrestrito a todo o aparato sem serem incomodados. Ao final da sesséo,

os sujeitos foram levados, juntos ou sozinhos, dependendo do grupo, de volta ao
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Pavilhdo de Calitriquideos na caixa de transporte. La foram retirados dessa caixa,

contidos manualmente e as TSC e TMT pés-teste aferidas.

SESSAO EXPERIMENTAL

intervalo de contengado

FAM/SOC
aferigdo pré- NOV/SOC aferigdo pos-
teste daTSC e da testedaTSC e da
TMT TMT
FAM/ISO
NOV/ISO

Figura 8.2. Representacdo esquematica do procedimento geral do Estudo 4, realizado em cada um dos
quatro grupos experimentais (FAM+SOC (grupo controle); FAM+ISO; NOV+SOC e NOV+ISO). FAM =
sujeito permaneceu em seu ambiente fisico familiar (i.e., no seu proprio viveiro de moradia); NOV = sujeito
foi exposto ao ambiente novo do aparato do campo aberto; SOC = sujeito permaneceu sempre com o seu
companheiro habitual; e ISO = sujeito foi isolado socialmente do seu companheiro habitual (i.e.,
permaneceu sozinho); n = 6/grupo.

Os animais dos grupos FAM+SOC e FAM+ISO foram liberados de volta em seu
viveiro de moradia logo ap6és a aferigdo das temperaturas corporais pré-teste. No caso
do grupo FAM+SOC, os dois membros da diade permaneceram juntos, enquanto no
grupo FAM+ISO o animal ficou sozinho uma vez que seu par foi levado e testado no
aparato do CA. Os sujeitos desses dois grupos permaneceram nos seus viveiros de
moradia por 30 min, sem ser incomodados. Ao final desse intervalo, cada sujeito foi
novamente capturado, contido manualmente e as TSC e TMT pés-teste aferidas.

Ap6s a afericdo pos-teste, os micos foram levados para uma sala de
procedimento, adjacente ao Pavilhdo de Calitriquideos, onde foram submetidos a coleta
de uma amostra sangue e entdo liberados em seu viveiro de moradia.

O procedimento foi realizado entre as 13:00 e 17:00 h, quando a temperatura
geral do corpo e o padrdo de atividade dos micos permanecem constantes

(HETHERINGTON, 1978; HOFFMANN e cols., 2012). Ainda, o aparato do CA foi
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higienizado com alcool 70% apds cada sessao realizada. Foi registrado o tempo que
levou para capturar cada sujeito em seu viveiro de moradia, assim como aferir as suas
temperaturas corporais pré- e pos-teste (Tabela 8.1). Nesse estudo, a resposta

comportamental dos sujeitos n&o foi registrada.

Tabela 8.1. Tempo necessario para realizar diferentes etapas do procedimento experimental
com os micos que foram expostos por 30 min a um ambiente fisico familiar ou novo, na presenga
(social) ou auséncia (isolado) do outro individuo do seu viveiro de moradia (médiatepm, em
segundos).

Grupo experimental

Etapa do procedimento Ambiente fisico familiar Ambiente fisico novo
Social Isolado Social Isolado
captura no viveiro pré-teste 3116 44+4 3316 41412
afericdo pré-teste da temperatura 706 755 717 706
afericdo pos-teste da temperatura 796 8117 804 7216
coleta de sangue 145+29 140+22 134+23 179+20

8.2.4. Coleta de sangue e dosagem do cortisol sérico

Para cada suijeito, foi obtida uma unica amostra de sangue. Essa amostra foi
coletada logo apés a afericao pos-teste da TMT. O procedimento para a coleta de
sangue foi 0 mesmo que o empregado no Estudo 3. O tempo para obter cada amostra
de sangue foi registrado para verificar se esse procedimento influenciou o nivel de

cortisol detectado (Tabela 8.1).

