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RESUMO

A memória de reconhecimento é a capacidade de julgar se um estímulo é

familiar ou novo. É fundamental para a aquisição de novas informações e o

planejamento de comportamentos futuros. Compreender a base neural da memória de

reconhecimento ainda depende muito da pesquisa em animais, sendo o teste de

Reconhecimento Espontâneo de Objetos (REO) o procedimento mais empregado

atualmente. Esse teste é geralmente realizado uma única vez, podendo ser

influenciado por vários fatores que geram variabilidade na resposta. Por isso, uma

nova abordagem vem sendo desenvolvida em roedores, baseada em sessões

contínuas que permite obter um efeito significativo usando menos animais. O objetivo

do presente estudo foi adaptar o teste REO com sessões contínuas para primatas

não-humanos (PNH), comparando o desempenho de macacos-prego (Sapajus spp.) e

micos-estrela (Callithrix penicillata) adultos, os quais apresentam elevada habilidade

cognitiva e grande potencial como modelo animal em estudos translacionais sobre

memória. Cada sujeito foi submetido individualmente a uma sequência de oito testes

de REO, realizados de forma consecutiva e em intervalos de 2 min. Cada teste

individual consistiu em uma sessão treino de 5 min, com dois objetos idênticos,

seguida de um intervalo de retenção de 2 min e depois uma sessão teste de 5 min. Na

sessão teste, um dos itens foi substituído por um objeto novo. Durante as sessões

teste, tanto os micos, quanto os macacos-prego passaram mais tempo explorando o

objeto novo que o familiar, um indicativo de uma memória de reconhecimento nesse

teste. Ao longo dos oito testes de REO também houve um aumento gradual e

constante da exploração dos objetos. Assim, ao final do procedimento, o desempenho

baseado em dados cumulativos de exploração diminuiu a variabilidade interindividual.

Além disso, para ambas as espécies, os resultados não foram influenciados por

alterações na locomoção ou motivação (exploração total), uma vez que esses

parâmetros permaneceram constantes entre as sessões treino e teste, e ao longo dos



testes realizados. O desempenho também não estava relacionado ao nível de

exploração no treino, tampouco a locomoção durante a sessão teste. Portanto, o uso

de sessões contínuas no teste de REO demonstrou ser um procedimento eficaz para

avaliar a memória de reconhecimento em PNH, gerando menos variabilidade na

atividade exploratória espontânea.

Palavras-chave: memória de reconhecimento; sessões contínuas; macaco-prego;

mico-estrela



SUMMARY

Recognition memory is the ability to judge whether a stimulus is familiar or

novel. It is important for acquiring new information and planning future behaviors.

Animal models are still required to help elucidate the neural basis of recognition

memory, with the Spontaneous Object Recognition (SOR) test being currently the most

widely used test. This test is usually performed only once and may be influenced by

several factors that induce response variability. As such, a new continual trials

approach is being developed in rodents. This allows for significant effects to be

detected with the use of fewer animals. The aim of the present study was to adapt the

continual trials SOR test for nonhuman primates (NHP), comparing the performance of

adult capuchin (Sapajus spp.) and marmoset monkeys (Callithrix penicillata), which

have high cognitive ability and great potential as an animal model in translational

studies on memory. Each subject was individually submitted to a sequence of eight

SOR tests conducted consecutively at 2 min intervals. Each SOR test consisted of a 5

min sample trial with two identical objects, followed by a 2 min retention interval and

then a 5 min test trial. On the test trial, one of the items was replaced by a new

unfamiliar object. Both the marmoset and capuchin monkeys spent more time exploring

the new rather than the familiar object during the test trials, a behavioral indicator for

recognition memory in this task. There was also a gradual and constant increase in

exploration during the eight SOR tests. As such, at the end of the procedure, task

performance based on cumulative data decreased interindividual variability of the

exploratory behavior. Furthermore, for both species, the results were not influenced by

changes in the animals' locomotor activity or motivation (total exploration) since these

parameters remained constant between trials, as well as between the SOR tests. Task

performance was also not related to exploratory behavior on the sample trial or to

locomotor activity on the test trial. Thus, the continual trials SOR test seems to be an



effective approach to assess recognition memory in NHP, decreasing response

variability in terms of spontaneous exploratory behavior.

Keywords: recognition memory; continual trials; capuchin monkey; marmoset monkey
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Aspectos gerais da memória

A memória confere a capacidade ao homem e aos animais de armazenar

informações que possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente (LENT, 2010).

As etapas da memória podem ser divididas em aquisição, consolidação e evocação

(ABEL e LATTAL, 2001; MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015). A aquisição acontece

quando uma informação é captada pelo sistema nervoso por meio das estruturas

sensoriais e são interpretadas no sistema nervoso central (SNC; MOURÃO JÚNIOR e

FARIA, 2015).

A consolidação, que pode durar de minutos a dias, diz respeito ao

armazenamento da informação, por meio de processos eletrofisiológicos e/ou

bioquímicos (ABEL e LATTAL, 2001; MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015). Nos

processos eletrofisiológicos, ao tentarmos memorizar uma situação nova,

determinados conjuntos de neurônios continuam disparando durante alguns segundos,

retendo temporariamente a informação somente durante o tempo em que for

necessária, extinguindo-a logo em seguida. Esse tipo de fenômeno tem duração

extremamente efêmera e não forma traços bioquímicos (MOURÃO JÚNIOR e FARIA,

2015). Os fenômenos bioquímicos podem ser funcionais, onde são formados novos

canais iônicos ou novas proteínas sinalizadoras, que otimizam a transmissão sináptica

(MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015). Podem também levar a alterações morfológicas,

que compreendem a formação de novos espinhos dendríticos ou de novos

prolongamentos axonais, podendo ocorrer ainda alterações morfológicas que criam

circuitos que anteriormente não existiam (MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015; PURVES

e cols., 2010). Esse fortalecimento da sinapse é denominado de potenciação de

longo-prazo (LTP, do inglês Long-Term Potentiation). Contudo, a consolidação também

pode ocorrer por meio da depressão de longa duração (LTD, Long Term Depression).

Ambos são processos envolvidos na neuroplasticidade sináptica que pode ser definida
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como a capacidade que o cérebro tem de se transformar diante de estímulos do

ambiente (KANDEL e cols., 2014; MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015).

Por fim, a evocação diz respeito a recordação espontânea ou voluntária da

informação armazenada, para utilizá-la na cognição e na emoção, ou para

exteriorizá-la através do comportamento (LENT, 2010; MOURÃO JÚNIOR e FARIA,

2015).

A memória pode ser classificada quanto ao tempo de armazenamento: como

de curta duração, que pode perdurar por minutos ou horas, e de longa duração, sendo

retida por dias, semanas e até mesmo anos (LENT, 2010). Quanto à sua natureza, a

memória pode também ser não declarativa (implícita) e declarativa (explícita; LENT,

2010).

A memória não-declarativa refere-se a todas as formas de memória que não

precisam ser descritas com palavras para serem evocadas, como hábitos,

procedimentos e regras, sentimentos emocionais e sensações, aprendizagem

associativa e não-associativa (AMADIO e cols., 2004; LENT, 2010). São memórias que

operam em nível subconsciente, como memórias motoras, as quais procedimentos e

habilidades são difíceis de serem aprendidas e necessitam de muita repetição para

serem consolidadas (CLARK e SQUIRE, 2010; MOURÃO JÚNIOR e FARIA, 2015).

Mas quando aprendidas, são mais resistentes ao esquecimento (i.e., andar de

bicicleta).

A memória declarativa refere-se à capacidade de lembrar conscientemente

fatos e eventos, subdividida em memória episódica (fatos que ocorrem ao longo do

tempo) e memória semântica (conceitos atemporais; AMADIO e cols., 2004; LENT,

2010). É o tipo de memória prejudicado na amnésia quando estruturas do lobo

temporal medial são danificadas (SQUIRE, 2004; CLARK e SQUIRE, 2010).

Os modelos uni-processuais definem a memória de reconhecimento como um

processo único que é interligado a outros tipos de memória declarativa. Dessa forma,
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ela dependeria dos mesmos sistemas neurais (COWELL e cols., 2010; DONALDSON,

1996; HIRSHMAN e MASTER, 1997). Ainda que exista conflitos sobre a proximidade

da memória tipo episódica em animais com a memória episódica em humanos, há

evidências empíricas de aspectos semelhantes na memória declarativa em primatas

(GAFFAN, 1992; GRIFFITHS e cols., 1999).

A memória de reconhecimento pode ser definida como um processo único

relacionado a outros tipos de memória declarativa, em que a recordação de eventos

passados pode ser conscientemente evocada (AMEEN-ALI e cols., 2015; COWELL e

cols., 2010; EACOTT e EASTON, 2010). É a habilidade de identificar que algo já foi

visto antes no ambiente (p.ex., objeto ou pessoa; AMEEN-ALI e cols., 2015), havendo

dois processos neurais fundamentais para a evocação da informação armazenada – a

familiaridade (‘saber’) e a recordação (‘lembrar’) (TULVING, 1985; YONELINAS,

2001). A familiaridade envolve simplesmente saber que um item foi apresentado

anteriormente sem ter disponível nenhuma informação adicional sobre o contexto do

episódio de aprendizagem, sendo mais suscetível a erros por refletir uma memória

mais fraca. Já a recordação, baseada em uma resposta do tipo tudo-ou-nada, envolve

lembrar detalhes contextuais específicos sobre um episódio de aprendizagem anterior

(AMEEN-ALI e cols., 2015; CLARK e SQUIRE, 2010; YONELINAS, 2001). De acordo

com EICHENBAUM e cols. (1994), o hipocampo e o tálamo anterior formam um

circuito neural que está criticamente envolvido no processo de recordação, enquanto

na familiaridade, as estruturas como o córtex perirrinal seriam essenciais (AGGLETON

e BROWN, 1999; AMEEN-ALI e cols., 2015).

Apesar dos seus mecanismos não estarem totalmente elucidados, sabe-se que

o reconhecimento é um componente crítico da memória declarativa humana

(WINTERS e cols., 2008), a qual é vulnerável aos efeitos da idade, a doenças e dano

cerebral (EACOTT e EASTON, 2010). De fato, déficits na memória de reconhecimento

são vistos em pacientes com doenças neurodegenerativas (Alzheimer, demência
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parkinsoniana; DAS e cols., 2019; PURDY e cols., 2002), psicopatologias

(esquizofrenia, autismo) e pacientes com amnésia após lesão do lobo temporal medial

(REED e SQUIRE, 1997).

Estudos iniciais com animais no teste de memória de reconhecimento de

objetos resultaram em um grave comprometimento da memória e supôs-se que era

devido a danos combinados no hipocampo e/ou a amígdala (MISHKIN, 1978;

MURRAY e MISHKIN, 1984; SAUNDERS e cols., 1984; ZOLA-MORGAN e SQUIRE,

1985; ZOLA-MORGAN e cols., 1982). No entanto, estudos subsequentes revelaram

que o comprometimento não pode ser atribuído a danos na amígdala, mas sim a uma

rede de regiões corticais temporais mediais (MAHUT e cols., 1982; MURRAY e

MISHKIN, 1986; ZOLA-MORGAN e SQUIRE, 1986; ZOLA-MORGAN e cols., 1989a, b,

1993), incluindo os córtices perirrinal, parahipocampal, entorrinal e o hipocampo

(BALDERAS e cols., 2008; CLARK e SQUIRE, 2010).

Considerando as limitações metodológicas e éticas para estudos clínicos, e

que esse tipo de memória é ubíquo entre os vertebrados, estudos em animais podem

ser vantajosos (KINNAVANE e cols., 2015).

