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RESUMO

A memoria de reconhecimento é a capacidade de identificar elementos ja vistos
anteriormente, sendo fundamental para a aquisicdo de novas informagdes e o
planejamento de comportamentos futuros. Contudo, o estresse pode tanto facilitar,
como prejudicar esse tipo de memoria, o qual pode ser avaliado no teste de
Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO) transposto apenas recentemente para
primatas ndo-humanos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de um
episédio agudo de estresse de contengao na capacidade de micos-estrela (Callithrix
penicillata) adultos adquirirem, consolidarem e evocarem uma memoria de
reconhecimento no teste de REO. Para tanto, os animais foram submetidos a uma
sessao de habituacado de 10 min, e 24 h depois, ao teste de REO, que consistiu em um
treino e um teste, de 10 min cada, realizados em um intervalo de 6 h. No treino, dois
objetos idénticos foram apresentados; no teste, um desses objetos familiares foi
substituido por um novo. Os sujeitos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos
experimentais (n=6/grupo): controle sem estresse, estresse pré-treino, estresse pos-
treino e estresse pré-teste. O estresse consistiu em colocar o mico em uma pequena
caixa de aluminio durante 15 min, impossibilitando contato visual com o ambiente
externo e impedindo parcialmente seus movimentos. Durante a sessao teste, os
animais do grupo controle e do estresse pré-treino exploraram significantemente mais
0 objeto novo do que o familiar, demonstrando ter uma memdéria de reconhecimento.
Por outro lado, 0 grupo do estresse pds-treino explorou os dois objetos de maneira
semelhante, indicando que nao foi capaz de reconhecer o objeto visto anteriormente.
Ja o grupo do estresse pré-teste explorou preferencialmente o objeto familiar. Em
geral, as sessdes treino e teste nao diferiram significativamente em termos da
exploracao total dos objetos, atividade locomotora e laténcia da primeira exploragao.
Além disso, indicativos de memdria no teste REO n&o foram correlacionados a
exploracao total dos objetos na sessao treino. Contudo, para os grupos controle e de
estresse pré-teste, o nivel de locomogdo na sessao teste e o indice de Discriminacéo
estavam correlacionados. Portanto, micos-estrela sdo capazes de reconhecer objetos
neutros vistos em seu ambiente ha pelo menos 6 h. Por outro lado, um episédio agudo
de estresse de contengédo parece prejudicar apenas a consolidacdo desse tipo de
informagdo. Quando o evento ocorre logo antes da evocagédo, a preferéncia
exploratéria tipica dos micos em explorar o que € novo passa a ser o que é familiar.
Essa preferéncia por familiaridade pode ser, na verdade, um comportamento
adaptativo ao estresse e ndo necessariamente um déficit de memodria de
reconhecimento. Assim, um evento agudo de estresse parece influenciar a memodria
de reconhecimento de objetos dessa espécie de primata ndo-humano, sendo que o
efeito especifico observado depende do momento em que o evento ocorre.

Palavras-chave: mico-estrela, estresse, memodria de reconhecimento, aquisig¢ao,
consolidacdo, evocacao



