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RESUMO

Memérias sao informacdes adquiridas, armazenadas e evocadas quando
necessarias, podendo assim modular o comportamento do individuo. A memaria de
reconhecimento se refere, especificamente, a capacidade de julgar a ocorréncia prévia
de um estimulo no ambiente, podendo ser influenciada por muitos fatores. Apesar de
varios estudos ja terem sido realizados em roedores, pouco se sabe a respeito desse
tipo de memadria em primatas nao-humanos (PNH). Portanto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a influéncia do género, horéario do dia e intervalo de retencao no
desempenho de micos-estrela (Callithrix penicillata) adultos em uma tarefa de memaria
de reconhecimento recentemente desenvolvida para PNH — o teste de reconhecimento
objeto-lugar (ROL). Nesse teste, cada sujeito foi inicialmente exposto a dois objetos
idénticos durante os 10 min da sesséo treino. Apos um intervalo de retencao, foi avaliado
o tempo de exploracdo do objeto que foi deslocado versus o que ficou estacionario,
durante os 10 min da sessao teste. No primeiro experimento, que avaliou a influéncia
do género, tanto os machos como as fémeas foram capazes de discriminar o objeto
deslocado do objeto estacionario apos um intervalo de 24 h. No segundo experimento,
realizado apenas com machos, 0os animais treinados e testados no periodo matutino ou
vespertino tiveram um desempenho semelhante no teste de ROL usando um intervalo
de retencao de 24 h. No ultimo experimento, também realizado apenas com machos, foi
observado que os micos submetidos a um intervalo de retencdo de 24 h no teste de
ROL foram capazes de discriminar o objeto deslocado, enquanto que o grupo testado
apo6s um intervalo de 48 h exploraram os dois objetos equitativamente. Dessa forma, 0s
resultados do presente estudo indicam que micos-estrela adultos machos e fémeas
demonstram ter uma memoria de reconhecimento espacial no teste de ROL por um
intervalo de até 24 h, mas que o horario do dia (matutino vs. vespertino) nao influéncia

significativamente o seu desempenho.

Palavras-chave: mico-estrela, memadria de reconhecimento, género, horario do dia,

intervalo de retencéo



ABSTRACT

Memories are information that are acquired, stored and later retrieved, which can
subsequently alter an individual’s behavior. Recognition memory, more specifically, is
the ability to identify that a specific stimulus has been seen previously, being influenced
by several aspects. Although many studies have been conducted with rodents, little is
still known about the recognition memory of nonhuman primates (NHP). Therefore, the
present study aimed at analyzing the influence of gender, time-of-day and retention
interval on the performance of adult marmoset monkeys (Callithrix penicillata) in a
recognition memory task recently developed for NHP — the spontaneous object-location
(SOL) test. In this task, each subject was initially exposed to two identical objects during
the 10 min training session. After a retention interval, the time spent exploring the
displaced versus the stationary object was assessed on the 10 min test trial. On the first
experiment, which assessed the influence of gender, both males and females were able
to discriminate between the displaced and stationary object after a 24 h retention interval.
On the second experiment, held only with males, the subjects that were trained and
tested either in the morning or the afternoon performed similarly in the SOL task with a
24 h retention interval. On the last experiment, also held only with males, the subjects
that were submitted to the 24 h retention interval were able to distinguish between the
displaced and stationary objects. However, the marmosets that were assessed after a
48 h interval explored both objects equally. Thus, results of the present study indicate
that adult male and female marmosets are capable of a recognition memory in the SOL
task after intervals of up to 24 h. On the other hand, the time of day (morning vs.

afternoon) had no significant effect on their performance in this task.

Keywords: marmoset, recognition memory, gender, time-of-day, retention interval
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da memaria

A memoria é a capacidade do individuo de se situar no presente, levando em
consideracdo o passado e o futuro. A memoaria fornece as bases para todos 0s n0ssos
conhecimentos, habilidades, sonhos, planos e anseios. Memoria é, por conseguinte, um
fator determinante do nosso comportamento (TOMAZ, 1993a).

A memodria ja foi comparada a um computador e definida por um modelo de
processamento de informagfes sendo que essa passa por trés etapas (MAY e
EINSTEIN, 2013): aquisicdo, consolidacdo e evocagdo (TOMAZ e cols., 2003). A
aquisicao diz respeito ao momento em que a informagédo chega até o nosso sistema
nervoso e se da por meio das estruturas sensoriais, as quais transportam a informagéo
recebida até o cérebro para processamento (KANDEL, 2006). ApGs esse processo
ocorre a consolidacdo, que diz respeito ao armazenamento das informagdes. Essa
etapa — que representa a memoria propriamente dita — pode se dar de duas maneiras:
(1) por meio de alteracbes eletrofisiologicas ou (2) de fenbmenos bioquimicos. Nos
fenbmenos eletrofisiol6gicos, determinados conjuntos de neurbnio continuam
disparando durante alguns segundos ap6s uma situacao/estimulo novo, retendo
temporariamente a informagdo somente durante o tempo em que a mesma €
necessaria, extinguindo-a logo em seguida. Esse tipo de fenbmeno tem duracao
efémera e néo forma tracos bioquimicos (SQUIRE e cols., 2003; MOURAO e FARIA,
2015).

Por outro lado, os fenébmenos bioquimicos (também chamados de tracos de
memoaria) incluem dois tipos de alteragdes: as estruturais (morfoldgicas) e as funcionais,
ambas ocorrendo em niveis de circuitos neurais. As alteracdes estruturais
compreendem a formacao de novas espinhas dendriticas (as quais permitem que um
determinado neurénio receba mais aferéncias de outros neurénios) ou entdo a formacgéo

de novos prolongamentos axonais (0s quais permitem que um dado neurénio transmita
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mais sinais para os neurbnios com o0s quais ele se conecta). Podem ocorrer ainda
alteracBes morfologicas que criam novas conexdes/circuitos que anteriormente ndo
existiam. Ja as alteracdes funcionais, onde serdo formados novos canais i6nicos ou
novas proteinas sinalizadoras, otimizam a transmisséo sinaptica (PURVES e cols.,
2010; MOURAO e FARIA, 2015).

A Ultima etapa, a de recuperacdo da memoéria que foi consolidada, € denominada
de evocacdo (TOMAZ,1993b). Tem-se também, o processo de reconsolidacdo da
memoria, que permite a atualizacdo de informacfes previamente adquiridas em
resposta a novos estimulos (WANG e MORRIS, 2010).

A memoria pode ser influenciada por alteracdes em determinados sistemas
cerebrais, assim como por alteragdes entre interacdes celulares em areas cerebrais
especificas (TOMAZ, 1993a). A alteracdo do comportamento de um organismo em
decorréncia de experiéncias prévias evidencia que esse organismo € capaz de
aprender, pois adquire informagfes, e de memorizar, pois retém essas informagdes
(PAVAO, 2008).

Os tracos de memdria podem se reorganizar no cérebro de uma maneira
dependente do tempo. A incapacidade de se lembrar dos eventos de nossa vida pode
se desenvolver de uma pequena irritacdo, a uma condicdo que prejudica a existéncia
normal, e até mesmo aspectos da identidade pessoal. Dado seu papel central na
cogni¢cdo, um grande desafio para a area das Neurociéncias é entender os mecanismos
subjacentes a nossa capacidade de codificar, armazenar e recuperar informacdes

(WANG e MORRIS, 2010).

1.2. Classificacdo da memoria

A memoria pode ser classificada em diferentes classes, sistemas e tipos (Fig. 1).
Em termos das classes, hd a memodria filogenética e a ontogenética. A primeira se refere
as informagBes acumuladas geneticamente por ancestrais ao longo da evolucdo da

espécie, envolvendo a arquitetura bésica e conexdes do cérebro (FORSTER, 1995).
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A memoria ontogenética se desenvolve no decorrer da vida do individuo, por
meio de informacdes e experiéncias adquiridas pelo mesmo e ndo séo transmitidas
geneticamente para futuras geracées (TOMAZ e COSTA, 2001).

A memoria ontogenética pode ainda ser dividida em diferentes sistemas, a saber:
memoaria de curto prazo (MCP), memdria de longo prazo (MLP) e memoria operacional.
MCP é um fenbmeno que envolve plasticidade sinaptica e se relaciona com a
consolidacdo de MLP (IZQUIERDO, 2011). Para BADDELEY (2007), essas memdérias
sdo fendbmenos de natureza elétricaque se resumem ao armazenamento de
pequenas quantidades de informagdo por um breve periodo de tempo (MOURAO e
FARIA, 2015). A MLP, por sua vez, possui a capacidade ilimitada de retencdo da
informacdo e por um periodo indefinido de tempo, podendo manter o registro
autobiografico e dos conhecimentos adquiridos pelo individuo (BADDELEY, 1992;
FORSTER, 1995).

A MLP, mais especificamente, pode ser subdividida em dois tipos de memoria:
as declarativas (ou explicita) e as nao-declarativas (ou implicitas). A memoria
declarativa é aquela adquirida de forma consciente ou intencionalmente, via obtencéo
de fatos, conhecimentos ou algum esfor¢o (IZQUIERDO e cols., 2013). Portanto, refere
a habilidade de detectar e codificar o que é especifico de um evento, associando os
componentes temporais e espaciais. Pode ser subdividida em duas categorias: (a)
memdaria episddica, que diz respeito as experiéncias passadas, episddios de nossas
vidas, estando relacionada a um determinado momento no tempo e espaco (p.ex., uma
festa de aniversario); (b) memaria seméantica, que diz respeito a fatos e conhecimentos
gerais (p. ex., regras gramaticais, idiomas, etc.; HILL, 2010).

Para a consolidacdo de memorias declarativas, essa lembranca consciente
depende principalmente de estruturas do lobo temporal medial (p.ex., hipocampo e
cortices entorrinal, perirrinal e parahipocampal), mas ha também a participacdo de
regibes do diencéfalo (p.ex., tAlamo, corpos mamilares) e prosencéfalo basal (p.ex.,

septo medial) (ZOLA-MORGAN e SQUIRE, 1993).
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A memoria nao-declarativa corresponde aquelas que estdo em nivel
subconsciente e que ndo podem ser evocadas por palavras e sim por acdes. E
composta por uma colecdo de habilidades expressas por meio de desempenhos que
ndo exigem uma memodria consciente, por exemplo habitos e habilidades e os

condicionamentos classicos, dentre outros (SQUIRE e ZOLA, 1996).

Memoéria
Filogenética Ontogenética
Curto prazo Operacional
Longo prazo
Declarativaou N3o-declarativa
Explicita ou Implicita
Episddica Semantica Habitos e Condicionamento
P Habilidades Classico

Figura 1: Representagéo esquematica da classificagdo da memaoria em diferentes classes, sistemas e tipos.
Adaptado de SQUIRE (2004).
1.3. Memdéria de Reconhecimento

De acordo com WARBURTON e BROWN (2015), a memdria de reconhecimento
se refere a capacidade de julgar a ocorréncia prévia de estimulos presentes no nosso
ambiente. E vista como uma memoéria declarativa (JAEGER, 2016) e, assim,
fundamental ndo somente para a nossa capacidade de registrar eventos, mas também
para orientar o comportamento prospectivo. Podem ser feitos julgamentos sobre se um
item especifico € novo ou familiar, se estava anteriormente associado a um local ou
contexto especifico e/ou se foi visto recentemente ou ha algum tempo.

