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RESUMO

7

A memoria é a habilidade dos seres vivos de adquirir, reter e utilizar informagdes ou
conhecimentos. O beneficio da emogao na memoaria pode ser considerado adaptativo, uma
vez que aumenta as chances de informacoes relevantes estarem disponiveis no futuro.
Dessa forma, eventos com significado emocional serdo memorizados mais facilmente do
que eventos sem conteudo emocional. Além disso, os horménios das gbnadas afetam
permanentemente a organizagao cerebral e uma variedade de comportamentos. Ha indicios
de que os estrégenos modulem o funcionamento cognitivo e intensifiquem a memodria.
Assim sendo, este trabalho prop6s investigar a agdo dos horménios sexuais (estradiol e
progesterona) no desempenho cognitivo de fémeas de macacos-prego em testes de
memoria operacional emocional e verificar se a memoria operacional pode ser facilitada
pelo conteudo emocional do estimulo visual na tarefa de escolha-diferente-do-modelo com
atraso de 8 segundos. Para isso, foi desenvolvido um conjunto de 384 fotografias de faces
de macacos-prego (Cebus spp.) classificadas de acordo com a valéncia emocional em
positivas/agradaveis, negativas/aversivas ou neutras/indiferentes. Cinco fémeas e dois
machos de macacos-prego adultos foram testados utilizando um programa computacional
especifico e com um monitor do tipo tela sensivel ao toque. Figuras geométricas (controles)
e fotos de faces co-especificas foram utilizadas como estimulos. Foi também comparado o
desempenho de quatro fémeas entre duas fases experimentais, sendo uma com
administracao via oral de 0,11 mg/dia de valerato de estradiol e outra durante a flutuacéao
natural do ciclo menstrual, utilizando placebo. Os resultados nado indicaram diferengas
significativas no desempenho dos sujeitos entre as fotos com valéncias positiva, negativa e
neutra. Entretanto, os macacos apresentaram desempenho acima do limite superior da
aleatoriedade para todos os tipos de estimulos, demonstrando assim a sua capacidade de
responder ao teste utilizando fotografias de faces co-especificas como estimulo visual. O
desempenho dos animais no teste foi superior com figuras geométricas quando comparadas
com fotografias faciais de macacos-prego. Quanto ao experimento hormonal, as dosagens
fecais de estradiol mostraram que houve aumento significativo nos niveis fecais de estradiol
na semana de tratamento com valerato de estradiol. Além disso, constatou-se um aumento
significativo nos comportamentos sexuais das fémeas durante a semana com administragéo
exogena de estradiol e correlagdo positiva entre os niveis de estradiol e a duragdo e a
freqUéncia dos comportamentos sexuais. Os resultados do presente estudo nao confirmam
nossa hipétese inicial de que as fémeas de macaco-prego poderiam apresentar um melhor
desempenho no teste DNMS quando os niveis de estrogénio estivessem altos, mesmo para
estimulos com valor emocional, mas corroboram os estudos realizados com macacas

rhesus jovens. Nao foi encontrada correlagao significativa entre os niveis de horménios e o



desempenho nos testes para nenhum dos tipos de estimulo, reforcando a idéia de que o
desempenho das macacas Cebus no teste de memdéria operacional utilizado nao foi sensivel
as alteragdes nos niveis hormonais. Este primeiro estudo demonstra a importancia de se
entender melhor a influencia da expressividade emocional na memdria e indica a possivel
aplicagdo do paradigma adotado neste trabalho na investigagdo da memoria operacional

emocional em primatas ndo-humanos.

Palavras-chave: macaco-prego, Cebus spp.; meméria operacional emocional; faces
emocionais; non-matching-to-sample test; estradiol; progesterona.
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ABSTRACT

Memory is the ability of living beings to acquire, retain and retrieve information or knowledge.
The benefit of emotion on memory can be considered adaptive as it increases the chances
that survival-relevant information will be available in the future. Therefore, emotionally
meaningful events are more easily remembered than events devoid of emotional content.
Moreover, gonadal hormones affect brain organization permanently, as well as a variety of
behaviors. There are indications that estrogens modulate cognitive functioning and intensify
memory. Thus, this research proposes to investigate the role of sexual hormones (estradiol
and progesterone) on the cognitive performance of female capuchin monkeys during
emotional working memory tests and to examine whether working memory can benefit from
the emotional content of visual stimuli in the non-matching-to-sample task with 8 seconds
delay. In this study a pool of 384 pictures of capuchin monkey (Cebus spp.) faces classified
according to the emotional valence (positive/pleasant, negative/unpleasant and
neutral/indifferent) was developed. Five female and two male adult capuchin monkeys were
tested with a computer system and touch screen. Geometric figures (control) and the co-
specific face pictures were used as stimuli. Moreover, four female performances between
two experimental phases, one with the oral administration of 0,11 mg/day of estradiol
valerato and another one during the natural fluctuation of the menstrual cycle, were
compared. The subjects showed a similar performance to positive, negative and neutral
pictures. However, the monkeys performed above the upper confidence limits around
chance to all kinds of stimuli, indicating that they are able to learn the tests that use
emotional faces. Furthermore, the performances of the capuchin monkeys improved when
using the geometric figures as oposed to the co-specific pictures. Concerning the hormonal
experiment, there was a significant increase in the estradiol levels found in the feces during
the week of treatment with estradiol valerato. There was also a statistical increase in the
females’ sexual behaviors during that same week. In addition, a positive correlation was
found between the levels of estradiol and the duration and the frequency of sexual
behaviors. These females’ performances on the DNMS tasks between the treatments
(estradiol x placebo) did not reveal statistical differences for any of the stimuli (geometric,
positive, negative and neutral). These results do not confirm our initial hypothesis that
female capuchin monkeys could present better performances in DNMS test with higher
levels of estrogen, including for emotional value stimuli, although they corroborate the
studies with young rhesus monkeys. No significant correlation between the hormone levels
and the performance in the tests for any of the stimulus types was found, granting the idea
that the performance of the Cebus females in the working memory test used was not
sensitive to the hormonal levels alterations. This preliminary study provides relevant
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information concerning the understanding of the influences of emotional expressiveness on
memory and indicates the possible usefulness of applying the paradigm adopted by it in the

investigation of emotional working memory in non-human primates.

Keywords: monkeys, Cebus spp.; emotional working memory; emotional faces; non-
matching-to-sample test; estradiol; progesterone.
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1. INTRODUCAO

1.1. COGNICAO E MEMORIA

A Cognigéo inclui a percepgéo, o aprendizado, a memoéria e a tomada de
decisbGes. Em sintese, todas as formas nas quais os animais recebem informagdes sobre o
mundo através dos sentidos, as processam, as retém e decidem a acdo (Shettleworth,
2001).

7

A memoria é a habilidade dos seres vivos de adquirir, reter e utilizar
informagdes ou conhecimentos (Tulving, 1987). Segundo Baddeley (1999), a memoria
humana consiste num sistema de armazenamento e de recuperacao da informacao que é
obtida através dos sentidos, os quais influem de alguma maneira no que é lembrado, pois a
memoria € um registro permanente das percepcées. A memaoria compreende um conjunto
de habilidades mediadas por diferentes mddulos do sistema nervoso que funcionam de
forma independente, porém cooperativa (ver Xavier, 1993). O processamento nestes
modulos ocorre de forma paralela e distribuida, permitindo que um grande numero de
unidades de processamento influencie outras em qualquer momento e que uma grande

quantidade de informacao seja processada concomitantemente.

O estabelecimento de correlagdes entre os diferentes tipos e sistemas de
memoria e modulos do sistema nervoso comegou com observagbes de pacientes com
danos cerebrais identificaAveis que apresentavam déficits especificos de memobria.
Atualmente, a utilizagao das técnicas de neuroimagem, incluindo a tomografia por emissao
de pésitrons (PET) e ressonancia magnética (MRI) e de registro de potenciais evocados
(ERP), permite investigar unidades funcionais de meméria em individuos normais durante o
desempenho de tarefas que envolvem um ou mais sistemas de meméria. Além disso, a
utilizacdo de modelos animais vem possibilitando identificar estruturas e conexdes cerebrais
que, quando seletivamente danificadas, produzem alteragdes no funcionamento normal dos

diferentes tipos de meméria.

De acordo com Tomaz (1993), a memorizagédo ocorre em diferentes estagios.
O primeiro consiste na aquisigao da informagéao que chega por meio dos sentidos (audigao,
visdo, tato, olfato, gustacdo) com a apresentacdo do estimulo. Essa informacdo é
processada pelos sistemas sensoriais € € armazenada no sistema de curto prazo. Para que
a informacao seja retida é necessaria sua transmissdo para um sistema de memaéria mais
estavel, de longo prazo, por meio de um processo denominado consolidagdo. A
recuperacao da informacao é chamada de evocacéao, sendo a ultima etapa na formacao de

memoria e que, por sua vez, desencadeia as respostas comportamentais.



1.1.1. Classificacdo da Memoria e Estruturas Neurais Relacionadas

Memodria

Filogenética Ontogenética
Curto Prazo Longo Prazo Operacional
Declarativa N&ao-Declarativa
ou Explicita ou Implicita
Episodica Semanti Habitos e Condicionamento
emantica Habilidades Classico

Figura 1. Esquema de classificacdo da memdéria em classes (filogenética e ontogenética), sistemas
(curto prazo, longo prazo e operacional) e tipos (declarativa e ndo-declarativa).

1.1.1.1. Classes de Memoria

A partir de analises etoldgicas e neurobiolégicas do comportamento pode-se
considerar duas classes distintas de meméria: a filogenética e a ontogenética (Tomaz &
Costa, 2001). A memoria filogenética esta presente em todos os seres vivos e diz respeito a
informagcdo acumulada geneticamente ao longo da evolucdo. Essa memdria é responsavel
pela manutengao de informagbes fundamentais para a sobrevivéncia de uma espécie em
seu habitat. A memodria filogenética possui representacdo nos sistemas sensoriais primarios

e neocorticais motores (Fuster, 1995).
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A meméria ontogenética € adquirida pelo individuo por meio de suas
experiéncias cotidianas com o processo de aprendizagem e nao ¢é transferida
geneticamenteas futuras geracdes (Tomaz & Costa, 2001).

1.1.1.2. Sistemas de Memoria

Com relagao a dimenséao temporal, podem-se distinguir as memérias de curta
duragdo, de duracado intermediaria e de longa duragdo. A contribuicdo relativa de cada
regido cerebral parece depender da natureza da informagéo processada.



A memoria operacional refere-se ao arquivamento temporario de informagao
para o desempenho de tarefas cognitivas. Embora ela tenha sido usualmente identificada
como memoria de curta duragao, esta ultima mostrou-se simplificada para lidar com os tipos
de retencdo de informacado por curtos periodos na realizacdo de testes experimentais.
Assim, desenvolveu-se o conceito de memoéria operacional como um sistema de capacidade
limitada e com multiplos componentes (Baddeley, 1992), que compreende um sistema de
controle de atengdo, o “executivo central”, auxiliado por dois sistemas de suporte
responsaveis pelo arquivamento temporario e manipulagéao de informacdes, um de natureza
visuo-espacial e outro de natureza fonolégica. Dessa forma, a memaria operacional é um
tipo de meméaria transitéria capaz de manter informacgdes por periodos variaveis em fungao
da utilidade da informag&o. Esse sistema tem acesso aos objetivos de processamento, aos
planos de acdo e as informagdes armazenadas nos sistemas de curto e de longo prazo,
possuindo, portanto, uma fungao integradora.

Esse tipo de meméria parece depender particularmente da atividade do lobo
frontal e do hipocampo. Um estudo utilizando ressonancia magnética funcional (fMRI)
demonstrou que nos testes de escolha-de-acordo-com-modelo com atraso (DMS) e de
escolha-diferente-do-modelo com atraso (DNMS) houve grande ativagao do lado direito do
hipocampo durante a fase de codificagdo (Monk et al., 2002).

1.1.1.3. Tipos de Memodria

Apesar de aceita a proposta da existéncia de diferentes mddulos de memoria,
ha discrepancia quanto a quantidade de tipos existente e a relacao entre eles (Ver Figura
1). Squire e Zola-Morgan (1991) propuseram a divisdo da memdria de longa duragcao em
memoria declarativa (ou explicita) e memoria ndo-declarativa (processual ou implicita). De
acordo com estes autores, a memoria declarativa refere-se a retencao de experiéncias do
passado e pode ser subdividida em meméria para fatos (ou semantica) e para eventos (ou
episodica). Essa meméria depende das estruturas do lobo temporal medial e do diencéfalo.

A memoria ndo-declarativa é adquirida gradualmente ao longo de diversas
experiéncias e pode ser evidenciada apenas através do desempenho, ndo havendo
possibilidade de acesso consciente ao seu conteudo. Essa meméria € subdividida em: 1)
habilidade e habitos, dependente do estriado; 2) pré-ativagao, relacionada ao neocortex; 3)
condicionamento classico simples, que depende da amigdala nas respostas emocionais e
do cerebelo nas respostas da musculatura esquelética; e 4) aprendizagem nao associativa,
incluindo habituagéo e sensibilizagéo, relacionada a atividade das vias reflexas.

Assim, os tracos de memoria ndo estdo restritos a uma Unica estrutura do
sistema nervoso. Diferentes regides do cérebro processam, simultaneamente, estimulos do

ambiente interno e externo (Squire & Zola-Morgan, 1991). Tomaz e Costa (2001)
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argumentam que a consolidagdo da informacao parece ser mediada por estruturas do lobo
temporal, incluindo o hipocampo, a amigdala, o cértex entorrinal e o giro parahipocampal
(Fig. 2). Squire e Zola-Morgan (1996) tém descrito cada uma dessas estruturas. A formagao
hipocampal consiste em dois componentes: regidao hipocampal e cortex entorrinal. A regido
hipocampal é formada por células do préprio hipocampo, pelo giro denteado e pelo
complexo subicular. O cortex entorrinal, por sua vez, é a maior fonte de projecdes corticais
para a regido hipocampal e recebe cerca de dois tercos do input cortical, provenientes dos
cortices perirrinal e parahipocampal adjacentes, além de inervagdes diretas do bulbo
olfatério, dos cortices érbito-frontal, insular e cingulado e do giro temporal superior.

A amigdala também apresenta um importante papel na meméria. Essa
estrutura, composta por um complexo de nucleos, localiza-se em posi¢ao rostral ao
hipocampo no lobo temporal medial. O nucleo basolateral, um dos componentes do
complexo amidaldide, é reconhecido como modulador emocional da meméria. Esse nucleo
emite projecdes para o hipocampo e cortex entorrinal, duas das regides corticais que
participam do processo de consolidagdo da memdéria declarativa (McGaugh, 2000;
McGaugh, 2004). Varios estudos realizados em humanos (Adolphs et al., 1997; Adolphs et
al., 1999; Cahill & McGaugh, 1995; Cahill et al., 2001; Dolcos et al., 2005; Frank & Tomaz,
2003a; Frank & Tomaz, 2003b; Hamann et al,, 1999) e em modelos animais (McGaugh,
2004; Tomaz et al., 2003) tém relacionado a amigdala com os processos de modulagéo da
memoria, especificamente com a facilitacdo da meméria produzida por um estado de

ativacdo emocional.
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Figura 2. Principais componentes do sistema limbico no lobo temporal. Vista medial e inferior de um
hemisfério cerebral. Retirado do site: http://www.psiquiatriageral.com.br/cerebro/emocoes.htm




1.1.1.4. Testes para avaliacao da memdria operacional

Um teste tradicionalmente utilizado para avaliar o sistema de memoria
operacional em humanos e primatas ndo humanos é o teste de escolha-de-acordo-com-o-
modelo com atraso (Delayed matching-to-sample, DMS) e a variacao escolha-diferente-do-
modelo com atraso (Delayed non-matching-to-sample, DNMS). Sao testes de memdria de
reconhecimento visual dependente dos lobos frontal e temporal (Mishkin, 1990). Estes
testes consistem na apresentagdo de um estimulo (modelo) durante um intervalo fixo e
apds um retardo (atraso) sao apresentados dois estimulos, sendo um deles igual ao
previamente apresentado (modelo) e outro diferente. No DMS, a escolha correta seria o
modelo, enquanto no DNMS o sujeito deve escolher o estimulo novo, diferente do modelo.
Por ser o teste utilizado no presente estudo, o0 DNMS serd melhor explicado na sesséao de
métodos.

Outro teste utilizado para investigar a meméria operacional é o teste de
discriminacao sequencial concorrente (Concurrent discrimination learning, CDL). Neste teste
sao apresentados, sequencialmente, pares de estimulos, sendo apenas um estimulo do par
a resposta certa. O sujeito deve aprender e memorizar qual estimulo de cada par
corresponde ao acerto. O teste CDL também é utilizado para sujeitos humanos e primatas

nao-humanos.

1.1. EMOCAO E COGNICAO

As emogdes consistem em padrdes de respostas fisiolégicas e
comportamentos tipicos de cada espécie (Carlson, 2001). Elas representam um complexo
estado psicolégico e fisiolégico que permite ao organismo perceber se o0s eventos
ambientais sdo favoraveis ou desagradaveis. O sucesso reprodutivo do individuo depende
da habilidade de encontrar rapidamente situacbes potencialmente perigosas no meio
ambiente (Georgiou et al., 2005) e responder adequadamente nessas situagdes. Assim, a
capacidade de qualificar as situagdes ambientais é um produto da selecdo natural,
tornando-se um evento de extrema importancia ao longo da evolugdo. Nessa perspectiva, 0
beneficio da emocédo na meméria pode ser considerado adaptativo, uma vez que aumenta
as chances de informacdes relevantes estarem disponiveis no futuro (Dolan, 2002). Dessa
forma, eventos com significado emocional serdo memorizados mais facilmente do que

eventos sem contelildo emocional.