8.2.5. Andlise estatistica

Os dados do escore A da TMT foram analisados para se estabelecer possiveis
diferengas entre os hemisférios esquerdo e direito, e entre os quatro grupos
experimentais. Assim, foi realizada uma ANOVA de duas vias de desenho misto (mixed-
design two-way Analysis of Variance), com o escore A da TSC como covariante, assim

como o ‘grupo’ (FAM+SOC x FAM+ISO x NOV+SOC x NOV+ISO) como o fator
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independente e ‘lado’ (ouvido esquerdo x direito) como a variavel dependente. Os dados
referentes a concentragdo de cortisol, a massa corporal e o escore A da TSC foram
analisados usando uma ANOVA de uma via para detectar possiveis diferencas entre os
grupos. No caso de um resultado significativo, os dados foram entdo analisados com o
teste de Tukey.

Ademais, o teste de correlagdo de Pearson foi usado para estabelecer a relagao
entre: (1) o escore A da TMT e a concentragao de cortisol; (2) o valor da TMT pré-teste
e a concentragao de cortisol; (3) o valor da TMT e o tempo para captura no viveiro; (4)
o valor da TMT e o tempo para afericao das temperaturas corporais; (5) os escores A
da TMT e TSC; e (6) a concentragao de cortisol e o tempo necessario para obter a

amostra de sangue. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de p<0,05.

8.3. Resultados

A concentragdo sanguinea de cortisol dos micos, detectada logo apds a sessao
experimental, diferiu significativamente entre os grupos experimentais [F(3,23)=9,88;
p=0,001; Figura 8.3]. Os micos que estavam sozinhos no ambiente familiar do viveiro
de moradia (grupo FAM+ISO) ou no ambiente novo (grupo NOV+ISO) tiveram niveis de
cortisol semelhantes, os quais foram significativamente mais elevados que os niveis dos
grupos expostos a esses mesmos ambientes mas junto com o outro membro do viveiro
(grupos FAM+SOC e FAM+ISO, respectivamente). Para esses dois grupos, a
concentracao de cortisol foi semelhante, estando em niveis mais baixos. Vale ressaltar
que os niveis de cortisol detectados nédo foram correlacionados ao tempo necessario
para obter a amostra de sangue [r=0,38; p=0,10; Tabela 8.1].

Em termos da TMT, também se observou uma diferenga significativa entre os
grupos experimentais, sendo que o padrao de resposta variou entre os lados esquerdo
e direito [fator grupo: F(3,18)=7,81; p=0,002; fator lado: F(1,18)=1,16; p=0,30; interagao:

F(1,18)=4,35; p=0,02; Figura 8.4]. O escore A da TSC nao influenciou esse resultado
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[F(1,18)=0,01; p=0,95]. Para os sujeitos que estavam sozinhos no ambiente familiar do
viveiro de moradia (grupo FAM+ISO), a TMT esquerda aumentou, enquanto no lado
direito essa temperatura permaneceu inalterada. Por sua vez, a TMT do grupo
NOVO+ISO aumentou nos dois lados. Os efeitos vistos nesses grupos diferiram
significativamente da resposta observada nos micos que foram expostos a esses
mesmos dois ambientes, mas na presenga do outro membro do viveiro (grupos
FAM+SOC e NOV+SOC). Para esses animais, as TMT esquerda e direita

permaneceram inalteradas ao longo da sesséo experimental (Figura 8.4).
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Figura 8.3. Concentragéo sérica de cortisol (média+epm) detectada logo apds os micos serem expostos

por 30 min a um ambiente fisico familiar ou novo, na presenca (S; social) ou auséncia (I; isolado) do outro
individuo do seu viveiro de moradia. n=6/grupo; *p<0,05 vs. grupos Familiar+S e Novo+S.
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Figura 8.4. Alteragdo na temperatura da membrana timpanica esquerda e direita (TMT; escore A;
média+epm) nos micos que foram expostos por 30 min a um ambiente fisico familiar ou novo, na presenga
(S; social) ou auséncia (I; isolado) do outro individuo do seu viveiro de moradia. Escore A da TMT =
temperatura pos-teste — temperatura pré-teste. n=6/grupo; *p<0,05 vs. grupo Novo+S (esquerda); **p<0,05
vs. grupos Familiar+S e Novo+S (esquerda); #p<0,05 vs. demais grupos (direita).
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Nao foi observada uma correlagao entre os valores pré-teste da TMT e a duragao
correspondente do procedimento de captura no viveiro de moradia [tempo de captura
vs. TMT esquerda: r=0,05; p=0,84 e vs. TMT direita: r=0,07; p=0,75; Tabela 8.1]. Os
valores pré- e pos-teste da TMT também n&o estavam correlacionados ao tempo
necessario para aferir as temperaturas corporais [tempo afericao temperatura pré-teste
— vs. TMT esquerda pré-teste: r=-0,06; p=0,76 e vs. TMT direita pré-teste: r=-0,14;
p=0,53; tempo afericdo temperatura pos-teste — vs. TMT esquerda poés-teste: r=-0,03;
p=0,90 e vs. TMT direita pds-teste: r=-0,05; p=0,79; Tabela 8.1].