ABSTRACT

Recognition memory is the ability to identify whether stimuli have been
previously seen, being essential for acquiring new information and planning future
behavior. However, stress can either enhance or impair this type of memory, which in
turn can be assessed via the Spontaneous Object Recognition (SOR) task recently
transposed to non-human primates. Therefore, this study assessed the effects of an
acute restraint stress on the ability of marmoset monkeys (Callithrix penicillata) to
encode, retain and retrieve a recognition memory in the SOR test. The marmosets
were thus submitted to a 10 min habituation trial and after a 24 h interval they were
tested in the SOR test. This task consisted of a 10-min sample and test trial, held 6 h
apart. On the sample trial, the marmosets were presented with two identical objects; on
the test trial, one of these familiar objects was replaced with a new one. Subjects were
randomly divided into four experimental groups (n=6/group): no-stress (control), pre-
training stress, post-training stress and pre-testing stress. This stress event consisted
in placing the marmoset in a small aluminum box for 15 min, which did not allow visual
contact with the surroundings and partially limited movements. On the test trial, the no-
stress and pre-training stress groups explored the new object significantly more than
the familiar one, demonstrating a recognition memory. On the other hand, the post-
training stress group explored both objects similarly, indicating that these subjects were
unable to recognize the object previously seen, while the pre-testing stress group
preferentially explored the familiar object. In general, the sample and test trials did not
differ significantly in terms of total object exploration, locomotor activity and latency to
first exploration. Also, memory indicators for the SOR task were unrelated to total
object exploration on the sample trial. However, for the no-stress and pre-test groups,
locomotion rates on the test trial were correlated to the Discrimination Index. Therefore,
marmosets can recognize neutral objects encountered at least 6 h before in their
environment. An acute restraint stress, however, only seems to impair the retention of
this information. When the event occurs prior to retrieval, the monkeys’ typical
exploratory preference for novelty turns into a preference for familiarity. This shift in
preference may actually be more related to a behavioral adaptation to stress, rather
than a recognition memory deficit. Thus, an acute stress event seems to affect object
recognition memory in this non-human primate, with the timing of the event influencing
the specific effect observed.

Keywords: marmoset, stress, recognition memory, encoding, consolidation, retrieval



ACTH
CA
CEUA
CONCEA
CPUNB
CRH
CTRL
GC
GR
HPA
IBAMA

LH
LTD
LTM
LTP
MCP
MLP
MR
PNH
REO
ROC
ROL
SNC
SNS
SOR
STRS
TEPT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Hormonio Adrenocorticotropico (Adrenocorticotropic hormone)
Campo Aberto

Comiss&o de Etica no Uso Animal

Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia

Horménio Liberador de Corticotrofina (Corticotropin Releasing-Hormone)
Controle

Glicocorticéide

Receptor Glicocorticéide

Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
indice de Discriminacéo

Hormonio Luteinizante

Depresséao de Longa Duragao (Long Term Depression)