As respostas emocionais consistem de trés tipos de componentes:
comportamental, autonémico e hormonal (Carlson, 2001). Segundo Dolan (2002), ao
contrario da maioria dos estados psicolégicos, as emogdes sao incorporadas e
manifestadas em padrdes de expressdao facial perceptiveis e estereotipados,
comportamentos e estimulagdo autbnoma, sendo menos suscetiveis as intengbes que
outros estados psicologicos. Além disso, as emocdes tém efeito global sobre todos os
aspectos cognitivos. As expressdes faciais de emocdo tém papel importante na
comunicacdo das necessidades e intencbes das pessoas (Darwin, 1872). Os humanos
aprendem a detectar o significado de faces emocionais, podendo, por exemplo, evitar
interacdes sociais indesejaveis (Calvo & Esteves, 2005).

As emogOes podem ser definidas com base em duas dimensdes primarias:
intesidade (continuo que varia entre calmo e excitado) e valéncia (agradavel/positiva, neutra

e desagradavel/negativa) (Hamann, 2003).

Uma perspectiva evolucionaria da emogao sugere que eventos ambientais
com valor emocional devem ter o processamento preferencial da percepg¢do, com aumento
na atencado. A influéncia da emoc¢ao na atencao pode ser estudada em testes classicos de
procura visual e de orientacao espacial. Em humanos, nos testes de procura visual, o tempo
necessario para encontrar um alvo especifico aumenta em propor¢ao direta com o nimero
de objetos irrelevantes utilizados para distrair o sujeito. Entretanto, para estimulos
emocionais ocorre uma detec¢do mais rapida do alvo para faces com expressdes positivas
ou negativas, ou para cobras e aranhas, apresentando uma maior ativagéo da atencao nos
estimulos de medo relevantes (Ohman et al., 2001). Um efeito similar ocorreu nos testes de
orientacdo espacial, quando respostas mais rapidas se correlacionaram a alvos que
apareciam no mesmo lado de uma dica emocional (e.g., faces, aranhas, palavras
ameacadoras) e respostas mais lentas quando o alvo aparecia do lado oposto (Armony &
Dolan, 2002).

A série de emocgdes a qual um animal é suscetivel reflete a complexidade de
seu nicho adaptativo. Nos primatas superiores (macacos e grandes primatas),
particularmente nos humanos, isso envolve demandas de contexto fisico, sociocultural e
interpessoal (Dolan, 2002). As interacGes sociais usualmente ocorrem por meio de
mecanismos de comunicagao (sinais e exibicdes) que sado trocados entre dois ou mais
individuos. Alguns sinais ajudam o receptor a predizer o comportamento subseqlente do
sinalizador e responder apropriadamente (Preuschoft, 2000). Sinais de comunicagao
apresentam-se de varias maneiras e podem ser expressos através dos modos visual, vocal,

tatil e olfativo (Fragaszy et al., 2004).

Faces sao dicas particularmente fortes para expressar informacgdes

emocionais e tem sido proposto que a amigdala participa desse reconhecimento de
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emocoes nas expressdes faciais (Adolphs & Tranel, 2003; Hamann et al., 1996), mais
especificamente as expressdes negativas, incluindo o medo e a tristeza (Adolphs & Tranel,
2004). Na maioria dos estudos com humanos, faces emocionais (com valéncias positivas e
negativas) sdo mais facilmente recordadas que faces neutras (Abrisqueta-Gomez et al.,
2002; Calvo & Esteves, 2005; Dolcos et al., 2005; Sergerie et al., 2005). Em alguns estudos,
o desempenho na memorizacdo de faces com valéncias negativas foi melhor do que com
faces positivas e neutras (Comblain et al., 2004; Johansson et al. 2004). O valor evolutivo
dos eventos negativos que indicam “perigo” pode ser uma explicacdo para essa melhor
memoria. Além disso, normalmente o alerta/ativagao produzido pelas valécias negativas é

maior do que a das valéncias positivas, o que pode resultar no melhor desempenho.

A expressdao emocional pode facilitar um ou mais estagios da memoria,
incluindo a criacdo de novos tracos de memoria (codificacdo), a estabilizagcdo e
permanéncia desses tragos (consolidagdo e armazenamento) e o acesso final aos tragos
armazenados (evocacao). A amigdala parece regular o componente afetivo da memdria
através da modulagédo da atividade hipocampal via interagdo com o cortex pré-frontal e
demais regides corticais que tém demonstrado papel significativo na meméria emocional
(Dolan, 2002; Gray et al., 2002; Perlstein et al., 2002; Johansson et al., 2004). A maioria
dessas pesquisas considera apenas a fase inicial da memdria (codificacao). Utilizando a
técnica de ressonancia magnética funcional (fMRI) em sujeitos humanos, Dolcos e
colaboradores (2005) demonstraram grande ativacdo da amigdala, cértex entorrinal e
hipocampo durante o processo de evocacdo de imagens faciais memorizadas um ano

antes.

Nishijo e colaboradores (2003) analisaram as respostas neuronais da
amigdala de macacos japoneses (Macaca fuscata) durante a discriminacao de expressdes
faciais e discriminacdo de varios estimulos recompensadores e aversivos, como comida e
objetos associados a choques elétricos. Os resultados desse estudo indicaram aumento
preferencial da atividade de alguns neur6nios da amigdala em resposta a expressoes faciais
humanas (fotografias). Além disso, expressdes faciais de uma pessoa familiar ao macaco
tiveram maiores representagdes discriminadas do que aquelas de pessoas ndo familiares.
Um outro grupamento de neurbnios amigdaldides respondeu a varios objetos
biologicamente importantes, incluindo comida, recompensa e pessoas reais, e exibiu
modulagéo das respostas a objetos em diferentes situacdes e das pessoas quando estas se
aproximavam ou se afastavam dos macacos. Esses resultados sugerem a existéncia de
pelo menos duas classes de neurbnios amigdaléides: uma que estaria envolvida em
processos independentes do préprio estado emocional do animal, como reconhecimento de
expressoes faciais e deducdo do estado emocional de outro individuo e a segunda que



estaria envolvida com a avaliagédo de todos os estimulos emocionais baseados no préprio

estado emocional interno (Nishijo et al., 2003).

As relagbes entre emogao e cognicao sdo de extrema importancia. Acredita-
se que essas interacbes sejam nao-especificas, isto €, os estados emocionais favoraveis ou
desagradaveis causam impacto difuso na cognicdo. Estudos tém utilizado fMRI para
investigar se estados emocionais podem seletivamente influenciar a atividade neural em
areas cerebrais especificas como os cértices orbitofrontal (Perlstein et al., 2002) e préfrontal
lateral (Gray et al., 2002; Perlstein et al., 2002; Sergerie et al., 2005) como evidéncia da
integragao entre emogao e cognigao.

Um estudo da atividade elétrica no cortex pré-frontal de macacos rhesus
indicou neurdnios seletivos para faces no cortex pré-frontal durante a visualizagéo de faces

coespecificas e desempenho em testes de meméria operacional (O Scalaidhe et al., 1999).

Os resultados dos testes de meméria operacional com indugdo de estados
emocionais em humanos realizados por Gray e colaboradores (2002) indicaram que as
emocgoes e cognicdo superior podem estar integradas, ou seja, em algum momento do
processamento a especializacdo € perdida e a cogni¢cdo e a emocgao contribuem, conjunta e

igualmente, para o controle do pensamento e do comportamento.

Estudos anatémicos indicam que o coértex orbitofrontal € extensamente
interconectado com a amigdala, o estriado ventral, o hipotadlamo e outras areas implicadas
no processamento emocional (Cavada et al., 2000 apud Perlstein et al., 2002; Ongir &
Price, 2000 apud Perlstein et al., 2002).

1.3. HORMONIOS SEXUAIS

1.3.1. Ciclos

1.3.1.1. Ciclo estral

O ciclo estral ocorre em todos os mamiferos ndo primatas e alguns primatas
e se caracteriza por ndo apresentar a menstruacdo. Em ratas, sua duragdo tem em média 4
a 5 dias, durante todo o ano. Apesar de nao apresentar sangramento vaginal, os
mecanismos enddcrinos que se envolvem nesse processo se assemelham muito aos do
ciclo menstrual. O Ciclo estral se apresenta dividido em quatro periodos: proestro, estro
(cio), metaestro e diestro.



No proestro observa-se um aumento gradativo da parede do utero. No inicio
dessa fase os niveis de progesterona sao baixos e crescentes até atingir um pico no final da
fase. Os niveis de estradiol atingem seu pico também nessa fase. No estro, ocorre a
ovulagéo e a fémea fica receptiva ao macho. Caso ndo ocorra a fecundacéo, forma-se um
pequeno corpo luteo na fase de metaestro, que regride na fase de diestro. A concentragao
de progesterona é alta no metaestro, e diminui na fase de diestro. O estradiol, de modo
geral, mantem-se em niveis considerados baixos e quase constantes durante o metaestro e

diestro.

1.3.1.2. Ciclo menstrual

O ciclo menstrual humano tem aproximadamente 28 dias (Fig. 3). Durante os
primeiros dias, logo apdés a menstruagdo, verifica-se aumento leve a moderado nas
concentragdes dos horménios gonadotrdpicos da adeno-hipéfise (hormbnio luteinizante - LH
e horménio foliculo estimulante - FSH). Esses hormoénios determinam o inicio do
crescimento de novos foliculos nos ovarios. Essa etapa, a fase folicular, apresenta niveis
crescentes de estradiol, de acordo com o desenvolvimento dos foliculos, chegando a um
pico no final da fase, poucos dias antes da ovulagdo. Um dos foliculos torna-se maduro e
ocorre a ovulagcao cerca de um dia depois dos picos de LH e FSH, mais ou menos no 14°
dia. Nessa fase os niveis de progesterona sdo baixos e comegam a ter um pequeno

aumento cerca de dois dias antes da ovulagao.
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Figura 3. Ciclo menstrual humano. Imagem digitalizada a partir de Guyton, 1992.
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Apéds a ovulagdo, as células secretoras do foliculo transformam-se no corpo
lteo, que secreta grandes quantidades dos horménios ovarianos estrogénio e
progesterona. Essa fase do ciclo feminino é denominada litea e apresenta altas
concentracoes de estradiol e progesterona e baixos niveis de LH e FSH. Depois de 2
semanas 0 corpo luteo degenera, e, em consequéncia, os hormonios estradiol e
progesterona diminuem acentuadamente e comeca a mentruacgao. Inicia-se, entdo, um novo

ciclo.

1.3.2. A influéncia dos horménios sexuais na cognicao

Os hormoénios esterdides secretados pelos ovarios podem agir no sistema
nervoso central (SNC), principalmente nas areas talamicas e hipotalamicas, para regular
funcdes enddcrinas e comportamentos relacionados ao sexo (Maggi & Perez, 1985). Estas
acoes incluem: regulagdo da secregcdo de hormoénios hipofisarios, estimulacdo do
endométrio, manutencdo da gestacdo, promocao da funcdo mamaria e, em algumas
espécies, ativacao dos comportamentos sexuais e maternais. Além disso, os estrégenos e a
progesterona parecem participar também no controle das &reas motoras e limbicas,
afetando aspectos da fisiologia e comportamentos que nao séo tipicamente considerados
reprodutivos. O fato de que sdo encontrados receptores para estrégenos e progesterona em
numerosas estruturas cerebrais extra-hipotalamicas tem colaborado para um aumento nos
estudos sobre a regulacdo hormonal de fungdes cerebrais ndo relacionadas ao controle

enddcrino ou ao comportamento sexual.

Existem evidéncias de que as diferencas sexuais na cognicdo sao
controladas por fatores hormonais (Halpern, 1992). Os hormdnios das gbnadas afetam
permanentemente a organizacao cerebral e uma variedade de comportamentos dimorficos
reprodutivos e nao reprodutivos (Goy & McEwen, 1980). Estes hormdnios exercem uma
influéncia modulatéria ou ativacional em padrdes cerebrais previamente organizados em
adultos (Arnold & Gorski, 1984), incluindo alguns efeitos em fungdes cognitivas (Williams &
Meck, 1991). Geralmente tem sido observado que os homens apresentam facilidade nas
habilidades visuo-espaciais e matematicas enquanto as mulheres demonstram vantagens
nas habilidades verbais, na velocidade da percepg¢édo e na coordenagdo motora fina (Epting
& Overman, 1998; Halari et al., 2005; Halpern, 1992).

O papel dos hormoénios esteréides sexuais no funcionamento
neuropsicolégico, principalmente a possibilidade de que os estrdgenos intensifiquem a
memoria, tem sido abordado em varios estudos. Grande parte desse interesse pelos
horménios sexuais se deve as informagbes recentes de que a Terapia de Reposicao de
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Estrogénio (TRE) pode diminuir o risco da doenga de Alzheimer e o declinio de memoria
decorrente do envelhecimento (ver revisdo em Cholerton et al., 2002).

A deficiéncia de estrogénio em mulheres jovens apds a ovariectomia
(Sherwin, 1988) ou a supressao temporaria da fungdo ovariana (Sherwin & Tulandi, 1996)
resulta em déficit na memoria verbal que pode ser revertido pela TRE. Além disso, acredita-
se também que a deficiéncia de estrogénio na menopausa possa estar associada ao
agravamento do declinio cognitivo relacionado a idade (Halbreich et al., 1995) e que alguns
desses efeitos possam ser reduzidos ou até revertidos pela TRE (Miller et al., 2002;
Sherwin, 1997; Resnick et al., 1997). O tratamento com estrogénios tem maior efeito de
protecdo da memoria quando iniciado imediatamente ap6s a ovariectomia em mulheres pré-
menopausa ou logo apds cessar o ciclo menstrual na menopausa (Sherwin, 2006). Estudos
sugerem que a TRE pode também reduzir o risco de uma mulher desenvolver o mal de
Alzheimer (Henderson, 1997), embora a terapia nao previna o declinio cognitivo em
mulheres que ja possuam a doenca (Mulnard et al., 2000). Segundo Marriot e Wenk (2004)
a administragdo continua e a longo prazo de estrogénios (simples ou combinados com
progestinas) pode levar a efeitos deletérios na fungdo enddcrina e imune, tendo como
consequiéncia negativa o agravamento de doencas neuroinflamatérias existentes (por ex.:
Alzheimer). De acordo com estes autores, tais efeitos poderiam ser mitigados utilizando-se
uma terapia que imitasse o ciclo natural de flutuacdo hormonal de uma mulher jovem.

Na maioria das espécies de mamiferos estudadas pode-se encontrar uma
grande quantidade de sitios de receptores especificos para estrégenos nas areas pre-Optica
(nacleos pre-Opticos mediais e intersticiais, estria terminal), hipotalamica (nucleos
infundibulares, ventromediais e pré-mamilares-ventrais) e amigdaléide (nucleos mediais,
corticais e basais) (Keefer & Stumpf, 1975). Estudos mais recentes tém identificado
receptores de estrégenos em numerosos sitios cerebrais, incluindo o hipocampo, a
amigdala, o cortex cerebral, 0 mesencéfalo, o tronco cerebral, a hipéfise, o prosencéfalo
basal, a area prée-optica e o hipotdlamo (Blurton-Jones et al., 1999; Gundlah et al., 2000;
McEwen, 2001).

Ja os receptores de progesterona parecem estar espalhados pelo cérebro.
Proteinas que se ligam especificamente a esse hormdnio podem ser encontradas no cortex,
habénula, area postrema, hipotalamo, lamina terminal, bulbo olfatério, hipocampo, nuicleo
caudado e cerebelo (MacLusky et al., 1980; Moguilewsky & Raynaud, 1979; Umberkoman-
Wiita & Kumar, 1979). Embora a progesterona afete o humor (Buckwalker et al., 1999), os
efeitos potenciais desse horménio na cognicao ainda precisam ser estabelecidos. Como os
estrogenos induzem alteragdes no Utero, eles séo normalmente administrados combinados
a uma droga que exiba atividade similar a progesterona. No cérebro, a progesterona pode
aumentar ou se opor a acao dos estrégenos, dependendo do processo fisiolégico (Foy et
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al., 2000). Assim, ainda sdo necessarios estudos para determinar se os efeitos benéficos
dos estrégenos na cogni¢do sao, de fato, influenciados pela progesterona e, caso positivo,

COmo isso ocorre.

Estudos sobre os efeitos de estrogénios no cérebro tém elucidado alguns
mecanismos pelos quais esses horménios podem afetar a cognicdo. Como citado
anteriormente, os receptores de estrogénio estdo localizados em regides nao-reprodutivas
do cérebro, como hipocampo, cértex cerebral e amigdala, que estao criticamente envolvidas
nos processos de memoria (Tomaz & Costa, 2001). Varios trabalhos indicam que o estradiol
€ capaz de alterar a morfologia e a fisiologia do cérebro em regides importantes para os
processos de memoria (Brinton et al., 2000; Cordoba-Montoya & Carrer, 1997; Gibbs, 1998;
Green & Simpkins, 2000; Tanapat et al., 1999; Woolley, 1998).