1.2. Reconhecimento de objetos

GAFFAN (1974) desenvolveu a tarefa de “Delayed Matching to Sample” (DMS)

para macacos, que contava com duas fases. Na primeira, de treino, o animal era

treinado por meio de recompensa alimentar a mover um único objeto. Na segunda, de

teste, esse mesmo objeto era colocado ao lado de um segundo, devendo o macaco

escolher o objeto inicial (ou seja, de correspondência ao item visto na fase anterior de

treino) para ser recompensado. A escolha acertada demonstraria a capacidade do

animal de se lembrar do primeiro item apresentado (AMEEN-ALI e cols., 2015;

WINTERS e cols., 2008).
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A tarefa de DMS foi modificada por MISHKIN e DELACOUR (1975) para

“Delayed Non-Matching to Sample” (DNMS) a fim de treinar os macacos para

selecionar o objeto novo na fase de teste (ou seja, não correspondente ao item já

visto), para obter a recompensa, facilitando assim o aprendizado dos animais uma vez

que eles possuem uma preferência natural pela novidade (AMEEN-ALI e cols., 2015;

WINTERS e cols., 2008). Assim, uma resposta correta de acordo com a regra

específica da tarefa (de DMS ou DNMS) é considerada como indicação do

reconhecimento do objeto do treino pelo animal (WINTERS e cols., 2008). No entanto,

o uso de reforço alimentar para adquirir as respostas corretas em ambas as tarefas

pode acabar confundindo a motivação e o desempenho dos animais por adquirirem

estratégias para obter a recompensa alimentar, interferindo no processo de

aprendizado (AMEEN-ALI e cols., 2015; WINTERS e cols., 2008).

ENNACEUR e DELACOUR (1988) desenvolveram um teste alternativo, sem a

necessidade de treinamento prévio, nem reforço alimentar, usando a atividade

exploratória espontânea do sujeito como uma medida válida da função da memória de

reconhecimento (AMEEN-ALI e cols., 2015). Apesar de também estar baseado na

preferência inata por novidade, como medida de reconhecimento, o teste de

Reconhecimento Espontâneo de Objetos (REO) avalia a exploração espontânea do

indivíduo, minimizado assim vieses do DNMS (AMEEN-ALI e cols., 2015; ENNACEUR

e DELACOUR, 1988). Os animais podem explorar os objetos físicos, o que significa

que o comportamento pode ser impulsionado não apenas por informações visuais,

mas também por informações olfativas e táteis (AMEEN-ALI e cols., 2012).

No teste de REO, os animais são colocados individualmente em um campo

aberto com duas cópias de um objeto que podem explorar livremente por um tempo

determinado pelo experimentador e, após um intervalo de retenção (de minutos, horas

ou dias), o animal volta para o aparato. Nesse momento, o sujeito é apresentado a

cópia do objeto visto anteriormente e um novo objeto, e espera-se que o animal
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explore por mais tempo o item até então desconhecido (ENNACEUR e DELACOUR,

1988; WINTERS e cols., 2008).

O teste de REO é amplamente utilizado como uma medida de memória em

roedores, mas já foi transposto para vários animais, incluindo mais recentemente

primatas não-humanos (BLASER e HEYSER, 2015; COSTA e cols., 2022;

KALINICHENKO e cols., 2021a,b; MELAMED, 2017a,b; OLIVEIRA e cols., 2021;

VANNUCHI e cols., 2020). Além de ser simples de ser aplicado, o teste não requer

privação de comida ou água, não é aversivamente motivado e a memória é

demonstrada após uma única sessão (BLASER e HEYSER, 2015). Compreender a

base neural da memória de reconhecimento, ou seja, a capacidade de discriminar se

um estímulo é novo ou familiar, depende muito da pesquisa com animais, e quase

todos os estudos de memória de reconhecimento atualmente empregam o teste de

REO e suas variantes diretas (ALBASSER e cols., 2010a; BLASER e HEYSER, 2015).

Normalmente, os testes de memória de reconhecimento espontâneo são

executados com apenas uma tentativa por dia, mas há várias limitações nessa

abordagem (SEEL e cols., 2018). A quantidade de dados coletados a cada dia é muito

baixa (uma tentativa por animal), o que significa muitos dias de coleta de dados para

se obter resultados melhores, devido a variabilidade intraindividual (AMEEN-ALI e

cols., 2012; SEEL e cols., 2018). Isso se deve, por exemplo, por uma influência de

uma preferência inata por um determinado objeto, pela co-ocorrência de outros

estímulos ou por estresse devido a captura e manuseio do animal (AMEEN-ALI e cols.,

2012; SMITH e FRENCH, 1997). Embora a memória seja esperada por meio da

exploração de novidades, há evidências de que o estresse produz uma preferência por

objetos familiares (neofobia) em animais (SEEL e cols., 2018). A variabilidade

intraindividual reflete altos níveis de ruído comportamental que resultam no uso de

muitos animais para produzir poder estatístico suficiente ou resultados ambíguos que

podem ser mal interpretados (CHAN e cols., 2018).
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Nos últimos anos, uma nova abordagem para execução de testes de REO foi

desenvolvida a fim de superar algumas dessas limitações práticas (SEEL e cols.,

2018). Nessa nova metodologia, o teste de REO ocorre dentro de um campo aberto

que permite a passagem do animal de um lado para o outro no aparato entre as

sessões, sem a necessidade de manuseio do sujeito durante o teste (AMEEN-ALI e

cols., 2012). Como os animais estão indo e voltando, é possível realizar vários testes,

um após o outro. O uso dessa abordagem de sessões contínuas permite a coleta de

muito mais ensaios por animal, em uma única sessão de teste (AMEEN-ALI e cols.,

2012; SEEL e cols., 2018).

Em geral, um teste de REO com sessões contínuas permite reduzir

significativamente o número necessário de animais a serem testados para se obter um

efeito estatisticamente significativo (AMEEN-ALI e cols., 2012; CHAN e cols., 2018).

Também reduz a quantidade geral de estudos necessários para aprimorar a

sensibilidade e confiabilidade nos testes de reconhecimento espontâneo (AMEEN-ALI

e cols., 2012; CHAN e cols., 2018).

1.3. Modelos animais para estudo da memória de reconhecimento

Quando comparados a outros mamíferos, primatas não-humanos (PNHs)

demonstram uma maior similaridade com o homem em termos de fisiologia,

neuroanatomia, reprodução, desenvolvimento, cognição e comportamento social

complexo (PHILLIPS e cols., 2014; PHILLIPS e SHERWOOD, 2008). O

desenvolvimento cerebral de PNHs e sua organização morfofuncional e neuroquímica

são muito semelhantes ao do homem, especialmente na região cortical (PETRIDES e

cols., 2012). Investigações sobre a estrutura e função cerebral revelaram a

semelhança do córtex pré-frontal entre PNHs e humanos (JUDGE e ESSLER, 2013).

Apesar de roedores serem os modelos animais mais utilizados, nem sempre

moldam com precisão a resposta comportamental e biológica humana (PHILLIPS e
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cols., 2014; WARD e VALLENDER, 2012). No cérebro humano, o neocórtex

compreende 80% de sua área e 72% no macaco, mas apenas 20% do cérebro do

rato; além de que existem algumas áreas funcionais do cérebro dos primatas que não

estão presentes em roedores, como divisões funcionais corticais visuais e subdivisões

do córtex pré-frontal (PHILLIPS e cols., 2014). Outras semelhanças encontradas no

cérebro dos PNHs são a encefalização (razão entre o tamanho do cérebro e o padrão

taxonômico), o número e a densidade de neurônios corticais, um grande córtex

pré-frontal e maior mielinização (PHILLIPS e cols., 2014).

O uso de macacos em estudos comportamentais e neuropsicológicos vêm

contribuindo de maneira significativa para a compreensão de processos de memória

humana e as estruturas neurais associadas, dos processos de envelhecimento e do

tratamento de doenças como Alzheimer e Parkinson (NAKAMURA e cols., 2018;

PHILLIPS e cols., 2014).

Pesquisas com PNHs devem levar em consideração as características

comportamentais e biológicas dos animais, e principalmente o seu bem-estar

(PHILLIPS e cols., 2014). Espécies de macacos do Novo Mundo (i.e., micos,

macacos-de-cheiro; macacos-prego) são usados   com frequência devido a ausência de

patógenos nocivos a humanos (como o vírus do herpes B; Herpesvirus simiae),

presentes em macacos do Velho Mundo (macacos rhesus, babuínos, macacos-vervet),

além do tamanho de massa corporal reduzido, que diminui os custos de manutenção

desses animais (PHILLIPS e cols., 2014; WARD e VALLENDER, 2012).

1.3.1. Micos

Os micos (Callithrix spp.) pertencem à família Callitrichidae de pequenos

primatas do Novo Mundo (TARDIF e cols., 2011). São nativos das florestas costeiras

atlânticas, do nordeste e do centro do Brasil (‘t HART e cols., 2012; HARRISON, 1988;

KISHI e OKANO, 2017) e conseguem se habituar a um meio mais árido e mutável
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(ABBOTT e cols., 2003). Os calitriquídeos frequentemente exibem comportamento

social específico da espécie, como manutenção de colônias, cuidado parental

cooperativo, compartilhamento de alimentos e complexa comunicação social (KISHI e

OKANO, 2017; NAKAMURA e cols., 2018).

Membros do gênero Callithrix, quando adultos, pesam de 250-400 g (TARDIF e

cols., 2011), medem de 20-30 cm, têm tufos nas orelhas, pelagem com listras e

caudas relativamente longas (HARRISON, 1988; KISHI e OKANO, 2017). Possuem

também uma expectativa de vida mais longa (comparado a roedores), podendo viver

de 5 a 7 anos em cativeiro, com um máximo de 15 anos (TARDIF e cols., 2011; WARD

e VALLENDER, 2012). São considerados adultos com 2-8 anos de idade e animais

idosos quando possuem de 8-16 anos de idade (ABBOTT e cols., 2003). Atingem a

maturidade sexual aos 12-18 meses, têm partos gemelares após uma gestação de

aproximadamente 145-148 dias, e são os únicos PNHs que não tem um período de

anestro lactacional (KISHI e OKANO, 02017; SASAKI e cols., 2009; TARDIF e cols.,

2011).

Os calitriquídeos de vida livre geralmente formam grupos territoriais de 5 a 15

indivíduos, onde apenas um macho e uma fêmea se reproduzem, e o cuidado parental

é dividido por todos os membros do grupo (ABBOTT e cols., 2003). São diurnos,

arborícolas e se alimentam de exsudados de plantas, frutas, insetos, pequenos

animais e ovos de pássaros (ABBOTT e cols., 2003; HARRISON, 1988; KISHI e

OKANO, 2017).

Uma das maiores vantagens em relação aos micos é seu pequeno porte, pois

facilita o manuseio, reduz os custos de alimentação e permite facilmente o alojamento

de grupos sociais (TARDIF e cols., 2011; WARD e VALLENDER, 2012). Além disso,

micos criados em laboratório não transmitem doenças aos humanos - como o Herpes

B, encontrado endemicamente em muitas populações laboratoriais de macacos
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asiáticos comumente usados   em pesquisas biomédicas (ABBOTT e cols., 2003;

TARDIF e cols., 2011).

Apesar de possuírem o cérebro pequeno, representando aproximadamente

2,7% do seu peso corporal, os calitriquídeos tem um cérebro aproximadamente cinco

vezes maior que o de um rato de tamanho semelhante (~0,5% do peso corporal) e é

equivalente ao tamanho relativo do cérebro encontrado em humanos (~2% do peso

corporal; ABBOTT e cols., 2003). A anatomia neural de micos é análoga à de outros

primatas comumente estudados, como o macaco rhesus, que, além de possuírem o

córtex cerebral e cerebelo bem desenvolvidos (ABBOTT e cols., 2003), apresentam

proximidade evolutiva com os humanos. Essa proximidade é evidenciada por sua

morfologia cerebral comparável e mecanismos neurais semelhantes, tornando o mico

um modelo potencialmente útil para pesquisas em neurociência e neuropatologia (‘t

HART e cols., 2012; YUN e cols., 2015).

Os micos já participaram de diversas pesquisas envolvendo memória, cognição

e aprendizado, incluindo estudos sobre memória espacial (MACDONALD e cols.,

1994; PLATT e cols., 1996), operacional (BAKER, 2004; NAKAMURA e cols., 2018;

SPINELLI e cols., 2004) e associativa (PRINS e cols., 2017), além de discriminação

visual de objetos (MUNGER e cols., 2017).