Lobo Temporal Medial

Potenciagéo de Longa Duracao (Long Term Potentiation)
Memoria de Curto Prazo

Memoria de Longo Prazo

Receptor Mineralocorticoide

Primata Nao Humano

Reconhecimento Espontaneo de Objetos

Receiver Operating Characteristic

Reconhecimento de Objeto-Lugar

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Simpatico

Spontaneous Object Recognition

Estresse

Transtorno de Estresse Pés-Traumatico



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 Eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). Ao vivenciar um evento estressor, o cérebro ativa
o eixo HPA. O hipotalamo secreta horménio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a secrecédo do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) no lobo anterior da glandula pituitaria. Posteriormente o ACTH
estimula o cértex das glandulas adrenais, localizadas acima dos rins, a secretar glicocorticoides (cortisol
em humanos). (0] cortisol gera diversas respostas de estresse no
Lol o F= 1T L] o 4o TS SUPRRR 21
Figura 1.2 Diagrama dos quatro principais tipos de tarefas de reconhecimento. (A) teste REO, (B) teste
ROL, (C) reconhecimento do objeto em lugar e (D) reconhecimento de ordem temporal...............cc.......... 29
Figura 4.1. Fotografia de individuos da espécie mico-estrela (Callithrix penicillata) pertencentes ao
plantel do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia. (Foto: Fernando Magela)..........c..c.c........ 40
Figura 4.2. Fotografias do Pavilhdo de Calitriquideos do Centro de Primatologia da Universidade de
Brasilia, onde os sujeitos experimentais (micos) foram alojados. (A) e (B) Vista externa dos viveiros; (C)
Vista interna do corredor de seguranga; (D) Vista de um viveiro a partir do corredor central de segurancga.
(Fotos (A) e (B): Marilia Barros. Fotos (C) e (D): Fernando Magela)............ccoooiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 41
Figura 4.3. Fotografias do aparato do Campo Aberto utilizado nas sessées experimentais. A Esquerda:
Vista lateral do aparato, com a caixa-transporte acoplada diretamente em frente a porta do tipo-guilhotina
e evidenciando o teto e a parede (ao fundo) de vidro transparente; A Direita: Vista superior do aparato,
evidenciando as trés parede de chapa de aluminio, o piso de tela metalica, e a porta do tipo-guilhotina.
(FOto: ClarisSa VanNUCKI)........cooiiiiiiiiiee ettt e e e e et e e e e et e e e e e e saseeaeeeenteeaeeeeesseneeeean 42
Figura 4.4. Fotografias do aparato do Campo Aberto durante uma sess3o experimental com um sujeito.
Imagem Superior: vista da camera de filmagem superior. Imagem inferior: vista da camera de filmagem
lateral. (FOto: ANAré W.C. de OlIVEII).......couieiiiiiiiie ettt e e e e s e et e e s e e st e e e e e e senteeeaaeennnes 44
Figura 4.5. Representacdo esquematica do aparato do Campo Aberto utilizado durante as sessdes
experimentais, indicando sua divisdo pelo programa AnyMaze em cinco quadrantes: quatro quadrantes
externos com as mesmas dimensdes (numeros 1-4) e um quadrante central maior (N). A seta indica a
porta do tipo-guilhotina por onde os animais entravam e saiam do aparato.............ccccccccvvveeiieiiiiee e 44
Figura 4.6. Representagdo esquematica do teste de Reconhecimento Espontaneo de Objeto usado no
presente estudo. Na sessé&o treino, os circulos representam objeto estimulo, estando posicionados em
uma das possiveis configuragdes dentro do Campo Aberto. O local de posicionamento dos objetos variou
entre os sujeitos. Na sessao teste, um dos objetos foi substituido por um item novo (estrela)................... 45
Figura 4.7. Fotografia dos objetos utilizados como estimulo no teste de REO. Os objetos estdo
representados aqui conforme foram posicionados no aparato do Campo Aberto durante as sessdes
experimentais. Os pares utilizados em cada experimento realizado foram: objetos A e B; objetos C e D; e
objetos E e F. Linha branca em (A) representa a escala = 10 CM..........coccuiiieeiiiiiiiie e 47
Figura 4.8. Representagdo esquematica do procedimento empregado nos trés experimentos realizados,
consistindo em uma sessdo de habituagdo, seguida apés um intervalo de 24 h pelo teste de REO
(sessoes treino e teste). O intervalo entre as sessdes treino e teste foi de 6 h. Para o Experimento 1, o
evento agudo de estresse de contengdo de 10 min na caixa-transporte foi realizado logo antes do treino,
representado aqui pelo reldmpago (S). Para o Experimento 2 o estresse foi realizado imediatamente apés
o treino e para o Experimento 3 foi logo antes do teste. Os objetos que estdo representados dentro da

arena retangular do Campo Aberto correspondem apenas aos objetos usados no Experimento