Em 1890, William James sugeriu que a memoria de reconhecimento estaria

baseada nos aspectos de recordacdo e/ou de familiaridade. A familiaridade & um



13

processo rapido e automéatico, definido por um sentimento geral de ter encontrado um
evento, alguém ou algum objeto anteriormente, sem se ter necessariamente uma
recordacao de detalhes adicionais. A recordacao, por outro lado, € um processo mais
lento referente a recuperacgéo de detalhes contextuais adicionais sobre o evento, alguém
ou objeto e como, quando e onde ocorreu (LI e cols., 2017).

A memodéria de reconhecimento depende do cértex perirrinal no lobo temporal
medial (ENNACEUR e cols., 1996; BUSSEY e cols., 2000; WARBURTON e BROWN,
2015). Por outro lado, julgamentos relativos a localizacdo espacial de um item
anteriormente encontrado requerem também de atividade do hipocampo (BUSSEY e
cols., 2000; BARKER e cols., 2011; WARBURTON e BROWN, 2015). Em relacdo a
memoria de reconhecimento que exige que um sujeito se lembre de um item associado
a um lugar particular (previamente visto), ou os julgamentos de memoria de recéncia
dependem de uma rede de regides cerebrais que incluem o cértex perirrinal, 0 cortex
pré-frontal medial, o hipocampo e o tadlamo dorsal medial (WARBURTON e BROWN,
2015).

A memoéria de reconhecimento demonstrou ser mediada pelas vias
dopaminérgica (BELCHER e cols., 2008; BESHEER e cols., 1999; MOSES e cols.,
2005; MUMBY, 2001, 2002; SCHRODER e cols., 2003; WAIS e cols., 2006; DE LIMA e
cols., 2011). Diferentes tipos de receptores de dopamina parecem ser capazes de
modular esse tipo de meméria (BRASZKO, 2006, 2009; BRASZKO e cols., 2008;
HOTTE e cols., 2005; MAROUN e cols., 2009; NAGAI e cols., 2007, 2009; DE LIMA e
cols., 2011). Contudo, h& relatos também da participacdo de outras vias
neurotransmissoras, como a glutamatérgica. Por exemplo, 0 antagonismo de receptores
do tipo AMPA blogueou a codificacdo e a recuperacdo da memoria de reconhecimento
em roedores (BARKER e cols., 2008, 2013; WINTERS e BUSSEY, 2005).

Como discutido acima, a memaria de reconhecimento é crucial para a aquisicao
de novas informacdes e um planejamento adequado de comportamentos futuros

(WARBURTON e BROWN, 2015), sendo observado déficits significativos em pacientes
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acometidos por doencas neurodegenerativas (deméncia de Alzheimer; LEE e
LYKETSOS, 2003) ou com lesdes cerebrais (AGGLETON e SHAW, 1996). Na doenca
de Alzheimer, por exemplo, ocorre um deposito excessivo de proteinas anémalas
formando corpusculos e emaranhados que impedem o transito de substancias quimicas
nos neurdnios e sinapses. Outras doencas também podem evoluir com um quadro
demencial, a exemplo da doenca de Parkinson em fase mais avancada e a Sindrome
de Down, além de também ocorrer em pacientes com idade mais avancada (BEAR e
cols., 2008; MOURAO e FARIA, 2015).

Alguns déficits observados referem-se a formagdo, manutencao e
correspondéncia da representacdo da memoria de algum estimulo visual,
especialmente quando evocados apoés intervalos mais prolongados. De acordo com
dados obtidos a memoria de reconhecimento € amplamente afetada pela doenca de
Alzheimer (VIGGIANO e cols., 2008).

Para o estudo da memoéria em humanos pode ser realizado diferentes testes
visuais, como o0s de reconhecimento e recordacao, testes verbais, podendo avaliar a
recuperacao da memoria (BADDELEY e cols., 1995) e a tarefa de comparacao de pares
visuais (ENNACEUR, 2010; ANTUNES e BIALA., 2012). A analise de ROC (Receiver
Operating Characteristics) tem sido utilizada para distinguir processos de familiaridade
em tarefas de memoria de reconhecimento em pacientes e voluntarios sadios, utilizando
também o paradigma lembranga/reconhecimento (YONELINAS e cols., 1998; AMEEN-
ALl e EACOTT, 2015).

Contudo, estudos clinicos empregando diferentes abordagens experimentais —
como neuroimagem e lesfGes — ainda tem gerado controvérsia em termos do substrato
neural e dos circuitos neuroquimicos responsaveis pela memaria de reconhecimento
(AMEEN-ALI e EACOTT, 2015; SQUIRE e cols., 2007), e os mecanismos subjacentes
aos déficits encontrados apos lesdes e em certas doencas neurais citadas acima.
Apesar da possibilidade de se realizar testes em humanos, ainda existem muitas

dificuldades e limitacGes metodoldgicas. Essas barreiras podem ser muitas, como por



15

exemplo a influéncia religiosa, a comunicagdo entre o pesquisador e o participante,
idioma (ESCOBEDO e cols., 2011; LOKESH e cols., 2013), financiamento, problemas
psicolégicos dos participantes (GONZALEZ e cols., 2011; LOKESH e cols., 2013), idade,
sexo e cultura. Algumas técnicas de experimentacdo neuroldégica mais invasivas,
inclusive, ndo sdao muito viaveis em humanos.

Tendo em vista que a memoria de reconhecimento ocorre de forma ubiqua na
maioria das espécies, estudos pré-clinicos também tem se mostrado de grande valia
para elucidar mecanismos de tratamento para déficits cognitivos e doencas
neurodegenerativas (KINNAVANE e cols., 2015). Nas ciéncias biomédicas e pesquisas
neuropsicofarmacologicas, animais de laboratério servem como intermediarios na
aplicacdo dos resultados da pesquisa basica a prética clinica (SASAKI, 2015). A maioria
dos animais de laboratorio sdo usados como modelos animais, através de manipulagéo
genética, intervencgdao cirurgica ou injecdo de substancias ou farmacos. As experiéncias
com animais tém desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de tratamentos
médicos modernos e de doencas atuais (ROWAN, 1997), como as doengas
neurodegenerativas.

Nesse sentido, o uso de tarefas comportamentais continua sendo uma
ferramenta importante em pesquisas basicas sobre a base neural da memoaria, e 0s
estudos em animais sdo um importante contribuinte para elucidar os estudos de
memoaria de reconhecimento com humanos (AMEEN-ALI e EACOTT., 2015).

Existem varios testes que sao utilizados atualmente para avaliar a meméria de
reconhecimento em animais. Como, por exemplo, o Delayed Non-Matching to Sample
(DNMS). Originalmente desenvolvido por MISHKIN (1978) como uma variagdo de um
outro teste similar, o DNMS exige que o individuo compare um objeto com um outro item
apresentado recentemente e, assim, selecione/identifique qual dos dois objetos é o
estimulo novo (nunca visto antes). No caso de uma resposta correta, € dada uma
recompensa (alimentar) ao sujeito como forma de incentivo para sua participacdo na

tarefa. O intervalo de tempo entre a apresentacao inicial do objeto modelo e a sesséo
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de escolha entre os objetos familiar e novo pode variar entre poucos segundos até varios
minutos, fazendo com que tenha, assim, uma demanda cognitiva maior (BACHEVALIER
e BEAUREGARD, 1993). Porém, ha controvérsias em termos desse teste por se utilizar
uma recompensa para estimular o sujeito a escolher o objeto novo e a necessidade de
treinar do sujeito previamente para que o0 mesmo adquira o comportamento de
selecionar um objeto. O teste de DNMS tem sido utilizado de forma extensiva em
primatas nao-humanos (PNH) para identificar regides cerebrais envolvidas no
reconhecimento de estimulos previamente apresentados (ZOLA e cols., 2000; MURRAY
e cols., 2000; RODRIGUEZ e PAULE, 2009). Apesar do DNMS ter sido adaptado para
roedores, empregando-se tanto objetos (p.ex., AGGLETON e cols., 1985) como odores
com estimulo (p.ex., WINTERS e cols., 2005), a necessidade de uma extensa fase de
treinamento para que os animais adquiram a regra de “escolha diferente do modelo”
gerou a necessidade de se desenvolver novos testes comportamentais para o estudo
da memdria de reconhecimento em outros animais.

Assim, ENNACEUR e DELACOUR (1988) desenvolveram um teste alternativo
para ratos — Reconhecimento Espontédneo de Objeto (REO). Esse teste, similar ao
DNMS, também esta baseado na preferéncia do individuo por um objeto novo em
detrimento de um objeto familiar. Porém, esse teste esta fundamentado na exploracdo
natural e espontanea dos objetos, ndo requerendo um treinamento prévio dos sujeitos,
nem uso de uma recompensa. Assim, o teste de REO é uma tarefa comportamental
simples para se avaliar a memoria de reconhecimento, o qual depende essencialmente
do comportamento exploratério inato do rato na auséncia de aprendizagem de regras,
treinamento prévio ou refor¢co alimentar. Com isso, o teste REO tornou-se um
procedimento amplamente utilizado para a investigacdo de alteracdes da memadria em
vérias espécies (CLARK e MARTIN, 2005).

Com a crescente utilizacdo do teste de REO em pesquisas sobre memoéria de
reconhecimento, varias vertentes foram desenvolvidas com base no procedimento

original. De acordo com WARBURTON e BROWN (2015), € possivel avaliar a memoria
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de reconhecimento por meio do uso de tarefas de reconhecimento de objetos com base

na medicao da preferéncia espontanea por novidade, sendo as principais variacdes 0s

testes de:

1) Reconhecimento objeto-lugar: avalia a capacidade do sujeito lembrar da localizagédo
espacial de objetos vistos anteriormente em seu ambiente (objeto estacionario x
deslocado);

2) Reconhecimento de ordem temporal: testa a capacidade de um individuo em
diferenciar objetos apresentados anteriormente, mas em momentos diferentes
(objeto recente x antigo).

Como mencionado acima, o teste de REO foi inicialmente utilizado em roedores

e, apenas recentemente, é que o teste de Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL) foi

desenvolvido para uso em PNH (micos-estrela; MELAMED e cols., 2017a, 2017b). Por

isso, faz-se necesséaria uma melhor validacéo desse novo teste em PNH estabelecendo,
assim, diferentes variaveis que podem influenciar a memdria de reconhecimento nesses

animais. No presente trabalho, foram avaliados trés fatores (género, ciclo circadiano e

intervalo de retencdo) no teste de ROL, os quais serdo discutidos em mais detalhe a

seguir.
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1.4. Fatores que podem influenciar a memaoria de reconhecimento
1.4.1. Género

Homens e mulheres nem sempre apresentam um desempenho equivalente em
termos de sua capacidade mnemaonica. Esse tipo de dimorfismo sexual depende muito
da tarefa sendo avaliada (SUTCLIFFE e cols., 2007) e parece ocorrer devido, pelo
menos em parte, a uma influéncia dos diferentes horménios esteréides circulantes.
Esses, por sua vez, exercem um efeito modulatério jA& nas primeiras fases do
desenvolvimento (CHRISTIANSEN, 1993; WILLIAMS e cols., 1991), mas persiste
durante toda a vida (GOUCHIE e cols., 1991; KIMURA, 1996; SLABBEKOORN e cols.,
1999; VAN GOOZEN e cols., 1994; HAUSMANN e cols., 2000).