1.3.2. Macacos-prego

Os macacos-prego (Sapajus spp.) são os animais mais robustos e inteligentes

entre os macacos do Novo Mundo (DE LA SALLES e cols., 2018). São conhecidos por

seu alto grau de habilidades motoras e extrativas de forrageamento, como o uso de

ferramentas, comportamento social complexo caracterizado por cooperação frequente

e agressão por coalizão, além de habilidades cognitivas (PERRY e cols., 2003;

PHILLIPS e SHERWOOD, 2008).
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A flexibilidade comportamental dos macacos-prego permite que eles se

distribuam em uma variedade de habitats, podendo ocorrer nos biomas do Cerrado e

da Caatinga, assim como no sul da Amazônia e na Mata Atlântica (AGUIAR e cols.,

2014; DE LA SALLES e cols., 2018). São forrageadores onívoros e oportunistas, com

uma dieta baseada em frutos e, em menor frequência, outras partes de plantas

(sementes, castanhas, flores, néctar, seiva), raramente se alimentando de pequenos

vertebrados (DE LA SALLES e cols., 2018; FALOTICO e OTTONI, 2014; FONSECA,

1981).

São primatas arborícolas de estatura média e corpulentos (pesam cerca de 1,4

a 4,8 kg; PHILLIPS e SHERWOOD, 2008; RESENDE e OTTONI, 2002). Possuem

uma cauda semi-preênsil que lhes proporcionam enorme agilidade durante a

locomoção entre as árvores e, ainda, utilizada durante o forrageio, tanto para a

suspensão como para o apoio, sendo capaz de suportar o peso de um adulto apenas

por curtos períodos (DE LA SALLES e cols., 2018; RESENDE e OTTONI, 2002;

SERBENA e MONTEIRO-FILHO, 2002). São caracterizados por um topete na cabeça,

dentes grandes e compactos, bem adaptados ao forrageio extrativo, além de mãos

muito ágeis, que os tornam os únicos macacos do Novo Mundo capazes de utilizar

ferramentas na natureza a fim de facilitar a exploração de recursos (DE LA SALLES e

cols., 2018; PHILLIPS e SHERWOOD, 2008).

Os macacos-prego vivem, na natureza, em grupos de multi-machos e

multi-fêmeas que podem variar de 3 a 50 indivíduos, mas, no geral, os grupos são

compostos de 6 a 30 indivíduos (DE LA SALLES e cols., 2018; FALOTICO e OTTONI,

2014; FONSECA, 1981). Os grupos do gênero Sapajus possuem uma quantidade

maior de fêmeas adultas em relação à quantidade de machos adultos (apenas um ou

dois), o que os classificam como poligínicos – mas em cativeiro acabam se tornando

poligâmicos (BICCA-MARQUES e cols., 2006; FONSECA, 1981). Em ambiente

natural, os machos migram para outros grupos ao atingirem a maturidade sexual,
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enquanto as fêmeas são filopátricas, ou seja, se mantêm no grupo de origem

(BICCA-MARQUES e cols., 2006; RESENDE e OTTONI, 2002).

São animais de vida longa que podem viver até 55 anos em cativeiro e

possuem um período juvenil prolongado, atingindo a maturidade aos 5,5 a 8 anos nas

fêmeas, e 6 a 10 anos nos machos (PERRY e cols., 2003; PERRY, 2011). Em

cativeiro, a maturidade pode ocorrer de forma mais precoce, e animais desse gênero

podem reproduzir até aproximadamente os 25 anos nesse ambiente (DE LA SALLES

e cols., 2018). As fêmeas atingem a maturidade sexual entre 3 e 4 anos de idade,

possuem um ciclo menstrual de 15 a 21 dias, e dificilmente reproduzem antes de

atingir inteiramente o seu peso adulto, aos 5 anos de idade (FRAGASZY e BARD,

1997). A gestação dura em média 5 a 6 meses, e cada parto dá origem a apenas um

filhote, que é carregado pelos pais e outros indivíduos do grupo até o desmame que

ocorre aos 8 meses, aproximadamente (DE LA SALLES e cols., 2018). Esse

comportamento de cuidado com a prole surgiu devido ao fato de os animais viverem

em grupos, sem construção de ninhos, resultando na responsabilidade de carregarem

suas crias, aproximando mais os pais de seus filhotes (DE LA SALLES e cols., 2018).

A mãe serve como um recurso inicial de segurança para o filhote em termos de

comida, transporte, proteção e cuidado por até seis semanas de idade (FONSECA,

1981).

Devido a sua grande distribuição geográfica, fácil manuseio e facilidade de

reprodução em cativeiro, os macacos-prego vêm sendo utilizados como modelo

biológico em diversas pesquisas biomédicas e comportamentais (DE LA SALLES e

cols., 2018). São primatas que possuem um elevado quociente de encefalização e seu

cérebro atinge um tamanho relativamente grande quando adultos (PHILLIPS e cols.,

2014; PHILLIPS e SHERWOOD, 2008). Exibem um dos maiores tamanhos de cérebro

em relação ao tamanho do corpo de qualquer macaco do Novo Mundo e o segundo

maior índice de capacidade craniana dentre os primatas, apresentando ainda
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comportamento cultural complexo e uma memória bem desenvolvida (ALFARO e cols.,

2012; DE LA SALLES e cols., 2018; PERRY, 2011; PHILLIPS e cols., 2014).

Alguns estudos sobre memória e aprendizado foram conduzidos utilizando

macacos-prego, como testes de memória de curto-prazo (COLARES LEAL e cols.,

2020; TRUPPA e cols., 2016), operacional (TAVARES e TOMAZ, 2002) e de

reconhecimento (CARDUCCI e cols., 2020; RESENDE e cols., 2003).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o desempenho de

indivíduos adultos, de duas espécies diferentes de primatas neotropicais

(micos-estrela e macacos-prego), em um novo procedimento experimental para

investigação da memória de reconhecimento - o teste de Reconhecimento Espontâneo

de Objeto (REO) com sessões contínuas.

2.2. Objetivos específicos

 O presente estudo visou, especificamente:

a) analisar a capacidade de micos-estrela (Callithrix penicillata) e macacos-prego

(Sapajus spp.) adultos reconhecerem objetos neutros, vistos anteriormente no

ambiente, usando o teste de REO;

b) determinar se indivíduos dessas duas espécies conseguem realizar oito testes de

REO de forma sequencial, caracterizando assim o teste de REO com sessões

contínuas;

c) avaliar o desempenho dos animais usando dois diferentes Índices de

Discriminação (ID) – individual e cumulativo; e

d) comparar o desempenho dos micos-estrela com o dos macacos-prego nesse novo

teste.
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3. METODOLOGIA

3.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos aqui descritos foram executados de acordo com os

Princípios Éticos na Experimentação Animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentação Animal (CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), e foram

realizados após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais da

Universidade de Brasília (CEUA-UnB) (SEI n.º 23106.051653/2020-26, Anexo 1). Além

disso, os animais desse estudo foram mantidos no Centro de Primatologia da UnB

(CPUnB), credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Renováveis (IBAMA) como um criadouro de primatas para fins científicos (registro no.

1/53/1999/000006-2).

3.2. Sujeitos e condições gerais de alojamento

3.2.1. Micos-estrela

Foram utilizados seis indivíduos adultos (>18 meses) da espécie Callithrix

penicillata (mico-estrela; Figura 3.1), sendo quatro machos e duas fêmeas, pesando

em média 350±18 g (280 - 415 g) no início do estudo. Esses animais foram mantidos

no CPUnB, localizado na Fazenda Água Limpa da UnB, fazendo parte do seu plantel

permanente. Os micos usados nasceram no próprio CPUnB ou foram repassados pelo

IBAMA há mais de dois anos.
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Figura 3.1. Fotografias de indivíduos adultos da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela), mantidos em
cativeiro no CPUnB. (Foto: Fernando Magela).

Durante todo o período do estudo, os micos foram alojados aos pares em

viveiros padrão do Pavilhão de Calitriquídeos do CPUnB, sob condições naturais de

temperatura, luminosidade e umidade (Figura 3.2). Cada viveiro tinha duas paredes

(laterais) de alvenaria e duas de tela metálica (frente e fundo), medindo no total 2 x 1 x

2 m (largura x profundidade x altura). A tela frontal do viveiro continha uma porta de

acesso para um corredor central de segurança, enquanto a tela metálica ao fundo

permitia que os animais tivessem contato com o exterior do pavilhão. O teto do viveiro

também era de tela metálica e o chão de cimento queimado. Cada viveiro continha

uma caixa-ninho de bambu suspensa do teto, poleiros de madeira fixados em

diferentes alturas, um recipiente fixado na tela frontal para recebimento de alimentos

frescos e um tubo de PVC pendurado do teto para ração seca. Um sistema de

fornecimento de água estava presente em cada viveiro, o qual podia ser acionado

manualmente pelos próprios animais. Os micos receberam alimentação fresca

diariamente (frutas, verduras, legumes, peito de frango, ovo cozido e/ou larva de

tenébrio), com água e ração para calitriquídeos disponíveis ad libitum. As condições

de alojamento e manutenção dos micos estavam em conformidade com as normas do

IBAMA.

Todos os micos do CPUnB possuem um microchip de radiofrequência (134

kHz) implantado subcutaneamente, contendo um código de identificação de 15 dígitos

(BioThermo 985 LifeChip, Destron Fearing, South St. Paul, EUA). Esse microchip

permite que os animais sejam identificados via um leitor universal portátil (HS9002B

Pocket Reader, Destron Fearing, São Caetano do Sul, Brasil). Ademais, as fêmeas

utilizadas no estudo não tiveram seu ciclo estral monitorado ou controlado, mas

nenhuma esteve prenha antes, durante ou logo após a realização do estudo.
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Figura 3.2. Fotografias do Pavilhão de Calitriquídeos do Centro de Primatologia da Universidade de
Brasília (CPUnB), onde os micos-estrela foram alojados. (A) e (B) Vista externa dos viveiros; (C) Vista
interna do corredor de segurança com uma fileira de 12 viveiros em cada lado; (D) Vista de um viveiro a
partir do corredor central de segurança. (Fotos (A) e (B): Marilia Barros. Fotos (C) e (D): Fernando
Magela).

3.2.2. Macacos-prego

Foram utilizados 10 indivíduos adultos (>6 anos) da espécie Sapajus spp.

(macaco-prego; Figura 3.3), sendo cinco machos e cinco fêmeas, pesando em média

3,0±0,3 kg (2,1 - 4,8 kg) no início do estudo. Esses animais também foram mantidos

no CPUnB e faziam parte do seu plantel permanente. Os macacos-prego empregados

no estudo nasceram no próprio CPUnB ou foram repassados pelo IBAMA há mais de
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quatro anos. Não houve monitoramento do ciclo estral das fêmeas, porém nenhuma

tinha tido filhote recentemente ou esteve prenha antes, durante ou logo após os

experimentos.

Figura 3.3. Fotografias de indivíduos adultos da espécie Sapajus spp., mantidos em cativeiros no CPUnB.
(Fotos: Maria Clotilde Henrique Tavares e Rafael Maior).

Os macacos-prego foram alojados em pares heterossexuais, sob condições

naturais de temperatura, luminosidade e umidade, em viveiros padrão de um dos

Pavilhões de Cebídeos do CPUnB (Figura 3.4). Cada viveiro tinha três paredes de

alvenaria e uma de tela metálica (ao fundo), medindo no total 4 x 2 x 2 m (largura x

profundidade x altura). O chão era de terra batida recoberta por serrapilheira. A parede

da frente tinha uma porta (maior) de acesso ao viveiro e uma (menor) para

disponibilização de alimento fresco, ambas em tela metálica. Essas portas podiam ser

acessadas a partir de um corredor de segurança telado. Cada viveiro continha uma

caixa-ninho em madeira MDF suspensa do teto, balanços feitos de corda fixados em

diferentes alturas, um recipiente fixado na parede frontal para recebimento de

alimentos frescos e um tubo de PVC pendurado do teto para ração seca. Cada viveiro

também tinha um sistema de fornecimento de água acionado manualmente pelo

próprio animal. Os macacos-prego receberam alimentação fresca diariamente (frutas,

verduras, legumes, peito de frango, ovo cozido e/ou larva de tenébrio), com água e
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ração para cebídeos disponíveis ad libitum. As condições de alojamento e manutenção

dos macacos-prego estavam em conformidade com as normas do IBAMA.