Figura 5.1. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pré-treino (Strs) no teste de REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos familiar e novo na sesséo teste; (B)
indice de discriminagdo calculado para a sessdo teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos
(mediana e intervalo interquartil), para a primeira exploragdo de cada objeto na sesséo teste. n=6/grupo;
*p<0,05 vs. objeto familiar, **p<0,05 vs. valor de zero (nivel do acas0)..........cccevvveirieie i 58
Figura 5.2. Tempo médio (+epm; em segundos) despendido na exploragdo dos dois objetos (A) e em
locomogao (B) pelos micos dos grupos controle (Ctrl) e estresse pré-treino (Strs) nas sessoes treino e
teste da tarefa de REO........ooii ittt e 59
Figura 5.3. Relag&o entre o indice de Discriminag&o e os niveis de exploragao total na sessao treino ou
de locomogé&o na sessao teste de cada grupo experimental avaliado no presente estudo. Os dados estdo
expressos como o coeficiente r do teste de correlagdo de Pearson (e valor de p); *p<0,05........cccceeeenee 60
Figura 5.4. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pos-treino (Strs) no teste REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos novo e familiar na sesséo teste; (B)
indice de discriminagdo calculado para a sessdo teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos
(mediana e intervalo interquartil), para a primeira exploragéo de cada objeto na sessao teste. **p<0,05 vs.
valor de zero (nivel do acaso), #P<0,05 VS. CONLIOIE..........ccuiiiiiiiiiiiic e 62
Figura 5.5. Tempo médio (+epm; em segundos) despendido na exploragdo dos dois objetos (A) e em
locomogao (B) pelos micos dos grupos controle (Ctrl) e estresse pds-treino (Strs) nas sessoes treino e
teste da tarefa de REO. *P<0,05 VS. CONIIOIE.........oiiiiiiiiiiieecceee et e e e e e e aeee e as 63
Figura 5.6. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pré-teste (Strs) no teste de REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos familiar e novo na sesséo teste; (B)
indice de discriminagao calculado para a sesséo teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos (media
e intervalo interquartil), para a primeira exploragdo de cada objeto na sessao teste. **p<0,05 vs. valor de
zero (nivel do acaso), #P<0,05 VS. CONIOIE.......ccuiiiiiiiii e e 64
Figura 5.7. Tempo médio (+epm; em segundos) despendido na exploragdo dos dois objetos (A) e em
locomogao (B) pelos micos dos grupos controle (Ctrl) e estresse pré-teste (Strs) nas sessbes treino e

teste da tarefa de REO. *p<0,5 VS €Stresse pre-teste. ..o 65



LISTA DE TABELAS

Tabela . Relagdo das trés etapas realizadas neste estudo, indicando os sujeitos testados em cada uma
delas, o tratamento (TTO) de estresse ao qual eles foram submetidos e os objetos utilizados na sesséo
teste da tarefa de REO.. ..ot Anexo 2
Tabela Il. Média + erro padrdo da média (epm) da exploragédo de cada objeto nas sessdes treino e teste
em todos 0S grupos EXPErMENTAIS .....ccoee i Anexo 3
Tabela Ill. Média + erro padrdo da média (epm) dos indices de discriminagdo de todos os grupos
(oL 14 1=T o =TSRSS Anexo 3
Tabela IV. Mediana e quartis da laténcia para a primeira exploragdo dos objetos familiar e novo na

sessdo teste de todos 0s grupos experimentais. ..., Anexo 3

10



SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt ee et eae e e 12
1.1 Aspectos gerais da MemOria ........oooeeeeii i 12
1.2 Memodria de reCoNNECIMENTO. .....c..ciiiiiiiiii e 17
1.3 Estresse e a memoria declarativa.............coiiiiiiiiiiiii e 20
1.4 Testes de memoéria de reconhecimento ... 26
1.5 Calitriquideos como modelo animal.............ooooiiiiiii e 30
1.6 Calitriquideos e a resposta ao estresse ... 33
(0= N = I Y PSR 36
R B © o1 1= (1Y o T [T - | I PRSP 36
2.2 ODbjetivOos ESPECITICOS .....uvriiiiieeii ittt e e e e e e e e e aeeeas 36
RELEVANCIA DO ESTUDO ..ot an s 37
METODOLOGIA.......ceeeeee ettt ettt e e et e e et e e e s bt e e e e ante e e e e nbeeeeenneeas 39
4.1 ASPECIOS BLICOS -...eeeiiieeeeiii ettt e e e e e e e e e e e annnes 39
4.2 Sujeitos e condigdes gerais de alojamento ...........occeeeiiiiiiiiiiiiee 39
4.3 Aparato experimental...... ... e 42
4.4 Teste de Reconhecimento Espontaneo de ObjJetos ............cooviveiiiiiieniiiiiee e, 45
4.5 Objetos usados no teste de REO .........oooiiiiiiiiiiiieeec e 46
4.6 Procedimento experimental ..., 47