De fato, sabe-se que os horménios estradiol e progesterona sdo moduladores
potentes do processo mnemonico que ocorre no hipocampo, além de outras areas
cerebrais, alterando os processos de aprendizagem e memoéria (WIZEMANN e
PARDUE, 2001). Ha& uma maior densidade de espinhas dendriticas em células
hipocampais durante o pico de liberagdo de estradiol, comparado a fase de menor
liberacdo desse hormonio ao longo do ciclo (p. ex., mulheres: AMANTEA e cols., 2005;
animais: WOOLLEY e McCEWEN, 1992). Esse efeito pode ser mediado diretamente por
receptores estrogénicos presentes no hipocampo (e outras estruturas cerebrais) (FRYE
e cols., 1995) e/ou indiretamente pelo fato desses horménios influenciarem os niveis de
receptores e transportadores associados a diferentes neurotransmissores, como no
caso do acido gama-aminobutirico (GABA) e da acetilcolina (WILLIAMS e CHIENG,
1998).

Além disso, comparado ao homem, a mulher parece estar mais propensa a
doenca de Alzheimer, sendo a deplecéo pés-menopausa de estrogénios endégenos um
aspecto que contribui para esse risco diferenciado entre os géneros (ZANDI e cols.,
2002). Apesar de ainda controverso, ha relatos de um efeito benéfico da terapia de
reposicdo hormonal em doencas que acometem funcdes cognitivas, como o Alzheimer

(AMANTEA e cols., 2005) e a esquizofrenia (CUTTER e cols., 2003).
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Nas mulheres, a influéncia hormonal pode ser detectada em diversas fungodes.
Por exemplo, quando os niveis de estradiol e progesterona estdo baixos no inicio da
fase folicular, elas tém uma melhor coordenacdo motora, comparado ao que é visto
quando os niveis desses hormonios estao elevados (no meio da fase lutea). Por outro
lado, nessa ultima fase, as mulheres tém um bom desempenho em testes de fluéncia
verbal (KIMURA e HAMPSON, 1994). Em tarefas espaciais, o desempenho das
mulheres é sensivel a flutuacdes hormonais ao longo do ciclo menstrual e diferentes
aspectos de suas habilidades espaciais estdo relacionadas a diferentes horménios ou
combinac¢des hormonais (HAUSMANN e cols., 2000).

Em termos da memodria espacial em animais, diferencas entre os géneros
também ja foram demonstradas. Ratos machos costumam aprender mais rapido e
apresentar um melhor desempenho que as fémeas ao navegar labirintos, localizar
recompensas alimentares e lembrar a localizagdo de objetos (JONASSON, 2005;
SUTCLIFFE e cols., 2007). Niveis elevados de estradiol e progesterona — durante
flutuagbes naturais do ciclo ou mesmo ap6s a administracdo sistémica desses
hormdnios — melhoram o desempenho das fémeas em tarefas de memdria espacial
usando labirintos (LUINE, 2008; KOROL e KOLO, 2002). Considerando que no presente
estudo foi empregado um teste com um componente espacial (o teste de ROL ja descrito
anteriormente), uma diferenca entre géneros em termos da memdéria espacial poderia
vir a influenciar a resposta dos sujeitos. Nesse contexto, machos teriam um
desempenho superior ao das fémeas.

Porém, os horménios sexuais femininos também parecem exercer um efeito
modulatério direto sobre a memoria de reconhecimento. Em ratos, ndo houve diferenca
entre os géneros apos curtos intervalos de retencdo (i.e., 30 min). Mas, depois de
periodos mais longos (i.e., 90 min), apenas as fémeas foram capazes de ainda
reconhecer corretamente os objetos novo e familiar (SUTCLIFFE e cols., 2007). E
importante salientar que no estudo de SUTCLIFFE e cols. (2007), o melhor desempenho

das fémeas apo6s um intervalo de retencdo de 3 h no teste de REO néo teve correlacdo
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com nenhuma fase especifica do ciclo do estro (SUTCLIFFE e cols., 2007).
Recentemente, nesse mesmo teste, foi demonstrado que ratos machos também foram
capazes de distinguir entre os objetos novo e familiar por até 3 h (p.ex., GASKIN e cols.,
2010). Diferencas metodolégicas, como o tempo de treino, complexidade do estimulo e
a espécie estudada, podem ter contribuido para a diferenca observada entres esses
estudos. Portanto, de uma forma geral, as fémeas parecem melhor reter informactes
acerca de objetos neutros no ambiente e por um intervalo de reten¢cdo mais longo que
0s machos.

De fato, relatos na literatura indicam que os horménios sexuais femininos
melhoram o desempenho das ratas em tarefas de REO. Fémeas ovariectomizadas
tiveram um declinio nesse tipo de memdria, assim como uma menor densidade de
dendritos no hipocampo e no cértex pré-frontal (WALLACE e cols., 2006). A
administracdo de estradiol antes ou logo ap6s a fase de treino reverteu esse efeito,
melhorando o desempenho das ratas ovariectomizadas no mesmo teste (INAGAKI e
cols., 2010; JACOME e cols., 2010; WALF e cols., 2006; WALLACE e coals., 2006). Um
efeito semelhante também foi relatado durante o pico de liberacdo de estradiol em
fémeas cujo ciclo de estro foi mantido intacto (WALF e cols., 2006). A reversao do déficit
gue é induzida pela administracao de estradiol ndo foi observada quando dada para
ratas knockout para o receptor de estrogénio (WALF e cols., 2009), o que corrobora o
potencial efeito facilitador desse hormdnio na memaria de reconhecimento de objetos.

Ja na versao espacial dessa tarefa — como o teste de ROL — ratos machos
tiveram um melhor resultado em relagéo as fémeas (COST e cols., 2012; SUTCLIFFE
e cols., 2007). Os machos foram capazes de identificar a localizacdo de objetos vistos
anteriormente por um intervalo de, pelo menos, 1-3 h, enquanto que nas fémeas esse
periodo nao ultrapassou 30 min a 1 h. Conforme j& mencionado acima, machos tendem
a ter um melhor desempenho que as fémeas em tarefas que tenham algum tipo de
demanda de memodria espacial. Contudo, fémeas ovariectomizadas, mas tratadas com

estradiol e progesterona, tiveram um desempenho acima daquele visto nos machos e
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por um periodo de retencdo mais longo em uma tarefa de reconhecimento espacial
(COST e cols., 2012).

Em PNH testados para memoria de reconhecimento, fémeas idosas de macacos
rhesus, que foram ovariectomizadas, tiveram um desempenho abaixo dos animais
controle quando avaliadas no protocolo de DNSM, mas um resultado melhor em testes
avaliando reconhecimento espacial (delayed recognition span test) (LACREUSE e
HERNDON, 2000). Contudo, em fémeas adultas, a resposta a esses testes nao foi
modificada apds uma ovariectomia, com ou sem o tratamento de reposicdo hormonal
(VOYTKO e cols., 2009), questionando o efeito de estrogénio nesse tipo de memoria
em primatas. Portanto, novos estudos se fazem necessarios para melhor se entender a

influéncia do género na memaria de reconhecimento em PNH.

1.4.2. Ciclo Circadiano

O sistema circadiano evoluiu para alinhar o comportamento e a fisiologia de um
individuo com o tempo da Terra (ALBRECHT, 2011). Assim, os ritmos circadianos sdo
uma propriedade inerente dos sistemas vivos e gerados por um reldgio interno. Em
mamiferos, este reldgio interno esta localizado no nucleo supraquiasmatico (NSQ) do
hipotalamo (REPPERT e WEAVER, 2002). Esse ndcleo atua como um marca-passo
central e estd envolvido na regulacdo ritmica do ciclo sono-vigilia, da atividade
locomotora, do metabolismo e da temperatura corporal, dentre outros aspectos
(MULLER e cols., 2014).

Portanto, 0 NSQ e os ritmos circadianos sdo importantes para muitos processos
fisioldgicos e comportamentais, incluindo as habilidades cognitivas. De fato, varios dos
genes relacionados ao reldgio bioldgico sdo expressos em areas cerebrais envolvidas
na aprendizagem e na memoria, como a amigdala (LAMONT e cols., 2005; ALBRECHT,
2011) e o hipocampo (ALBRECHT e cols.,, 1997, WAKAMATSU e cols., 2001,

CHAUDHURY e cols., 2005; JILG e cols., 2010; ALBRECHT, 2011).
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A memodria de reconhecimento, em particular, parece ser sensivel a interrupcées
dos ritmos circadianos. Em hamsters, a perda da ritmicidade circadiana gerou um déficit
de desempenho no teste de REO ap6s um intervalo de retencdo de apenas 20 e 60 min
(MULLER e cols., 2015; RUBY e cols., 2008, 2013). Esse déficit ndo foi influenciado por
alternacfGes concomitantes no padrdo de sono desses animais, mas foi revertido pela
administracdo sistémica de pentilenotetrazol — um antagonista de receptores para
GABA (RUBY e cols., 2008, 2013). A administracdo desse recuperou a capacidade
mnemaodnica dos animais no teste de REO sem que fosse re-estabelecida a ritmicidade
circadiana dos sujeitos, sugerindo que projecbes GABAérgicas para o hipocampo,
provenientes do NSQ, exercem um importante papel na influéncia do ciclo circadiano
sobre a memoria (de reconhecimento) (RUBY e cols., 2008, 2013).

Além disso, ha relatos de que a memoéria de reconhecimento varia ao longo do
dia, apesar de ainda ndo haver uma indicacéo clara do horario de pico para formacgéo
desse tipo de memdria. Hamsters testados na tarefa de REO foram capazes de
distinguir entre os objetos novo e familiar apés um intervalo de 60 min, mesmo ao serem
avaliados em diferentes momentos do seu periodo de atividade, assim como uma hora
antes do inicio de suas atividades, o que n&o foi visto em animais arritmicos (MULLER
e cols., 2015). Porém, em camundongos, houve uma clara melhora no desempenho dos
animais no mesmo teste de REO quando os mesmos realizaram a tarefa no inicio da
fase escura e empregando um intervalo de retencdo de 24 h (SHIMIZU e cols., 2015).