Figura 3.4. Fotografias do Pavilhão de Cebídeos do Centro de Primatologia da Universidade de Brasília
(CPUnB) onde os macacos-prego foram alojados. (A) Vista externa dos viveiros demonstrando o corredor
de segurança e as portas de acesso e de alimentação de cada viveiro; (B) Vista de um viveiro a partir da
tela metálica do fundo. (Fotos: Marilia Barros).

3.3. Teste de REO com sessões contínuas

A memória de reconhecimento dos sujeitos, de ambas as espécies, foi avaliada

usando o teste de Reconhecimento Espontâneo de Objetos (REO) com sessões

contínuas, originalmente desenvolvido para roedores (AMEEN-ALI e cols., 2012;

CHAN e cols., 2018). O protocolo consistiu em realizar oito testes de REO, em

intervalos de 2 min, em um único dia (Figura 3.5) recebendo, portanto, a denominação

‘com sessões contínuas’.

Para ambas as espécies, cada teste individual de REO consistiu em duas

sessões experimentais (treino e teste), de 5 min cada, com um intervalo de 2 min entre

elas (Figura 3.5). Na sessão treino, duas cópias idênticas de um mesmo objeto foram

colocadas dentro do aparato experimental empregado para cada respectiva espécie

(vide abaixo para mais detalhes). O sujeito pôde explorar esses objetos livremente
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durante 5 min. Após um intervalo de retenção de 2 min, foi realizada a sessão teste.

Nessa sessão também foram colocados dois objetos dentro do aparato, os quais

ocuparam os mesmos locais dos objetos usando durante a sessão treino. Um objeto

era uma cópia exata do objeto visto anteriormente na sessão treino (objeto familiar),

enquanto o outro objeto foi um item desconhecido (objeto novo). Durante a sessão

teste, o sujeito também pôde explorar esses objetos livremente durante 5 min.

Foi utilizado um conjunto distinto de objetos para cada um dos oito testes de

REO realizados. Além disso, em cada teste de REO, o objeto novo foi aleatoriamente

posicionado no lado esquerdo ou direito do aparato (Figura 3.5). Após cada sessão, o

aparato e os objetos usados foram higienizados com uma solução de álcool 70%. Os

testes de REO foram realizados das 08:00 às 12:00 h.

Figura 3.5. Representação esquemática do teste de Reconhecimento Espontâneo de Objetos (REO) com
sessões contínuas empregado para avaliar a memória de reconhecimento dos micos-estrela e
macacos-prego. Foram realizados oito testes individuais de REO, em intervalos de 2 min, em uma única
manhã. Os testes de REO foram realizados nos respectivos aparatos experimentais de cada espécie,
representado aqui como um quadrado. Cada teste de REO consistiu em uma sessão treino (5 min) e uma
sessão teste (5 min), com um intervalo de retenção de 2 min entre as sessões. Para cada teste de REO
foi utilizado um conjunto distinto de dois objetos, indicados aqui pelas letras em maiúsculo dentro da
representação do aparato experimental. Na sessão treino foram apresentados dois objetos idênticos (A,
C, P). Na sessão teste, um dos objetos foi substituído por um item novo (B, D, Q). A letra sublinhada
representa a localização do objeto novo em cada sessão teste, sendo que esse item foi posicionado
aleatoriamente no lado direito ou esquerdo do aparato.

3.4. Teste de REO com sessões contínuas nos micos-estrela

3.4.1. Aparato e set-up experimental

Para os micos, o teste de REO com sessões contínuas foi realizado no aparato

do Campo Aberto (CA). Esse consistiu em uma caixa quadrada (60 x 60 x 40 cm;

largura x profundidade x altura) de livre circulação, suspensa a 1 m do chão (Figura
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3.6). O chão e três paredes do CA foram feitos de chapa de alumínio pintado de

branco, enquanto a quarta parede e o teto foram feitos de vidro transparente (4 mm de

espessura) para facilitar a observação e o registro dos comportamentos dos micos.

Uma porta tipo-guilhotina, localizada na parede oposta à de vidro, dava acesso ao

aparato.

Figura 3.6. Fotografias do Campo Aberto (CA) na sala de experimento, localizado a 50 m dos viveiros de
moradia dos micos-estrela. (1) Vista frontal do aparato mostrando a parede lateral de vidro; (2) Vista
lateral do aparato, evidenciando a parede lateral de alumínio e a caixa-transporte acoplada à porta
tipo-guilhotina.

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

de distância do Pavilhão de Calitriquídeos. Assim, nos dias de experimento, cada

sujeito foi capturado em seu viveiro de moradia e levado até essa sala dentro de uma

caixa-transporte (35 x 20 x 23 cm; largura x profundidade x altura). Ao final do

procedimento cada sujeito também foi devolvido ao seu respectivo viveiro na mesma

caixa-transporte. Essa caixa, feita de alumínio que não permitia que o animal

visualizasse o ambiente externo, acoplava diretamente à porta tipo-guilhotina do

aparato do CA (Figura 3.6). Uma câmera digital (Logitech C920, Brasil), fixada em

frente a parede de vidro do CA, estava conectada a um computador localizado em

uma sala adjacente à sala de experimento.
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3.4.2. Procedimento

Todos os animais foram inicialmente habituados ao aparato e ao procedimento

experimental, ao longo de quatro fases consecutivas (Figura 3.7):

Fase 1: Consistiu em uma única sessão de 30 min de habituação ‘conjunta’ ao aparato

vazio do CA (dia 1). Nessa sessão o casal de um mesmo viveiro foi capturado em seu

viveiro e levado ao CA onde, juntos, puderam explorar livremente o aparato. Nas

demais fases, cada sujeito foi submetido ao procedimento de forma individual.

Fase 2: Cada sujeito foi submetido a uma sessão diária de 15 min de habituação ao

aparato vazio do CA, durante dois dias consecutivos (dias 2 e 3).

Fase 3: Cada sujeito foi habituado a transitar voluntariamente entre a caixa-transporte

e o CA, durante quatro dias consecutivos. No primeiro dia dessa fase (dia 4) foram

realizadas duas sessões de 5 min cada, com um intervalo de 2 min entre elas. Nos

outros três dias dessa fase (dias 5, 6 e 7) foram realizadas quatro sessões por dia,

cada uma de 5 min e em intervalos de 2 min. Em cada sessão o mico teve que passar

da caixa-transporte para o CA e depois de 5 min voltar para a caixa-transporte. Para

incentivar e reforçar o comportamento do mico de transitar voluntariamente entre os

dois lados, um pedaço de uva-passa foi disponibilizado no CA e na caixa-transporte a

cada passagem, conforme a localização indicada na Figura 3.7.

Fase 4: Cada sujeito foi familiarizado à presença de objetos dentro do CA e à

realização de sessões contínuas (dia 8). Foram realizadas quatro sessões de 5 min

cada, em intervalos de 2 min. Para tanto, dois objetos idênticos foram colocados

próximos à parede de vidro do CA, um no lado direito e o outro no lado esquerdo

(Figura 3.7). Depois de passar 5 min no CA com os objetos, o mico retornou à

caixa-transporte para aguardar um intervalo de 2 min. Durante esse intervalo, os
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objetos no CA foram substituídos por um novo par de objetos idênticos. Em seguida, o

sujeito voltou ao CA para uma nova sessão. Esse procedimento foi repetido

sucessivamente até o sujeito ter sido exposto a quatro pares de objetos distintos.

Cada vez que o sujeito transitou entre a caixa-transporte e o CA, um novo pedaço de

uva-passa foi colocado no mesmo local para manter o incentivo de transitar.

Figura 3.7. Representação esquemática do procedimento experimental empregado com os micos-estrela,
indicando as diferentes fases da habituação (fases 1-4 nos dias 1-8) e o teste de REO com sessões
contínuas (dia 9). Todas as etapas foram realizadas no aparato do Campo Aberto. A caixa-transporte foi
usada para levar os micos de seus viveiros moradia até a sala de experimento e depois de volta aos seus
viveiros, além de atuar como local de espera dos micos entre as sessões treino e teste de cada teste de
REO e entre os sucessivos testes de REO (dia 9). As linhas pontilhadas entre o Campo Aberto e a
caixa-transporte representam as portas tipo-guilhotina de cada item; a letra X representa a localização do
reforço alimentar; o quadrado e o círculo cinzas representam a localização dos objetos nas sessões teste
de cada teste de REO.
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Cada sujeito foi então submetido ao teste de REO com sessões contínuas

(Figura 3.7), conforme procedimento específico descrito acima na seção 3.3. Todas as

fases do procedimento foram realizadas entre às 8:00 e 12:00 h.

3.4.3. Objetos usados no teste de REO

No teste de REO com sessões contínuas com os micos-estrela, um conjunto

distinto de objetos foi usado para cada um dos oito testes, sendo esses distintos

daqueles empregados na fase 4 da habituação. Cada conjunto de objetos usado nos

testes de REO consistiu em duas cópias idênticas de dois objetos distintos em termos

de sua forma, cor e/ou textura, os quais também eram aparentemente neutros em

termos de sua relevância biológica para os micos. Todos foram enchidos com cascalho

para que o seu peso não permitisse que os animais os deslocassem de lugar. Para

metade dos sujeitos, um dos objetos de cada conjunto foi designado como sendo o

objeto familiar, enquanto para a outra metade foi outro objeto do conjunto. Além disso,

a localização (esquerda ou direita) dos objetos novo e familiar dentro do CA variou

aleatoriamente a cada teste de REO e para cada sujeito. Após cada sessão, os

objetos usados foram higienizados com uma solução de álcool 70%.

Os objetos usados nos testes de REO com os micos foram (Figura 3.8):

a) pote de plástico cinza em formato de abacaxi (7 cm de diâmetro x 15 cm de

altura);

b) pote de plástico marrom em formato de brigadeiro (7,5 cm de diâmetro x 10 cm de

altura);

c) pote de acrílico com tampa marrom em formato de torta (10 cm de largura x 7 cm

de espessura x 4,5cm de altura);

d) pote de plástico branco em formato de cebola (11 cm de diâmetro x 8,2 cm de

altura);

e) pote de plástico vermelho e preto redondo (12 cm de diâmetro x 11 cm de altura);
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f) pote de plástico vermelho e branco em formato de cone (10 cm de diâmetro x 10

cm de altura);

g) pote de plástico rosa em formato de coroa (7,5 cm de diâmetro x 10 cm de altura);

h) bandeja de plástico para meia dúzia de ovos (15 cm de largura x 8 cm de altura);

i) garrafa de plástico azul em formato de caveira (7,5 cm de diâmetro x 17 cm de

altura);

j) pote de plástico azul em formato de estrela (12 cm de largura x 7 cm de altura);

k) pote de plástico branco e preto em formato de bola (12 cm de diâmetro x 15 cm de

altura);

l) pote de plástico cinza e preto em formato de pneu (10 cm de diâmetro x 6,5 cm de

altura);

m) pote de plástico vermelho em formato de coração (14 cm de largura x 7 cm de

altura);

n) pote de plástico vermelho em formato de maçã (14 cm de largura x 7 cm de

altura);

o) pote de plástico rosa em formato de bombom (16,5 cm de largura x 10 cm de

diâmetro x 7 cm de altura); e

p) garrafa de plástico rosa (8 cm de diâmetro x 15 cm de altura).
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Figura 3.8. Fotografias dos objetos utilizados como estímulo no teste de REO com sessões contínuas
com os micos-estrela.