Além disso, nao teve uma correlagcdo entre a concentragdo de cortisol e os
valores pré-teste da TMT [cortisol vs. TMT esquerda: r=-0,10; p=0,64 e vs. TMT direita:
r=0,03; p=0,90]. Porém, teve uma correlacdo negativa entre os niveis de cortisol e os
escores A da TMT esquerda, mas isso apenas nos sujeitos que foram permaneceram
sozinhos no ambiente familiar do viveiro de moradia (grupo FAM+ISO; Figura 8.5)
[FAM+SOC - cortisol vs. TMT esquerda: r=0,17; p=0,75 e vs. TMT direita: r=-0,49;
p=0,32; FAM+ISO — cortisol vs. TMT esquerda: r=-0,83; p=0,04 e vs. TMT direita: r=0,61;
p=0,20; NOV+SOC - cortisol vs. TMT esquerda: r=-0,59; p=0,22 e vs. TMT direita:
r=0,27; p=0,61; NOVO+ISO - cortisol vs. TMT esquerda: r=0,51; p=0,30 e vs. TMT
direita: r=-0,45; p=0,38].

Cortisol (p.g/dL)

grupo Fam+Iso
r=-0,83; p=0,04
125 — T

0,5 1,0 1,5 2!0
Escore A da TMT esq (°C)

Figura 8.5. Correlagdo negativa entre a concentragao sérica de cortisol e a mudanga de temperatura na
membrana timpanica esquerda (escore A da TMT esq) nos micos que foram expostos por 30 min a um
ambiente fisico familiar na auséncia do outro individuo do seu viveiro de moradia (grupo Fam+lso). Escore
A da TMT = temperatura pds-teste — temperatura pré-teste.
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Por fim, os quatro grupos experimentais nao diferiram em termos do escore A da
TSC [F(3,23)=0,59; p=0,63; Tabela 8.2], sendo que esse mesmo parametro e os escores
A da TMT nao estavam correlacionados [TSC vs. TMT esquerda: r=0,02; p=0,94 e vs.
TMT direita: r=0,13; p=0,54]. Os quatro grupos experimentais também apresentaram

valores similares em termos de sua massa corporal [F(3,23)=0,09; p=0,96; Tabela 8.2].

Tabela 8.2. Massa corporal e alteragdo na temperatura subcutanea (escore A da TSC) dos micos
que foram expostos por 30 min a um ambiente fisico familiar ou novo, na presenga (social) ou
auséncia (isolado) do outro individuo do seu viveiro de moradia (média+ epm).

Grupo experimental

Paréametro Ambiente fisico familiar Ambiente fisico novo
Social Isolado Social Isolado

massa corporal (g) 34317 35012 3418 343+15

escore A da TSC (°C)? -0,2+0,2 -0,1+0,2 0,1+0,2 0,1+0,1

@ escore A = temperatura aferida pos-teste — temperatura aferida pré-teste

8.4. Discussao

Ao se deparar com um ambiente novo, um individuo deve ser capaz de identificar
rapidamente novas fontes de alimento, parceiros sociais, rotas de fuga e/ou locais para
se proteger e descansar. Para tanto, é necessario estabelecer novas relagdes espaciais
entre diferentes elementos desse ambiente. Assim, ha uma forte tendéncia natural de
se explorar o local, o que induz uma resposta de aproximacao a diferentes elementos
ali presentes. Ao mesmo tempo, ha também uma emocéo inata de medo, o que por sua
vez gera uma resposta de fuga e/ou de esquiva/evitagdo. Somadas, essas duas
respostas geram um conflito interno de aproximagao-esquiva que pode ser uma fonte
de estresse para varios animais (p.ex., roedores: ENNACEUR e cols., 2006; macacos:
CAGNI e cols., 2012; CAMERON e ROGERS, 1999).