4.6.1 Experimento 1: efeito do estresse pré-treino...........ccccoeeecvveeeeeeeecccciinneen. 50

4.6.2 Experimento 2: efeito do estresse poOS-trein0........ccccccevecvvveieeeeeeccciiiieen. 51

46.3 Experimento 3: efeito do estresse pré-teste.........cccovviiiiiiiiii i 51
4.7 Registro e analise dos dados...........c.eeiiiiiiiiiiiiiiii e 52
4.8 Analise estatistiCa ........ooi i 54
RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e e e e n e e e e s e e e e annt e e e e e ateeeeeenteeeeenneeas 56
5.1 Experimento 1: efeito do estresse pré-trein0...........cccccvvveeeiiee i 56
5.2 Experimento 2: efeito do estresse pOS-trein0 ..........oooccvveeiiiie e 60
5.3 Experimento 3: efeito do estresse pré-teste.........cccoovvviiiiiiiiiiiiciieeee e 62
DISCUSSAD ...ttt ettt en et e e eae e e 66
6.1 Estresse pré-treino ndo influenciou a aquiSIGa0 .............eeerieiiiiiiiiiiiee e 66
6.2 Estresse pos-treino prejudicou a consolidagao .........ceeeeeeiiiieiiiiciiiiee e 68
6.3 Estresse pré-teste alterou a preferéncia exploratoria..........cccooooiooeeeiieiiiiciee. 72
6.4 Exploragéo inicial ndo influenciou o desempenho no teste de REO...................... 75
6.5 Relagao entre nivel de locomogao e desempenho no teste REO.......................... 76
(010 N[ 07 I U £=7-X @ J OO 79
REFERENCIAS ..ottt st 81
ANEXO T oottt et e et e et r e e e et re e e e e anrae e e anraa e 2eenns 103
ANEXO 2.ttt e e e e e e e et e e e nte e e e e artaaaeeataeeeaanrae eeeeane 104
ANEXO 3.ttt e e e e e e e e e e e rree e e e anrae e e anreeeeanne oo 105

11



1. INTRODUGCAO

1.1. Aspectos gerais da memoéria

Memoria é definida como um processo neural pelo qual as experiéncias vividas
modificam o sistema nervoso e o comportamento futuro. Dentro do estudo de
aprendizado e memoria, prevaleceu por muitos anos uma visdo unitaria, sugerindo que
todos os processos mneménicos ocorriam dentro de um Unico sistema funcional.
Entretanto, nas ultimas trés décadas, tem-se proposto que ha multiplos sistemas de
memoria (KLEIN e cols., 2002), com diferentes estruturas cerebrais associadas a elas.

Pode-se citar casos como o de Clive Wearing, um renomado maestro britanico
que sofreu graves perdas de memoéria apés uma infecgao cerebral causada pelo virus
do herpes. Apesar de nao conseguir reter informacdes novas por mais de minutos, e
nao lembrar diversos detalhes sobre sua vida pessoal, sua memoria e habilidades
musicais permaneceram intactas (WILSON e cols., 1995). Outro caso famoso é o caso
de Henry Molaison, mais conhecido como paciente HM, que teve o hipocampo e
outras areas do lobo temporal removidos na tentativa de tratar episddicos convulsivos
recorrentes. Apds a operacgao, ele retinha informacdes por curtos periodos de tempo,
mas nao conseguia se lembrar de fatos que ocorreram apos a cirurgia. Além disso,
esse paciente conseguia melhorar seu desempenho em uma tarefa motora apos
alguns treinos, mesmo que nao se lembrasse de ter praticado a tarefa anteriormente,
pois nao apresentava memoaria para eventos passados (CORKIN, 2002).