3.4.4. Registro e análise de dados

Todas as sessões foram acompanhadas remotamente de uma sala adjacente à

sala de experimento, via uma câmera digital fixada em frente ao aparato do CA. Essa

câmera, conectada a um computador, permitiu o registro dos comportamentos no

programa AnyMaze (Stoelting, EUA). Um observador previamente treinado registrou

manualmente os seguintes comportamentos:

a) Exploração do objeto – duração (em segundos) dos comportamentos de olhar

direto (movimentar a cabeça para olhar diretamente ao objeto), headcock

(movimentos repetidos da cabeça para um lado e outro enquanto o sujeito olha

diretamente ao objeto) e/ou o ato de cheirar, lamber, encostar, morder ou tocar

com as mãos ou os pés qualquer parte do objeto;

b) Locomoção – tempo despendido (em segundos) pelo sujeito em movimento dentro

do aparato do CA, considerando apenas episódios ≥2 s; e
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c) Vigilância – tempo despendido (em segundos) pelo sujeito fazendo movimentos

contínuos de varredura com cabeça e com olhar voltado para o ambiente e

enquanto permanecia parado (apenas na fase de habituação).

Segundo FOSTER (1995), micos cativos possuem uma orientação

predominantemente visual em resposta a estímulos novos em seu ambiente. Além

disso, conforme revisado por ENNACEUR (2010), a memória de reconhecimento é

estabelecida no teste de REO quando o sujeito passa significativamente mais tempo

explorando o objeto novo do que o familiar. A fim de minimizar a influência de

variações interindividuais dos níveis basais de exploração, foi calculado o seguinte

Índice de Discriminação (ID) para a sessão teste, de acordo com o seguinte método

estabelecido por ENNACEUR e DELACOUR (1988):

𝐼𝐷 =  𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡𝑜 𝑛𝑜𝑣𝑜−𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡𝑜 𝑓𝑎𝑚𝑖𝑙𝑖𝑎𝑟
𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜

Um ID igual zero indica que o sujeito explorou os dois objetos igualmente (nível

do acaso), enquanto um índice acima de zero demonstra que o sujeito explorou mais o

objeto novo do que o familiar (preferência pela novidade) e um índice abaixo de zero

que o sujeito explorou mais o objeto familiar do que o novo (preferência pelo familiar).

Um ID foi calculado para cada um dos oito testes de REO realizados (ID

individual). Além disso, também foi calculado um ID cumulativo para cada um dos

testes, de acordo com um procedimento similar realizado em roedores (AMEEN-ALI e

cols., 2012; CHAN e cols., 2018). Para o cálculo desse segundo ID, os valores da

exploração registrados naquele determinado teste de REO foram somados à

exploração registrada em todos os testes realizados até aquele momento, e assim por

diante. Dessa forma, o ID cumulativo do teste de REO 1 correspondeu a exploração

dos objetos novo e familiar observada apenas no primeiro teste, enquanto o ID

cumulativo do teste de REO 8 correspondeu à soma da exploração de cada objeto

registrada em todos os oito testes realizados. De acordo com CHAN e cols. (2018), um
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ID baseado na exploração registrada ao longo de várias sessões (ID cumulativo), ao

invés da média aritmética do ID calculado individualmente em cada teste (ID

individual), garante que o resultado geral do desempenho dos animais no teste de

REO não seja influenciado significativamente por uma possível baixa exploração em

uma ou mais sessões específicas.

Os resultados foram expressos como a média dos valores e o erro padrão da

média (±epm).

3.4.5. Análise estatística

Os dados foram analisados para identificar possíveis diferenças estatísticas

entre:

a) o tempo de exploração do objeto novo vs. o objeto familiar na sessão teste (via o

ID individual e cumulativo);

b) o tempo de exploração total dos objetos nas sessões treino vs. teste; e

c) o tempo de locomoção na sessão treino vs. teste.

Para tanto, o Índice de Discriminação (ID), individual e cumulativo, foram

analisados usando o teste t de amostra única (one-sample t test), comparando cada ID

com o nível do acaso (valor de zero). Além disso, uma Análise de Variância (ANOVA)

de uma via (one-way ANOVA) foi usada para comparar os valores de ID entre os oitos

testes realizados em sequência.

Uma ANOVA de duas vias para medidas repetidas (two-way repeated measure

ANOVA) foi empregada para comparar os resultados da exploração total dos objetos e

da locomoção nas sessões treino vs. teste dos oito testes de REO realizados (fator

‘sessão’ – treino x teste; fator ‘teste de REO’ 1 – 8). Quando indicado, foi empregado o

teste post hoc de Tukey. Já para a fase de habituação individual ao aparato, os dados

da locomoção, exploração do ambiente e vigilância nas sessões 1 e 2 foram

comparados usando o teste t pareado. Por fim, o teste de correlação de Pearson foi
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utilizado para avaliar se os valores de ID (individual e cumulativo) estavam

relacionados à exploração total dos objetos na sessão treino, ou aos níveis de

locomoção da sessão teste.

Todas as análises foram realizadas no programa SPSS (IBM, EUA; v. 25), e o

nível de significância adotado em todos os testes estatísticos foi de p<0,05.

3.5. Teste de REO com sessões contínuas nos macacos-prego

3.5.1. Aparato e set-up experimental

Para a realização do teste de REO com sessões contínuas nos

macacos-prego, os sujeitos foram temporariamente alocados em outro pavilhão de

cebídeos do CPUnB. Esse pavilhão continha duas fileiras justapostas de viveiros,

separadas por uma parede de alvenaria e rodeadas por um corredor de segurança

telado (Figura 3.9). Cada fileira era composta por quatro viveiros geminados, e cada

viveiro tinha as seguintes medidas: 1,5 x 1,5 x 2,0 m (largura x profundidade x altura).

Todos os viveiros foram feitos de tela metálica na parte da frente e de cima, de

alvenaria ao fundo e com piso de terra batida. As paredes laterais, por sua vez, foram

feitas de alvenaria, tela metálica ou chapa de metal deslizante, a depender da posição

do viveiro dentro do pavilhão (Figura 3.9). As paredes de chapa de metal atuaram

como uma divisória móvel que permitia a comunicação entre viveiros adjacentes.

Cada fileira de quatro viveiros atuou como um aparato experimental nesse

estudo. Esse ‘aparato’ foi operacionalmente dividido em três partes: viveiro-moradia,

viveiro-transição e viveiro-teste (Figura 3.9). O primeiro, formado por dois viveiros

adjacentes de uma das extremidades, foi onde os sujeitos foram alojados durante o

período do experimento. A parede divisória entre esses dois viveiros permaneceu

sempre semiaberta para melhor circulação e bem-estar dos animais. Ademais, o

viveiro-moradia continha os mesmos itens descritos acima na seção 3.2.2. (ex.,

caixa-ninho, prato para alimento fresco, tubo PVC para ração, etc.). O
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viveiro-transição, localizado entre o viveiro-moradia e o viveiro-teste, estava sempre

vazio e foi utilizado apenas durante o procedimento experimental para separar os dois

animais e dar ao sujeito acesso ao viveiro-teste. Por fim, o viveiro-teste, localizado na

outra extremidade da fileira de viveiros e contendo os objetos teste, foi onde foram

realizados os testes de REO.

Figura 3.9. Representação esquemática do pavilhão de cebídeos do CPUnB onde os macacos-prego
foram temporiamente alojados para a realização do teste de REO com sessões contínuas. A letra X
representa o local onde o reforço alimentar foi fornecido; a letra CD é o local onde a câmera digital foi
posicionada; o quadrado e o círculo cinzas representam a localização dos objetos nas sessões teste; as
linhas pontilhadas são as telas de metal do corredor de segurança e dos viveiros; a linha mais grossa
indica uma parede de alvenaria; a linha mais fina é a chapa de metal das paredes divisórias deslizantes
entre viveiros adjacentes.

Todas as paredes divisórias deslizantes podiam ser abertas manualmente pelo

experimentador, pelo corredor de segurança do pavilhão, permitindo que o animal

passasse de um viveiro para o outro (Figura 3.9). Uma câmera digital (Logitech C920,

Brasil) foi posicionada em frente ao viveiro teste, a 1,5 m da tela frontal. Essa câmera

estava conectada a um computador localizado em uma sala de observação (Figura

3.9).
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3.5.2. Procedimento

Considerando a disponibilidade de dois ‘aparatos’ no pavilhão (um de cada

lado), dois casais puderam ser testados por vez. Dessa forma, dois casais foram

transferidos dos seus viveiros habituais para o viveiro-moradia do aparato,

permanecendo nesse local durante todo o procedimento. Ao final dos testes, esses

casais foram levados de volta aos seus viveiros, sendo substituídos por mais dois

casais. Esse procedimento foi repetido até todos os sujeitos terem sido testados.

Após a transferência de cada casal, os animais puderam circular livremente

pelo viveiro-moradia e se habituar a esse local durante sete dias consecutivos.

Durante esse período não foi realizado nenhum procedimento e os animais tiveram

acesso apenas ao viveiro-moradia. Em seguida, cada sujeito foi inicialmente habituado

aos viveiros e ao procedimento experimental ao longo de duas fases consecutivas

(Figura 3.10):

Fase 1: Cada sujeito foi habituado ao viveiro-transição e viveiro-teste, e a transitar

voluntariamente entre os viveiros, durante três dias consecutivos (dias 1-3). Em cada

dia foram realizadas duas sessões de 5 min cada, com um intervalo de 2 min entre

elas. O sujeito foi primeiramente isolado no viveiro-transição. Em seguida, esse

mesmo animal teve acesso ao viveiro-teste vazio, podendo explorar esse local

livremente por 5 min. Após esse intervalo, o sujeito retornou ao viveiro-transição por

um intervalo de 2 min antes de voltar novamente ao viveiro-teste para a segunda

sessão de habituação do dia, a qual foi realizada de forma idêntica à primeira. Ao final

das duas sessões de habituação, o sujeito permaneceu no viveiro-transição por 2 min

e depois retornou ao viveiro-moradia. O acesso a cada viveiro foi controlado pelo

experimentador, pelo lado de fora dos viveiros, ao manualmente deslizar a respectiva

parede divisória entre os viveiros para dentro do corredor de segurança do pavilhão

(Figura 3.9). Para incentivar e reforçar o comportamento do animal de transitar
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voluntariamente entre os três viveiros, uma uva-passa foi disponibilizada no

viveiro-transição e viveiro-teste a cada passagem do sujeito, conforme a localização

indicada na Figura 3.9. As uvas-passas foram depositadas em um suporte de alumínio

fixado pelo lado de fora da tela frontal dos dois viveiros em questão. O sujeito podia

facilmente obter a uva-passa passando a mão através da tela metálica.

Fase 2: Cada sujeito foi familiarizado com a presença de objetos dentro do

viveiro-teste e a realização de sessões contínuas (dia 4). Foram realizadas quatro

sessões de 5 min cada, em intervalos de 2 min. O mesmo procedimento empregado

com os micos também foi usado com os macacos-prego. Contudo, aqui, os animais

iniciaram a sequência de sessões a partir do viveiro-transição e ao final retornaram ao

viveiro-moradia. Além disso, os dois objetos idênticos usados a cada sessão foram

fixados pelo lado de dentro da tela frontal do viveiro-teste, um no lado direito e o outro

no lado esquerdo (Figura 3.9). A cada vez que o sujeito passava de um viveiro para o

outro, uma nova uva-passa foi colocada no seu respectivo suporte para manter o

incentivo de transitar. A cada sessão um novo par de objetos foi usado.

Cada sujeito foi então submetido ao teste de REO com sessões contínuas

(Figura 3.10), conforme procedimento específico descrito acima na seção 3.3. Todas

as fases do procedimento foram realizadas entre às 8:00 e 12:00 h.
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Figura 3.10. Representação esquemática do procedimento experimental empregado com os
macacos-prego, indicando as duas fases da habituação (dias 1-4) e o teste de REO com sessões
contínuas (dia 5). A parede divisória deslizante semiaberta no meio do viveiro-moradia não está
representada aqui. A letra X indica a localização do reforço alimentar; o quadrado e o círculo cinzas
representam a localização dos objetos nas sessões teste de cada teste de REO.
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3.5.3. Objetos usados no teste de REO

No teste de REO com sessões contínuas com os macacos-prego, um conjunto

distinto de objetos foi usado para cada um dos oito testes, os quais diferiam dos

objetos usados na fase de habituação. Os demais aspectos relacionados aos objetos

foram similares ao que já foi descrito acima para os micos-estrela. A única diferença

foi que os objetos foram fixados pelo lado de dentro da tela frontal do viveiro-teste com

abraçadeiras de nylon, o que também evitou que fossem deslocados pelos sujeitos.