No presente estudo, os micos que foram expostos tanto ao ambiente novo (i.e.,
aparato do CA), como o lugar bem familiar (i.e., proprio viveiro de moradia), mas na

auséncia do parceiro social, apresentaram niveis elevados de cortisol no sangue,
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comparado aos animais submetidos a esses mesmos locais mas na presenca do seu
parceiro social de longa data. Nesses individuos, foram detectados niveis de cortisol
semelhantes e bem mais baixos, correspondendo a concentracbes relatadas na
literatura para micos nao estressados (CHROUSOS e cols., 1982; PRYCE e cols., 2002;
SALTZMAN e ABBOTT, 2011). Além disso, os niveis de cortisol do presente estudo ndo
estavam relacionados ao tempo que levou para coletar a amostra de sangue. Esses
resultados sdo semelhantes ao de outros estudos que também avaliaram o efeito do
isolamento social de micos em um ambiente novo (CININI e cols., 2014; FRENCH e
cols., 2007; SMITH e cols., 1998) e no proprio viveiro de moradia (DUARTE e cols.,
2018). Também ha relatos similares em estudos realizados em outras espécies de PNH
e em roedores (revisado em HENNESSY, 1997).

No entanto, ao separar um par social de micos, o fato de estar em um ambiente
familiar versus um local desconhecido, parece ser capaz de minimizar a sua resposta
comportamental, cardiovascular (GERBER e cols., 2002) € hormonal (SMITH e cols.,
1998). Isso também parece ter ocorrido no presente estudo, uma vez que os animais do
grupo FAM+ISO tiveram concentragdes de cortisol mais baixos que os vistos no grupo
NOVO+ISO, apesar de nao ter atingido niveis significativos. No presente estudo, os
micos que foram avaliados estavam completamente isolados em seus viveiros de
moradia, tendo pouco e nenhum contato com seu parceiro. Por outro lado, os sujeitos
do estudo de SMITH e cols. (1998) permaneceram no viveiro junto com outros membros
da familia (i.e., filhotes e/ou irmaos) e ainda tiveram contato visual, olfativo e auditivo
com o parceiro que foi removido. Isso pode ter contribuido para os niveis de cortisol
mais baixos vistos no estudo de SMITH e cols. (1998). Portanto, a presenga de outros
membros do grupo e/ou a quantidade de contato residual com o parceiro social parecem
influenciar como esses pequenos primatas respondem a perturbagdes no seu ambiente
social e fisico (DUARTE e cols., 2018).

Vale destacar que a ativagcdo do eixo HPA foi bloqueada quando os micos
estavam no ambiente novo, mas junto com seu parceiro social. De fato, ha varios relatos
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de que a presenca fisica e/ou o contato auditivo com um coespecifico familiar podem
atenuar (buffer) a liberagdo de cortisol induzida pelo estresse nesses animais
(CAVANAUGH e cols., 2016; CLARA e cols., 2008; CROSS e ROGERS, 2006;
PEREIRA e cols., 2018; RUKSTALIS e FRENCH, 2005; SMITH e cols., 1998),
minimizando assim os efeitos deletérios que episddios recorrentes e/ou prolongados de
estresse podem causar em termos do crescimento, da resposta imunoloégica e da
reproducéo (HABIB e cols., 2001). Interagdes sociais positivas, como no caso da
presenca de um coespecifico familiar, podem ter propriedades ansioliticas (SMITH e
cols., 2011), reduzir a percepgao do nivel de perigo de um evento estressor e diminuir
a resposta fisiologica a tais situagdes (LEVINE, 1993). Esse tipo de apoio social pode
exercer um importante efeito protetor (buffer) contra os constantes desafios presente no
ambiente (DeVRIES e cols., 2003).