COSTA e RIPPERGER (2015), também empregando a tarefa de REO em
roedores, observaram que o sistema circadiano de 24 h modulou o comportamento e a
memoria dos animais. A coincidéncia do horario do dia na qual a informacéo foi
adquirida e evocada gerou um melhor desempenho. Por outro lado, a evocacao foi
menos eficiente quando se deu em um horéario diferente daquele em que ocorreu o
processo inicial de aquisicdo. Por outro lado, SHIMIZU e cols. (2015) relataram que
camundongos treinados na fase escura e testados 12 h depois na fase clara foram

capazes de desempenhar a tarefa, enquanto que aqueles que foram treinados na fase



23

clara e testados 12 h depois na fase escura ndo distinguiram corretamente entre os dois
objetos. Esse mesmo efeito ndo foi observado quando os animais foram avaliados apés
um intervalo curto de apenas 8 min, sendo o desempenho equivalente nesse caso. Por
conseguinte, foi sugerido que o tragco de memdria (de longo prazo) é dependente do
horario de treinamento e ndo o de evocacao da informacdo armazenada, e desta forma
o ciclo circadiano influenciaria mais o processo de consolidacéo da informacéo (ABEL
e cols., 2001; SHIMIZU e cols., 2015).

Assim, o ciclo circadiano, ou mais especificamente o horario do dia, exerce uma
importante influéncia sobre a memdéria de reconhecimento. Esse sistema possivelmente
age de forma a limitar a formacdo de tais memorias, ou até mesmo a utilizagéo de
memorias previamente estabelecidas e associadas a horarios do dia em que sua
utilizacdo seja mais favoravel (GARREN e cols., 2013).

Ainda faltam ser realizados novos estudos sobre a influéncia do ciclo circadiano
na memoéria de reconhecimento espacial (teste de ROL), assim como avaliar o potencial
desse fator nesse tipo de memédria em PNH. A regulagdo temporal associada a
intervalos de tempo significativamente mais curtos, como no caso de segundos a
minutos (CASTRO e cols., 2013; RICHELLE e cols., 1980; SHETTLEWORTH, 1998),

seré abordado no préximo topico.

1.4.3. Intervalo de Retencéo

O intervalo de retencao é um fator que pode ser variado em estudos voltados
para elucidar a memoria, incluindo a meméria de reconhecimento. Nos procedimentos
de REO ou ROL j& discutidos acima (ou até mesmo em suas outras vertentes), esse
intervalo corresponde especificamente ao tempo que decorre entre a apresentacao
inicial do objeto-estimulo e a fase de teste onde a informacdo armazenada deve ser
evocada pelo individuo. Quanto maior for esse intervalo, maior serd a demanda do
processo mnemoénico no desempenho do individuo e assim pode-se avaliar memarias

mais duradouras (MLP).
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Em PNH, a memdéria de reconhecimento tem sido tipicamente avaliada no teste
de DNMS, conforme descrito acima. Porém, nesse procedimento, os intervalos de
retencdo que sao utilizados geralmente variam entre poucos segundos (1-60 s; p.ex.,
BACHEVALIER e cols., 2015) a até no méaximo alguns minutos (TANG e cols., 1997).
Isso se deve ao fato de serem feitas varias tentativas em uma unica sesséo de 30-40
min. Mas, quanto maior for o intervalo entre a apresentacéo do estimulo e a resposta,
menor foi a porcentagem de acertos dos macacos no teste de DNMS (ZOLA e cols.,
2000). Isso também parece ocorrer no teste de ROL, recentemente desenvolvido em
micos, uma vez que os sujeitos demonstraram um desempenho significativo apés um
intervalo de retencdo de 10 min (MELAMED e cols., 2017a), mas n&o depois de 24 h
(MELAMED e cols., 2017b). Para o intervalo mais longo foi sugerido que houve um
processo natural de esquecimento, conforme ja descrito para roedores submetidos a
longos intervalos de retencéo em testes de reconhecimento similares (MURAI e coals.,
2007; NILSSON e CARLSSON, 2013).

De fato, h& relatos de que ratos conseguem reconhecer uma mudanca na
localizacdo espacial de um objeto neutro se a informacéo for evocada até no maximo 6
a 24 h depois da fase de aquisi¢ao/treino, a depender da duragdo da fase inicial de
treino (NILSSON e CARLSSON, 2013; OZAWA e cols., 2011). Outros estudos ja
indicaram que esse intervalo é na verdade de no maximo uma (PITSIKAS, 2007) a duas
horas (MURAI e cols., 2007). Quando os objetos foram apresentados aos ratos ao longo
de varios dias, também houve uma discriminagao significativa em termos de uma nova
localizacdo para um dos objetos vistos anteriormente (GASKIN e cols., 2009a, 2009b;
HARDT e cols., 2010).

J& no teste de REO, uma discriminag&o entre o objeto novo e o familiar feita por
camundongos foi observada apés intervalos de retencéo que variam de poucos minutos
(p.ex., 2 min: PHENSY e cols., 2017) a algumas horas (p.ex., 2 h: LIN e cols., 2017),
tendo um declinio significativo no desempenho ap6s 24 h (LIN e cols., 2017; porém ver

NADIR e cols., 2017). Em ratos e hamsters, 0s objetos foram corretamente distinguidos
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apos intervalos de até 24 h (DeBRUIN e POUZET, 2006; PALCHYKOVA e cols., 2006),
mas ja ndo depois de 48 h para ratos (CALLAHAN e cols., 2013). O desempenho de
outros tipos de animais também foi analisado no teste de REO, sendo que o intervalo
méximo de retencao ja relatado foi de 5 min para coelhos (HOFFMAN e BASURTO,
2013; porém ver THOMPSON e cols., 2005), 1 h para suinos (MOUSTGAARD e cols.,
2002) e de 1-30 min para peixes (MAY e EINSTEIN, 2013; MILETTO PETRAZZINI e
cols., 2012).

Portanto, o tempo de retengcdo de informacdes acerca de objetos neutros que
foram vistos anteriormente no ambiente ndo é somente espécie-especifica, como
também depende do tipo de teste sendo avaliado. Os estudos citados acima ressaltam
a importancia de se avaliar diferentes tempos de intervalo de retencéo, pois assim se
pode estudar de forma mais especifica o tempo em que um individuo retém uma
determinada informagdo a ser empregada para reconhecimento futuro do mesmo

objeto/contexto/situacgao.

1.5. Calitriquideos como modelo animal

O uso de PNH na pesquisa tem-se tornado cada vez mais controverso. Além
disso, ha uma exigéncia de uma dieta especial, de um espaco amplo, rigorosos critérios
de higiene e a necessidade de interagBes sociais, sendo tais parametros um fator
importante a ser levado em consideragdo, a fim de se evitar anormalidades
comportamentais e fisiolégicas ao adotar PNH como sujeitos em experimentos
(STELLAR, 1960; KING e cols., 1988).

Pesquisas translacionais sobre memodria empregando PNH ainda sdo muito
vélidas, sendo que esses e o homem s&o descendentes de um antepassado comum e,
assim, divergiram ha menos tempo quando comparado a outros tipos de modelos
animais (MURRAY e WISE, 2010). Esse tipo de linha de pesquisa tem desfrutado de

uma corrida longa e produtiva, levando a descobertas importantes sobre as fun¢ées do
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hipocampo, amigdala, coértex entorrinal, cértex perirrinal e cértex parahipocampal,
juntamente com as outras estruturas que compdem o lobo temporal medial.

Os calitriquideos (micos), em particular, sdo uma familia de PNH neotropicais.
Seu uso na pesquisa tem crescido devido ao seu pequeno porte, facilidade de manejo,
capacidade de reproducdo em cativeiro e ndo apresentarem 0S MesSmMOS risCoSs
zoondticos que outros PNH (TONUKO e cols., 2015). Eles sdo animais arboricolas,
diurnos e, na natureza, vivem em grupos familiares. Sado animais altamente visuais e
olfativos e se alimentam de pequenos insetos e frutas. Além disso, comparado a outros
PNH (de maior porte), os micos sdo mais faceis de criar em cativeiro e manter em
pequenos grupos (HEARN, 1983; PRINS e cols., 2017) devido as caracteristicas ja
citadas acima.

A estrutura cerebral dos micos, incluindo a organizagdo cortical, compartilha
muitas semelhangas com a dos humanos e de PNH maiores. Além disso, sua estrutura
cortical é lisencefalica, o que pode simplificar a obtencao de gravacdes eletrofisioldgicas
de diferentes regides (TOKUNO e cols., 2015; WALKER e cols., 2016; PRINS e cols.,
2017). Ainda, o sequenciamento do genoma do Callithrix jacchus (The Marmoset
Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2014) e o desenvolvimento de animais

geneticamente modificados (SASAKI, 2015) tornam 0 mico um modelo muito promissor.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a influéncia do género,
horério do dia e intervalo de retencdo no desempenho de micos-estrela (Callithrix
penicillata) adultos em uma tarefa de meméria de reconhecimento recentemente

desenvolvida para PNH — o teste de reconhecimento objeto-lugar (ROL).

2.2 Objetivos Especificos
Esse estudo pretendeu, de forma especifica:

a) comparar o desempenho de micos-estrela adultos machos versus fémeas no teste
de memoéria de ROL, empregando um intervalo de retencéo de 24 h;

b) avaliar a influéncia do horéario do dia em que o teste de memoria de reconhecimento
é realizado (matutino vs. vespertino) no desempenho de micos-estrela machos,
empregando um intervalo de retencéo de 24 h;

c) estabelecer o desempenho de individuos machos, no mesmo teste de memoaria de

reconhecimento, apés um intervalo de retencéo de 24 versus 48 h.
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Com base no referencial tedrico descrito, pode-se destacar diferentes aspectos
que evidenciam o mérito cientifico do presente estudo. Primeiramente, a memoéria € uma
func@o central que permite adquirir, reter e usar informagfes do ambiente para melhor
se adaptar ao mesmo, sendo que déficits acarretam prejuizos significativos aos
individuos acometidos, envolvendo aspectos clinicos, familiares, sociais e econébmicos,
dentre outros. Pacientes com doencas neurodegenerativas e lesdes cerebrais
frequentemente apresentam um menor desempenho em tarefas de memodria de
reconhecimento. Contudo, vale destacar que 0s mecanismos neurogquimicos, as
estruturas anatdbmicas e as respostas comportamentais relacionadas a memoria de
reconhecimento precisam ser melhor esclarecidos para, assim, facilitar o
desenvolvimento de novas estratégias (farmaco) terapéuticas para déficits induzidos por
doencas neurodegenerativas e para a neuro-reabilitacdo ap0s a ocorréncia de lesdes
cerebrais.

Nesse sentido, ha limitagbes éticas e/ou metodoldgicas para estudos clinicos
relacionados ao tema. Porém, a memoria de reconhecimento parece ser ubiqua entre
as espécies e, dessa forma, pode ser investigada também em modelos animais. Apesar
de ser muito empregado em roedores, o teste de ROL s6 agora esta sendo desenvolvido
em PNH e, portanto, diferentes aspectos dessa nova ferramenta experimental precisam
ser melhor estabelecidos, a exemplo do intervalo de retengdo, horario do teste e
diferencas/semelhancas entre géneros.