Após cada sessão, os objetos usados foram higienizados com uma solução de álcool

70%.

Os objetos usados nessa fase do estudo foram (Figura 3.11):

a) cano de PVC branco em formato de ‘joelho’ (10 cm de largura x 7 cm de diâmetro

x 20 cm de altura);

b) escudo facial de plástico preto para solda (28 cm de largura x 44 cm de altura);

c) pino de boliche de plástico amarelo (5 cm de diâmetro x 23 cm de altura);

d) lata de metal vermelha alta (11 cm de diâmetro x 17 cm de altura);

e) lata de metal branca baixa (13 cm de diâmetro x 5 cm de altura);

f) capacete de polietileno branco (22 cm de largura x 29 cm de altura);

g) cano de PVC branco em formato de ‘torneira’ (21 cm de comprimento x 6 cm de

diâmetro x 21 cm de altura);

h) funil de plástico cinza (18 cm de diâmetro x 21 cm de altura);

i) espada de brinquedo de plástico azul (5 cm de largura x 45 cm de altura);

j) lata de metal azul alta (13 cm de diâmetro x 20 cm de altura);

k) galocha de borracha preta tamanho 36 (25 cm de largura x 27 cm de altura);

l) lata de metal preto médio (13 cm de diâmetro x 13 cm de altura);

m) frasco de plástico branco de 1 L (7 cm de diâmetro x 27 cm de altura);

n) galão de plástico azul de 5 L (25 cm de largura x 28 cm de altura);
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o) bola de futebol de plástico amarelo envolvida em rede de corda de varal (69 cm de

circunferência); e

p) lata de metal média (9 cm de diâmetro x 13 cm de altura).

Figura 3.11. Fotografias dos objetos utilizados no teste de REO com sessões contínuas com os
macacos-prego.

3.5.4. Registro e análise de dados

Todas as sessões foram acompanhadas remotamente, de uma sala adjacente

à sala de experimento, via uma câmera digital posicionada à 1,5 m da tela frontal do

viveiro-teste (Figura 3.9). Os comportamentos dos macacos-prego também foram

registrados manualmente no programa AnyMaze (Stoelting, EUA) por um observador
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previamente treinado. Os comportamentos registrados foram os mesmos que os

descritos acima para os micos-estrela (exploração dos objetos e locomoção).

3.5.5. Análise estatística

Os dados registrados e calculados nessa etapa do estudo foram analisados

usando o mesmo procedimento e testes descritos acima para o estudo realizado com

os micos. Para a analisar o desempenho dos micos-estrela com o dos macacos-prego,

o ID cumulativo nos testes de REO 1 e 8 foram comparados usando uma ANOVA de

desenho misto (mixed design ANOVA), sendo ‘espécie’ a variável independente e

‘teste de REO’ (1 x 8) a variável dependente. Todas as análises também foram

realizadas no programa SPSS (IBM, EUA; v. 25), e o nível de significância adotado em

todos os testes estatísticos foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Teste de REO com sessões contínuas nos micos-estrela

Na fase de habituação individual ao aparato (sem objetos), os micos foram

submetidos a uma sessão diária de 15 min, em dois dias consecutivos (Figura 3.7).

Não foi encontrada uma diferença estatística entre essas duas sessões para os

comportamentos de locomoção (t5=-0,21; p=0,84), exploração do ambiente (t5=0,16;

p=0,88) ou vigilância (t5=1,42; p=0,22), estando os dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Comportamentos dos micos nas duas sessões de habituação individual ao
aparato experimental do Campo Aberto, sem objetos, expressos como a média ± erro
padrão da média (em segundos).

Comportamento Sessão de Habituação
1 2

Locomoção 22 ± 6 23 ± 7
Exploração do ambiente 93 ± 44 91 ± 31
Vigilância 666 ± 73 627 ± 95

Quando o desempenho dos sujeitos no teste de memória de reconhecimento

foi avaliado utilizando o ID individual, calculado separadamente para cada um dos oito

testes realizados, foi observado que os micos passaram mais tempo explorando o

objeto novo que o familiar nos testes de REO 1-4 e no teste de REO 8, visto que aqui

o ID diferiu significativamente de zero, o que não aconteceu nos testes REO 5-7 (REO

1: t5=2,79; p=0,04; REO 2: t5=3,01; p=0,03; REO 3: t5=4,16; p=0,01; REO 4: t5=3,20;

p=0,02; REO 5: t5=-0,37; p=0,73; REO 6: t5=0,05; p=0,96; REO 7: t5=0,86; p=0,43; e

REO 8: t5=3,11; p=0,03; Figura 4.1). Porém, não foi detectada uma diferença

significativa ao comparar esses mesmos valores do ID individual entre os oito testes

de REO realizados (F7,21 =1,18; p=0,37; Figura 4.1).
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Figura 4.1. Desempenho dos micos no teste de REO com sessões contínuas, analisado via o Índice de
Discriminação (ID) individual, calculado separadamente para cada uma das oito sessões teste realizadas.
Média ± epm; n=6; *p<0,05 vs. valor de zero (nível do acaso)

O ID também foi analisado com base na exploração cumulativa dos objetos ao

longo dos oito testes de REO realizados, conforme procedimento adotado em um

estudo anterior empregando uma metodologia semelhante (teste de REO com

sessões contínuas em roedores; CHAN e cols., 2018). Na análise cumulativa,

conforme descrito acima, o ID foi calculado com base no valor da exploração dos

objetos novo e familiar registrado desde o primeiro teste de REO até aquele

determinado momento/teste. Analisando os valores do ID cumulativo, foi observado

que os micos passaram mais tempo explorando o objeto novo versus o familiar em

todos os testes de REO, exceto no teste 5, considerando que esses valores de ID

estavam significativamente acima do nível do acaso (acima do valor de zero) (REO 1:

t5=2,79; p=0,04; REO 2: t5=6,17; p=0,002; REO 3: t5=7,96; p=0,001; REO 4: t5=7,18;

p=0,001; REO 5: t5=2,20; p=0,08; REO 6: t5=2,85; p=0,04; REO 7: t5=2,91; p=0,03; e

REO 8: t5=5,49; p=0,003; Figura 4.2). Ainda, não houve diferença significativa entre o

ID cumulativo das oito sessões realizadas (F7,35=1,79; p=0,22). Em termos da

exploração total cumulativa dos objetos (novo + familiar), foi possível verificar um

aumento gradual e constante nesse parâmetro ao longo dos oito testes de REO

realizados (Figura 4.2).

38



Figura 4.2. (Gráfico Superior) Desempenho dos micos no teste de REO com sessões contínuas,
analisado via o Índice de Discriminação (ID) cumulativo, calculado a partir do tempo de exploração dos
objetos novo e familiar desde o primeiro teste de REO até o respectivo teste; (Gráfico Inferior) Tempo de
exploração total cumulativa (em segundos) dos objetos ao longo dos oitos teste de REO realizados.
(média ± epm; n=6). *p<0,05 vs. valor de zero (nível do acaso).

Ao analisar a exploração total dos objetos, também não foi observada uma

diferença significativa entre as sessões treino e teste (F1,5=0,35; p=0,58), tampouco

entre os oito testes de REO realizados (F7,35=1,70; p=0,22) ou uma interação entre os

fatores ‘sessão’ e ‘teste de REO’ (F7,35=1,79; p=0,19; Tabela 2). Em termos da

locomoção, um efeito significativo não foi visto ao comparar as sessões treino vs. teste

(F1,5=0,88; p=0,39) ou entre os oito testes de REO (F7,35=0,82; p=0,49), assim como

não teve uma interação entre esses fatores (F7,35=0,37; p=0,70; Tabela 2).

Por fim, no teste de REO 1, o ID individual não demonstrou estar relacionado

ao nível de exploração dos objetos na sessão treino correspondente (r6=0,49; p=0,33),

nem com a locomoção registrada na sessão teste (r6=0,20; p=0,71; Figura 4.3). Da

mesma forma, no teste de REO 8, o ID cumulativo não estava relacionado a
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exploração total cumulativa dos objetos durante a respectiva sessão treino (r6=-0,32;

p=0,53) ou com a locomoção da sessão teste (r6=0,51; p=0,30; Figura 4.3).

Tabela 2. Tempo total despendido pelos micos explorando os objetos e em locomoção
nas sessões treino e teste de cada teste de REO, expressos como a média ± erro
padrão da média (em segundos).

Teste de REO Sessão
Treino Teste

Exploração total objetos
1 15 ± 4 20 ± 8
2 22 ± 11 57 ± 25
3 52 ± 18 23 ± 12
4 10 ± 2 17 ± 6
5 54 ± 23 43 ± 13
6 41 ± 30 15 ± 4
7 15 ± 6 14 ± 8
8 28 ± 11 19 ± 6

Locomoção
1 7 ± 3 8 ± 2
2 7 ± 2 6 ± 1
3 7 ± 2 6 ± 2
4 6 ± 3 5 ± 1
5 6 ± 2 7 ± 2
6 10 ± 3 8 ± 2
7 8 ± 3 7 ± 2
8 7 ± 3 7 ± 2
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Figura 4.3. Relação entre o Índice de Discriminação e a exploração total na sessão treino ou a locomoção
na sessão teste. Em cada gráfico está indicado o valor de p obtido no teste de correlação de Pearson.
n=6

4.2. Teste de REO com sessões contínuas nos macacos-prego

Os resultados do desempenho dos macacos-prego no teste de REO com

sessões contínuas indicaram que o valor do ID individual, calculado separadamente

para cada teste realizado, estava acima do nível do acaso (valor de zero) apenas nos

testes de REO 2 (t9=6,96; p<0,001), REO 4 (t9=4,05; p=0,003) e REO 5 (t9=2,82;

p=0,02; Figura 4.4). Nos demais testes, os ID individuais não diferiram de zero (REO

1: t9=2,04; p=0,07; REO 3: t9=0,57; p=0,58; REO 6: t9=1,17; p=0,27; REO 7: t9=1,46;

p=0,18; REO 8: t9=0,93; p=0,38; Figura 4.4). Porém, não foi detectada uma diferença

significativa ao comparar esses mesmos valores do ID individual entre os oito testes

de REO realizados (F7,63 =1,01; p=0,40; Figura 4.4).

Figura 4.4. Desempenho dos macacos-prego no teste de REO com sessões contínuas, analisado via o
Índice de Discriminação (ID) individual, calculado para cada uma das oito sessões teste realizadas (média
± epm; n=10). *p<0,05 vs. valor de zero (nível do acaso).

Por outro lado, com base no ID cumulativo, calculado usando o tempo de

exploração dos objetos novo e familiar desde a primeira tentativa até o respectivo teste

de REO sob análise, foi observado que os macacos-prego passaram mais tempo

explorando o objeto novo que o familiar nos testes de REO 2 – 8. O ID cumulativo

nesses testes diferiu significativamente de zero (nível do acaso) (REO 1: t9=2,04;

p=0,07; REO 2: t9=7,26; p<0,001; REO 3: t9=4,16; p=0,002; REO 4: t9=4,41; p=0,002;
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REO 5: t9=4,51; p=0,001; REO 6: t9=5,69; p<0,001; REO 7: t9=4,00; p=0,003; REO 8:

t9=3,80; p=0,004; Figura 4.5), não havendo diferença significativa entre os oito testes

realizado em termos desse mesmo parâmetro (F7,63=1,81; p=0,20; Figura 4.5). Em

termos da exploração total cumulativa dos objetos (novo + familiar), foi possível

verificar um aumento gradual e constante nesse parâmetro ao longo dos oito testes de

REO realizados (Figura 4.5).

Figura 4.5. (Gráfico Superior) Desempenho dos macacos-prego no teste de REO com sessões
contínuas, analisado via o Índice de Discriminação (ID) cumulativo, calculado a partir do tempo de
exploração dos objetos novo e familiar desde o primeiro teste de REO até o respectivo teste; (Gráfico
Inferior) Tempo de exploração total cumulativa (em segundos) dos objetos ao longo dos oitos teste de
REO realizados. (média ± epm; n=10). *p<0,05 vs. valor de zero (nível do acaso).