O mecanismo preciso pelo qual os estrogénios influenciam a meméria ainda
nao esta definitivamente esclarecido, mas existem razdes para acreditar que o hipocampo e
o lobo parietal inferior podem mediar esse efeito (Maki et al., 2002). Dados de estudos
utilizando modelos animais sugerem que estrogenos podem modificar o nUmero e a eficacia
de sinapses no hipocampo (Adams & Morrison, 2003; Woolley & McEwen, 1992; Woolley et
al. 1997), o que pode implicar em efeitos na memdria de mulheres. Em ratos, Good e
colaboradores (1999) demonstraram que as alteragdes ciclicas dos niveis enddégenos de
estrégenos modulam a indugao de potenciagao de longa duragéo (LTP) e de depresséao de
longa duracado (LTD) na regido CA1 do hipocampo. Altos niveis de estrégenos resultam na
indugédo e manutengao de LTP e impedem a indugéo de LTD (Good et al., 1999). Segundo o
modelo de Daniel e Dohanich (2001), os estrogenos estimulam a sintese e a liberacédo de
acetilcolina, que, por sua vez inibe a liberacdo de acido gama aminobutirico (GABA) no
hipocampo. Essa inibicdo do GABA libera para excitagdo os principais neurdnios do
hipocampo, levando ao aumento da atividade bioeletrogénica, a proliferagcédo de receptores
para glutamato e a conseqlente expansao dos contatos sinapticos com outros neurdnios
(Dohanich, 2003).

Além desses efeitos no hipocampo, a ovariectomia reduz a densidade de
axoénios no cortex pré-frontal, enquanto a reposicao de estrégenos e progesterona promove
a sua restauracao (Kritzer & Kohama, 1998; Kritzer & Kohama, 1999). A integridade do
cortex pré-frontal é critica para as fungdes executivas, uma vez que seu complexo circuito
neural consolida informagdes das conexdes corticais, subcorticais e limbicas. A deplecao
experimental da dopamina pré-frontal em macacos rhesus e a degeneragdo de neurbnios
dopaminérgicos, que conectam a substancia negra com o ndcleo caudado, em portadores
da doenca de Parkinson estdo associadas a déficits na memoria operacional (Brown &
Marsden, 1988; Gotham et al., 1988). Estudos com neuroimagem funcional indicam
alteragbes dependentes de horménios no funcionamento do lobo frontal. Mulheres na
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menopausa tratadas por 21 dias com estrégenos conjugados de eqliinos apresentaram uma
maior ativacdo no giro frontal superior durante um teste de memoria operacional verbal
avaliado por ressonancia magnética funcional (fMRI) (Shaywitz et al, 1999). Segundo
resultados obtidos por Keenan e colaboradores (2001), o cértex pré-frontal com seu circuito
neural pode ser o sitio primério do efeito dos estrogénios no cérebro.

Se os estrogénios modulam o funcionamento cognitivo, as flutuagdes naturais
dos seus niveis durante o ciclo menstrual normal podem estar associadas a variagdes no
desempenho cognitivo em determinados testes. Alguns aspectos do comportamento e das
fungbes neurais em ratas sdo influenciados pelas mudangas hormonais durante o ciclo
estral ou apds a ovariectomia e a administracdo de horménios ovarianos (Diaz-Véliz et al.,
1997). Estudos comportamentais tém mostrado que o desempenho no teste de esquiva
ativa € melhor no diestro, mas piora no estro (Diaz-Véliz et al., 1989). Além disso, a
ovariectomia facilita o condicionamento de esquiva, enquanto a administragao sistémica de
uma simples dose de estradiol benzoato prejudica esse aprendizado (Diaz-Véliz et al., 1991;
Goodman et al., 2004).

Diversos estudos em mulheres tém demonstrado que, durante as fases pré-
ovulatéria e lutea do ciclo menstrual, quando os niveis de estrogénio estédo altos, a fluéncia
verbal e as habilidades motoras manuais estdo melhores, ja as habilidades espaciais estdo
deficitarias. Durante a menstruagdo, quando os niveis de estrogénios estdo baixos, as
habilidades espaciais aumentam, enquanto as verbais e manuais diminuem (Broverman et
al., 1981; Hampson, 1990; Hausmann et al,, 2000; Komnenich et al., 1978; Silverman &
Phillips, 1993). Entretanto, resultados mostrando mudangas cognitivas ao longo do ciclo
menstrual ndo tém sido consistentemente confirmados (Epting & Overman, 1998; Halari et
al., 2005). O uso de métodos diferentes entre os estudos, a utilizagdo de testes
diferencialmente sensiveis as variagbes hormonais, além da falta de precisdo para
identificar a fase do ciclo podem explicar, pelo menos em parte, as discrepancias na
literatura.

Lacreuse e colaboradores (2001) investigaram as flutuagdes na memaria de
reconhecimento espacial ao longo do ciclo menstrual em fémeas de macacos rhesus. As
macacas apresentaram melhor meméria espacial durante as fases folicular e litea, mas o
desempenho no teste de memoria operacional escolha-de-acordo-com-0-modelo com
atraso (DMS) nao apresentou flutuagdes ao longo do ciclo. Esse estudo foi o primeiro na
literatura a investigar se o desempenho cognitivo flutua ao longo do ciclo menstrual em

primatas ndo-humanos.

Para examinar os efeitos dos estrégenos na cognigao, Lacreuse & Herndon
(2003) testaram fémeas de macaco rhesus ovariectomizadas tratadas com etinil estradiol
(EE;) e placebo. Foram utilizados quatro testes: DMS e trés versdes (facial, objeto e
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espacial) do teste de reconhecimento espacial com atraso (Spatial-delayed recognition span
test - DRST). As macacas apresentaram um déficit no desempenho quando tratadas com
EE. apenas para testes usando faces de macacos rhesus como estimulos, sugerindo que o
EE, causou um efeito prejudicial no processamento de faces co-especificas. Segundo os
autores, o estradiol pode elevar a sensibilidade para categorias especificas de estimulo
visual que tenham um alto significado emocional para a fémea de macaco rhesus. Por
exemplo, o estradiol pode fazer com que a macaca evite um estimulo aversivo (e.g. faces
ameacadoras), reduzindo o numero de respostas corretas, ou que ela responda sem
precisdo para faces de interesse particular (e.g. filhotes). Assim, o conteido emocional do
estimulo pode ter influenciado as respostas.

Outros estudos utilizando fémeas ovariectomizadas de macacos rhesus
indicam que a atencao visuo-espacial € sensivel aos niveis de estrogeno em fémeas jovens,
mas multiplos dominios cognitivos sdo sensiveis aos estrogénios em macacas de meia
idade (Tinkler & Voytko, 2005). Rapp e colaboradores (2003), estudando fémeas
ovariectomizadas de rhesus de meia idade (22 anos, que, em termos de idade, podem ser
comparadas a mulheres entre 55 e 65 anos), demonstraram que os niveis de hormonios
ovarianos regulam o envelhecimento cognitivo nas macacas com menopausa cirurgica. O
tratamento com estrégenos reverte o déficit cognitivo relacionado a idade em um tipo de
teste de memoria operacional espacial, mas apenas uma melhora modesta foi encontrada

no teste DNMS, que também avalia a memdéria operacional (Rapp et al., 2003).

Em conjunto, esses estudos sugerem que a capacidade de memoria de
macacas jovens nao foi sensivel a ovariectomia ou a reposicdo de estrogénios. Em
contraste, a atencao visuo-espacial e o processamento de faces podem ser afetados pela
auséncia de estrogénios ou pela sua reposicdo. Portanto, nesses trabalhos utilizando
fémeas ovariectomizadas de macacos rhesus, alguns aspectos da cogni¢ao flutuam com o
ciclo menstrual, mas a ovariectomia e a reposicdo de estrébgeno apresentam efeitos
modestos na funcdo cognitiva. Primatas n&o-humanos, por estarem entre roedores e
humanos, constituem um modelo valioso para o entendimento das agbes hormonais no
cérebro e na cogni¢cdo, bem como para o desenvolvimento de intervengdes hormonais

efetivas contra o envelhecimento cognitivo (Lacreuse, 2006).

1.4. PRIMATAS NAO-HUMANOS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Primatas ndo-humanos possuem similaridades com humanos em
praticamente todos os aspectos de sua anatomia, endocrinologia, fisiologia e por isso séo
modelos apropriados para um grande numero de disciplinas (King et al., 1988). Em termos
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de comportamento, as similaridades abrangem padrées de agéo inatos, como movimentos
corporais e sinais de comunicacao, bem como taticas comportamentais altamente flexiveis e
engenhosas estratégias para a solugdo de problemas (Preuschoft, 2000). Em geral, a
ordem primata € bastante diversa em praticamente todas as caracteristicas
comportamentais. Esse fato pode ser atribuido, ao menos em parte, ao padrdo da sua
historia de vida. Os individuos dessa ordem atingem a maturidade sexual relativamente
tarde, tém uma prole pouco numerosa e um alto investimento parental para cada filhote
(Tomasello & Call, 1997). Esse longo periodo de imaturidade e o grande investimento
parental obrigam os primatas a utilizarem solu¢gées que incluem um maior aprendizado
sobre as exigéncias particulares do seu ambiente, resultando em habilidades cognitivas

comportamentais mais flexiveis e complexas.

Grande parte dos estudos cognitivos utiliza primatas do Velho Mundo como
modelos experimentais. Ja4 os conhecimentos a respeito das habilidades cognitivas em
macacos do Novo Mundo, incluindo a utilizagdo desses animais em testes de cognicao,
ainda sdo escassos, merecendo uma maior atengao por parte dos pesquisadores.

Pesquisas sobre os efeitos cognitivos do envelhecimento e da reposi¢cao de
horménios em humanos sdo complicadas devido a dificuldade de manter os tratamentos e
de controlar os grupos de acordo com idade, grau de instrucao, estado de saude e outras
caracteristicas dos sujeitos que influenciam a fungé@o neuropsicologica independentemente
dos niveis hormonais. Informagdes sobre varidveis adicionais criticas, como formulagéo da
droga, dosagem, duragao da TRE, conformidade com a terapia e eficacia do tratamento em
termos de niveis hormonais na circulagédo, sao também freqientemente indisponiveis ou de
dificil obtencdo (Rapp et al, 2003). Diante dessas limitagdes, fica facil entender porque
estudos sobre as influéncias dos horménios ovarianos no envelhecimento cognitivo de
mulheres apresentam resultados conflitantes. Além de possibilitar todo esse controle, a
utilizacdo de macacos em estudos sobre horménios gonadais pode evitar os efeitos
indiretos na cognicdo mediados pelas expectativas das mulheres sobre as alteragdes
comportamentais induzidas por horménios. Os sujeitos podem ser testados diariamente
durante um ciclo, enquanto as mulheres sédo testadas tipicamente uma ou duas vezes na
fase folicular e uma vez na fase lutea e pré-ovulatéria. A utilizacdo de macacas também

permite ensaios hormonais diarios.

1.4.1. O macaco-prego

O macaco-prego (Cebus spp.) € um macaco do Novo Mundo ou platirrino, da
familia Cebidae, subfamilia Cebinae. Possui ampla distribuicdo na América do Sul, desde a
Colémbia até o norte da Argentina.
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Essa espécie apresenta médio porte e pesam entre 2,5 e 4,5 Kg. Sao
quadrupedes arbdreos, podendo, as vezes, descer ao chdo para forragear. A alimentacéao é
bastante variada (onivora), podendo se alimentar de folhas, frutos, pequenos invertebrados,
pequenos vertebrados e ovos. Em cativeiro, individuos dessa espécie podem viver
aproximadamente 40 anos e sdo considerados adultos com cerca de quatro anos (machos)
e cinco anos (fémeas), quando se observa o inicio de sua capacidade reprodutiva. O ciclo
menstrual médio de fémeas de C. apella tem duragédo de 20,6 + 1,6 dias, compreendendo

uma fase folicular de 6,1 + 1,0 dias e uma fase lutea de 14,5 + 1,0 dias (Carosi et al., 1999).
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Figura 4. Progesterona imunorreativa dosada na urina durante cinco ciclos consecutivos de uma
fémea de macaco-prego. As cetas indicam a menstruacdo. Imagem digitalizada de Carosi et al., 1999.

Esta espécie apresenta um grande volume cerebral em relagdo ao seu peso
corporal, fato que a aproxima bastante dos chimpanzés (Jerison, 1973). Essa razéo peso do
cérebro/peso do corpo tem sido postulada por alguns autores como um indicativo indireto de
uma capacidade cognitiva desenvolvida (Antinucci, 1990). Esses animais apresentam ainda
estratégias de forrageamento diferentes de outras espécies, habilidade manual altamente
elaborada e grande plasticidade comportamental, adaptando-se a nichos ecoldgicos
distintos (Fragaszy, 1990; Napier & Napier, 1985). Além disso, eles demonstram capacidade
de utilizagdo de ferramentas (Visalberghi, 1993) e conseguem responder a testes de
memaoria operacional como escolha-de-acordo-com modelo com atraso (DMS) (Tomaz et
al., 2000), escolha-diferente-do-modelo com atraso (DNMS) e discriminagdo seqlencial
concorrente (Tavares & Tomaz, 2002; Resende et al., 2003).

Macacos-prego possuem um rico repertério de expressdes faciais e posturas
corporais que exprimem uma variedade de informacgdes para seus co-especificos (Fragaszy
et al., 2004). O macaco-prego tem mobilidade bem desenvolvida da musculatura facial que

atinge uma variabilidade expressiva consideravel e apresenta acuidade visual excelente
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para discernir os sinais de outros individuos (Weigel, 1978). Nesse estudo foram analisadas
sequéncias de sinais de comunicacao de C. apella para documentar que cada expressao
facial Unica é acompanhada de uma resposta especifica previsivel de outro membro do
grupo (Weigel, 1978). Esse pesquisador argumenta que as expressdes faciais apresentam
significado para os individuos receptores. Muitos sinais visuais dos macacos-prego e seu
contexto s&o similares aqueles encontrados em macacos do Velho Mundo (familia
Cercopithecidae) (Oppenheimer, 1968; Weigel, 1978; Fragaszy et al., 2004). Contudo,
assim como os grandes primatas e macacos do velho mundo, macacos-prego exibem e
interpretam uma variedade enorme de mensagens visuais que facilitam suas interagdes

sociais.

1.5. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Como mencionado anteriormente, 0 macaco-prego apresenta capacidade
cognitiva bem desenvolvida, conseguindo responder a testes de memdria operacional que
envolvem regras como escolha-de-acordo-com modelo com atraso (DMS) escolha-
diferente-do-modelo com atraso (DNMS) e discriminagdo sequencial concorrente. Além
disso, existem evidéncias de que esses animais exibem e interpretam uma variedade
enorme de mensagens visuais que facilitam suas interagdes sociais, incluindo as
expressoes faciais de emocdo. Somando-se a estas caracteristicas, destaca-se que a
espécie ocorre naturalmente no bioma cerrado e na regido de Brasilia. Outro aspecto
importante, é que as fémeas de Cebus spp. apresentam ciclo menstrual similar ao ciclo de
mulheres e comportamentos que podem ser utilizados na caracterizagao das fases do ciclo.
Juntas, essas caracteristicas tornam o macaco-prego um modelo adequado ao projeto de
pesquisa proposto.

De acordo com o nosso conhecimento, ndo existem pesquisas que
investiguem o papel das expressdes faciais de emogdo na facilitagdo da memoria
operacional em primatas ndo-humanos. No presente estudo foi desenvolvido um conjunto
de 384 fotografias de faces de macacos-prego classificadas de acordo com a valéncia
emocional (positiva, negativa e neutra), para examinar se o conteddo emocional pode
beneficiar a memdéria operacional no teste de escolha-diferente-do-modelo com atraso
(DNMS).

O teste de escolha-diferente-do-modelo (Non-matching-to-sample) tem sido
amplamente empregado para investigar a memoria de reconhecimento visual em humanos
e macacos (Tavares & Tomaz, 2002). Existem evidéncias de que esse tipo de memdria
melhora com o uso de estrogénio em mulheres apds a menopausa (Resnick et al., 1998) e
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tende a ser prejudicado em fémeas de macaco rhesus idosas com deficiéncia de estrogénio
(Lacreuse et al., 2000). Neste trabalho, hipotetizamos que as fémeas de macaco-prego
poderiam apresentar um melhor desempenho nas tarefas de DNMS quando os niveis de
estrogénio estivessem altos. Além disso, acreditamos que a meméria operacional deveria
ser diferencialmente influenciada pelo tipo de estimulo, com melhor desempenho para

valéncias emocionais (positiva e negativa) em comparacao aos estimulos neutros.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS:

Desenvolver um teste de meméria operacional emocional para utilizagdo em macacos-

prego (Cebus spp.).