Nesse contexto, o presente estudo contribuird de forma significativa para o
desenvolvimento de uma abordagem comportamental inédita para o estudo da meméria
de reconhecimento em PNH. De fato, avaliou-se a possivel influéncia de diferentes e
importantes variaveis metodoldgicas no desempenho dos sujeitos no teste de ROL. O
desenvolvimento desse teste em PNH possibilitara a realizacdo de estudos

comparativos diretos entre primatas versus roedores.
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4. METODOLOGIA
4.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Brasilia (no. 66725/2016; Anexo |). Todos o0s experimentos
realizados seguiram a regulamentacao brasileira para o uso cientifico de animais (Lei
Arouca 11.794/2008), bem como as diretrizes para o cuidado e uso de animais de
laboratério do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal do Brasil
(CONCEA). Além disso, o estudo foi realizado com animais mantidos no Centro de
Primatologia da UnB (CPUnB), que é credenciado pelo Comissdo de Etica no Uso
Animal (IBAMA) como criadouro de primatas para fins cientificos (registro no.
1/53/1999/000006-2). Todos o0s animais foram acompanhados por um médico

veterinario durante e apos a realizagdo desse estudo.

4.2. Sujeitos e CondicOes Gerais de Alojamento e Manejo

Foram utilizados individuos adultos (218 meses), machos e fémeas, da espécie
mico-estrela (Callithrix penicillata; Fig. 2). No inicio do estudo, os animais pesavam em
média 373 + 38 g (média + erro padréo de média [epm]; variacdo: 295 — 545 g). O ciclo
de estro das fémeas néo foi padronizado ou controlado, mas nenhuma das que foram
utilizadas estava gravida no momento do estudo ou havia tido uma gestagéo recente.

Todos os sujeitos foram mantidos em ambiente de cativeiro no CPUnB e ja
faziam parte do plantel, tendo sido repassados pelo IBAMA ou nascidos no préprio
Centro. O CPUNB esta localizado na Fazenda Agua Limpa da UnB, uma area de
preservacdo ambiental, sendo que 0s viveiros que alojam os animais estédo circundados
por mata de galeria. Isso permitiu que os mesmos fossem alojados sob condicdes

naturais de temperatura, luminosidade e umidade (Fig. 3).
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Figura 2: Fotografia de um casal heterossexual adulto da espécie mico-estrela (Callithrix penicillata), macho
a esquerda e fémea a direita, mantido em cativeiro no Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia.
(Fotografia: Marilia Barros).

Figura 3: Fotografias do pavilhdo para alojamento de calitriquideos do Centro de Primatologia da
Universidade de Brasilia. Esquerda: vista interna da entrada do corredor central de seguranca; Centro: vista
externa de um dos corredores de viveiros; Direita: vista externa de dois viveiros. (Fotografias: Marilia
Barros).

Os animais foram alojados em casais heterossexuais ou grupos mistos de dois
a trés individuos no Pavilh&o de Calitriquideos do CPUNnB. Nem todos os animais de um
mesmo viveiro foram empregados como sujeitos no presente estudo, devido a outros

experimentos em andamento no CPUNB. Esse pavilhdo consistiu em dois corredores
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paralelos com 12 viveiros cada (1 m de comprimento x 2 m de largura x 2 m de altura),
separados por um corredor central de seguranca, formando um sistema de alojamento
semi-coberto (Fig. 3). Assim, um telhado cobriu dois tercos de cada viveiro, sendo feito
da telha em fibrocimento opaca e ondulada (do tipo Eternite), intercalada com telha de
acrilico translucida e ondulada. Cada viveiro tinha duas paredes laterais de alvenaria e
tela metdlica (malha 6 cm?) formando a parte da frente, de tras e de cima do viveiro. O
chao foi feito de cimento queimado. Cada viveiro foi provido com: uma caixa-ninho de
bambu (suspensa), poleiros de madeira fixados em diferentes alturas, um recipiente
fixado na tela frontal para colocagéo de alimentos frescos, um tubo de PVC pendurado
na tela do teto para colocacdo de racdo e um bebedouro para agua com sistema de
acionamento manual efetuado pelos proprios ocupantes do viveiro.

A dieta consistiu em pedacos de frutas, legumes e verduras frescos, além de
ovos cozidos, sementes/nozes, larvas de tenébrios e/ou peito de frango/carne moida.
Esses alimentos frescos foram fornecidos uma vez ao dia, as 07:00 h, e a sobra retirada

as 17:30 h. Agua e racéo para primatas estavam disponiveis ad libitum.

4.3. Aparato Experimental

O aparato empregado, o Campo Aberto (CA), consistiu em uma arena retangular
de livre circulagdo (130 cm de largura x 75 cm de profundidade x 40 cm de altura),
suspensa a 1 m do chao (Fig. 4). O CA consistiu em um chao de tela metalica (malha
de 2,5 cm?), trés paredes de chapa de aluminio, e uma quarta parede e o teto de vidro
transparente de 4mm. Uma porta tipo-guilhotina, localizada na parede oposta a de vidro,
dava acesso ao aparato. O mesmo foi pintado todo de branco para facilitar o
rastreamento automatico dos sujeitos pelo programa de andlises comportamentais
utilizado. Pistas visuais para orientagdo espacial dos sujeitos dentro do CA foram
fornecidas por itens externos ao aparato que estavam presentes na sala de

experimento.
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Figura 4: Fotografias do aparato experimental do Campo Aberto utilizado nos experimentos. Esquerda:
Vista de tras do aparato, mostrando na parte inferior da fotografia a caixa transporte acoplada ao aparato
e do outro lado a parede de vidro. Direita: Vista de cima do aparato, podendo ver o piso na cor branca
para contrastar com a cor do animal e o teto de vidro. (Fotografias: Clarissa R. da S. Vannuchi)

O aparato foi montado em uma sala de experimento situada a 50 m dos viveiros
de moradia dos animais. Cada sujeito foi transportado do seu viveiro até a sala de
experimento, e depois de volta ao seu viveiro, em uma caixa-transporte (35 cm largura
x 20 cm de profundidade x 23 cm de altura). Essa caixa ndo permitiu a visualizagéo do
ambiente durante o transporte, tendo uma porta tipo-guilhotina que se acoplava
diretamente a de entrada/saida do aparato do CA (Fig. 4).

A observacao e o registro das sessdes foram realizados via um circuito interno
de filmagem. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais (Logitech C920, Brasil),
sendo uma fixada a aproximadamente 1,5 m diretamente acima do aparato (vista
superior) e a outra a 1,5 m a frente da parede de vidro do CA (vista frontal). As duas
cameras foram acopladas diretamente a um computador portatil (laptop) localizado em
uma sala adjacente a sala de experimentos, de onde todas as sessbes foram
observadas e registradas usando o programa de andlises comportamentais AnyMaze
(Stoelting Co., EUA).

Empregando esse programa, o aparato foi dividido virtualmente em cinco
guadrantes (Fig. 5). Os quatro quadrantes externos tinham as mesmas dimensdes (32,5

cm de largura x 37,5 cm de profundidade), correspondendo aos cantos da arena

retangular do CA. Esses quatro quadrantes foram utilizados como possiveis locais para



33

apresentacdo dos objetos utilizados nos testes (vide abaixo itens 4.4 e 4.5). O
guadrante central (65 cm de largura x 37,5 cm de profundidade) foi considerado como
uma zona neutra, ndo havendo a colocacéo de objetos teste nesse local. Os quadrantes

nao foram marcados no aparato, somente no programa Anymaze.

n

Figura 5: Representacédo esquematica do aparato do Campo Aberto, com indicacdo da divisdo dos quatro
quadrantes externos (1-4) que foram utilizados para posicionamento dos objetos teste durante os testes
comportamentais, assim como o quadrante central neutro (N). A seta indica o ponto de acesso ao aparato
via a porta do tipo-guilhotina.

4.4. Objetos

Nos testes de memdéria de reconhecimento descritos abaixo, duas cépias
idénticas de trés diferentes objetos foram utilizadas como estimulo (Fig. 6) — um objeto
para cada experimento (vide abaixo item 4.5). Os objetos consistiram em estimulos
neutros e etologicamente irrelevantes para os micos. Os sujeitos ndo tiveram contato
com o0s objetos teste antes do inicio do presente estudo, sendo que os itens
empregados tinham peso suficiente para ndo serem deslocados pelos micos.

Os trés objetos empregados foram:

1) um recipiente circular de plastico (tipo tupperware) no formato de uma bola de
futebol, nas cores branca e preta e com 11 cm de altura x 7,5 cm de didametro
(Experimento 1);

2) uma lata de milho (de venda comercial) com 8 cm de altura x 7 cm de didametro

(Experimento 2); e
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3) um recipiente (tigela) circular de porcelana, nas cores branca, preta e cinza e com
6 cm de altura x 12 cm de didmetro de base x 6,5 cm de didmetro superior

(Experimento 3).
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Figura 6: Fotografias dos trés objetos utilizados como estimulo no teste de Reconhecimento Objeto-Lugar
realizado ao longo do procedimento experimental do presente estudo. Os objetos estdo posicionados
conforme foram usados nos seus respectivos experimentos. Em cima: recipiente de plastico no formato
de bola de futebol empregado no Experimento 1; No meio: Lata de milho empregada no Experimento 2; e
Em baixo: recipiente de porcelana empregado no Experimento 3. (Fotografias: Clarissa R. da S. Vannuchi)
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4.5. Procedimento Experimental

O estudo foi dividido em trés experimentos, conforme descrito a seguir. Os
diferentes experimentos foram realizados em intervalos de, pelo menos, 20 dias. Em
cada experimento, os sujeitos foram testados individualmente, sendo que alguns micos
foram utilizados como sujeitos em mais de um experimento e colocados na mesma

analise.

4.5.1. Experimento 1: Influéncia do Género

Neste primeiro experimento, comparou-se 0 desempenho entre individuos
machos e fémeas na tarefa de memodria de ROL. Com isso, 10 micos-estrela adultos
foram utilizados como sujeitos, sendo cinco machos e cinco fémeas.

Todos os sujeitos foram inicialmente submetidos a uma habituagéo de 10 min no
aparato do CA descrito acima (vide acima item 3.3), mas sem a presenca de qualquer
objeto. Os sujeitos puderam circular liviemente pelo CA para se familiarizarem com esse
ambiente. Cada sujeito foi, entdo, submetido ao teste ROL, baseado no procedimento
empregado em roedores (ENNACEUR e cols., 1997), consistindo em duas sessofes:
uma de treino e uma de teste. Desta forma, apds um intervalo de 24 h da sesséo de
habituagéo, cada sujeito foi submetido a uma sesséo treino de 10 min. Nessa sessao,
duas copias exatas de um mesmo objeto foram colocadas em guadrantes externos
distintos do aparato. Os dois quadrantes utilizados foram escolhidos de forma aleatéria
para cada sujeito. O objeto empregado como estimulo nesse experimento foi a bola de
futebol (vide acima item 4.4; Fig. 6). Ap6s um novo intervalo de 24 h, cada sujeito foi
novamente liberado no CA, o qual continha os mesmos dois objetos vistos anteriormente
na sessdo treino. Um desses objetos foi colocado no mesmo local em que estava
durante a sessao treino (objeto estacionario). Ja o outro objeto foi posicionado em um
guadrante externo novo (objeto deslocado), escolhido aleatoriamente entre os dois

quadrantes do CA gue na sesséo treino tinham ficado vazios.
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Para esse experimento, todas as sessoes descritas acima foram realizadas das
08:00 as 12:00 h. Uma representacao esquematica do procedimento geral encontra-se

abaixo na Figura 7.