Em termos da TMT, foi registrado um aumento significativo de temperatura
quando os sujeitos estavam isolados no ambiente novo ou no ambiente familiar.
Contudo, ndao houve alteragédo na TMT quando o parceiro estava junto com o sujeito
nesses mesmos dois tipos de ambientes. Esses resultados ndo estavam relacionados
a temperatura geral do corpo (TSC), a qual permaneceu constante ao longo da sesséo
experimental, tampouco ao tempo necessario para capturar o sujeito em seu viveiro de
moradia ou para aferir as temperaturas corporais. Na verdade, os micos do presente
estudo apresentaram valores similares em termos de sua TSC e peso corporal.

A mudanga vista na TMT basal pode estar, novamente, refletindo um aumento
ipsilateral da atividade hemisférica cerebral, como indicado nos Estudos 1-3 e conforme
ja observado em outras investigagdes com humanos (p.ex., PROPPER e BRUNYE,
2013) e outros PNH (BOYCE e cols., 1996; HANBURY e cols., 2011, 2013; PARR e
HOPKINS, 2000). Uma alteragédo na TMT basal parece indicar a ocorréncia de uma
mudanga no fluxo sanguineo cerebral e na temperatura do tecido nervoso (BAKER e
cols., 1972; MARIAK e cols., 1994; SCHUMAN e cols., 1999). Essas mudangas, por sua

vez, estariam sendo induzidas por alteragbes na atividade cerebral (SCHIFFER e cols.,
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1999; YABLONSKIY e cols., 2000). Estimulos emocionais negativos, como os eventos
de estresse induzidos no presente estudo, sdo de fato capazes de aumentar a atividade
neuronal e o fluxo sanguineo regional (CANLI e cols., 1998).

A TMT aumentou bilateralmente em resposta a exposi¢cdo ao ambiente novo com
isolamento social. O fato de ter ocorrido, ao mesmo tempo, dois tipos diferentes de
estresse pode ter contribuido para indugdo de um padrdao mais amplo de ativagao
neuronal. Uma resposta a eventos aversivos realmente requer a ativacdo de varios
sistemas neurais complexos (VAN OORT e cols. 2017). Esses sistemas relacionados a
aspectos emocionais, autondmicos, neuroenddécrinos e cognitivos — cada qual com seu
proprio padro de lateralizagdo hemisférica (GERENDAI e HALASZ, 1997; HAGEMANN
e cols., 2003; VOGELS e cols., 1994) — precisam interagir constantemente para gerarem
a resposta mais adaptativa para uma determina situacao.

Por outro lado, o hemisfério direito parece ser o lado predominantemente
responsavel pelo processamento de estimulos aversivos e pela emissdo de respostas
de fuga e esquiva/evitagao. Ja o lado esquerdo do cérebro processa mais os estimulos
emocionais positivos, sendo assim mais responsavel pela emissdo de respostas de
aproximagao (DAVIDSON, 1992; porem ver GAINOTTI, 2012). Como ambientes novos
induzem, simultaneamente, esses dois tipos de resposta (roedores: ENNACEUR e cols.
2006; micos: CAGNI e cols., 2012; CAMERON e ROGERS, 1999), a atividade bilateral
detectada no presente estudo pode estar refletindo, em parte, esse conflito emocional.
A presencga do outro membro da diade durante a exposicdo ao ambiente novo parece
ter atenuado esse conflito interno, como ocorreu para a resposta do eixo HPA, uma vez
que aqui a TMT basal nao foi alterada.

Porém, no grupo NOV+ISO, a atividade proeminente do lado esquerdo pode ter
contribuido para mascarar uma ativacdo neuronal ainda mais pronunciada no lado
direito. De fato, a mudanga na TMT basal direita foi em média 0,5°C maior que a do
ouvido esquerdo. Um efeito similar foi relatado por DAWSON e cols. (1992) ao
analisarem o EEG de criangas que haviam sido separadas de suas maes por um curto
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intervalo de tempo. Conforme mencionado acima, o hemisfério direito pode estar mais
ativo durante eventos emocionais negativos (DAVIDSON, 1992). Além disso, esse
mesmo lado desempenha um papel importante no aprendizado de novas relacbes
espaciais (MACNEILAGE e cols., 2009), algo importante durante a exposigdo a
ambientes desconhecidos.