Investigar a acdo dos hormdnios sexuais (estradiol e progesterona) sobre o
desempenho cognitivo de fémeas de macaco-prego em testes de meméria operacional

utilizando estimulos com contelildo emocional.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Desenvolver um conjunto de fotografias com diferentes expressdes faciais de
macacos-prego, julgadas de acordo com a valéncia emocional em: positivas

(favoraveis), negativas (aversivas) e neutras (sem carga emocional);

Avaliar a agao do estradiol no desempenho cognitivo no teste de escolha-diferente-
do-modelo com atraso (DNMS), através da comparacao das respostas corretas entre
duas fases experimentais, sendo uma com administracdo exégena de estradiol e

outra durante a flutuagéao natural do ciclo menstrual;

Investigar se existe correlacdo entre os niveis de progesterona e o desempenho
cognitivo no teste DNMS;

Mensurar os niveis de estradiol e progesterona das fémeas através das fezes;

Investigar se o desempenho no DNMS com estimulos emocionais varia quanto ao

SEexXo;

Comparar o desempenho e o tempo de resposta dos animais no teste de DNMS
entre quatro categorias de estimulos: figuras geométricas e fotografias de faces

positivas, neutras e negativas;

Avaliar o repertorio comportamental exibido pelas fémeas nas duas fases do
experimento (tratamento com estradiol e placebo).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SUJEITOS

Participaram do estudo cinco fémeas e dois machos de macaco-prego
(Cebus spp.) adultos, entre 5 e 10 anos de idade. Esses animais foram mantidos em
cativeiro no Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia, situado na Fazenda Agua
Limpa, a 30 km do centro da cidade. A fazenda possui uma area de 4.340 ha, dos quais
metade corresponde a area de protegdo ambiental. Os viveiros em que se encontram 0s
macacos situam-se na area de reserva, em meio a mata de galeria, 0 que proporciona aos
animais exposicao a condi¢bes naturais de luminosidade, temperatura, umidade e pressao
atmosférica. O Centro de Primatologia da UnB disp6e de assisténcia veterinaria permanente
e as normas de manutencdo dos animais em cativeiro estdo de acordo com o IBAMA -
Instituto Nacional dos Recursos Renovaveis e do Meio Ambiente.

Os sujeitos estavam expostos as mesmas condicdes de tratamento e
mantidos em casais ou grupos de trés animais por recinto, que mede 4m de comprimento x
2,5m de largura x 3m de altura. Os viveiros possuem um sistema de divisdo interna com
porta guilhotina que permite a separagdo do sujeito de seu(s) companheiro(s) durante as
sessOes experimentais. Eles foram testados em seus proprios recintos para evitar distdrbios
de comportamento que podem ser resultantes da captura e transporte para um ambiente
diferente.

Os animais foram alimentados diariamente entre 7:00h e 7:30h da manha,
com uma dieta a base de frutas, legumes, ovos, racdo e suplementos vitaminicos. As
17:30h, o restante da alimentagao era retirado dos viveiros dos animais. Agua foi fornecida
ad libitum, exceto durante as sessdes experimentais.

Todos os sujeitos estavam familiarizados com os equipamentos e com a
utilizagdo da tela sensivel ao toque. Apenas duas fémeas (3 e 5) eram ingénuas no teste
DNMS, no entanto os outros animais foram testados nesta tarefa pela ultima vez cerca de 3
anos antes do inicio da modelagem.

3.2. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa e seus procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica de Uso Animal do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de
Brasilia (ANEXO 1).
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3.3. EQUIPAMENTOS

O equipamento utilizado na coleta dos dados consistiu de um
microcomputador portatil (Compac Presario 1247) acoplado a um monitor com tela sensivel
ao toque (LG Studio Works 440, Microtouch) que permite a apresentagdo simultanea da
imagem no microcomputador e monitor. Conectado ao microcomputador, havia um

dispensador de pelotas de ragao, operado automatica ou manualmente.

Os aparelhos foram montados em um carrinho de madeira medindo 60 cm de
comprimento x 60 cm de largura x 1 m de altura, que pode ser deslocado de um viveiro para
o outro (Fig. 3). O carrinho continha duas aberturas em sua parte frontal. Uma abertura de
28 x 21cm que permitia ao macaco o acesso a tela do monitor e outra por onde se projetava

uma mangueira através da qual a racao era liberada (3 x 2cm).

Figura 5. Aparato experimental (carrinho com equipamentos).

3.4. PROGRAMA COMPUTACIONAL (SYSMEM)

Para gerar os testes de memoria foi utilizado o programa SYSMEM,
desenvolvido por Ricardo S. Chiba, 2001. O SYSMEM foi programado em linguagem Delphi
e é compativel com o sistema Microsoft Windows 98 ou XP.
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Nesse programa o experimentador colocava o nome do sujeito e a sessao
que seria realizada. Havia um atalho que permitia ao experimentador manipular parametros
do teste, como a cor de fundo da tela, o niumero de tentativas, o tempo de intervalo entre as
tentativas, a apresentacao aleatéria ou programada dos estimulos de cada tentativa, o
tempo de retardo e a posicéo fixa ou aleatéria dos estimulos na tela. O programa registrava
automaticamente a hora de inicio e fim de cada tentativa, o nimero de tentativas realizadas
pelo sujeito, 0 desempenho do sujeito em termos de acerto ou erro, bem como o tempo de
reacao para cada tentativa de teste e o codigo das figuras utilizadas.

3.5. PROCEDIMENTO

Os animais foram treinados em seus proprios viveiros de moradia no Centro
de Primatologia. O preparo da sessao experimental envolveu: a separacao do sujeito de
seu(s) companheiro(s) através do sistema de divisdo interna do viveiro e a colocagéo do
equipamento em frente ao seu viveiro, de forma que a tela do microcomputador ficasse

voltada para onde o sujeito se encontrava.

Tabela 1. Variaveis utilizadas em cada fase experimental.

Variaveis Modelagem Piloto 1 Piloto 2 Teste 1 Teste 2
Tipo de estimulo Geomeétrico Foto Face Geomeétrico Geométrico  Geométrico +
+ Foto Face  + Foto Face Foto Face
Duracéo do teste Até atingir 1 sesséo 3 sessoes 5 sessdes 5 sessdes
critério
Periodo Junho/2005  Janeiro/2006 Janeiro/2006 Janeiro/2006  Janeiro/2006
a e
Janeiro/2006 fevereiro/2006
N° tentativas/sessao 40 45 50 50 50
Tempo entre 2s 4s 4s 4s 4s
tentativas
Retardo (Atraso) 4s 8s 8s 8s 8s
Valerato de Estradiol Nao Nao Nao Fémea3e Fémea1e
Fémea 4 Fémea 2
Placebo Nao Nao Nao Fémea1e Fémea3e
Fémea 2 Fémea 4
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O macaco respondia a exigéncia do teste passando a mao pela grade da
porta do viveiro e tocando o estimulo apresentado na tela do monitor. Para cada resposta
correta, ocorria a apresentagdo de um tom agudo e a liberagéo do reforgo, que consistia em
um pedaco de amendoim ou uma pelota de racdo com sabor de banana (190mg, Noyes,
Lancaster, NH). As respostas erradas eram acompanhadas de um tom grave.

As fases experimentais sao apresentadas na Tabela 1.

3.5.1. Treinamento de toque a tela - Modelagem

Para os animais aprenderem a tarefa, foi utilizado o método de aproximacao
sucessiva até obter dos sujeitos a resposta apropriada de toque a tela. O experimentador
segurava uma pelota de racdo em frente a tela do monitor na presenca do estimulo,
possibilitando que o animal tocasse na tela para pegar a ragao. Tentativas espontaneas de
toque a tela foram inicialmente recompensadas com a liberacdo de uma pelota de racao,
mesmo na auséncia do estimulo. Na etapa seguinte, o animal somente foi recompensado

apenas quando tocava a tela sobre o local de apresentagéo do estimulo.

Durante a fase de treinamento, os estimulos apresentados foram 426 figuras
com diferentes formas e cores e tamanho de 7x 7cm, do Clip-art Word ou confeccionadas
no Paint Brush e gravadas em formato Bitmap. A Figura 4 apresenta exemplos das figuras
utilizadas na modelagem e testes.

1
Ny

Figura 6. Exemplos de estimulos geométricos (6 figuras).
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3.5.2. Teste de Escolha Diferente do Modelo com Atraso (DNMS)

Na versdo computadorizada utilizada no presente estudo, o teste teve inicio
com a apresentacdo de um estimulo (modelo) no centro da tela do monitor. O estimulo era
suprimido e seguido de um intervalo fixo (definido pelo experimentador). Apds este intervalo,
dois estimulos eram apresentados para o animal em posicdes pré-estabelecidas na tela,
sendo um deles igual ao previamente apresentado e outro diferente. O sujeito deveria
escolher o estimulo diferente do modelo anteriormente apresentado. Os estimulos nao se
repetiam numa mesma sessdo experimental, de modo que o sujeito teve que aprender a

regra do teste para que seu desempenho fosse superior ao acaso.

Os animais foram treinados até que atingissem um critério de 80% de acertos
numa sessao de 40 tentativas, ou seja, minimo de 32 respostas certas na sessao
(Modelagem, Tabela 1).

Para familiarizacdo dos sujeitos com os estimulos emocionais foram
realizadas 4 sessdes de estudos-piloto. Na primeira destas sessdes (Piloto 1, Tab. 1) foram
utilizadas apenas fotografias como estimulos. Esta sessédo foi composta de 45 tentativas,
sendo 15 com fotos consideradas positivas, 15 neutras e 15 negativas. As outras 3 sessdes
de testes piloto (Piloto 2, Tab. 1) apresentavam a mesma sequéncia de estimulos utilizada
nas sessodes de teste (conforme explicagao adiante).

Para os testes, foram preparadas 5 sessdes contendo 50 tentativas de DNMS
(Teste 1 e Teste 2, Tab. 1). As 10 tentativas iniciais eram para treinamento e descarte. As
outras 40 foram distribuidas em 10 tentativas com cada tipo de estimulo (figuras
geométricas e fotos positivas, negativas e neutras) que foram intercaladas. Para compor
cada par de estimulos fotograficos foram consideradas a mesma valéncia emocional, sexo,
idade (jovem ou adulto), posicdo da cabecga (frente ou perfil) e presenga ou auséncia da
grade do viveiro. Nenhum estimulo foi repetido a cada cinco sessdes de teste.

Os macacos foram testados em dois blocos de cinco dias consecutivos,
sendo que as mesmas cinco sessdes foram repetidas no primeiro e no segundo blocos. O
atraso entre o aparecimento do modelo e os dois estimulos para escolha foi de 8 segundos.

Todas as sessOes experimentais foram transcritas manualmente pela

experimentadora em fichas de registro (modelo no ANEXO II).

3.5.3. Estimulos

Foram utilizados como estimulos 426 figuras geométricas (as mesmas
utiizadas na modelagem) e 476 fotografias de Cebus spp., com tamanho de
aproximadamente 7 x 7 cm. Para a confeccdo das imagens de Cebus spp. foram
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fotografados os animais do Centro de Primatologia, do Zooldgico de Brasilia e do Parque
Nacional de Brasilia em varias situacoes.

e

Figura 7. Exemplos de fotografias de Cebus spp. (estimulos emocionais). a,b — positivos ou
agradaveis. ¢,d — neutros ou indiferentes. e,f — negativos ou aversivos.
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A edigéo das imagens foi realizada no programa Paint Brush e gravadas no
formato Bitmap. O conteudo emocional de cada fotografia foi julgado por cinco avaliadores

independentes, todos com experiéncia prévia com macacos-prego de pelo menos um ano.

As fotografias foram classificadas de acordo com o conteddo emocional em
positivas (ver Figuras 5a e 5b), neutras (ver Fig. 5¢ e 5d) e negativas (ver Fig. 5e e 5f).
Foram consideradas positivas as situagdes agradaveis como catacdo, brincadeiras,
afiliacdes, presenca de filhotes, entre outras. Os estimulos neutros foram as situagdes
consideradas pelos avaliadores como sem carga emocional. Ja os estimulos
negativos/aversivos foram assim classificados por serem fotografias de faces em situagdes
conflitantes como brigas, ameacgas, ataques e medo.

Foram preparados dois conjuntos de fotos para a realizagao de estudos-piloto
e dos testes. Durante os testes-piloto foram observadas as reacdes dos animais em
responderem a um teste contendo imagens de sua propria espécie. O conjunto de fotos
para estes estudos-piloto foi composto de 83 fotos, com concordancia que variou entre 60%
e 100% no conteudo emocional entre os pesquisadores que avaliaram as imagens. Para a
fase de teste, foram utilizadas 384 fotos, cuja concordancia minima na valéncia emocional

foi de 80%, ou seja, concordancia de no minimo 4 dos 5 juizes.

3.5.4. Tratamento hormonal

Quanto a administracdo de estrégenos foram testadas quatro fémeas
(Fémeas 1 a 4) das 5 fémeas, pois uma das fémeas treinadas pariu uma més antes da
realizacao do experimento (Fémea 5) e o tratamento com horménio poderia reduzir a sua

producgéo de leite.

Durante o treinamento das fémeas era possivel observar a presenga de
comportamento sexual relacionado a fase ovulatéria do ciclo (comportamentos que seréao
descritos no tépico “Observagbes comportamentais”). Aparentemente, a fase ovulatéria da
Fémea 1 foi proximo ao dia 15/01/2006, das Fémeas 2 e 4 aproximadamente no dia
13/01/2006 e da Fémea 3 no dia 26/01/2006. As Fémeas 2 e 3 apresentaram
comportamentos sexuais muito sutis, portanto néo foi confiavel a determinacao da fase do
ciclo através do comportamento para essas fémeas. Assim, cada uma dessas fémeas (2 e
3) foi colocada em um grupo, sendo uma o controle da outra. Com a estimativa da fase
ovulatéria apo6s 20 dias, foram escolhidas as fémeas que tomariam hormdnio na primeira e
na segunda semana na tentativa de coincidir o pico natural de estradiol com a semana de

administracdo do valerato de estradiol.

Para comparacédo entre niveis de estrogenos foi utilizado um protocolo de
tratamento com valerato de estradiol numa dosagem de 0,11 mg/ind/dia, calculada a partir
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da dosagem diaria utilizada em terapia de reposicdo hormonal de mulheres e de acordo
com estudos prévios da literatura em macacos rhesus (Lacreuse & Herndon, 2003). O
valerato de estradiol foi manipulado na Farmacotécnica — Instituto de manipulagbes
farmacéuticas LTDA, em pé e colocado em capsulas na dosagem exata. As 10:00h o p6 era
misturado em suco de uva e oferecido em uma seringa para as fémeas que participaram do
experimento. O placebo consistiu em oferecer uma seringa de suco de uva sem o horménio.
Nesse horario as fémeas ja haviam sido alimentadas. Foram dois blocos de cinco dias de
testes. Para evitar efeito de aprendizagem no teste, duas fémeas tomavam o placebo e
duas o hormoénio, na primeira semana de teste. Na semana seguinte alternaram-se as
fémeas que tomaram horménio. Assim, na primeira semana (de 25 a 29 de janeiro de
2006), as fémeas 1 e 2 tomaram placebo, enquanto as fémeas 3 e 4 tomaram o horménio.
Na segunda semana (de 01 a 05 de fevereiro de 2006) inverteu-se a ordem, as fémeas que

tomaram hormonio passaram a receber o placebo e vice-versa.

3.5.5. Observacoes comportamentais

A coleta de dados comportamentais foi realizada no periodo de 25 de janeiro
a 06 de fevereiro de 2006. O registro do comportamento teve por finalidade relacionar
possiveis alteracbes comportamentais com o0s niveis hormonais de estrogénios e

progesterona dosados, principalmente devido ao tratamento hormonal.

Durante o tratamento com horménio e placebo foi observado diariamente o
comportamento de cada fémea em quatro blocos de 10 minutos, sendo dois no periodo
matutino e dois no vespertino. Cada bloco era composto de 5 minutos de observagao
continua e 5 minutos de registros instantdneos tomados a cada 15 segundos. Carosi e
colaboradores (1999) observaram que, em fémeas de C. apella alguns comportamentos
sexuais sao ciclicos e coincidem com o ciclo menstrual. O protocolo de observacao e as
classes de comportamentos foram baseadas no artigo de Carosi e Visalberghi (2002). O
modelo de ficha de registro utilizada encontra-se no ANEXO IllI.

Na observagao continua (duragdo do comportamento) foram registrados os
comportamentos: catagdo, atividade, estereotipia, repouso, corte, contato fisico com
conotagdao sexual, tentativa de cépula e exibicdo para o macho (ver descricbes de
comportamentos sexuais na Tabela 2). O comportamento de brago tenso nao foi verificado
em nenhuma sessao de observagdo. Foram anotados também os eventos de agressividade
e de tocar e correr, caso acontecessem. Nas anotagdes de campo, o comportamento
“atividade” era subdividido em  alimentagdo, forrageamento, deslocamento,
vigilia/observagdo, amamentacao e brincadeira, mas durante a andlise estatistica esses
comportamentos foram agrupados nessa categoria (atividade).
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Tabela 2. Descricdo das categorias de comportamento sexual observadas.

Comportamento (técnica

de observacao)

Descricao

So/Vo/Sorr (RI)

Levantar as sobrancelhas

“eyebrow raising’
Sorrir

“grl'nﬂ

Vocalizar

Levantar as sobrancelhas — movimento das sobrancelhas para
cima e retornar para a posicao relaxada com a consequente
elevagdo do topete, retificacdo da pele da testa e exposi¢cdo das
pélpebras. Esse comportamento é realizado por ambos 0s sexos
e, quando realizado sem sorriso e vocalizagdo, pode ocorrer
também em situacdes nao reprodutivas como interagdes afiliativas,
brincadeiras sociais ou até apos eventos de agressdo. Neste
trabalho foram computados apenas o0s eventos isolados de
“levantar as sobrancelhas” quando relacionados a atividade
reprodutiva.