Alguns estudos identificaram diferentes estruturas responsaveis por
determinados aspectos da memoaria, como a pesquisa de MCCORMICK e cols. (1981)
identificaram o papel do cerebelo em uma tarefa de condicionamento do reflexo de
piscar. Ademais, a pesquisa de MISHKIN e cols. (1984) evidenciou a participacdo do
corpo estriado na habituagédo e os estudos de DAVIS (1992) e LEDOUX (2003)
identificaram o papel da amigdala em tarefas de medo condicionado e preferéncia

condicionada por lugar.
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Integrando evidéncias como as citadas acima, atualmente aceita-se uma
classificagdo da memoria baseada nas estruturas biolégicas que tém maior
participacado nos diferentes processos mnemonicos. Segundo SQUIRE (2004), essas
estruturas podem agir paralelamente para uma melhor adaptagéo do individuo ao meio
que o cerca.

A memoéria de curto prazo (MCP) consiste no armazenamento de
conhecimentos relevantes por curtos intervalos de tempo (segundos - minutos),
retendo pequenas quantidades de informagdes que sao utilizadas logo em seguida.
Essas informacgbes podem ser verbais, como decorar um numero de telefone que lhe
foi dito, ou também visuais, espaciais, olfativas e somestésicas (BADDELEY, 2000).

Ja a memodria de longo prazo (MLP) retém informagdes por longos periodos de
tempo, possibilitando ao individuo recupera-las e evoca-las posteriormente. Na MLP,
sistema particularmente investigado no presente estudo, existem duas principais
maneiras de adquirir e reter informagbes: a chamada memoria declarativa (ou
explicita) e a memoéria ndo declarativa (implicita).

A memodria nao declarativa é uma forma inconsciente de memoria,
manifestando-se geralmente de forma automatica durante a execucédo de uma tarefa.
Portanto, percebe-se que alguma forma de aprendizado ocorreu ndo pela lembranca
explicita ou declarada, mas pelo desempenho. Um exemplo disso consiste em uma
crianga aprendendo a andar de bicicleta: mesmo que ela ndo saiba explicar
verbalmente o que esta aprendendo e como esta manuseando a bicicleta, apés um
certo treinamento ela é capaz de andar de bicicleta sem ajuda de outra pessoa.

A memoéria ndo declarativa pode ser dividida em cinco tipos principais: (1)
memoria processual, relacionada por exemplo a habilidades motoras como tocar um
instrumento musical, e geralmente associada ao corpo estriado (KNOWLTON e cols.,
1996); (2) priming e aprendizagem perceptiva, que consiste no fendbmeno onde um
estimulo influencia a resposta a um estimulo subsequente. Por exemplo, a palavra
“enfermeira” é reconhecida mais facilmente se vista apds a palavra “médico” do que se
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vista apds outra palavra nao relacionada. Este tipo de memodria é processado
principalmente em nivel no neocdrtex (SCHACTER, 1992); (3) condicionamento
classico, ou chamada por alguns pesquisadores de resposta associativa, que é um
processo de aprendizagem e modificagdo do comportamento via mecanismos de
associacao entre estimulo-resposta, e tem como exemplo uma resposta
comportamental automatica de salivagcdo sendo desencadeada pelo som de um sino
tocando, depois desse ultimo ter sido apresentado concomitante e repetidamente com
um alimento, a qual foi descrita inicialmente por PAVLOV (1927); (4) condicionamento
operante, que refere-se ao procedimento através do qual € modelada uma resposta a
partir de um reforgo ou puni¢cao sucessivos, como observado em experimentos com a
caixa de Skinner (KREBS, 1983). Ambos os condicionamentos estdo associados ao
cerebelo, e também a amigdala no caso de o estimulo ter valéncia emocional
(LEDOUX, 2003; THOMPSON e STEINMETZ, 2009); e (5) aprendizado nao
associativo, que engloba a redugéo (habituagdo) ou exacerbagao (sensitizagdo) de
uma resposta mediante apresentacao repetida a um determinado estimulo, a qual é
mediada por vias reflexas (BARCO e cols., 2006).