HABITUACAO TREINO TESTE
1 sessao 1 sessao 1 sessao
10 min 10 min 10 min
2 2 13

Figura 7: Representacdo esquematica do procedimento geral empregado nos trés experimentos realizados
no presente estudo, consistindo em uma sessao inicial de habituacéo, seguida apds um intervalo de 24 h,
pelo teste de Reconhecimento Objeto-Lugar (sessdes treino + teste). O intervalo entre as sessdes treino e
teste variou de acordo com o experimento realizado. Os retadngulos na porcao inferior da figura representam
a configuracéo de posicionamento dos objetos teste dentro do aparato Campo Aberto, sendo ilustrado aqui
apenas um exemplo das possiveis disposi¢cdes dos itens. O aparato permaneceu vazio na sessao de
habituacéo.
4.5.2. Experimento 2: Influéncia do Horério do Dia

Nesse segundo experimento, comparou-se o0 desempenho de individuos
machos na tarefa de memoéria de ROL realizada no periodo matutino versus no periodo
vespertino. Para isso foram empregados como sujeitos 12 micos-estrela adultos
machos. Esses foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais
(n=6/grupo). Um grupo foi submetido durante o periodo matutino (08:00 as 10:30 h;
grupo MAT), ao mesmo teste de ROL descrito acima para o Experimento 1 (Fig. 7).
Para o outro grupo, todas as sessdes foram realizadas no periodo vespertino (14:00 as
16:30 h; grupo VES).

Resumidamente, todos os sujeitos foram inicialmente submetidos a uma sesséo
de habituacdo de 10 min no aparato do CA e sem a presenca de objetos. Apos um
intervalo de 24 h, os sujeitos foram submetidos a uma sesséao treino de 10 min no CA,

sendo posicionadas duas cépias exatas de um mesmo objeto, cada um em quadrante

diferente do aparato. O objeto empregado como estimulo nesse experimento foi a lata
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de milho (vide acima item 4.4; Fig. 6). A sesséo teste foi realizada 24 h depois. Sendo
que, nessa sessao, um dos objetos vistos anteriormente foi deslocado para um novo
quadrante no CA (objeto deslocado) e o outro objeto permaneceu no mesmo local
(objeto estacionério).

4.5.3. Experimento 3: Influéncia do Intervalo de Retencéo

Nesse ultimo experimento, foi comparado o desempenho de individuos machos
na tarefa de meméria de ROL, empregando-se dois diferentes intervalos de retencao
(24 x 48 h). Foi utilizado um intervalo de 24 h e 48 h, para que fosse possivel avaliar
intervalos mais longos e, assim, em estudos futuros utilizar farmacos que podem
influenciar de forma positiva ou negativa a meméria de reconhecimento no teste ROL.
Para isso, foram empregados como sujeitos 10 micos-estrela adultos machos, os quais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais (n=5/grupo). Para um dos
grupos o intervalo de retengdo entre a sessao treino e a de teste do procedimento do
ROL foi de 24 h (grupo IR24). No outro grupo, esse intervalo de retengéo foi de 48 h
(grupo IR48).

Todos os sujeitos foram submetidos ao mesmo procedimento ja descrito acima
para os Experimentos 1 e 2 (Fig. 7), contendo uma sesséo de habituacdo ao CA, uma
sessdo treino e uma sessao teste. O objeto empregado neste experimento foi uma tigela
circular de porcelana (vide item 4.4; Fig. 6) e ambos os grupos foram avaliados durante
o intervalo das 08:00 as 12:00 h.

Para cada sessdo descrita acima nos trés Experimentos, foi adotado o mesmo
procedimento. Inicialmente, o sujeito foi capturado em seu viveiro de moradia com o
auxilio de luvas de couro e um puca. Em seguida, o mesmo foi colocado na caixa-
transporte e levado até a sala de experimento, onde foi liberado dentro do aparato do
CA. Decorridos os 10 min da sessao, o mico foi levado de volta ao seu viveiro de
moradia, novamente dentro da caixa-transporte. Apds cada sessdo, 0 aparato e 0s

objetos (quando usados) foram limpos com uma solucao de alcool 70%.
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Nenhuma fémea foi reutilizada, foram utilizados vinte e sete machos no total e

seis foram utilizados em mais de um experimento.

4.6. Andlise dos Dados
Todas as sessdes foram registradas e analisadas via o software AnyMaze®
(Stoelting Co., EUA) por um observador previamente treinado. Foram registrados os
seguintes comportamentos:
1) Locomocdo — tempo em que O sujeito esteve em movimento por um periodo
superiora 2 s; e
2) Exploragéo do Objeto — tempo de contato fisico do sujeito com o objeto utilizando
as maos, pés, nariz, boca ou lingua, assim como os episédios de headcock
(movimentos da cabeca de um lado ao outro olhando para o objeto), olhar direto
(orientacdo rapida da cabeca e olhos direcionados ao objeto) e monitoramento
visual (movimentos lentos de varredura da cabeca direcionados ao objeto). Vale
ressaltar que micos possuem uma orientacdo predominantemente visual em sua
resposta a estimulos em seu ambiente (FORSTER, 1995).
Para ser incluso na andlise, foi estabelecido a priori que o sujeito deveria explorar
0s objetos por, pelo menos, 5 s na sessao treino. Além disso, de acordo com DERE e
cols. (2007), foi determinado que memdaria de reconhecimento estaria evidenciada se,
na sessao teste, o sujeito explorasse o objeto deslocado significativamente mais que o
objeto estacionario, considerando que micos cativos exploram preferencialmente itens
novos no seu ambiente (FORSTER, 1995).
Contudo, para minimizar a influéncia de variagdes inter-individuais nos niveis
basais de exploragéo, foi calculado o seguinte indice para cada sessao teste, com base

no tempo de exploragéo e de acordo com ENNACEUR e cols. (1997):

indice de Discriminacdo = [(exploracdo deslocado) — (exploracdo estacionario)] /

(exploracéo total objetos)
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Um indice significativamente maior de zero indica que o sujeito explorou igualmente os
dois objetos (ao acaso), enquanto que um indice > 0,0 demonstra que o sujeito explorou
mais o objeto deslocado do que o estacionario, podendo ser também negativo,

indicando que o individuo n&o atingiu 0 desempenho esperado.

4.7. Andlise Estatistica

Todos os sujeitos foram incluidos na andlise, visto que atenderam ao critério pré-
estabelecido de ter explorado os objetos por pelo menos 5 s na sesséo treino. Para cada
um dos experimentos realizados, os dados foram analisados para se estabelecer
possiveis diferencas entre os grupos (macho x fémea; MAT x VES; IR24 x IR48) em
termos:

1) do tempo de exploracao dos objetos estacionario x deslocado na sessao teste;
2) do tempo de exploracgéo total dos objetos nas sessdes treino x teste; e
3) dalocomocgao nas sessfes treino x teste.

Para tanto, foi empregado o teste de Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias
de desenho misto (mixed design two-way ANOVA), sendo ‘grupo’ o fator independente
e 0 ‘objeto’ (estacionario x deslocado) ou ‘sessao’ (treino x teste) a variavel dependente.
Havendo diferengas significativas nas ANOVAs, os dados foram analisados
posteriormente com o teste de Tukey. Além disso, para o indice de Discriminag&o, os
dados foram analisados usando o teste t para uma amostra (one-sample t test) em
comparagédo ao valor de zero. O nivel de significancia de p < 0,05 foi adotado em todos

os testes.
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5.0. RESULTADOS
5.1. Experimento 1: Influéncia do Género

Nesse primeiro experimento, que comparou o desempenho de micos-estrela
adultos machos vs. fémeas no teste de memoéria de ROL, foi possivel observar que
ambos os grupos exploraram o objeto deslocado por significativamente mais tempo que
o item estacionario (fator objeto: F1s=7,61; p=0,03; fator género: F15=0,37; p=0,55;
interacdo: F1=0,36; p=0,56; Fig. 8A). Esse dado foi corroborado pelo indice de
Discriminag&o, uma vez que, novamente para ambos os grupos, o valor observado foi
significativamente maior que zero (ao acaso) (machos: t,=4,34; p=0,01; fémeas:
t4=10,04; p=0,001; Fig. 8B), demonstrando assim que 0s sujeitos de fato exploraram

mais o objeto deslocado do que o estacionario.
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Figura 8: Desempenho dos micos-estrelas machos (M; n=5) e fémeas (F; n=5) no teste de ROL do
Experimento 1 (influéncia do género). (A) Tempo (em segundos) de exploracdo dos objetos estacionario e
deslocado na sess&o teste; (B) indice de Discriminago calculado para a sesséo teste; (C) Tempo (em
segundos) de exploracdo total dos objetos nas sessdes treino e teste; e (D) Tempo (em segundos)
despendido em locomocdo durante as sessfes treino e teste. Todos os dados estdo expressos como
médiatepm; *p<0,05 vs. objeto estacionario do seu respectivo grupo (grafico A) ou vs. valor de zero (gréafico
B) ou vs. o grupo das fémeas (grafico C).
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Em termos da exploracdo total dos objetos, foi observado um nivel
significativamente maior nas fémeas do que nos machos, tanto na sessao treino guanto
na sessao teste (treino x teste; fator sessao: F15=0,23; p=0,65; fator género: F15=29,87,
p=0,001; interacdo: F1s=0,09; p=0,77; Fig. 8C). Ja para a locomog¢do, ndao foram
detectadas diferencas significativas entre os géneros ou as sessdes experimentais (fator
sessdo: F15=0,79; p=0,40; fator género: F15=0,46; p=0,52; interacdo: F1s=3,59; p=0.10;

Fig. 8D).

5.2. Experimento 2: Influéncia do Horario do Dia

No segundo experimento, referente a influéncia do ciclo circadiano no
desempenho dos micos adultos machos no teste de meméria de ROL, observou-se que
o0 objeto deslocado foi explorado significativamente por mais tempo que o item
estacionario, independente do horario do dia em que o experimento foi realizado (i.e.,
matutino vs. vespertino; fator objeto: F1,10=9,13; p=0,01; fator grupo: F1,10=0,002; p=0,97;
interagdo: F110=0,12; p=0,74; Fig. 9A). Esse mesmo perfil de resposta também se
refletiu no indice de Discriminacdo, no qual os dois grupos obtiveram um valor
significativamente acima de zero (a0 acaso), o que indica que o objeto deslocado foi
explorado mais do que o estacionario (grupo MAT: ts=3,82; p=0,01; grupo VES: ts=3,17;
p=0,03; Fig. 9B).