Sorrir com vocalizagédo — levantar e abaixar as extremidades da
boca ritmicamente com a mandibula fechada, mostrando os
dentes algumas vezes. A vocalizagdo da fémea é mais ou menos
continua como um assobio suave que freqlientemente torna-se um
gemido rouco.

Axilas (RI)
“chest rubbing”

Fémea esfrega lentamente a pele das axilas com a(s) mao(s) do
brago oposto. Os movimentos sdo usualmente para cima e para
baixo e sdo repetidos varias vezes na seqiéncia.

Genitalia (RI)
“masturbation”

Masturbagcdo. Fémea estimula a propria genitalia com uma das
maos.

Encarar (RI)
“mutual gaze”

Fémea e macho mantém contato visual mutuo durante mais de 3
segundos. Envolve o comportamento de levantar as sobrancelhas.

Inclinar a cabecga (RI)
“head cocking”

Fémea inclina a cabeca para um lado (cerca de 45°). O lado pode
ser trocado apés alguns segundos.

Corte (OC)

Fémea realiza comportamentos de So/Vo/Sorr e/ou esfregar axilas
e/ou inclinar a cabeca para o parceiro.

Contato Fisico (OC)

Foram observados e considerados todos os contatos fisicos
relacionados ao ato reprodutivo, com exceg¢do da tentativa de
copula. Sao comuns os seguintes comportamentos: 1. tocar o
corpo (body touching) — fémea toca gentilmente o corpo do macho
com uma das maos por pelo menos 2 segundos; 2. postura frontal
(frontal posture) — fémea sentada em frente ao macho mantém um
dos bracos estendido tocando o peito do macho com a mao; 3.
postura de costas (back posture) — fémea sentada de costas para
o macho olha para tras virando a cabeca enquanto mantém a mao
tocando o peito do macho; 4. sentar no colo (backing into lap) —
fémea senta-se de costas no colo do macho (pode ocorrer
tentativa de cédpula na seqiiéncia).

Tentativa de cépula (OC)

“mounting”

Macho monta na fémea na posi¢do de cépula e faz movimentos
repetidos com os quadris. Pode ocorrer também da fémea montar
no macho.

Exibicao (OC)

Fémea deitada, com as pernas abertas e apoiada com as maos no
substrato, mostra a genitdlia para o macho encarando-o.
Geralmente ocorre juntamente o comportamento de levantar as
sobrancelhas.

Braco tenso (OC)
“extended arm”

Fémea estende um ou ambos os bragos na dire¢do do macho sem
toca-lo. Geralmente ela estd sentada encarando o macho. Esse
comportamento pode ser realizado também pelo macho.

Tocar e correr (ocorréncias

durante a OC)
“touching-and-running”

Fémea empurra rapidamente o corpo do macho com sua mao e
foge correndo.

Abreviagbes: RI — registro instantaneo (intervalo de 15 s); OC — Observagao continua.
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Nos registros instantaneos foram observados os mesmos comportamentos
nao sexuais que na observacdo continua. Ja os comportamentos sexuais, além das
categorias da observacdo continua foram consideradas as ocorréncias dos
comportamentos: levantar as sobrancelhas e/ou Sorrir e/ou vocalizar (So/Vo/Sorr), esfregar
as axilas, tocar a genitalia (masturbacao da fémea), inclinar a cabeca e encarar (Tab.2).

3.6. DOSAGEM HORMONAL

O ciclo ovariano de fémeas de macaco-prego tem sido caracterizado pela
medicao de estrégeno, LH e progesterona no plasma (Nagle et al., 1979; Nagle & Denari,
1983). Nagle e Denari (1983) também encontraram perfis similares de progesterona em
amostras de urina e de plasma, mas os dados foram limitados a apenas um ciclo menstrual.
A determinacdo urindria das progestinas: progesterona imunoreativa (iP4) e pregnanediol
glucuronido (iPdG) revelaram claramente as fases folicular e lutea, apresentando perfis
similares aqueles descritos para a progesterona plasmatica (Nagle et al. 1979; Nagle &
Denari, 1983; Carosi et al., 1999). Além disso, a duracdo média do ciclo ovariano e das suas
fases folicular e lutea, calculados com base nos perfis de progestina urinaria, foram
similares aos medidos no plasma sanguineo (Nagle et al., 1979; Nagle & Denari, 1983;
Carosi et al, 1999). Assim, a dosagem direta de iP4 ou de iPdG na urina pode ser utilizada
para 0 monitoramento do ciclo menstrual. Segundo Carosi e colaboradores (1999), a
medigao urindria da progestina iP4 parece demonstrar mais estabilidade na linha de base
da fase folicular e maior aumento na fase lutea em relagao a iPdG.

A comparacgao entre as dosagens de progestinas da urina e das fezes revelou
gue na maioria dos ciclos, os coeficientes de correlagdo mais altos foram obtidos entre
amostras sem ajuste de tempo (i.e., ndo foi necessario considerar um atraso entre as
concentracoes de progestinas na urina e nas fezes) e, em média, o aumento pds-ovulatério
nas progestinas fecais ocorreu no mesmo dia em que se observou a elevacédo da iP4 na
urina (Carosi et al., 1999). Com isso, a dosagem das progestinas imunoreativas nas fezes
pode ser utilizada alternativamente para o monitoramento do ciclo menstrual de fémeas de

Cebus spp.

3.6.1. Coleta de material

Para determinagcdo das concentragcdes hormonais foram coletadas amostras
diarias de fezes durante a fase de testes. Ao acordar, as fémeas testadas eram separadas
dos demais membros do grupo na parte da frente dos respectivos viveiros. As suas fezes
eram coletadas entre 9:00h e 10:30h. Para os dias em que ndo foram encontradas fezes
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nesse horario, algumas coletas foram realizadas mais tarde, caso a fémea fosse vista
evacuando. ApGs a coleta, as amostras foram colocadas em freezer e armazenadas a
temperatura de -20°C. As amostras foram enviadas para analise no Laboratério de Medidas
Hormonais do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), em Natal.

3.6.2. Extracdo dos horménios

Para cada amostra foram dosados os horménios estradiol (E2) e
progesterona (P4). O processo de extracdo foi executado conforme descrito por Ziegler e
colaboradores (1996), e compreendeu as etapas de hidrolise e solvdlise. A primeira dessas
etapas tem o objetivo de separar os esterdides (glucuronideos e sulfatos) que estdo na
forma livre e sob conjugacéao simples que sédo sollveis em agua, enquanto a segunda tem o
objetivo de separar os esterdides que estdo sob dupla e tripla conjugacdo do restante do
material da amostra. Essas duas etapas consistem dos seguintes passos experimentais,

conforme descrito em Albuquerque (2003):

Hidrolise - as fezes foram homogeneizadas com o auxilio de uma espatula e depois
pesadas em contetdo de 0,1g em balanga de precisdo. Em seguida, foram adicionados
5 ml de etanol 50%. Apos este procedimento, as amostras foram agitadas em vértex por
cerca de 5 minutos, centrifugadas e decantadas em tubos de vidro de 7 ml.
Posteriormente, os sobrenadantes foram estocados em freezer a -20°C.

Solvolise - as amostras hidrolisadas foram acondicionadas a temperatura ambiente durante
10 minutos e o volume de 500 ul de cada amostra foi pipetado em tubos de extragao.
Em seguida, foram adicionados a cada amostra os volumes de 100 ul de cloreto de
sbédio saturado, 50 ul de acido sulfurico e 5 ml de acetato de etila. Apds estes
procedimentos, os tubos foram levados ao agitador durante 1 minuto e depois colocados
em banho-maria a 40°C durante toda a noite. No dia seguinte, foram adicionados 2,5 ml
de agua destilada e filtrada. As amostras foram agitadas em vértex durante 5 minutos e
depois centrifugadas a 3.000 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi separado em
tubos de 12 x 75 mm, que foram levados para secar em banho-maria até a parte liquida
ser toda evaporada. O volume foi re-suspendido utilizando 500 ul de alcool etilico. Por

ultimo, as amostras foram agitadas durante 30 segundos.

3.6.3. Dosagem

Apbés o procedimento de extracdo, foi utilizada a técnica imuno-enzimatica

(ELISA) para dosagem do estradiol e da progesterona. A parte técnica foi realizada de
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acordo com o protocolo desenvolvido originalmente por Munro e Stabenfeldt (1984 apud

Sousa & Ziegler, 1998), para dosagem de esterdides no plasma e modificada para o

emprego em fezes, conforme descrito em Sousa e Ziegler (1998). Neste processo,

inicialmente foi feita a validagao da técnica verificando se houve existéncia de paralelismo

entre as curvas e a precisao do ensaio. Os coeficientes de variagdo inter e intra-ensaio

foram 3,49 e 7,17 respectivamente para o estradiol e 5,60 e 3,87 respectivamente Para a

progesterona.

Conforme descrito em Albuquerque (2003), o procedimento geral para

determinagéo dos niveis de esterdides em fezes consistiu nos seguintes passos:

1.

10.

Pipetagem de um volume da amostra ap6s a sua retirada da geladeira e agitacao
durante 5 segundos;

Secagem do volume com jato de ar em banho-maria a 40° C;

Adicao aos tubos ap6s secagem de 300 pl da solugéo preparada com a enzima (HRP)
conjugada ao respectivo horménio;

Agitacao dos tubos e transferéncia do volume, para tubos de plastico de 1,6 ml;

Pipetagem de um volume de 100ul em cada um dos furos da placas (Nunc) contendo o
anticorpo anti-Progesterona ou anti-Estradiol;

Incubacéo das placas durante 2 horas em cdmara de umidade;

Apds este periodo, foi feita a adigdo de 100ul/furo da placa da solugdo preparada a
partir de 25 ml de tampao citrato (citric acid anhydrous- C6H807 / SIGMA) a 10%, ABTS
(2,2’-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid / SIGMA) 250 ul do substrato e 80 pul
de H202 a 15%;

Incubacao da placa por cerca de 1 hora na cadmara de umidade;

Adicao de 100ul/furo da placa da solucao para parar a reagao, preparada a partir de 25
ml da solugéo de &cido fluoridrico (3,5 ml de acido fluoridrico a 70%, 6,0 ml de NaOH
1M, completando o volume para 50 ml, com 25 ml de agua destilada e 50 ul de EDTA
(Ethylenediamine-tetraacetic acid / SIGMA)).

Leitura da densidade 6ptica no espectrofotémetro (Dynatech, MR-500), com filtro de 410

nm.

32



3.7. ANALISE DE DADOS

3.7.1. Estatistica

Para analise dos resultados foi utilizado o programa SPSS 13.0 for Windows.
O desempenho foi calculado com base nas médias do nimero de respostas corretas e do
tempo de resposta na tarefa diaria para cada sujeito em cada fase do tratamento hormonal,

no caso das fémeas.

O desempenho foi comparado entre as semanas de teste e entre os
tratamentos (horménio X placebo) utilizando o teste nao-paramétrico de Wilcoxon, para
cada tipo de estimulo (geométrico, positivo, neutro e negativo) e total. Para comparacao
entre os sexos, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, também para cada
tipo de estimulo (geométrico, positivo, neutro e negativo) e total.

Foram comparadas as respostas corretas e o tempo de reagdo entre os
estimulos geométrico, positivo, neutro e negativo através da analise de variancia nao-
paramétrica (Kruskal-Wallis) e, quando detectada diferenca, foi realizado post hoc o teste
de Tukey para verificar quais foram os parametros diferentes. Esta analise foi realizada para
o grupo todo, para cada individuo e também considerando cada sessao de cada individuo.

Para a comparagéo dos niveis fecais dos horménios estradiol e progesterona
entre os tratamentos (estradiol e placebo) foi utilizada a analise de variancia (ANOVA).

As classes de comportamento e as categorias de comportamento sexual
foram comparadas entre os tratamentos através do teste de Wilcoxon.

Foi feita a correlacdo de Spearman entre o desempenho médio das fémeas
em cada dia de teste e o nivel dos horménios progesterona e estradiol e também entre o
tempo ou frequéncia do comportamento sexual e a concentragdo fecal destes dois

hormonios.

Para avaliar a significancia das comparacdes foi considerado o p = 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. MODELAGEM

A modelagem foi iniciada com 11 animais, sendo 7 fémeas e 4 machos. Para
garantir o aprendizado do teste foi utilizado um critério de no minimo 80% de acerto em pelo
menos uma sessao de modelagem, ou seja, 32 acertos em 40 tentativas.

Duas fémeas nao aprenderam a tocar no estimulo (apenas na tela em
qualquer momento). Dois machos que estavam sendo modelados no teste (DNMS) néo
foram testados, pois um deles fugiu antes de completar o treinamento e o outro ndo atingiu

o critério de 80% de acerto em nenhuma sessio.

As fémeas demoraram de 44 a 55 sessdes para atingirem o critério exceto a
Fémea 2 que chegou a acertar no maximo 75% na 62% sesséo (Tabela 3). Apesar de nao
ter atingido o critério, 0 desempenho da Fémea 2 nos testes nao foi pior que o dos outros
animais. A Fémea 1 atingiu o critério nas sessdes 44 a 47, a Fémea 3 nas sessoes 48, 60,
63, 64, 66, 69 e 70, a Fémea 4 nas sessdes 55 e 59 da modelagem e a Fémea 5 nas
sessbes 46, 50, 51 e 52 (Tabela 3). Apesar das Fémeas 3 e 5 serem ingénuas no teste
DNMS utilizando computador, elas ndo demoraram mais para atingir o critério de 80% de
respostas certas na sessao.

Tabela 3. Modelagem dos sujeitos de Cebus spp. no teste DNMS, entre junho/05 e janeiro /06. Total
de sessdes realizadas e sess6es com desempenho acima do critério (80% de acerto). N = 40
tentativas por sesséo.

Sujeito Total de sess6es de modelagem Sessoes acima de 80% de acerto
Fémea 1 47 442 452 46% e 472
Fémea 2 70 Nao atingiu o critério
Fémea 3 70 482, 602, 632, 642, 662, 692 e 70°
Fémea 4 66 552 e 592
Fémea 5 53 462, 502, 512 ¢ 52¢
Macho 1 38 208, 218, 322, 332, 372 e 382
Macho 2 35 122,138, 2328, 242, 252, 262, 282, 292,

308, 318, 322, 342 e 352

Os machos atingiram o critério mais rapidamente, o Macho 1 na 202 sesséo e
o0 Macho 2 na 122 (Tabela 3). O Macho 1 ficou acima de 80% nas sessoes 20, 21, 32, 33, 37
e 38 e 0 Macho 2 obteve mais de 80% de acerto em 12 sessbes. Este Ultimo sujeito
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permaneceu na modelagem nestas 12 sessdes, pois as fotografias ainda ndo estavam
prontas para inicio dos testes.

4.2. ESTUDOS-PILOTO

Conforme explicado na sessao de métodos, foram realizadas quatro sessdes
de estudos-piloto. A Figura 8 apresenta o desempenho de todos os sujeitos na primeira
sessao de testes-piloto. Nao foram encontradas diferencas estatisticas no desempenho
entre os trés tipos de estimulos utilizados (positivo, negativo e neutro) (Kruskal-Wallis =
2,962; p = 0,227).

W Positivo
B Negativo
O Neutro

Acerto (%)
3

ea Macho Macho
1 2

Figura 8. Desempenho médio + EPM dos sujeitos de Cebus spp. na primeira sessao de
teste-piloto. N = 15 testes por estimulo para cada animal.

Apdés a primeira sessdo de testes-piloto decidiu-se pela inclusdo dos
estimulos geométricos (utilizados na modelagem) nos testes e nas demais sessées-piloto. A
Figura 9 ilustra os desempenhos médios para cada estimulo em cada sessdo. Quando
consideradas as quatro sessdes de estudos-piloto foi encontrada diferenca significativa
entre os estimulos (Kruskal-Walis = 49,662; p < 0,001), apresentando desempenho com
figuras geométricas superior a todos os estimulos fotograficos.

35



100 -
90 -
80 -
70 A

60 -

T T l W Geométrico

B Positivo
50 - '
O Negativo

O Neutro

Acerto (%)

40 -

30 -
20 -

10 -

R

3
<)
S
o

-

Piloto 2 Piloto 3 Piloto 4

Sessio

Figura 9. Desempenho médio + EPM dos sujeitos de Cebus spp. (N = 7) nos testes-piloto para cada
tipo de estimulo. N = 119 tentativas para estimulo geométrico e 77 testes para os estimulos positivo,
negativo e neutro para cada sesséo.

4.3. TESTES DE ESCOLHA-DIFERENTE-DO-MODELO COM ATRASO

Foram analisados os resultados de desempenho (% acerto) e de tempo de
resposta (TR) no teste DNMS para as duas semanas de testes (dois blocos de 5 dias).

O desempenho no teste DNMS foi significativamente maior quando utilizada
figura geométrica como estimulo em comparagéo com todos os estimulos fotograficos (Fig.
10; Kruskal-Wallis = 47,705; p < 0,001). A média £+ EPM do desempenho de cada estimulo,
considerando todas as tentativas de todos os animais em conjunto, foi de 87,7% + 1 de
acerto na figura geométrica, 62,9% * 2 na fotografia positiva, 64,7% + 2 na negativa e

66,3% * 2 na neutra.