No grupo que permaneceu sozinho no préprio viveiro de moradia, houve um
aumento significativo na TMT basal apenas no lado esquerdo. Em varios PNH, o
processamento de aspectos relacionados ao ambiente social do individuo tem sido
associados mais frequentemente ao hemisfério direito, mas a maioria dos estudos
realizados focaram apenas em interacbes agressivas e/ou negativas (PARR e
HOPKINS, 2000; KALIN e cols., 1998; WALLEZ e VAUCLAIR, 2011). Em micos, em
particular, o isolamento social geralmente induz um aumento na emissdo de
vocalizagdes de contato social (long calls; DUARTE e cols., 2018; FRENCH e cols.
2007; GERBER e cols., 2002; RUKSTALIS e FRENCH, 2005; SMITH e cols., 1998). A
producdo desse tipo de chamado conta com uma maior participacédo do lado direito da
boca, refletindo assim uma maior atividade do lado esquerdo do cérebro (HOOK-
COSTIGAN e ROGERS, 1998). Esse mesmo tipo de assimetria para emissao de
vocalizagdes sociais, que ndo estao associadas a respostas de medo, ja foi visto em
outras espécies de PNH (HAUSER e ANDERSSON, 1994; HAUSER e cols., 1998;
HEFFNER e HEFFNER, 1984; LOSIN e cols., 2008; PETERSEN e cols., 1978), assim
com em humanos (p.ex., GRAVES e cols., 1982).

Apesar dessa vocalizagéo social (long call) ser considerada uma resposta de
aproximacgao, capaz de atenuar a liberacdo de cortisol induzida pelo estresse
(RUKSTALIS e FRENCH, 2005), no presente estudo nao foi possivel registrar a reagao
comportamental dos micos. Além disso, os niveis de cortisol do grupo FAM+ISO foram
mais elevados que os do grupo FAM+SOC, indicando que, mesmo em havendo a
emissao de vocalizacdo de contato social durante o periodo de isolamento, essa
resposta nao foi capaz de bloquear a ativagao do eixo HPA nesse grupo, contrariando
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estudos anteriores. Porem, apenas os dados comportamentais poderiam realmente
confirmar esse resultado.

Contudo, quanto maior foi a ativagcdo no lado esquerdo, menor foi o nivel de
liberagao de cortisol sanguineo, mas isso apenas para os animais que estavam isolados
em seus proprios viveiros de moradia (i.e., grupo FAM+ISO). Um efeito similar foi
relatado em macacos rhesus por KALIN e cols. (1998). Uma maior ativagao do
hemisfério esquerdo tem sido associada a uma maior propensao de se ver uma resposta
de aproximagao em micos (BRACCINI e CAINE, 2009; CAMERON e ROGERS, 1999;
HOOK-COSTIGAN e ROGERS, 1998) e outras espécies de PNH (HANBURY e cols.,
2013; HOPKINS e BENNETT, 1994; WESTERGAARD e cols., 2002), além de se ter um
temperamento mais positivo no caso de humanos (DAVIDSON, 1992). Um
temperamento mais pré-ativo e uma menor ativagao do eixo HPA também foram vistos
em macacos que apresentavam um hemisfério esquerdo mais ativo que o direito em
termos de atividade basal (KALIN e cols., 1998). Mas, no presente estudo, os valores
basais da TMT n&o estavam relacionados aos niveis de cortisol sanguineo vistos nos
micos apos o evento estressor.