Em termos da exploração total dos objetos, também não foi observada uma

diferença significativa entre as sessões treino e teste (F1,9=0,17; p=0,69), tampouco

entre os oito testes de REO realizados (F7,63=2,83; p=0,06) ou uma interação entre os

fatores ‘sessão’ e ‘teste de REO’ (F7,63=0,36; p=0,81; Tabela 3). Para o parâmetro

locomoção, um efeito significativo não foi visto ao comparar as sessões treino vs. teste
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(F1,9=0,32; p=0,59) ou entre os oito testes de REO (F7,63=2,64; p=0,07), assim como

não teve uma interação entre esses fatores (F7,63=0,36; p=0,81; Tabela 3).

Tabela 3. Tempo total despendido pelos macacos-prego explorando os objetos e em
locomoção nas sessões treino e teste de cada teste de REO, expressos como a média
± erro padrão da média (em segundos).

Teste de REO
Sessão
Treino Teste

Exploração total objetos
1 22 ± 3 24 ± 3
2 28 ± 7 45 ± 15
3 48 ± 13 44 ± 15
4 22 ± 8 18 ± 5
5 47 ± 11 43 ± 12
6 33 ± 10 37 ± 11
7 45 ± 6 49 ± 15
8 29 ± 9 22 ± 7

Locomoção
1 88 ± 19 84 ± 18
2 90 ± 20 83 ± 17
3 85 ± 18 87 ± 14
4 95 ± 18 92 ± 14
5 95 ± 14 84 ± 13
6 102 ± 16 102 ± 18
7 100 ± 17 107 ± 18
8 111 ± 18 108 ± 20

Por fim, no teste de REO 1, o ID individual não demonstrou estar relacionado

ao nível de exploração dos objetos na sessão treino correspondente (r10=-0,61;

p=0,06), nem com a locomoção registrada na sessão teste (r10=0,26; p=0,47; Figura

4.6). Da mesma forma, no teste de REO 8, o ID cumulativo não estava relacionado a

exploração total cumulativa dos objetos durante a respectiva sessão treino (r10=-0,16;

p=0,65) ou com a locomoção da sessão teste (r10=0,30; p=0,40; Figura 4.6).

43



Figura 4.6. Relação entre o Índice de Discriminação e a exploração total na sessão treino ou a locomoção
na sessão teste. Em cada gráfico está indicado o valor de p obtido no teste de correlação de Pearson.
n=10

4.3. Comparação do desempenho de micos-estrela vs. macacos-prego

Na comparação do ID cumulativo calculado para os micos e os

macacos-prego, não foram detectadas diferenças significativas em termos do

desempenho das duas espécies no teste de REO com sessões contínuas (micos x

pregos: F1,14=0,11; p=0,75; REO 1 x 8: F1,14=0,93; p=0,35; interação: F1,14=0,01 p=0,94;

Figura 4.7).
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Figura 4.7. Desempenho dos micos (n=6) e dos macacos-prego (n=10) nos testes de REO 1 e 8,
analisado via o Índice de Discriminação (ID) cumulativo, calculado a partir do tempo de exploração dos
objetos novo e familiar desde o primeiro teste de REO até o respectivo teste (média ± epm).
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5. DISCUSSÃO

O teste de reconhecimento de objetos foi desenvolvido em PNHs com o intuito

de avaliar a capacidade dos animais em discriminar objetos em diferentes tempos de

retenção, aplicando o teste de DNMS em diferentes espécies de macacos do Velho

Mundo (Macaca fascicularis: BUCKMASTER e cols., 2004; Macaca mulata: MISHKIN

e DELACOUR, 1975; PEISSIG e cols., 2007). Recentemente o protocolo do teste de

REO foi desenvolvido em PNHs (OLIVEIRA e cols., 2021), mas a abordagem

utilizando sessões contínuas foi aplicada até então somente em roedores. Com o

intuito de aumentar o poder translacional do teste de REO com sessões contínuas no

estudo da memória, foi avaliado o desempenho de micos-estrela e macacos-prego

nessa tarefa.

5.1. Desempenho dos micos-estrela no teste de REO com sessões contínuas

Os resultados obtidos nos micos-estrela indicaram que essa espécie

apresentou uma memória de reconhecimento no teste de REO, corroborando estudos

anteriores (COSTA e cols., 2022; MELAMED e cols., 2017a,b; OLIVEIRA e cols., 2021;

VANNUCHI e cols., 2020). Foi observado que os animais exploraram por mais tempo o

objeto novo do que o familiar. Quando avaliado o Índice de Discriminação (ID), tanto

os dados individuais, quanto os cumulativos indicaram que, em geral, essa variável

estava significativamente acima do valor de zero, e em um nível que não diferiu entre

os oito testes que foram realizados. Portanto, os micos-estrela foram capazes de

desempenhar o teste de REO utilizando a abordagem de sessões contínuas.

Até então, já foi demonstrado que os micos são capazes de realizar testes de

REO com intervalo de retenção de 6 h (COSTA e cols., 2022; OLIVEIRA e cols., 2021)

até 24 h (MELAMED e cols., 2017a,b; VANNUCHI e cols., 2020), 10 min de teste e em

uma única sessão/repetição. Em roedores, resultados satisfatórios de discriminação

de objetos após curtos intervalos de retenção também já foram observados, tanto na
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abordagem de tentativa única (ratos, 1-5 min: AINGE e cols., 2006; DOOSTDAR e

cols., 2019; camundongos, 1-2 min: GIGG e cols., 2020; SINGER e cols., 2007),

quanto na abordagem de sessões contínuas (ratos, 1-2 min: SEEL e cols., 2018;

AMEEN-ALI e cols., 2012; camundongos, 1-2 min: CHAN e cols., 2018). Com isso, o

presente estudo demonstrou que o teste de REO pode ser realizado em micos usando

como parâmetro um intervalo de retenção de apenas 2 min e uma sessão teste de 5

min.

Contudo, conforme sugerido por SEEL e cols. (2018), testes de

reconhecimento espontâneo que venham a adotar uma abordagem de sessões

contínuas deveriam apresentar como índice de memória tanto o ID individual,

tradicionalmente aplicado nesse tipo de tarefa, como o ID cumulativo que abrange a

exploração registrada ao longo de todos os testes realizados. Assim, seria possível

avaliar e comparar os dois resultados a fim de realizar interpretações mais fidedignas

dos dados obtidos.

No presente estudo, o ID individual dos micos indicou que os animais foram

capazes de distinguir entre os objetos novo e familiar, tendo um desempenho

significativo nos primeiros quatro testes de REO. Já nos testes subsequentes de 5-7,

houve uma queda significativa, uma vez que o ID individual não diferiu mais do valor

de zero (nível do acaso), mas esse índice de desempenho retornou a um nível

significativo na última sessão (Figura 4.1). Apesar desse declínio, não foi observada

uma diferença significativa entre os oito testes realizados em termos do ID individual

(Figura 4.1), conforme mencionado anteriormente.

Apesar do uso do ID ser uma forma já bem aceita para minimizar a influência

de variações entre os indivíduos em termos dos níveis basais de exploração

ENNACEUR e DELACOUR (1988), sabe-se que o desempenho pode ser influenciado

por diferentes fatores. Estudos recentes usando os testes de REO e/ou ROL em micos

indicaram que tais fatores incluem, por exemplo, intervalo de retenção (VANNUCHI e
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cols., 2020) e estresse (COSTA e cols., 2022). Porém, é possível que outros aspectos

também afetem os níveis de exploração espontânea dos animais nesse tipo de teste,

como as características inerentes do objeto (tamanho, cor, forma, textura, etc.),

levando a uma preferência ou aversão inata não previsível por um determinado objeto.

Além disso, quando o teste é realizado apenas uma vez, o desempenho de cada

sujeito, e assim a interpretação do resultado, estará quase sempre baseado em

valores reduzidos (i.e., alguns segundos), uma vez que o comportamento exploratório

espontâneo do animal foi registrado apenas naquele único teste. AMEEN-ALI e cols.

(2012) argumentam que tais fatores podem ser minimizados ao usar a abordagem

com sessões contínuas (com vários objetos sendo usados ao longo dos testes), e que

o mais indicado é analisar o desempenho com base no ID cumulativo (com o

desempenho sendo calculado com base em um valor de exploração maior, obtido pelo

somatório dos registros feitos ao longo de todas as sessões realizadas naquele dia).

Ao analisar o desempenho dos micos usando o ID cumulativo, observou-se

que, com exceção do teste de REO 5, os animais exploraram significativamente mais

o objeto novo do que o familiar (Figura 4.2). Apesar da abordagem de sessões

contínuas poder diminuir o ruído comportamental, segundo CHAN e cols. (2018) é

possível que a realização de várias tentativas semelhantes em sequência também se

torne cada vez mais difícil à medida que o animal avance ao longo dos testes. Isso

porque o contexto do aparato e a localização dos objetos são relativamente constantes

ao longo dos testes. Sessões que acabaram de ser realizadas poderiam vir a interferir

no desempenho e na motivação de sessões realizadas logo em sequência. Entretanto,

vale ressaltar que no presente experimento com os micos, os animais continuaram a

explorar os objetos ao longo de todos os oito testes realizados, à medida que o tempo

de exploração total cumulativa aumentou de forma gradual e consistente (Figura 4.2).

Além disso, ainda que a cada teste um conjunto distinto de objetos foi usado

(trial-unique objects), a exploração total dos objetos não diferiu significativamente entre
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as sessões treino e teste, tampouco entre os oito testes de REO realizados (Figura

4.2). Isso sugere que não houve alteração na motivação para explorar os objetos ao

longo do procedimento experimental.

A diminuição no desempenho dos micos visto no meio da sequência das

sessões contínuas pode ter sido causado por estresse. De fato, micos submetidos a

um evento agudo de estresse de contenção logo após a sessão treino, durante a fase

de consolidação da informação, apresentaram um ID que não diferiu de zero (i.e.,

exploraram igualmente os objetos novo e familiar) (COSTA e cols., 2022). Contudo, no

presente estudo, os animais passaram por uma fase inicial de habituação ao aparato e

procedimento experimental. Além disso, o ID foi aumentando gradativamente após o

teste de REO 5, voltando a atingir níveis significativos no último teste realizado.

Portanto, a diminuição no desempenho durante o teste de REO pode talvez

estar relacionada a forma com que a fase inicial de habituação foi realizada no

presente estudo. Nos micos, essa fase de habituação foi realizada em quatro fases

consecutivas - as primeiras duas para habituação ao aparato do CA e outras duas

para habituação ao procedimento de transitar e aos objetos. Nessas últimas duas

fases, cada sujeito foi submetido diariamente a quatro sessões de 5 min cada, em

intervalos de 2 min, ao longo de vários dias. Porém, ao executarem o teste de REO

logo após a habituação, os mesmos sujeitos realizaram oito sessões de 5 min cada,

em intervalos de 2 min. Portanto, esse aumento no número de sessões realizado no

mesmo dia, que passou de quatro na habituação para oito no teste de REO com

sessões contínuas, pode ter contribuído para a diminuição do desempenho dos micos

visto justamente nos testes de REO 5-7 (Figura 4.1). Na análise de ID cumulativo,

devido a diminuição no ruído comportamental, a queda significativa no desempenho foi

detectada apenas no teste de REO 5 (Figura 4.2). Novos estudos serão necessários

para esclarecer o possível efeito do procedimento de habituação e/ou estresse no

desempenho dos micos no teste de REO com sessões contínuas. Sugere-se
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inicialmente que o mesmo número de sessões seja realizado na fase de habituação e

no teste de REO.

A atividade locomotora não parece ter influenciado o desempenho dos micos

no presente teste, uma vez que não houve diferença entre as sessões treino e teste,

nem entre os oito testes de REO (Tabela 2). O desempenho dos animais (ID individual

e cumulativo) também não estava relacionado ao nível de locomoção registrado na

sessão teste (Figura 4.3). Tais aspectos não apenas corroboram estudos em roedores

(AGARWAL e cols., 2020; GONZALES e cols., 2015), como também em micos

(COSTA e cols., 2022; OLIVEIRA e cols., 2021).