Na andlise individual, os sujeitos Fémea 4 (Kruskal-Wallis = 28,055; p <
0,001), Fémea 5 (Kruskal-Wallis = 38,982; p < 0,001) e Macho 2 (Kruskal-Wallis = 23,609; p
< 0,001) apresentaram maior desempenho estatistico com figuras geométricas comparado
ao desempenho de todos os demais estimulos (Fig. 11). O desempenho da Fémea 1 foi
significativamente melhor nas figuras geométricas em comparagédo aos estimulos positivo e
neutro (Kruskal-Wallis = 13,458; p = 0,004). As Fémeas 2 (Kruskal-Wallis = 17,871; p <
0,001) e 3 (Kruskal-Wallis = 11,085; p = 0,011) obtiveram melhor desempenho para figura
geométrica quando comparado ao desempenho observado para estimulos negativo e
neutro, enquanto o Macho 1 (Kruskal-Wallis = 17,929; p < 0,001) apresentou melhor
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desempenho para figuras geométricas em relagcdo as respostas nos estimulos positivo e

negativo.
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Figura 10. Desempenho médio + EPM dos sujeitos de Cebus spp. (N = 7) no teste DNMS. N = 350
testes por estimulo. * Teste Krukal-Wallis, p < 0,001 para estimulo geométrico comparado aos demais
tipos de estimulos.

Nao houve diferenga estatistica no desempenho entre os sujeitos para
nenhuma valéncia emocional dos estimulos faciais (Fig. 11. Geométrico: Kruskal-Wallis =
9,769; p = 0,135; Positivo: K-W = 7,051; p = 0,316; Negativo: K-W = 2,949; p = 0,815;
Neutro: K-W = 3,549; p = 0,737).

Apenas para o estimulo fotografico positivo os sujeitos Fémea 5 e Macho 1
apresentaram desempenho inferior ao limite superior de confianga (aleatoriedade).
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Figura 11. Desempenho médio + EPM dos sujeitos de Cebus spp. no teste DNMS. N=100 tentativas
por tipo de estimulo por sujeito. A linha pontilhada equivale ao limite superior de aleatoriedade de
95%. As letras a, b e ¢ representam diferencas significativas entre estimulos para cada animal. Teste
Tukey, p<0,05.

A Tabela 4 mostra o desempenho de cada sujeito para cada dia de teste. Os
valores para figura geométrica se mantiveram sempre acima do limite superior de
aleatoriedade exceto no primeiro dia de teste da fémea 4 que obteve 60% de acerto. Para
as fotografias o nimero de sessdes que ficaram abaixo do limite superior foi de 38 nas
positivas, 33 nas negativas e 31 nas neutras, somando todas as sessdes de todos os
sujeitos, num total de 70 sessdes para cada estimulo. Na Tabela 4 as letras representam
diferengas estatisticas entre estimulos que contenham a mesma letra, por exemplo, a
Fémea 1 no dia 10 apresenta desempenho superior com estimulo geométrico com relagéao
ao estimulo positivo (representado pela letra a) e também melhor desempenho com
estimulo negativo quando comparado ao positivo (b).

N&o foi encontrada diferenga significativa entre as semanas de teste para
nenhum estimulo (Fig. 12, Mann-Whitney; Geométrico: U = 59500; p = 0,250; Positivo: U =
61250; p = 1,000; Negativo: U = 60395; p = 0,693; Neutro: U = 60200; p = 0,632).
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Tabela 4. Desempenho (% de acerto) didrio dos sujeitos de Cebus spp. no teste DNMS. N=10

tentativas de cada estimulo por dia.

SUJEITOESTIMULO DIA 1

DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DIA7 DIA8 DIA9 DIA10

Fémea 1 Geométrico 80 80 80 100 90 80 100 70 90 90 a
Positivo 80 60 70 70 30* 60 70 80 80 40ab
Negativo 50 80 70 80 80 70 20" 70 90 100b
Neutro 80 60 60 90 80 60 90 50 50 70
Fémea 2 Geométrico 90 90 80 90 70 90 80 100 100 a 70
Positivo 80 80 50 70 80 90 60 70 80 60
Negativo 60 80 70 40 70 60 80 60 40a 60
Neutro 50 70 50 70 60 60 70 80 50 70
Fémea 3 Geométrico 70 90 60 100a 100 80 60 80 90 90
Positivo 50 70 80 60 70 60 70 60 60 50
Negativo 60 70 100 20 ab 60 70 80 60 60 60
Neutro 70 60 70 80b 70 70 70 40 70 60
Fémea 4 Geométrico 60 80 80 90 100 100 90a 90 100a 100
Positivo 90 30 60 40 50 60 70 90 40a 70
Negativo 50 50 60 70 60 60 70 70 50 70
Neutro 80 70 60 50 50 50 30a 90 70 50
Fémea 5 Geométrico 90 90 90 90a 100 90 90 100 100 100a
Positivo 60 70 50 70 50 50 40 60 70 40 a
Negativo 70 60 90 30a 70 70 80 70 50 50
Neutro 70 70 80 50 70 60 60 80 70 60
Macho 1 Geométrico 70 80 80 90 100 90 90 90 70 90
Positivo 40 80 50 70 60 40 60 70 50 70
Negativo 70 70 80 70 60 60 50 60 70 50
Neutro 70 80 50 60 80 80 80 60 60 80
Macho 2 Geométrico 100 90 100 90 80 80 90 100 90 100
Positivo 60 80 60 70 60 60 60 60 70 80
Negativo 50 60 50 50 80 90 60 70 80 80
Neutro 60 80 60 80 60 70 70 70 50 90

As letras a, b e ¢ representam diferengas significativas entre estimulos para cada sujeito e o asterisco
apresenta valor diferente com relagdo a todos os outros estimulos na mesma sessao. Teste Tukey,

p<0,05.
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Figura 12. Desempenho médio + EPM dos sujeitos de Cebus spp. (N = 7) no teste DNMS para a
semana 1 (sessdes 1 a 5) e semana 2 (sessdes 6 a 10). N = 350 tentativas por tipo de estimulo por
semana.

Conforme apresentado nas Tabelas 5 e 6, nao houve diferenca estatistica no
desempenho do teste DNMS entre machos e fémeas (Mann-Whitney; U = 787600; p =
0,417), nem quando comparados em cada tipo de estimulo (Mann-Whitney; Geométrico: U
= 49450; p = 0,689; Positivo: U = 49750; p = 0,902; Negativo: U = 49450; p = 0,783; Neutro:
U = 47750; p = 0,256). Quanto ao tempo de resposta (TR), os machos demoraram mais
para responder ao teste (Mann-Whitney, U = 693866; p < 0,001). Eles foram
significativamente mais lentos para os estimulos: Positivo (U = 40763; p < 0,001), Negativo
(U = 43462; p = 0,007) e Neutro (U = 43528; p = 0,007), mas nao apresentaram diferenca
significativa no tempo de resposta em relagéo as fémeas para o estimulo Geométrico (U =
45686; p = 0,074).

Tabela 5. Comparacao do desempenho de Cebus spp. (N = 7) no teste DNMTS entre os sexos. N =
2000 tentativas de fémeas e 800 tentativas de machos.

Desempenho (acerto) TR (ms)
Sexo Média £ EPM Média £ EPM
Feminino 69,95% + 1 1276 £ 25*
Masculino 71,50% £ 2 1339+ 35"
Total 70,39% + 1 1294 + 20

* Teste Mann-Whitney, p < 0,05 para comparagao entre sexos.
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Tabela 6. Comparacao do desempenho de Cebus spp. (N = 7) no teste DNMTS entre os sexos em
cada tipo de estimulo. N=500 tentativas para fémeas por estimulo e 200 tentativas de machos para
cada estimulo.

Desempenho (acerto) TR (ms)

Estimulo Sexo Média + EPM Média + EPM
Geométrico Feminino 87,40% =+ 1 1279 £ 48
Masculino 88,50% £ 2 1341 £ 53
Total 87,71% £ 1 1297 £ 37
Positivo Feminino 63,00% £ 2 1219+ 38
Masculino 62,50% £ 3 1326 £ 39
Total 62,86% t 2 1249 £ 29
Negativo Feminino 64,40% * 2 1277 £ 37
Masculino 65,50% £ 3 1331 £ 60
Total 64,71% £ 2 1293 £ 32
Neutro Feminino 65,00% * 2 1328 £ 68
Masculino 69,50% + 3 1360+ 110
Total 66,29% £ 2 1337 £ 58

* Teste Mann-Whitney, p < 0,05 para comparagao entre sexos.

O tempo de resposta dos animais nao foi significativamente diferente entre os
estimulos utilizados no teste de DNMS (Tab. 6, Kruskal-Walli = 1481; p = 0,687 ). Os

valores médios variaram entre 1249 + 29 e 1337 + 58.

Para as fémeas que participaram do tratamento farmacol6gico ndo houve
diferenca significativa no desempenho entre os testes realizados durante o periodo em que
o placebo foi administrado e os testes com horménio para nenhum dos estimulos (Fig. 13,
Wilcoxon; Geométrico: Z = -0,480; p = 0,631; Positivo: Z = -0,110; p = 0,913; Negativo: Z = -
0,834; p = 0,404; Neutro: Z = -0,417; p = 0,677). Quando os tratamentos foram comparados
(placebo X estradiol) individualmente para cada fémea (Figs. 14, 15, 16 e 17), foi observada
diferenca significativa apenas para a Fémea 4 com figura geométrica (Fig. 17, Wilcoxon; Z =
-2,333; p = 0,020), com melhor desempenho nos testes utilizando placebo (96% + 5,5 de

acerto) em relacédo ao tratamento com estradiol (82% = 2,8 de acerto).

Além disso, nao foi encontrada correlagao significativa entre os niveis fecais
de estradiol e o desempenho (Spearman, r = 0,023; p = 0,89), nem entre os valores de
estradiol e o desempenho em cada estimulo: geométrico (Spearman, r = 0,012; p = 0,945),
0,035; p = 0,833), negativo (Spearman, r = 0,067; p = 0,688) e
-0,030; p = 0,859). Também nao houve correlacdo entre as

positivo (Spearman, r

neutro (Spearman, r

concentracoes de progesterona e desempenho (Spearman, r = 0,085; p = 0,612) e entre
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progesterona e desempenho para os estimulos: geométrico (Spearman, r = 0,071; p =
0,67), positivo (Spearman, r = 0,106; p = 0,526), negativo (Spearman, r = -0,147; p=0,38) e

neutro (Spearman, r = 0,176; p = 0,291).
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Figura 13. Desempenho médio + EPM das fémeas de Cebus spp. (N = 4) no teste DNMS. N=200
tentativas por tipo de estimulo por tratamento.
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Figura 14. Desempenho médio + EPM da Fémea 1 de Cebus spp. no teste DNMS. N=50 tentativas

por tipo de estimulo por tratamento.
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Figura 15. Desempenho médio + EPM da Fémea 2 de Cebus spp. no teste DNMS. N=50 tentativas
por tipo de estimulo por tratamento.
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Figura 16. Desempenho médio + EPM da Fémea 3 de Cebus spp. no teste DNMS. N=50 tentativas
por tipo de estimulo por tratamento.
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Figura 17. Desempenho médio + EPM da Fémea 4 de Cebus spp. no teste DNMS. N=50 tentativas
por tipo de estimulo por tratamento. * Teste Wilcoxon, p < 0,05 para comparagao entre tratamentos.

4.4. DOSAGENS HORMONAIS

Durante a realizacao dos testes foram dosados os hormoénios estradiol e
progesterona a partir das fezes das fémeas. A concentragdo fecal de estradiol foi
significativamente maior na semana de tratamento com estradiol em relagédo a semana com
utilizagéo de placebo (ANOVA, F = 4,250; p < 0,05) apenas quando considerado o grupo
todo. Nao houve diferenca significativa na concentracdo fecal de progesterona entre os
tratamentos (placebo x estradiol) (ANOVA, F = 0,869; p = 0,859). Na andlise individual ndo
foi observada nenhuma diferenga significativa nos niveis dos horménios estradiol e

progesterona entre os tratamentos para cada fémea.

Os valores fecais de estradiol e progesterona sao apresentados na Figura 18.
A Fémea 1 apresentou alto valor de estradiol no dia 12 (102,5 ug / g de fezes), sendo que
0os demais valores foram entre 0,1 e 24,7 ug / g de fezes. A concentracado fecal de

progesterona foi baixa (entre 8,6 e 72,7 ug / g de fezes).
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Figura 18. Concentracao fecal de estradiol (ug/g de fezes) e progesterona (ug/g de fezes) das cinco
fémeas Cebus spp. durante o tratamento. Nas Fémeas 1 e 2 os dias 2 a 6 correspondem ao placebo
e os dias 9 a 13 sdo dosagens correspondentes a administracao de estradiol. Nas Fémeas 3 e 4 os
dias 2 a 6 correspondem ao estradiol e os dias 9 a 13 placebo. Nos dias 1 e 8 foram feitas coletas
antes das administracdo de hormdnio ou placebo (controle). No dia 7 ndo foram realizadas
amostragens de fezes. A FEmea 5 nao participou dos tratamentos.
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A Fémea 2 apresentou uma alta de estradiol entre os dias 10 e 12. Como nao
foi possivel coletar as fezes desta fémea no dia 11, ndo podemos afirmar qual foi o dia do
pico de estradiol. O maior valor registrado foi no dia 12, com 89 ug / g de fezes. Os valores
mais altos de progesterona da Fémea 2 foram entre os dias 1 e 4, variando entre 44,7 e
403,5 ng / g de fezes. Na segunda semana os valores de progesterona foram bem mais

baixos, entre 0,1 € 12,3 ug / g de fezes.

Apesar de receber o tratamento com estradiol nos dias 1 a 5, a Fémea 3 teve
o pico de estradiol no dia 12, com 80,2 ug / g de fezes. Os valores de estradiol dessa
segunda semana foram bastante variaveis, entre 0,8 e 80,2 ug / g de fezes. Na primeira
semana, quando houve administracao de estradiol, os valores foram mais baixos, entre 0,2
e 3,5 ug / g de fezes. Esta fémea apresentou valores mais altos de progesterona na
primeira semana, entre 8,3 e 359,0 ug / g de fezes. Na segunda semana a concentracao

fecal de progesterona dosada foi entre 0,1 e 23,3 ug / g de fezes.

A Fémea 4 apresentou pico de estradiol no dia 5, com 154,3 ug / g de fezes.
Os demais valores de estradiol foram baixos, variando entre um minimo de 0,001 pug / g de
fezes na primeira semana e maximo de 14,1 ug / g de fezes na segunda semana. As
concentracoes de progesterona ficaram entre 8,4 e 142,5 ug / g de fezes na primeira

semana e 0,1 e 179,0 ug / g de fezes na segunda semana.

4.5. OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

Houve aumento significativo na duracdo do comportamento sexual das
fémeas durante o tratamento com estradiol (Fig. 19, Wilcoxon, Z = -1,978; p = 0,048). No
entanto, quando comparados os comportamentos entre os tratamentos (placebo X estradiol)
individualmente, nao foi observada diferenca significativa para cada fémea (Wilcoxon;
Fémea 1: Z = -1,461; p = 0,144; Fémea 2: Z = -0,447; p = 0,655; Fémea 3: Z = -0,365; p =
0,715; Fémea 4: Z = -1,826; p = 0,068).

Foi observada uma correlacdo positiva significativa entre a duragcado do
comportamento sexual e o nivel de estradiol fecal (Spearman, r=0,633; P<0,001) e entre a
freqiéncia de ocorréncia do comportamento sexual e a concentracdo de estradiol
(Spearman, r=0,624; P<0,001). Individualmente, houve correlagéo positiva significativa entre
duracao do comportamento sexual e estradiol para as Fémeas 1 (Spearman, r = 0,958; p =
0,001), 2 (Spearman, r = 0,872; p = 0,005) e 4 (Spearman, r = 0,868; p = 0,001). Quanto a
frequéncia de ocorréncia de comportamento sexual, apenas a Fémea 4 apresentou
correlagdo com os niveis de estradiol (Spearman, r = 0,838; p = 0,002).
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Figura 19. Duracéo das classes de comportamento + EPM das fémeas de Cebus spp. (N = 4) para os
tratamentos. * Teste Wilcoxon, p < 0,05 para comparagao entre tratamentos.
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Figura 20. Duracao das categorias de comportamento sexual + EPM das fémeas de Cebus spp. (N =
4) para os tratamentos. * Teste Wilcoxon, p < 0,05 para comparagéao entre tratamentos.
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N&o foi encontrada correlagéo entre a concentracao fecal de progesterona e

o comportamento sexual.

Quando separados os comportamentos sexuais observados, a categoria
contato fisico apresentou aumento significativo durante o tratamento com estradiol (Fig. 20,
Wilcoxon, Z = -2,023; p = 0,043).