Os resultados observados aqui devem ser generalizados com cautela,
considerando que varios aspectos estdo envolvidos no processamento de estimulos
emocionais. Por exemplo, determinadas estruturas corticais e subcorticais sdo
recrutadas e/ou inativadas em diferentes momentos (CARLSON e cols., 1988; RAICHLE
e cols., 2001). Portanto, o padrao de atividade neuronal pode variar ao longo do tempo
(PARR e HOPKINS, 2000). Além disso, estimulos aversivos induzem uma resposta mais
rapidamente do que eventos emocionais positivos (KALIN e cols., 1998; WITTLING e
ROSCHMANN, 1993). Fatores como a natureza do estimulo (p.ex., dados da presente
tese publicados em PEREIRA e cols., 2018), a espécie estudada (ROGERS, 2014) e
caracteristicas inerentes do individuo (KALIN e cols., 1998) também podem influenciar
0 padrao de ativagao neuronal. Ainda, a temperatura, os mecanismos de dissipacao de
calor e o fluxo sanguineo local podem variar entre estruturas mais superficiais e
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profundas do cérebro (SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006). Vale ressaltar que a
temperatura do cérebro e o fluxo sanguineo cerebral também sao alterados por
mecanismos do Sistema Nervoso Autdbnomo, podem agir de forma dependente e
independente do processamento das emogdes (p.ex., HAYWARD e BAKER, 1968).
Portanto, os mecanismos responsaveis pelas alteracdes vistas na TMT e atividade

hemisférica ainda precisam ser melhor esclarecidos.

8.5. Concluséo

No presente estudo ficou demonstrado mais uma vez que um ambiente novo e
alteracbes no ambiente social sdo importantes fontes de estresse para PNH. Além disso,
os dados relacionados as mudancas na TMT basal fornecem a primeira evidéncia de
como esses eventos aversivos podem estar sendo processados em nivel hemisférico.

No caso de o mico ser exposto sozinho a um ambiente novo, o padrao de
ativacao parece ser bilateral. Esse padrao pode estar associado a um conflito emocional
gerado pela tendéncia natural do individuo querer, ao mesmo tempo, se aproximar e
evitar o ambiente novo. Ja no caso de estar sozinho em um ambiente altamente familiar,
a atividade neuronal ocorreu predominante do hemisfério esquerdo. Essa atividade
assimeétrica estava negativamente relacionada a liberagdo de cortisol no sangue. Isso
pode estar refletindo uma caracteristica inerente do individuo ter ou ndao um
temperamento mais positivo e pro-ativo.

A ocorréncia de interagdes sociais positivas, como no caso da presenga de um
co-especifico familiar, parece reduzir a percepgao do nivel de perigo de um evento
estressor, alterando o padrao de ativagao neural em nivel dos hemisférios cerebrais e
bloqueado a resposta hormonal ao estresse. Esse padrado corresponde, de fato, a um
efeito de buffering social ja demonstrado em micos.

Estudos futuros, analisando o padrdo de atividade em intervalos mais

frequentes, podem fornecer dados temporais importantes para a elucidacido dos
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mecanismos neurais que subsidiam o processamento e a resposta a eventos aversivos,

particularmente em nivel de especializagdo de um dos hemisférios cerebrais.

108



9. CONCLUSAO GERAL

Os resultados do presente estudo indicam que micos-estrela adultos reagem
rapidamente a diferentes tipos de eventos aversivos e/ou estressantes. Em todas as
situagdes que foram avaliadas (i.e., ameaga humana, confronto com predador, estresse
de contengéo, restricdo alimentar, isolamento social, e exposigdo a novos ambientes)
0s animais apresentaram a resposta neuroenddcrina tipica para tais situacbes — uma
elevacao dos niveis circulantes de cortisol. Porém, vale ressaltar que essa resposta
hormonal a eventos aversivos: (1) nem sempre reflete 0 que é visto em termos da
resposta comportamental (Estudo 1); (2) pode diferir entre machos e fémeas (Estudo 1);
(3) varia em termos da intensidade e da duragao do estimulo, geralmente tendo uma
diminuicao da resposta do eixo HPA ao longo do tempo (Estudos 2 e 3); e (4) pode ser
atenuada (buffered) por interagdes sociais positivas (i.e., estar em um ambiente social
altamente familiar; Estudo 4).