Com relacdo a exploracéo total dos objetos registrada nas sessfes treino e
teste, foi observado que na sesséao teste os itens empregados como estimulo foram
explorados por um periodo de tempo significativamente menor que 0s niveis vistos na
sessdo treino. Contudo, esse efeito foi detectado apenas no grupo MAT (fator sesséo:
F110=16,07; p=0,002; fator grupo: F1,10=2,31; p=0,16; interacdo: F110=2,96; p=0,12; Fig.
9C). Os niveis da atividade locomotora ndo diferiram significativamente entre 0s grupos
ou as sessOes experimentais (fator sesséo: Fi110=2,15; p=0,17; fator grupo: F110=1,11,;

p=0,32; interagdo: F110=0,10; p=0,76; Fig. 9D)
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Figura 9: Desempenho dos micos-estrelas machos no teste de ROL do Experimento 2 (influéncia do ciclo
circadiano), quando submetidos ao procedimento no periodo matutino (M; n=6) ou vespertino (V; n=6). (A)
Tempo (em segundos) de exploracéo dos objetos estacionario e deslocado na sesséo teste; (B) indice de
Discriminacdo calculado para a sesséo teste; (C) Tempo (em segundos) de exploracao total dos objetos
nas sessoes treino e teste; e (D) Tempo (em segundos) despendido em locomogdo durante as sessdes
treino e teste. Todos os dados estdo expressos como médiatepm; *p<0,05 vs. objeto estacionario do seu
respectivo grupo (gréafico A) ou vs. valor de zero (gréafico B) ou vs. a sessao teste do grupo matutino (gréafico
C).

5.3. Experimento 3: Influéncia do Intervalo de Retengéao

No ultimo experimento realizado, o qual comparou o desempenho dos micos
adultos machos no teste de memadria de ROL ap6s um intervalo de retencao de 24 vs.
48 h, foi observado que, apenas para o grupo avaliado no intervalo de 24 h, o tempo de
exploracao do objeto deslocado foi significativamente maior que o do objeto estacionario
(fator objeto: F1g=12,72; p=0,007; fator grupo: F1s=2,91; p=0,13; interacdo: F1s=16,05;
p=0,004 Fig. 10A). Esse resultado foi novamente corroborado pelo indice de

Discriminag&o, que gerou um valor significativamente maior que zero apenas para o
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grupo avaliado apés um intervalo de retencdo de 24 h (grupo 24h: t4=19,54; p=0,001;

grupo 48h: t,=0,69; p=0,53; Fig. 10B).
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Figura 10: Desempenho dos micos-estrelas machos no teste de ROL do Experimento 3 (influéncia do
intervalo de reten¢do), quando submetidos a sesséo teste do procedimento apds um intervalo de 24 h (n=5)
ou 48 h (n=5). (A) Tempo (em segundos) de exploracdo dos objetos estacionario e deslocado na sessao
teste; (B) indice de Discriminacao calculado para a sess#o teste; (C) Tempo (em segundos) de exploracéo
total dos objetos nas sessodes treino e teste; e (D) Tempo (em segundos) despendido em locomog¢é&o durante
as sessdes treino e teste. Todos o0s dados estdo expressos como médiatepm; *p<0,05 vs. objeto
estacionario do seu respectivo grupo (grafico A) ou vs. valor de zero (grafico B) ou vs. a sessdo teste do
respectivo grupo (grafico C).

A analise da exploragéo total dos objetos nas duas sessdes experimentais do
teste de ROL indicou que, independente do intervalo de retencdo que foi empregado,
0s micos exploraram os estimulos por um periodo significativamente maior na sessédo
treino comparado aos niveis vistos na sessao teste (fator sesséo: F15=15,01; p=0,005;

fator grupo: F15=6,15; p=0,04; interagdo: F1=0,002, p=0,97; Fig. 10C). Os niveis de
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locomocdo foram semelhantes entre os grupos e as sessfes experimentais (fator
sessdo: F15=1,52; p=0,25; fator grupo: F15=0,86; p=0,38; interacdo: F15=0,04; p=0,85;

Fig. 10D).
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6. DISCUSSAO
6.1. Influéncia do Género

O desempenho dos micos machos e fémeas no teste de meméria de ROL
demonstrou que ambos os géneros foram capazes de reconhecer uma mudanga na
localizacao espacial de um objeto visto anteriormente em seu ambiente. Micos cativos
tendem a explorar mais itens novos no seu ambiente do que aqueles que sdo mais
familiares (FORSTER, 1995) e, na sessdo teste do presente estudo houve uma
exploracao significativamente maior do objeto deslocado do que o objeto estacionério
por ambos 0s géneros.

Ao se analisar estudos realizados em roedores, observa-se que 0s machos
possuem um melhor desempenho em relacao as fémeas ao lembrarem da localizacdo
de objetos apds um periodo de retengédo (SUTCLIFFE e cols., 2007). Outras tarefas em
qgue os machos costumam exibir maiores vantagens sao: aprender a navegar em
labirintos e localizar recompensas no ambiente (JONASSON, 2005; SUTCLIFFE e cols.,
2007; COST e cols., 2012). Em humanos, assim como nos animais, também ha uma
diferenca de género. Tarefas que requerem contextos espaciais sdo geralmente melhor
desempenhadas por homens do que por mulheres (HAMPSON, 1990; LUINE, 2014).
Em um estudo realizado, néo foi detectada uma diferenca entre machos e fémeas em
um teste de preferéncia condicionada por lugar (conditioned place preference; CPP)
realizado em micos-estrela (MONCLARO e cols., 2014). Em outros estudos ja realizados
gue também investigaram aspectos da memdéria espacial de micos, a questdo de uma
possivel diferenga entre géneros nao foi avaliada (EASTON e cols., 2003; MACDONALD
e cols., 1994; YAMAZAKI e cols., 2016).

A diferenca entre os resultados observados no presente estudo e os de trabalhos
anteriores descritos na literatura para o teste de ROL em roedores pode ser devido a
varios fatores. No presente estudo, por exemplo, ndo houve um controle do ciclo estral
das fémeas de micos-estrela, por ndo ser um procedimento sempre realizado no Centro

de Primatologia e ndo ser o objetivo do trabalho. Desta forma, ndo foi possivel
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determinar em que fase do ciclo e/ou os niveis hormonais circulantes que cada sujeito
estava no momento que a tarefa de ROL foi realizada. Contudo, os hormdnios gonadais
podem influenciar varios tipos de meméria (LUINE, 2014). Em ratas, o desempenho
parece variar ao longo do ciclo estral e, por conseguinte nos niveis circulantes dos seus
horménios sexuais. Quando os niveis de estradiol e progesterona estdo naturalmente
elevados, ou ap6s serem administrados sistemicamente, o desempenho desse género
melhora em tarefas como o labirinto aquatico de Morris e o labirinto radial (DOHANICH,
2002). Sabe-se também que, apés a administracdo de estradiol em ratas
ovariectomizadas, ha uma reversdo dos déficits observados poés-cirurgicamente em
termos da capacidade de reconhecimento de objetos e na localizagdo de objetos
(FERNANDEZ e cols., 2004; FRYE e cols., 2007; LUINE e cols., 2010; JACOME e cols.,
2010; Ll e cols., 2004., VAUCHER e cols., 2002., WALF e cols., 2009; 2008; 2006; COST
e cols., 2012).

Outro fator a ser considerado para as discrepancias observadas entre os estudos
seria uma possivel diferenca entre espécies. Conforme sera discutido melhor adiante,
uma memoria de reconhecimento espacial no teste de ROL em roedores geralmente
ndo é detectada apOs longos intervalos de retencdo (até 6-24 h; NILSSON e
CARLSSON, 2013; OZAWA e cols., 2011). Em termos do simples reconhecimento de
objetos, ratos, camundongos e hamsters também parecem diferir quanto ao tempo limite
de retengdo da informagé&o (CALLAHAN e cols., 2013; LIN e cols., 2017; PHENSY e
cols., 2017). No presente estudo, os micos de ambos os géneros foram capazes de
realizar a tarefa de ROL em um intervalo de retencdo de 24 h. Isso sugere que
diferencas entre as espécies podem existir, com PNH retendo informacdes a respeito
de objetos e a localizacéo de objetos por periodos mais longos que roedores.

Nesse sentido, também é possivel que o intervalo de retengdo nos testes de
REO e ROL seja um fator importante na deteccdo de diferencas entre os géneros. No
teste de REO, por exemplo, ja foi relatado que a diferenca de desempenho entre os

ratos machos e fémeas depende do intervalo de retencdo. Somente os machos foram
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capazes de discriminar corretamente o objeto novo do objeto familiar apés intervalos
mais longos (1-3 h vs. 0,5-1 h, em machos e fémeas, respectivamente; COST e coals.,
2012; SUTCLIFFE e cols., 2007). Ao se comparar o desempenho dos dois géneros no
presente estudo, foi avaliado apenas o intervalo de retencéo de 24 h. Portanto, novos
estudos empregando diferentes intervalos de retencédo, maiores ou menores que 24 h,
s8o necessarios para se melhor avaliar a diferenca entre género.

O desempenho dos sujeitos no experimento néo foi influenciado pela atividade
locomotora. Na verdade, os niveis de locomo¢do dos machos e das fémeas ndo s6
foram equivalentes, como ndo diferiram entre as sessfes treino e teste. Além disso,
para ambos o0s géneros, nota-se que o nivel de exploracdo total dos objetos foi
semelhante entre as sessdes treino e teste. Isso sugere que a motivacao dos sujeitos
em explorar o objeto ndo mudou ao longo do teste de memoria de ROL.

Porém, os machos exploraram o0s objetos por um periodo de tempo
significativamente menor que as fémeas, independente da sessao. As caracteristicas
especificas do objeto (material, formato, cor, textura, etc.) do presente experimento
podem ter contribuido, em parte, para essa tendéncia natural das fémeas em explorar

mais o estimulo.

6.2. Influéncia do Horério do Dia

O horario do dia em que o procedimento foi realizado n&o influenciou o
desempenho dos micos na tarefa de reconhecimento espacial. Os animais treinados e
testados no periodo da manhé e da tarde tiveram uma resposta semelhante no teste de
ROL, passando de novo significativamente mais tempo explorando o objeto deslocado
do que o item estacionario durante a sesséao teste.

Contudo, ja foi relatado um efeito significativo do horério do dia na memoria dos
micos (MONCLARO e cols., 2014). Comparado aos animais treinados e testados no
periodo da manha ou em periodos contrarios, apenas 0s micos avaliados no periodo da

tarde adquiriram um comportamento de preferéncia-por-lugar condicionado a presenca
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de um reforco alimentar (conditioned place preference, CPP). Portanto, o horéario do dia
pode sim estar influenciando os processos de memdria, mas este efeito depende da
tarefa sendo realizada. Apesar dos testes de CPP e ROL dependerem de uma memoéria
espacial, os dois procedimentos avaliam aspectos diferentes. O primeiro refere a uma
memoaria do tipo ndo-declarativa de condicionamento, enquanto que, no segundo, é uma
memoria declarativa. Além disso usa-se, no CPP, um estimulo com alto conteddo
emocional positivo (alimento), enquanto que, no teste de ROL, o estimulo € um objeto
neutro.

Ainda é necessario realizar estudos especificos sobre a influéncia do horario do
dia na memoéria de reconhecimento de PNH. Porém, estudos com roedores tem gerado
resultados controversos. COSTA e RIPPERGER (2015) observaram um trago de
memoria forte em ratos quando a aquisi¢cao e evocagédo da informagéo foram no mesmo
horario do dia, sendo a resposta menor quando os processos se deram em horarios
diferentes. Por outro lado, SHIMIZU e cols. (2015) viram que camundongos treinados
na fase escura e testados 12 h depois na fase clara tinham um desempenho satisfatorio,
mas que eles ndo conseguiam distinguir entre os dois objetos quando o treino foi ha
fase clara e o teste 12 h depois na fase escura. J& em hamsters, MULLER e cols. (2015)
relataram que os animais reconheceram os objetos ao longo de varios momentos do
seu periodo de atividade e, até mesmo, uma hora antes do inicio de atividade normal.