Nao foi encontrada diferenca significativa entre tratamentos para as
frequéncias de comportamento (Fig. 21, Wilcoxon; Catacdo: Z = -0,239; p = 0,811;
Atividade: Z = -0,517; p = 0,605; Estereoctipado: Z = -0,838; p = 0,402; Repouso: Z = -0,797;
p = 0,426; Sexual: Z = -1,290; p = 0,197), nem para cada categoria de comportamento
sexual separadamente (Fig.22, Wilcoxon; So/Vo/Sorr: Z = -1,601; p = 0,109; Esfregar axilas:
Z = -0,378; p = 0,705; Masturbacdo: Z = -0,368; p = 0,713; Inclinacdo de cabeca: Z = -
1,134; p = 0,257; Encarar: Z = -1,200; p = 0,230; Tentativa de cépula: Z = -0,447; p =
0,655).
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Figura 21. Frequéncia média por observacdo + EPM das classes de comportamento das fémeas de
Cebus spp. (N = 4) para os tratamentos.
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Figura 22. Freqiéncia média por observacdo + EPM das categorias de comportamento sexual das
fémeas de Cebus spp. (N = 4) para os tratamentos. So/Vo/Sorr = Levantar sobrancelhas, vocalizagao

caracteristica e/ou sorrir.
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5. DISCUSSAO

5.1. MODELAGEM

Nesta etapa, os sujeitos estavam familiarizados com a utilizagédo da tela
sensivel ao toque e apenas duas fémeas (3 e 5) eram ingénuas no teste DNMS, por isso,
esperava-se que 0 aprendizado para os sujeitos que ja haviam sido submetidos
anteriormente ao teste fosse mais rapido. No entanto, todos os animais demoraram a atingir
o critério de 80% de respostas certas na sessdo. Cada fémea levou no minimo 1750
tentativas para alcancar o critério de aprendizagem, enquanto os machos demoraram 800
(Macho 1) e 480 (Macho 2) tentativas para atingirem o critério de aprendizado. Apesar das
Fémeas 3 e 5 serem ingénuas no teste DNMS utilizando computador, elas levaram o

mesmo tempo das fémeas treinadas para atingirem o critério.

Os outros animais foram testados nesta tarefa pela dltima vez cerca de 3
anos antes do inicio da modelagem, sendo uma possivel explicagdo para a demora no
aprendizado. Ressalta-se que estes animais também estavam participando de outros dois
experimentos, simultaneamente, todos utilizando computador, com testes que envolviam
regras totalmente diferentes, sendo um de ilusédo e outro de meméria espacial. Talvez a
demora no aprendizado se deva também a dificuldade em aprender a responder trés testes

diferentes durante o mesmo periodo de treinamento.

5.2. ESTUDOS-PILOTO

Foi observado um menor desempenho na primeira sessao de estudo-piloto
com a utilizacdo apenas das fotografias, por isso decidiu-se pela inclusdo dos estimulos
geométricos nos testes e nas demais sessdes-piloto. No entanto, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os estimulos para cada sessao de estudos-piloto. Isso pode ser
explicado pelo fato do numero de tentativas ser muito pequeno nos testes-piloto, 119
tentavas de estimulos geométricos e 77 para cada um dos estimulos fotograficos (positivos,
negativos e neutros) em cada sessao de testes (considerando os sete animais testados).
Possivelmente com um numero maior de tentativas a diferenga seria significativa, como

ocorreu na fase de testes.

50



5.3. DOSAGENS HORMONAIS

O ciclo menstrual médio de fémeas de C. apella tem duracédo de 20,6 = 1,6
dias, compreendendo uma fase folicular de 6,1 + 1,0 dias e uma fase lutea de 14,5 + 1,0
dias (Carosi et al.,, 1999). A dosagem da progesterona é importante para o monitoramento
do ciclo menstrual de fémeas de Cebus spp., uma vez que as fases do ciclo sdo definidas
com base nas flutuagbes dos horménios: horménio luteinizante (LH), horménio foliculo-
estimulante (FSH), estrégenos e progestinas. Assim, considerando as dosagens hormonais
encontradas, aparentemente as Fémeas 1, 2 e 3 estavam na fase litea na primeira
semana, devido aos valores mais altos de progesterona, e na fase folicular na segunda
semana, atingindo o pico de estradiol (fase pré-ovulatéria) no 11° (Fémea 2) e 12° (Fémeas
1 e 3) dia de coletas. Especula-se ainda que a Fémea 1 tenha adiantado um pouco o pico
de estradiol com a estimulagéo do valerato de estradiol na segunda semana, pois os valores
de progesterona ainda estavam altos no inicio dessa semana, correspondendo a fase lltea.
Apesar de ter sido administrado valerato de estradiol na Fémea 3 entre os dias 1 e 5, esta
fémea ndo apresentou aumento nos niveis de estradiol na primeira semana. A Fémea 4
parece também ter tido o pico de estradiol estimulado pela administragdo de hormdnio, pois
os valores de progesterona foram altos durante todo o experimento, correspondendo,
portanto, a fase lutea. Contudo, como néo foi realizado o controle da liberagao natural de
estrogenos através da supressao temporaria das gbnadas ou através da ovariectomia, nao
€ possivel afirmar se os picos de estradiol foram naturais, ou se foram devidos a
administracao de estradiol.

Foram observadas grandes variagbes nos valores hormonais diarios,
principalmente na progesterona. Provavelmente, a explicacdo para esta variagdo esta na
coleta do material, que nado ocorreu logo apds a fémea defecar, mas sim em um horario
constante do dia. Desta forma, havia uma maior degradacdo dos horménios quando o
intervalo entre a evacuagao e a coleta das fezes foi maior. Apesar desta variagao diaria, a
dosagem hormonal parece ter sido eficaz, pois, além dos gréaficos indicarem flutuacées
hormonais esperadas em ciclos menstruais normais, foram dosados niveis de estradiol
constantemente baixos na Fémea 5, sendo o esperado para esta fémea que havia tido

filhote recentemente (um més antes) e o estava amamentando.

A dosagem hormonal ndo detectou aumento nos niveis de estradiol devido a
administragdo de valerato de estradiol, pois a maior concentragdo de estradiol encontrada
na semana com a droga se deve, provavelmente, aos picos de estradiol que ocorreram
naturalmente na semana de tratamento para 3 das fémeas. Assim, considerando que a
dosagem através das fezes reflete os niveis plasmaticos deste horménio e que o protocolo
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experimental tenha sido bem empregado, encontramos pelo menos trés possiveis
explicacoes para esta falha na deteccdo: 1) a administracédo diaria de 0,11 mg de valerato
de estradiol ndo produziu aumento significativo nos niveis de estradiol de fémeas jovens
com funcao ovariana normal e, neste caso esta administracdo hormonal pode, ou néo, ter
contribuido na elevagao dos niveis acarretando no pico de estradiol; 2) 0 método de coleta
das fezes nao permitiu a deteccao das diferencas entre os niveis diarios, por se tratarem de
aumentos pequenos; 3) o numero de amostras foi pequeno para garantir diferenca
estatistica. Apesar disso, a comparacao do desempenho entre os tratamentos foi realizada
considerando as semanas de tratamentos (blocos de cinco dias de testes), pois, além de
terem sido comparados os mesmos testes entre essas semanas, evitando assim uma
possivel diferenca devida a utilizagao de estimulos diferentes, houve diferenga estatistica na
dosagem hormonal geral entre as semanas e também diferengca comportamental, que pode

indicar o aumento nos niveis de estradiol, como veremos a seguir.

5.4. COMPORTAMENTO SEXUAL

Como esperado, no presente estudo foi observado um aumento significativo
dos comportamentos sexuais da fémea direcionados para o macho durante a semana com
administracdo exdgena de valerato de estradiol. Além disso, foi encontrada correlagao
positiva entre os niveis de estradiol e a duracdo e a frequéncia de ocorréncia dos
comportamentos sexuais. As observagdes comportamentais foram baseadas no artigo de
Carosi e colaboradores (1999), que descreveu aumento dos comportamentos sexuais de
fémeas de Cebus apella durante a fase pré-ovulatéria. Segundo estes autores, o
monitoramento do ciclo menstrual pode ser realizado através da observacao
comportamental. Assim, os dados comportamentais do nosso estudo reforcam os
resultados das dosagens fecais.

Ressalta-se que todos o0s comportamentos sexuais observados (corte,
contato fisico, tentativa de copula, exibi¢cdo, levantar as sobrancelhas / vocalizar / sorrir)
tiveram aumento da freqiéncia durante a semana de tratamento com os hormdnios.
Entretanto, apenas o contato fisico apresentou aumento significativo. Provavelmente, com o
aumento do numero de sujeitos e de dias de observagao este resultado seria significativo

nas analises estatisticas.

O aumento dos comportamentos sexuais ocorreu principalmente nos dias de
pico de estradiol (fase pré-ovulatéria), confirmado pela correlagdo entre comportamento e
niveis de estradiol. No entanto, na observagao de tempo total dos comportamentos, houve
aumento durante o efeito da administracdo de estradiol. Herndon e colaboradores (1989)

testaram o comportamento sexual de fémeas de macacos rhesus ovariectomizadas através
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de dois tratamentos de estrégeno: reposi¢cdo constante e ciclo menstrual artificial. Estes
autores encontraram aumento no comportamento de monta durante o pico de estrogeno,
quando o tratamento era ciclico e no inicio, quando o tratamento era constante. Os
comportamentos de toque no quadril (que no estudo refletia refugo da monta) e ameaca de
longe por parte do macho foram mais freqiientes na condicdo constante do que durante o
tratamento ciclico, sugerindo uma perda de coordenagdo da motivacao entre macho e
fémea. Nao foram encontrados outros estudos de comparagdo dos comportamentos
sexuais durante a administracdo de hormonios, mas nossos resultados sugerem aumento
dos comportamentos sexuais com a administracdo de estradiol e durante o pico de
estrégeno.

N&o foi encontrada correlagéo entre a concentragdo fecal de progesterona e
0 comportamento sexual, o que era esperado, uma vez que as progestinas ndo sao

hormdnios diretamente relacionados com a ovulagéo.

5.5. DESEMPENHO DAS FEMEAS NO TESTE DNMS COM E SEM A
ADMINISTRACAO DE VALERATO DE ESTRADIOL

De acordo com os resultados, ndo houve diferenca estatistica no
desempenho no teste de escolha-diferente-do-modelo com atraso de 8 segundos (DNMS)
entre os tratamentos (estradiol x placebo) para nenhum dos estimulos. Na analise individual,
apenas uma fémea apresentou melhor desempenho na fase de placebo para estimulo
geométrico. E importante destacar que houve aumento significativo nos niveis fecais de
estradiol na semana de tratamento com valerato de estradiol. Estes resultados corroboram

com estudos anteriores realizados com macacas rhesus, que serao citados abaixo.

Na literatura existem poucos estudos sobre os efeitos das flutuagbes
hormonais do ciclo menstrual na fungdo cognitiva de macacos. Em estudo sobre o
desempenho em testes de memoria operacional ao longo do ciclo menstrual em fémeas de
macacos rhesus, Lacreuse e colaboradores (2001) ndo encontraram variagao significativa
no desempenho do teste de escolha-de-acordo-com-o-modelo com atraso de trinta
segundos e sem atraso em funcdo do ciclo menstrual. Eles também observaram que as
macacas apresentaram uma leve piora nas respostas do teste de reconhecimento espacial
com atraso (DRST) na fase pré-ovulatéria, concluindo que altos niveis de estrogenos podem
prejudicar alguns aspectos da cogni¢cdo espacial. Este trabalho (Lacreuse et al., 2001)
sugere que as flutuagbes de hormbnios ovarianos tém pequenos efeitos em alguns

aspectos da memdria e atencao durante o ciclo menstrual em macacas.

Estudos utilizando macacas jovens com menopausa cirdrgica

(ovariectomizadas) demonstraram que a capacidade de memdria (nos testes escolha-de-
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acordo-com-o-modelo (DMS), reconhecimento espacial (DRST), posi¢cao do estimulo apos
retardo e discriminacdo concorrente) ndao foi sensivel a ovariectomia ou a reposicao de
estrogénios (Lacreuse & Herndon, 2003; Voytko, 2000). Em contraste, a atengéo visuo-
espacial e o processamento de faces podem ser afetados pela abstinéncia de estrogénios
ou pela sua reposicao (Lacreuse & Herndon, 2003). Em macacas ovariectomizadas de meia
idade o tratamento com estrégenos reverteu o déficit relacionado a idade em um teste de
memaria operacional espacial, mas apenas uma melhora modesta foi encontrada no teste
de DNMS (Rapp et al., 2003).

Portanto, alguns aspectos da cognicao flutuam com o ciclo menstrual, mas a
remocao ou a reposicao de estrdgenos em macacas jovens parece estar limitada a funcdes
nao-mneménicas como atencdo ou aspectos do processamento de faces. Em contraste,
uma grande parte da funcdo cognitiva, incluindo a memdéria, é sensivel a privagdo ou a
reposicao de estrogenos em macacas idosas. Nesse sentido, estudos morfoldgicos tém
indicado alteragdes nas regides dos lobos frontal e temporal medial. A ovariectomia reduz a
densidade de axénios imunoreativos pela tirosina-hidroxilase no cértex pré-frontal
dorsolateral em macacas, enquanto a terapia de reposicdo hormonal promove a sua
restauracao (Kritzer & Kohama, 1998). A ovariectomia também causa a diminuicdo da
densidade de fibras imunoreativas pela colina acetil-transferase e aumenta a densidade de
axénios imunoreativos pela dopamina beta-hidroxilase. A reposi¢cao de estrogénio atenua
esses efeitos (Kritzer & Kohama, 1999). O estradiol também diminui a monoamina oxidase
(MAO), uma enzima envolvida na degradacado da dopamina (McEwen, 2001). Assim, em
macacas jovens a funcdo de memoria mediada pelo cértex pré-frontal ou pelos lobos
temporais mediais parece relativamente insensivel a estimulagcao por estrégenos, apesar
das claras alteracbes neuromorfolégicas nestas areas decorrentes da privacdo ou da
reposicao de estrégenos. Com isso, pode-se dizer que cérebros de primatas jovens podem
tolerar grandes alteracées morfolégicas sem resultar em consequiéncias sérias na fungao
cognitiva, enquanto mudangas similares podem prejudicar a fungao cognitiva em cérebros
idosos (Lacreuse, 2006).

Em mulheres varios estudos tém demonstrado que durante as fases pré-
ovulatéria e lutea do ciclo menstrual a fluéncia verbal e as habilidades motoras manuais
estdo melhores, ja as habilidades espaciais estdo deficitarias e durante a menstruagao as
habilidades espaciais aumentam enquanto as verbais e manuais diminuem (Broverman et
al., 1981; Hampson, 1990; Hausmann et al, 2000; Komnenich et al., 1978; Silverman &
Phillips, 1993). Entretanto, resultados mostrando mudangas cognitivas ao longo do ciclo
menstrual ndo tém sido consistentemente confirmados (Epting & Overman, 1998; Halari et
al., 2005). Em mulheres jovens, a supressao quimica (Sherwin & Tulandi, 1996) ou cirurgica

(Sherwin, 1988) dos hormbnios gonadais esta associada com prejuizos na memaria verbal
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que podem ser revertidos pela terapia de reposigdo de estrégenos (Sherwin & Tulandi,
1996). Essas diferencas com estudos em macacas podem estar relacionadas com as
especializagdes neurais que o desempenho em testes verbais requer (Lacreuse, 2006).

Embora os mecanismos ainda ndo tenham sido descobertos, é possivel que
alteragdes nos niveis de hormonios ovarianos ao longo do ciclo modulem o desempenho ao
influenciar as estratégias cognitivas utilizadas para responder aos testes (Korol, 2004).
Especificamente, elevagbes nos niveis de estrégenos influenciam ratas a utilizarem
estratégias de aprendizado sensiveis ao hipocampo enquanto niveis baixos promovem o

uso de estratégias sensiveis ao estriado (Korol, 2004).

Os resultados do presente estudo ndo confirmam nossa hipétese inicial de
que as fémeas de macaco-prego poderiam apresentar um melhor desempenho nas tarefas
de DNMS quando os niveis de estrogénio estivessem altos, mas corroboram os estudos
realizados com macacas rhesus, que demonstram flutuagées apenas na cognigéo espacial
em fémeas jovens (Lacreuse et al.,, 2001; Lacreuse & Herndon, 2003; Voytko, 2000). Os
resultados de pesquisas com mulheres sdo bastante discrepantes. Apesar dos nossos
resultados estarem de acordo com a literatura, os dados devem ser analisados com cautela.
Foi encontrada diferenga significativa nas concentragdes de estradiol entre as semanas de
testes, mas a variacao individual entre os dias de cada fase é muito grande. Além disso,
uma das fémeas apresentou o pico de estradiol na semana em que o tratamento
administrado foi o placebo. Nesse sentido, ndo foi encontrada correlagdo significativa entre
os niveis de hormdnios e 0 desempenho nos testes para nenhum dos tipos de estimulo,
reforcando os resultados encontrados, ou seja, o desempenho das macacas Cebus no teste
de memoria operacional utilizado ndo foi sensivel as alteragbes nos niveis hormonais.
Novos estudos investigando a influéncia das concentracées de horménios ovarianos na
cognicao de Cebus spp., tanto durante o ciclo menstrual, quanto através de manipulagao
controlada das concentragdes hormonais, devem ser realizados para confirmar estes

resultados.

Existem poucos estudos investigando a agdo dos horménios ovarianos
durante o ciclo menstrual na cogni¢ao, principalmente em primatas nao-humanos. Por outro
lado, devido aos beneficios da reposicdo de estr6genos na menopausa, ha muitas
pesquisas sobre a privacao de estrogenos decorrente da menopausa, da ovariectomia ou
através de farmacos e sua reposicao. Além disso, existem poucos trabalhos que exploram a
influéncia das administragbes de horménios em mulheres jovens com fungdo ovariana
normal, mas a administracdo de horménios para a contracepcao € uma pratica freqtente
entre mulheres, podendo acontecer desde muito precocemente. Nesse sentido, séo
necessarios estudos sobre a acao e o efeito dos hormdnios usados para contracepcao na
cognicao e também sobre os seus efeitos com a utilizagéo a longo prazo.
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Quanto a progesterona, nao foi encontrada diferenga significativa na
concentracao fecal de progesterona entre os tratamentos (placebo x estradiol). Além disso,
nao houve correlagdo entre as concentragoes de progesterona e desempenho total e nem
entre progesterona e desempenho para cada estimulo (geométrico, positivo, negativo e
neutro). Embora a progesterona afete o humor (Buckwalker et al., 1999), os potenciais
efeitos deste hormédnio na cognicao ainda precisam ser estabelecidos.