Em termos da resposta comportamental, avaliada apenas no Estudo 1, o perfil
demonstrado tende a variar de acordo com as caracteristicas inerentes do estimulo,
mesmo entre situagdes aversivas aparentemente similares (humano vs. predador
natural taxidermizado). Isso pode estar indicando que estimulos distintos sao
processados de forma diferenciada pelo SNC, havendo relatos semelhantes em estudos
anteriores com primatas, incluindo micos. Tal fato permite que esses primatas tenham
uma diversidade de respostas, especializadas e independentes, fazendo com que suas
reacdes se tornem mais flexiveis e adaptativas frente aos diferentes desafios
encontrados no seu ambiente.

Ainda, a emissdo de vocalizacbes por parte desses primatas parece estar
associada a sua resposta hormonal ao estresse. No Estudo 1, niveis menores de
vocalizagdo de alarme do tipo tsik-tsik estavam correlacionados a niveis maiores de
cortisol no sangue das fémeas logo apos o periodo de confronto com um predador
taxidermizado. Contudo, conforme ja mencionado acima, a resposta comportamental e
hormonal nem sempre coincidem, indicando que a analise de apenas um desses
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parametros pode nao indicar corretamente como micos interpretam e reagem a um
determinado evento aversivo.

No presente estudo é importante destacar que os diferentes tipos de eventos
aversivos/estressantes avaliados foram, na sua maior parte, processados de forma
assimétrica pelo SNC dos micos, ndo havendo uma correlagao entre a TMT e as
respostas comportamental e/ou hormonal. Com a exposicdo a uma ameaga humana,
predador taxidermizado e estresse de contencao, houve uma ativagao lateralizada do
hemisfério direito, visto que as mudangas ocorridas na TMT basal dos micos se deram
predominantemente nesse lado (Estudos 1 e 2). De fato, os mecanismos neurais
responsaveis por detectar, processar e responder a estimulos emocionais negativos em
humanos e varios animais parecem estar geralmente lateralizados nesse lado do
cérebro.

Porém, o processamento de informagdes relacionadas a estimulos emocionais
negativos parece ser mais complexo do que inicialmente sugerido em estudos prévios
na literatura. Um estresse de privagao de 3 vs. 6 h (Estudo 3) e a exposi¢ao sozinho a
um ambiente novo gerou uma alteragao bilateral (Estudo 4), enquanto o isolamento
social em um local bem familiar levou a uma mudanga apenas no hemisfério esquerdo
dos micos (Estudo 4). De fato, o padréo de lateralizagdo hemisférica em micos, e
possivelmente outros PNH, pode depender, em parte, da natureza e da duragdo do
evento aversivo. Além disso, a lateralizagdo hemisférica de fun¢des cognitivas também
pode ter influenciado o padrao de ativacdo hemisférica observado, contribuindo para a
divergéncia entre os diferentes tipos de estimulos avaliados no presente estudo.

Os resultados obtidos também corroboram o uso da termometria da membrana
timpanica como um indicador indireto, rapido, ndo-invasivo e de baixo custo para avaliar
a ativagdo neuronal em tempo real em animais. Em todos os experimentos realizados,
essa medida indireta da atividade hemisférica demonstrou ser potencialmente sensivel
a mudancas na temperatura cerebral induzida por alteracbes na atividade neuronal.

Contudo, mais estudos s&o necessarios para que se possa esclarecer o significado
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funcional da diregéo (i.e., aumento vs. diminuigao) na qual a TMT muda durante eventos
como os que foram analisados aqui. Ao longo do presente estudo, assim como visto em
outras espécies de PNH, foi observado tanto um aumento, como uma diminuigéo da
TMT basal dos micos, novamente dependendo do tipo de estimulo, da duragcdo do
evento e possivelmente do sexo.

Considerando que o processamento de estimulos emocionais depende de varios
aspectos relacionados tanto ao estimulo (p. ex., tipo, intensidade, duragao e frequéncia),
como ao individuo (p. ex., espécie, responsividade intrinseca), diferentes areas neurais
podem ser ativadas/inativadas, e esse perfil pode mudar ao longo do tempo e em
resposta a exposicdes repetidas. Portanto, os mecanismos responsaveis pelas
alteragdes vistas na TMT e na atividade hemisférica ainda precisam ser melhor
esclarecidos, podendo contribuir de forma significativa para o nosso conhecimento

sobre a lateralizagao de diferentes fungdes do SNC.
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