Ademais, o desempenho observado no teste (ID individual e cumulativo) não

estava relacionado ao tempo que os sujeitos passaram inicialmente explorando os

objetos na sessão treino (Figura 4.3). Isso corrobora resultados anteriores visto em

micos submetidos ao teste de ROL (VANNUCHI e cols., 2020), sendo que os níveis de

exploração dos micos neste trabalho são comparáveis aos estudos anteriores com

essa espécie que utilizaram a abordagem de um único teste de REO (COSTA e cols.,

2022; OLIVEIRA e cols., 2021). Tais resultados sugerem que os micos não precisam

de muito tempo de exploração para terem um bom desempenho no teste de REO.

Segundo AKKERMAN e cols. (2012a), que também não detectaram uma correlação

entre esses parâmetros em roedores, mesmo animais que inicialmente exploram

pouco um objeto podem adquirir um traço de memória suficiente para permitir que

esse item seja posteriormente distinguido de um objeto novo.

Por fim, não foi possível comparar o desempenho entre machos e fêmeas

devido a um número pequeno e desigual de sujeitos de cada sexo (quatro machos e

duas fêmeas). Apesar dos diversos relatos na literatura de que, em roedores, o

reconhecimento de objetos difere entre os sexos, a depender do intervalo de retenção

(CYRENNE e BROWN, 2011), VANNUCHI e cols. (2020) não encontraram um efeito
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significativo para um comportamento dimórfico sexual em termos da atividade

exploratória em uma tarefa de ROL em micos-estrela.

5.2. Desempenho dos macacos-prego no teste de REO com sessões contínuas

Os resultados observados demonstraram que macacos-prego também exibem

uma memória de reconhecimento no teste de REO, conforme já relatado em um

estudo prévio (AQUINO e cols., 2023). Na sessão teste do presente estudo, os

animais exploraram o objeto novo por mais tempo que o familiar. Tanto os dados do ID

individual, como os do ID cumulativo, indicaram que o nível de discriminação entre os

objetos foi significativamente maior que zero, e não houve diferença entre os oito

testes realizados. Dessa forma, assim como os micos, os macacos-prego foram

capazes de desempenhar o teste de REO utilizando a abordagem de sessões

contínuas.

Apesar de haver estudos avaliando as habilidades cognitivas de

macacos-prego, como o uso de ferramentas e testes de memória de DNMS

(RESENDE e cols., 2003), até o presente momento apenas AQUINO e cols. (2023)

avaliaram a memória de reconhecimento desses animais especificamente na tarefa de

REO. Nesse estudo, realizado apenas com sessões únicas, foi demonstrado que

esses animais são capazes de discriminar entre objetos novos e familiares após

diferentes intervalos de retenção (30 min, 6 h e 24 h) e tempos de familiarização (10

min e 20 min). Portanto, o presente trabalho amplia esses parâmetros, tendo avaliado

pela primeira vez o tempo de treino/teste de 5 min e o intervalo de retenção de 2 min.

Ao analisar o ID individual, foi possível observar que, em todos os testes de

REO realizados, os animais exploraram mais o objeto novo comparado ao familiar,

mas que isso atingiu níveis significativos apenas nos testes de REO 2, 4 e 5 (Figura

4.4). Visto que foram utilizados diferentes conjuntos de objetos para cada teste, é

possível que nessas tentativas possa ter ocorrido uma maior preferência inata por
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algum dos objetos, apesar de serem aparentemente neutros para os animais em

termos de sua relevância biológica. No entanto, esses mesmos valores de ID

individual não diferiram significativamente entre os oitos testes de REO realizados

(Figura 4.4).

Por outro lado, ao avaliar o desempenho dos macacos-prego usando o ID

cumulativo, foi observado que essa variável esteve significativamente acima do valor

de zero nos testes de REO 2-8, e em um nível que não diferiu entre os oito testes

(Figura 4.5). Essa diferença entre o ID individual e o ID cumulativo pode ter sido

devido a uma menor variação interindividual nos dados cumulativos, que por sua vez

parece ter contribuído para o maior número de resultados significativos. A redução na

variabilidade, ou seja, um menor ruído comportamental, pode ser devido ao tempo de

exploração que foi acumulando ao longo dos oito testes realizados, o qual foi utilizado

para o cálculo dos ID cumulativos. Por ser um dado cumulativo, minimiza-se uma

possível influência pontual de objetos específicos em um determinado teste. Portanto,

como visto nos micos, esse procedimento de usar a exploração espontânea

cumulativa dos objetos pode estar contribuindo para reduzir variações/influências

pontuais em termos de preferência/aversão inata por objetos específicos.

Vale ressaltar que ao longo dos testes de REO houve um aumento gradual e

constante em termos da exploração total dos objetos (Figura 4.5). Isso indica que,

mesmo após várias sessões, os animais continuaram a explorar os objetos a cada

teste e que o desempenho positivo observado provavelmente se deve à capacidade

dos sujeitos distinguir o objeto novo do familiar – ou seja, de uma memória de

reconhecimento. Além disso, o tempo de exploração dos objetos na sessão treino e

teste não diferiu, o que também corrobora a ideia de que a motivação para explorar os

objetos permaneceu constante ao longo do procedimento. O desempenho dos

macacos-prego na tarefa também não parece ter sido influenciado pela atividade

locomotora, visto que não houve diferença entre as sessões de treino e teste ou entre
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os diferentes testes de REO (Tabela 3). Por fim, conforme já visto nos micos, os níveis

de exploração inicial dos objetos na fase de treino (Figura 4.6) e os níveis de

locomoção na sessão teste (Figura 4.6) não estavam capazes de prever ou indicar o

desempenho dos animais no teste de REO com sessões cumulativas (ID individual e

cumulativo). No estudo de AQUINO e cols. (2023) também não foi relatado haver uma

correlação entre esses mesmos parâmetros.

Apesar do número de macacos-prego utilizados ser maior que dos micos,

sendo cinco machos e cinco fêmeas, também não foi realizada uma análise por sexo.

AQUINO e cols. (2023) não observaram uma influência significativa do sexo desses

animais em seu desempenho na tarefa de REO.

5.3. Desempenho geral e influência de sessões contínuas no teste de REO

O desenvolvimento de modelos animais de memória do tipo episódica vem

progredindo ao longo dos anos, ajudando a elucidar a natureza dos sistemas neurais

subjacentes à memória episódica em humanos (EACOTT e EASTON, 2010). As

estruturas cerebrais envolvidas na memória de REO em roedores e primatas são o

córtex perirrinal e o lobo temporal medial, que desempenham um papel importante na

formação da memória de reconhecimento (AKKERMAN e cols., 2012a; ANTUNES e

BIALA, 2012). Apesar do hipocampo não desempenhar papel direto na discriminação

das diferentes características de cada objeto, ele possui importante papel na

integração da informação de objeto-contexto na memória episódica (AKKERMAN e

cols., 2012a; CLARKE e cols., 2010).

Considerando que a memória episódica em humanos não requer treinamento

ou aprendizados de regras, uma vez que se trata de uma forma de memória

espontânea e inata, os testes empregados em estudos com modelos animais

deveriam seguir os mesmos requisitos, não havendo treinamento prévio (EACOTT e

EASTON, 2010). Com isso, foi desenvolvida em roedores uma alternativa para
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explorar a memória tipo episódica baseada apenas no comportamento espontâneo

(EACOTT e NORMAN, 2004). Porém, deve se considerar fatores subjacentes que

influenciam o comportamento e o desempenho da memória, que podem afetar

diretamente as medidas de discriminação. Por isso, faz-se necessária a familiarização

dos animais ao procedimento, para evitar viés durante o experimento (AKKERMAN e

cols., 2012a).

Quando as tarefas de REO são executadas com apenas uma tentativa por dia,

existe uma série de limitações. Os animais estão passíveis de estresse devido ao

manuseio e, embora a memória seja esperada através de uma maior exploração do

que é novo, o estresse pode levar a uma preferência por objetos familiares, resultando

em um ruído comportamental significativo (COSTA e cols., 2022; SEEL e cols., 2018).

Uma vez que a memória é determinada pela preferência de um objeto sobre o outro,

com base na experiência passada, essa preferência pode ser direcionada tanto ao

objeto novo quanto familiar por fatores externos, como a ansiedade (ROSS e

EASTON, 2022).

Quando o teste de REO é realizado utilizando a abordagem de sessões

contínuas, é possível aumentar o número de tentativas concluídas por um animal em

um único dia e, ao remover o manuseio dos animais dentro da sessão, minimiza um

dos fatores de estresse e ruído comportamental (CHAN e cols., 2018). Também é

possível reduzir significativamente o número de animais necessários para fornecer o

mesmo poder estatístico que a abordagem tradicional de teste único diário, uma vez

que a variabilidade interindividual é reduzida, devida a análise de dados cumulativos

(SEEL e cols., 2018).

Ao comparar as duas espécies de PNHs usadas no presente estudo, não

foram encontradas diferenças significativas em níveis de discriminação de objetos.

Dessa forma, estatisticamente não parece haver disparidade entre micos e

macacos-prego para execução de tarefas de memória de reconhecimento. Em ambos
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os experimentos, os PNHs reafirmaram o benefício potencial de usar um número

menor de animais em sessões consecutivas, assim como foi avaliado em estudos

semelhantes, usando roedores (AMEEN-ALI e cols. 2012; CHAN e cols., 2018; SEEL

e cols., 2018). Com o uso de testes de reconhecimento espontâneo é possível fazer

comparações mais confiáveis entre as espécies.
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6. CONCLUSÃO

O presente estudo demonstrou a eficácia do uso de uma abordagem com

sessões contínuas no teste de REO em duas espécies de primatas neotropicais. De

fato, os micos-estrela e macacos-prego adultos foram capazes de realizar o teste de

REO com um tempo de familiarização (treino) de 5 min e um intervalo de retenção de

2 min, conduzido em oito testes sequenciais, caracterizando assim o teste de REO

com sessões contínuas. Até então essa forma de aplicar o teste de REO só havia sido

empregada em ratos e camundongos. A demonstração desse teste agora em PNHs

permitirá que se obtenha dados e/ou que se realize estudos diretos que possibilitam

comparar primatas e roedores, favorecendo inclusive uma abordagem mais

translacional para a memória de reconhecimento vista no homem.

Os resultados também corroboram estudos anteriores que demonstraram que a

atividade exploratória espontânea de micos e macacos-prego adultos parece ser uma

boa estratégia para demonstrar a capacidade desses animais em reconhecer objetos

neutros vistos anteriormente no ambiente. Contudo, com os dados obtidos no presente

estudo, ficou evidente que os animais são capazes de realizar mais de um teste por

dia. Vale ressaltar que em ambas as espécies, a motivação dos animais permaneceu

inalterada, pelo menos por oito testes em um curto intervalo de tempo, visto que a

exploração total dos objetos e a locomoção permaneceram constantes entre as

sessões e entre os testes.

Ao comparar os valores de ID individual e ID cumulativo, também ficou evidente

a importância do uso de dados cumulativos para redução da variabilidade (ruído)

comportamental interindividual, podendo ser usado tanto micos como macacos-prego

nesse tipo de abordagem.

Assim, os resultados do presente estudo contribuíram para o estudo sobre a

memória de reconhecimento, considerando que: (1) deu continuidade ao

desenvolvimento de uma abordagem ainda pouco explorada para o estudo desse tipo
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de memória em PNHs; (2) forneceu dados comparativos do desempenho de diferentes

espécies de PNHs (micos-estrela x macacos-prego), que inclusive podem vir a ser

comparados a resultados obtidos com outros modelos animais (PNHs x roedores); e

(3) demonstrou que em PNHs dados cumulativos parecem reduzir a variabilidade

comportamental entre os indivíduos em termos de sua atividade exploratória

espontânea.

Portanto, o uso de sessões contínuas no teste de REO demonstrou ser um

procedimento eficaz para avaliar a memória de reconhecimento em PNHs, gerando

menos variabilidade na atividade exploratória espontânea.
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