A auséncia de um efeito significativo do horario do dia na memoéria de
reconhecimento espacial dos micos pode estar relacionada a aspectos da sua ecologia
comportamental. Calitriquideos s&o uma familia de pequenos PNH arboricolas, cripticos
e diurnos (STEVENSON e RYLANDS, 1988). Na natureza eles vivem tipicamente em
grupos familiares de 2-10 animais (FERRARI e DIGBY, 1996) e tem dois grandes
horarios de pico de atividade ao longo do dia — inicio da manhd e meio da tarde
(ALONSO e LANGGUTH, 1989, DE CASTRO e cols., 2003). Por isso o teste foi
realizado somente no periodo matutino e vespertino, devido aos horérios de pico.

Durante esses periodos, os membros do grupo geralmente se espalham na copa das
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arvores para procurar frutos e insetos, além de retornarem a arvores ja bem conhecidas
em seu territorio para obter goma (STEVENSON e RYLANDS, 1988). Vale ressaltar
também que os micos séo altamente vulneraveis a ataques de predadores aéreos (aves)
e terrestres (gatos selvagens e serpentes) (FERRARI e cols., 2009). Portanto, eles
parecem ter desenvolvido uma boa memdéria espacial e de reconhecimento de objetos
para poderem lembrar rapidamente da localizagdo de alimentos (BICCA-MARQUES e
GARBER, 2004) e de indicios da presenca de predadores encontrados anteriormente
em seu ambiente (FERRARI e FERRARI, 1990). Mas, considerando o padrdo de
atividade desses animais ao longo do dia, tais habilidades cognitivas ndo parecem estar
necessariamente restritas e/ou favorecidas a um unico periodo do dia.

O desempenho dos micos, nesse experimento, nao foi influenciado por
mudancgas no padréo de locomog¢&o dos sujeitos, uma vez que 0s niveis se mantiveram
constantes entre as sessoes treino e teste e em valores semelhantes nos dois grupos.
Porém, no grupo MAT, o tempo de exploracdo total dos objetos na sessao teste foi
significativamente menor que o da sessao treino. Esse resultado pode ser um indicativo
de uma diminuicdo na motivacdo dos sujeitos em explorar os objetos ao longo do
procedimento. Contudo, mesmo com uma menor exploragdo na sesséo teste, 0s micos
do grupo MAT passaram significativamente mais tempo explorando o objeto que havia
sido deslocado. Foram utilizados alguns dos mesmos sujeitos do experimento anterior,
porém nao parece ter sido um fator muito importante, visto que esses sujeitos foram
alocados em ambos os grupos (MAT e VES) e que ndo houve uma grande variacao
inter-individual em termos do tempo de exploracao total dos objetos nas sessdes treino

e teste.

6.3. Influéncia do Intervalo de Retencao
Os micos-estrela demonstraram ter uma memoria de reconhecimento espacial
apés um intervalo de retencdo de até 24 h. Esse resultado foi visto nos dois

experimentos anteriores, assim como no Experimento 3, que avaliou especificamente
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esse fator. Na sessdo teste do ultimo experimento, o tempo de exploracdo do objeto
deslocado foi significativamente maior do que o do objeto estacionario, mas apenas no
grupo IR24. Para esses animais, a sessao teste ocorreu 24 h depois do contato inicial
com os objetos na sesséo treino. No grupo IR48, que foi testado somente 48 h depois
da sessdo treino, o tempo de exploracdo dos dois objetos foi igual.

A auséncia de uma memodria de reconhecimento apos longos intervalos de
retencdo pode ser devido ao fato do individuo néo estar suficientemente familiarizado
com o objeto (AKKERMAN e cols., 2012; OZAWA e cols., 2011). Se a fase de treino for
muito curta, o individuo nao terd tempo habil para explorar e se familiarizar com os
objetos e sua localizacdo. De fato, o teste de REO e suas diversas vertentes (como o
ROL) estdo baseados na premissa de que o individuo tem a tendéncia natural de
explorar o que é novo no ambiente, e para poder fazer isso ele é entdo capaz de
identificar o que lhe & mais familiar (ENNACEUR e DELACOUR, 1988). Por outro lado,
um intervalo de familiarizacdo muito longo pode levar a uma exploracdo excessiva do
objeto e, assim, o individuo vem a futuramente perder interesse/motivagéo por esse item
(AMEEN-ALI e EACOTT, 2015), considerando que o0 mesmo tem uma valéncia neutra.

Estudos recentes em roedores tém mostrado que a capacidade de reter a
informagé&o nos testes de REO (AKKERMAN e cols., 2012; ALBASSER e cols., 2009;
GASKIN e cols., 2010) e de ROL (OZAWA e cols., 2011) sera maior a medida que a
fase de treino for mais longa, mas que esse efeito tende a atingir um platé. Contudo, o
tempo de exploragéo na fase de treino ndo parece estar relacionado ao desempenho do
individuo nesses testes de memoria (AKKERMAN e cols., 2012; OZAWA e cols., 2011).

Em estudos anteriores usando o teste de ROL em micos, 0s sujeitos também
tiveram um periodo inicial de 10 min para explorarem os objetos e, ap6s um intervalo de
retencdo de 10 min, eles foram capazes de reconhecer a mudanca de localizagéo de
um dos itens vistos anteriormente (MELAMED e cols., 2017a, 2017b). Portanto, 10 min

de familiarizacdo com o objeto e sua localizacdo parecem ser suficientes para gerar uma
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memoria de reconhecimento nessa espécie. Assim, a falta de memaria apds 48 h, no
presente estudo, ndo deve ser devido a uma pouca familiarizacéo prévia com o objeto.

Com um intervalo de retencdo muito longo — como no caso de 48 h do grupo
IR48 — pode ter ocorrido um processo natural de declinio nesse tipo de memoria.
Conforme ja mencionado anteriormente, o item usado como estimulo nos testes de REO
e ROL é um objeto neutro e apenas estimulos (ou situa¢des) com algum tipo de valéncia
emocional (positiva ou negativa) sdo lembrados por periodos bem prolongados (p.ex.,
dias, semanas ou a vida toda). Em roedores, a memoria de reconhecimento espacial de
estimulos neutros parece ser retida por periodos de 6 a 24 h, dependendo da duracéo
da fase inicial de aquisigc&o/treino, conforme discutido acima (NILSSON e CARLSSON,
2013; OZAWA e cols., 2011). Mas alguns estudos até indicam que a retencdo maxima
de ratos no teste de ROL seria de uma (PITSIKAS, 2007) ou duas horas (MURAI e cols.,
2007). Em outros animais o tempo de retengcdo pode variar de até 24 h para hamsters
(DeBRUIN e POUZET, 2006; PALCHYKOVA e cols., 2006), 1 h para suinos
(MOUSTGAARD e cols., 2002), 5 min para coelhos (HOFFMAN e BASURTO, 2013) e
1-30 min para peixes (MAY e cals., 2016; MILETTO PETRAZZINI e cols., 2012).

No estudo realizado por MELAMED e cols. (2017b), os micos ndo apresentaram
uma memoéria de reconhecimento no teste de ROL ap6s um intervalo de retencao de 24
h, contrariando os resultados do presente estudo. Apesar de ambos os estudos terem
uma fase de treino de 10 min, no presente experimento foram utilizados apenas machos
e uma tigela circular de porcelana nas cores branco, preto e cinza, enquanto que, no
estudo anterior, machos e fémeas foram testados usando um recipiente de plastico
(tupperware) marrom no formato de um cupcake. N&o houve uma comprovacao de que
os estimulos pudessem ter influenciado de forma significativa um grupo experimental ou
outro, visto que todos os objetos eram neutros. Portanto, diferengcas metodolégicas
podem ter contribuido para essa diferenca entre esses estudos. Tal aspecto também é

atribuido para explicar divergéncias entre estudos com roedores, uma vez que ainda
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ndo ha um consenso em termos das condi¢des ideais para se gerar a maior preferéncia
pela novidade e, assim, uma melhor meméria de reconhecimento (AINGE e cols., 2006).

Quando ha um objeto novo no ambiente, processos de deteccdo, atencdo e
motivacdo em explorar sdo demonstrados pelo sujeito. Os animais ficam alertas e
precisam examind-lo de perto ou distalmente, dependendo do risco. Por outro lado, se
algo familiar estiver presente, exigira atencdo e reavaliagdo. Assim, o estimulo seré
explorado até perder sua novidade. A diminuicdo do interesse significa que o objeto se
tornou familiar, e est4 diretamente relacionado com o intervalo de retengdo. Em
intervalos mais longos, a meméria de objetos familiares se torna mais fraca, enquanto
que, em intervalos mais curtos, fica quase intacta (ANTUNES e BIALA, 2012;
ENNACEUR, 2010).

No presente estudo, tanto o grupo IR24 quanto IR48 exploraram 0s objetos por
um periodo significativamente maior na sesséo treino do que no teste, indicando uma
possivel alteracdo na motivacdo do sujeito em explorar os objetos ao longo do
procedimento. Mesmo com um menor nivel de exploragdo total na sesséo teste, 0s
animais do grupo IR24 exploraram quase que exclusivamente o objeto deslocado, o que
ndo ocorreu no grupo IR48. Os niveis de locomogdo, por sua vez, permaneceram

constantes e, assim, nao influenciaram o desempenho dos micos no teste.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel estabelecer que, micos-estrela adultos machos
como fémeas apresentam um desempenho no teste de ROL utilizando um intervalo de
24 h, reconhecendo a mudanca de localizagéo espacial de um objeto visto anteriormente
em seu ambiente. Além disso, o horario do dia (matutino vs. vespertino) ndo influenciou
de forma significativa a memdéria de reconhecimento espacial dos micos, pelo menos
nas condicoes experimentais do presente experimento (i.e., machos, teste de ROL,
intervalo de retencéo de 24 h). Por fim, os micos demonstraram reter informagdes sobre
a localizagédo de objetos no teste de ROL por um intervalo de retencdo de até 24 h,
havendo um declinio possivelmente natural nesse tipo de meméria apds intervalos mais
longos, como 48 h.

No entanto, faz-se necessario novos estudos para que se possa avaliar melhor
as diferentes variaveis que podem influenciar a memoria de reconhecimento espacial
dos micos. No futuro, pode-se levar em consideracdo o uso de intervalos mais longos,
outros objetos como estimulo, o controle do ciclo hormonal das fémeas e até a aplicacédo
deste teste em outras espécies de PNH. Além disso, novos estudos poderdo contribuir
para um melhor entendimento da influéncia do ciclo circadiano na memoria de ROL,
como: horérios mais especificos do dia, treinar e testar em horarios diferentes, intervalos
de retengdo maiores/menores, coincidéncia ou ndo do momento treino-teste, objetos
diferentes e avaliando de forma conjunta com diferencas de género, diferenga entre as

idades e até mesmo avaliar um Unico sujeito aplicando as trés variaveis.
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