5.6. DESEMPENHO NO TESTE DNMS COM DIFERENTES ESTIMULOS

No nosso conhecimento, este estudo foi o primeiro a investigar a meméria
operacional utilizando expressdes faciais de emog¢do em primatas ndo-humanos. Os
resultados ndo mostraram diferencas entre as fotografias com valéncia emocional e as
fotografias neutras no teste de escolha diferente do modelo com atraso de 8 segundos
(DNMS). Entretanto, os macacos obtiveram desempenho acima do limite superior de
confianca para todos os tipos de estimulo, indicando que eles foram capazes de aprender e

executar um teste utilizando faces emocionais.

Nos primatas, a interagdo social coordenada depende da habilidade dos
individuos em prever o que é provavel que os demais individuos do grupo fagam em um
dado momento, como por exemplo, se € provavel que eles briguem ou que fujam. Existem
varias fontes de informacdo que sao utilizadas para esta previsdo. Isto inclui o
reconhecimento de “displays” ritualizados, a compreensdo de sinais de comunicagéo
aprendidos e o conhecimento de varias seqiéncias comportamentais recorrentes que séao
utiizadas em contextos particulares (Tomasello & Call, 1997). Weigel (1978) analisou
sequéncias de sinais de comunicacao de C. apella para documentar que cada expressao
facial unica é acompanhada de uma resposta especifica previsivel de outro membro do
grupo e argumentou que as expressoes faciais apresentam significado para os individuos
receptores. Entretanto, a maior parte dos sinais visuais dos macacos-prego € acompanhada
de vocalizacGes especificas e de um contexto associado (ver descricdo das expressdes
faciais em Fragaszy et al., 2004). Além disso, os movimentos e a expressao corporal sao

também importantes no reconhecimento da valéncia emocional.

A interpretacdo das expressdes faciais dos macacos pelos seus pares nao é
simples, nem f4cil. E impossivel aplicar conceitos simplificados como “medo” ou “agressdo”
para expressdes destes animais cujos sentimentos podem somente ser supostos.
Estudando assimetrias instantaneas nas expressdes faciais de macacos rhesus, Hauser e
Akre (2001) listaram pelo menos dois problemas com seu esquema de classificagéo, que
era composto de um continuo entre expressdes negativas/recuo e positivas/aproximagao.

Primeiro, algumas emogdes negativas sdo associadas com afastamento enquanto outras
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sdo associadas com aproximagdo. Segundo, algumas expressdées sao associadas com
relativamente mais estados emocionais ambiguos, por exemplo, enquanto estalar os labios
(lip smacks) parece estar associado com emog¢do negativa quando produzido por
subordinados na aproximacao de dominantes, esta expressao pode ser também produzida

por individuos envolvidos em catagao, sendo considerada uma emogao positiva.

Assim, a classificacdo das fotografias faciais em valéncias emocionais no
presente estudo constituiu uma das dificuldades do projeto e uma possivel fonte de erros.
Os macacos-prego do Centro de Primatologia da UnB produzem uma grande variedade de
expressoes faciais e de vocalizagdes observadas durante nosso estudos. Decidiu-se utilizar
a experiéncia dos pesquisadores com 0s macacos pra julgar as valéncias, pois devido a
familiarizagdo destes pesquisadores com o comportamento tipico dos macacos-prego, nés
acreditamos que esses pesquisadores seriam capazes de perceber as intencbes
(consequentemente, as expressdes emocionais) dos macacos em algumas fotografias. No
entanto, o julgamento das fotografias foi baseado no referencial humano e, naturalmente,
pode ndo corresponder a percep¢ao de um macaco-prego observando a mesma figura de
uma face co-especifica. Uma forma de solucionar esta duvida seria tentando verificar as
respostas comportamentais e fisioldgicas exibidas pelos animais mediante a exposi¢ao das
fotografias cujas valéncias foram julgadas pelos pesquisadores. Como mencionado
anteriormente, a identificacdo da emogao nao se baseia somente na expresséo facial, mas

na postura, na vocalizagdo, na movimentagao e em toda a contextualizagao.

De acordo com a literatura, em estudos com macacos rhesus, Nakayama e
colaboradores (2005) observaram uma reducdo da temperatura nasal em estados
emocionais negativos, durante a entrada e aproximagdo de uma pessoa “ameagadora”
(vestida com macacao do laboratério e acompanhada de pugd). Freqientemente os
macacos também apresentavam algumas expressoes faciais negativas como mostrar os
dentes em siléncio (silent bared-teeth), encarar com a boca aberta (staring open-mouth) e
estalar os labios. Em pesquisas com sujeitos humanos, Dimberg e colaboradores (2000)
observaram respostas de reagdo na musculatura facial correspondente a estimulos faciais
de alegria e raiva. Liberzon e colaboradores (2000) encontraram aumento da atividade
cerebral bilateral nas amigdalas, areas talamicas e hipotaldmicas, mesencéfalo e no cortex
lateral pré-frontal esquerdo, além de aumento na resposta galvanica (condutancia da pele).
Considerando estes estudos, alguns sinais fisiolégicos, como mudancas na temperatura
nasal, resposta galvanica e expressées comportamentais, ou até movimentos da pupila e
alteragbes na temperatura de outras areas, poderiam ser indicadores da valéncia das
fotografias para os macacos.

Fotografias que exibem apenas as faces foram escolhidas no intuito de
reduzir as possiveis variaveis contidas nas figuras. Além disso, o0 rosto apresenta dicas
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importantes na expressdo de informag¢des emocionais (Adolphs & Tranel, 2003). Outra
dificuldade encontrada neste projeto foi no préprio julgamento das fotografias pelos
pesquisadores. Neste sentido, o problema na classificagdo das fotografias € que na maioria
das situacoes a observagao do corpo (inclinagcao, posicdo dos membros), dos movimentos e
das vocalizagbes associadas a expressao facial é extremamente necesséaria (algumas
vezes indispensavel) para contextualizar a valéncia emocional da face. Esta dificuldade para
avaliar as valéncias observando apenas expressdes faciais pode ter ocorrido durante o
julgamento dos pesquisadores, que inclusive relataram este problema, e também com os
proprios macacos, ao observarem a exibicao das fotografias durante os testes. Por isso,
para minimizar os erros, o julgamento foi realizado utilizando apenas fotos das faces e
foram consideradas apenas fotografias com um minimo de 80% de concordancia na
valéncia emocional entre os pesquisadores. Como mencionado anteriormente, em futuros
estudos seria interessante analisar as reagoes fisiolégicas e comportamentais dos macacos

ao observarem as fotografias.

As emocgdes podem ser definidas com base em duas dimensdes primarias:
intensidade (ativacdo, entre calmo e excitado) e valéncia (agradavel/positiva, neutra e
desagradavel/negativa) (Hamann, 2003). Além da avaliacdo das valéncias, outra explicagao
para nao termos encontrado melhor desempenho para fotografias com estimulos

emocionais em relagao as neutras seria a intensidade de cada valéncia.

Os macacos-prego apresentaram desempenho muito superior no teste
DNMS com estimulos geométricos comparados a todos os estimulos fotograficos de faces
co-especificas, com ou sem valor emocional. Embora tenham sido utilizadas apenas figuras
geométricas nas sessdes de treinamento, foram realizadas quatro sessbes de estudos-
piloto utilizando fotografias de faces de macacos-prego para diminuir o efeito de
aprendizado com figuras geométricas. A primeira sessao piloto apresentava somente
fotografias e as outras trés sessdes eram como as sessdes de teste. Por serem apenas 10
tentativas de cada estimulo por sessdo, ndo houve diferenca estatistica entre os 4 tipos de
estimulos nas sessdes de testes-piloto, mas os resultados mostravam uma tendéncia de
melhores desempenhos para figuras geométricas. Como pode ser observado nos
resultados, ndao houve aumento significativo no desempenho da primeira para a segunda
semana de testes (Blocos 1 e 2) para nenhum tipo de estimulo. Apesar de néo ter sido
observado um efeito de aprendizado entre as semanas de teste, os macacos apresentaram
maior niumero de acertos para os estimulos geométricos e existem pelo menos trés
possiveis explicacbes para este melhor desempenho: 1° - figuras geométricas séo
estimulos mais faceis de diferenciar; 2° - os sujeitos tém um histérico de aprendizado de
testes utilizando este tipo de estimulo e 3° - as fotografias de faces co-especificas desviam

a atencao dos sujeitos.
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Primeiro, foram utilizadas pelo menos 426 figuras geométricas entre a fase
de modelagem dos sujeitos e os testes. Além dessa grande quantidade, as figuras eram
bastante variadas, apresentando dicas de cores e formas bem diferenciadas.
Aparentemente, havia diferenca mais realgcada para as figuras geométricas do que entre as
faces.

Segundo, além de terem sido modelados durante sete meses com os
estimulos geométricos, todos os sujeitos apresentam experiéncia de treinamento prévio
para varios tipos de testes com a utilizagdo apenas de figuras geométricas. Uma forma de
testar essa hipdtese seria através da realizagao de treinamento de sujeitos ingénuos com
fotografias de faces de macacos-prego e a posterior comparagcdo do desempenho em
testes utilizando as fotografias e as figuras geométricas.

Terceiro, as fotografias de faces co-especificas constituiram numa novidade
como estimulos utilizados em testes e também séo estimulos que representam o cotidiano
dos macacos, possuindo valor natural para estes animais. Assim, estas fotografias sé@o
capazes de desviar a atengdo dos macacos do teste, pois sdo demasiado atrativas para
eles. Com isso, eles acabam por responder de forma menos acurada aos testes. Uma
importante evidéncia para esta explicacdo esta no fato de que o desempenho com as
figuras geométricas é melhor quando comparado as fotografias de qualquer valéncia
(positiva, negativa ou neutra).

Os tempos de resposta entre categorias de estimulos foram similares,
demonstrando que os sujeitos estavam motivados a responder ao teste independentemente
do tipo de estimulo. Como os macacos nao tiveram problemas em realizar o teste, esta

seria uma forte evidéncia da viabilidade do teste utilizando fotos de faces co-especificas.

Em conjunto, nossos resultados mostram que os macacos-prego foram
capazes de responder a este novo teste para memoria operacional. Este primeiro estudo
demonstra a importancia de se entender melhor a influéncia da expressividade emocional
na memoria e indica a possivel aplicagdo do paradigma adotado neste trabalho na
investigacdo da memoria operacional emocional em outras espécies de primatas nao

humanos.

5.7. DESEMPENHO NO TESTE DNMS EMOCIONAL ENTRE OS SEXOS

As diferencas no desempenho das habilidades cognitivas entre os sexos é
bem documentada para humanos. Tipicamente, os homens apresentam melhor
desempenho que as mulheres em testes espaciais que requerem transformagdes na
memaoria operacional visuo-espacial, como rotacdo mental e combinacdo de objetos

tridimentsionais (Epting & Overman, 1998; Halpern, 1992; Voyer et al., 1995). Ja as
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mulheres, apresentam desempenho superior nos testes de fluéncia verbal e geragéo de
sinbnimos (Halpern, 1992). Em macacos rhesus, tem sido observado que machos
apresentam uma vantagem em teste de reconhecimento espacial com atraso (TREA)
(Lacreuse et al., 1999). No presente estudo ndo houve diferenca estatistica no desempenho
do teste DNMS entre machos e fémeas para nenhum tipo de estimulo (geométrico, positivo,

negativo e neutro).

As diferengas entre homens e mulheres sao evidenciadas tanto no
desempenho das tarefas, quanto nos tempos de resposta (Halari et al., 2005). No nosso
estudo os machos foram significativamente mais lentos que as fémeas. Apesar de homens
responderem mais rapidamente neste tipo de teste, nos estudos com macacos-prego as
fémeas tém apresentado respostas mais rapidas (Suganuma, 2006; Tavares, 2002). Isso
pode ser atribuido ao fato dos machos estarem mais vigilantes, pois os animais sao
testados nos proprios viveiros, sem isolamento acustico ou visual. Outra provavel explicagéo
seria devido aos machos terem maos maiores e bragos mais robustos, o que dificulta a

passagem da pata pela grade, atrasando, assim, a resposta.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo foi 0 primeiro a investigar a memaria operacional utilizando
expressoes faciais de emogao em primatas nao-humanos. Além disso, foi analisada a agao
dos horménios estradiol e progesterona sobre o desempenho das fémeas nos testes de

mem@ria operacional com conteudo emocional.

Ao contrario do esperado, 0os macacos-prego nao apresentaram melhor
desempenho no teste de escolha-diferente-do-modelo com atraso de 8 segundos (DNMS)
utilizando como estimulos as fotografias com valéncia emocional (agradaveis ou aversivas),
quando comparado ao desempenho com estimulos neutros. Entretanto, os sujeitos
obtiveram desempenho acima do limite superior de confianga para todos os tipos de
estimulo, indicando que eles foram capazes de aprender um teste de meméria utilizando

faces emocionais.

Os macacos-prego apresentaram desempenho muito superior no teste DNMS
com estimulos geométricos comparado a todos os estimulos fotograficos de faces co-
especificas, com ou sem valor emocional. Aparentemente, 0s macacos encontraram maior
facilidade em responder aos estimulos geométricos, que pode ser explicada por pelo menos
trés razdes: 1° - figuras geométricas sao estimulos mais faceis de diferenciar; 2° - os
sujeitos tém familiaridade com esse tipo de estimulo e 3° - as fotografias de faces co-
especificas desviam a atencao dos sujeitos.

Para as fémeas que participaram do tratamento, ndo houve diferenca
estatistica no desempenho do teste DNMS entre os tratamentos (estradiol x placebo) para
nenhum dos estimulos (geométrico, positivo, negativo e neutro). Os resultados do presente
estudo ndo confirmam nossa hip6tese inicial de que as fémeas de macaco-prego poderiam
apresentar um melhor desempenho nas tarefas de DNMS quando os niveis de estrogénio
estivessem altos, mesmo para estimulos com valor emocional, mas corroboram os estudos
realizados com macacas rhesus jovens (Lacreuse et al., 2001; Lacreuse & Herndon, 2003;
Voytko, 2000). E importante destacar que houve aumento significativo nos niveis fecais de

estradiol na semana de tratamento com valerato de estradiol.

Nao foi encontrada correlagédo significativa entre os niveis de hormdnios e o
desempenho nos testes para nenhum dos tipos de estimulo, reforcando a idéia de que o
desempenho das macacas Cebus no teste de memoria operacional utilizado nao foi sensivel
as alteragbes nos niveis hormonais. Novos estudos investigando a influéncia das
concentragdes de hormdnios ovarianos na cognigao de Cebus spp., tanto durante o ciclo
menstrual, quanto através de manipulacao controlada das concentragcdes hormonais, devem

ser realizados para confirmar estes resultados.
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Quanto a progesterona, ndao se observou diferenga significativa na sua
concentracao fecal entre os tratamentos (placebo x estradiol). Além disso, ndo houve
correlagcdo entre as concentracées de progesterona e desempenho total e nem entre
progesterona e desempenho para cada estimulo (geométrico, positivo, negativo e neutro).

Foi observado um aumento significativo dos comportamentos sexuais da
fémea durante a semana com administracdo exégena de valerato de estradiol. Além disso,
foi encontrada correlagdo positiva entre os niveis de estradiol e a duracao e a freqiiéncia de
ocorréncia dos comportamentos sexuais. Ressalta-se ainda que todos os comportamentos
sexuais observados tiveram aumento durante a semana de tratamento com os hormonios,
entretanto, apenas o contato fisico apresentou aumento significativo. O aumento dos
comportamentos sexuais ocorreu principalmente nos dias de pico de estradiol (fase pré-
ovulatéria), sendo confirmado pela correlagéo entre comportamento e niveis de estradiol.

Quanto a comparagao entre sexos, nao foi encontrada diferenca estatistica
no desempenho do teste DNMS entre machos e fémeas, para nenhum tipo de estimulo
(geométrico, positivo, negativo e neutro). Também nao houve diferenga significativa nos
tempos de resposta entre 0s sexos.

6.1. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi 0 primeiro a investigar a memaria operacional utilizando
expressoes faciais de emogado em primatas ndo-humanos. Para isso, foi desenvolvido um
novo teste, viavel, que permite investigar a acao das expressdes faciais (estimulos com

valor emocional) na memoria operacional de macacos-prego.

Futuros estudos deverao considerar as respostas comportamentais e
fisiologicas dos macacos durante a exposi¢cdo das fotografias de faces co-especificas, na
tentativa de verificar se a valéncia emocional julgada pelos pesquisadores tem a mesma

ativacao das mesmas valéncias para 0s macacos.

Além disso, seria importante a realizacdo de novos experimentos com
administragdo controlada de estrégenos, para confirmar os resultados encontrados com
primatas ndo-humanos, além da realizacdo de tratamentos controlados também com

progesterona.
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