A memodria declarativa, por sua vez, é toda aquela que é evocada deliberada e
conscientemente a partir de experiéncias prévias, € € composta pelas memdrias
referentes a fatos (semantica) ou eventos (episddica) do passado (TULVING, 1972).
Uma meméria semantica, por exemplo, consiste em lembrar-se do conceito de “Copa
do Mundo” ou seja, saber o que significam as palavras COPA, MUNDO e que “Copa
do Mundo” é um evento esportivo mundial de futebol. Uma memdria episddica, por
outro lado, se exemplificaria com a recordagcdo que vem a consciéncia ao responder a
pergunta “O que vocé estava fazendo quando o Brasil perdeu para a Alemanha de 7x1
na Copa do Mundo de 20147?”. Enquanto a memadria seméantica se refere a conceitos,
fatos histoéricos, nomes, datas, etc., a memoria episddica refere-se a habilidade de
recordar fatos autobiograficos, eventos que ocorreram em algum periodo e lugar
especifico da vida de um determinado individuo (TULVING, 2002). Para formagao da
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memoria declarativa, componentes temporais e espaciais sao associados por
intermédio de estruturas do lobo temporal medial (hipocampo, cértices entorrinal,
perirrinal e parahipocampal), regides do diencéfalo (tdlamo e corpos mamilares) e
prosencéfalo basal (septo medial) (ZOLA-MORGAN e cols., 1994).

Independente do sistema de memodria utilizado, ao processarmos uma
informacdo, ainda podemos considerar trés fases basicas de processamento, com
distintos mecanismos neurobioldgicos: aquisicdo, consolidagdo e evocagéo. A primeira
diz respeito a captacdo de informagbes do ambiente via percepcédo sensorial e
posterior interpretagéo no sistema nervoso central (SNC), i.e., aprendizagem (ZOLA-
MORGAN e cols., 1994; IZQUIERDO e cols., 2006; WINTERS e cols., 2008).

A consolidacao é a fase posterior de armazenamento dessa informagao por um
determinado intervalo de tempo, e pode se dar por meio de alteragdes morfolégicas
elou alteragdes eletrofisioldgicas. Neste Ultimo caso, a informagao € retida apenas
pelo tempo que a mesma é necessaria, e, portanto, a memoéria é efémera e nao
provoca alteragdes morfolégicas, que também sdo chamadas de tracos de memodria.
Na formacéao dos tracos de memoria, a alteragdo pode ser estrutural e/ou funcional. Na
alteragdo estrutural, novas espinhas dendriticas ou prolongamentos axonais sdo
formadas no circuito neural, permitindo que neurdnios recebam mais aferéncias ou
transmitam mais sinais para outros neurdnios, respectivamente. Na alteracio
funcional, novos canais idnicos ou proteinas sinalizadoras séo formadas, otimizando a
transmissao sinaptica (PURVES e cols, 2010). Esse fortalecimento de sinapses €&
conhecido como potenciacao de longa duracgéo (LTP, long term potentiation), enquanto
o enfraquecimento é referido como depressdo de longa duracdo (LTD, long term
depression). Ambos os processos de plasticidade sinaptica estdo envolvidos na
memoria. Além disso, o armazenamento de tracos de memoria pode ocorrer em
diversas areas do SNC, envolvendo diferentes redes neuronais (KANDEL e cols.,

2014).
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Ja a evocacgdo consiste na recuperacdo das informagdes armazenadas.
Embora diferentes sistemas de memdria possam utilizar distintos processos e vias
para recuperar uma informacdo, certas estruturas e vias regulam a evocagdo de
muitas delas, como o hipocampo, a amigdala, e suas conexdes com o hipotalamo e o
talamo. O hipocampo e a amigdala — recebendo informagdes de todos os sistemas
sensoriais (em parte provenientes do cértex e em parte provenientes da formagao
reticular mesencefalica) e projetando informagbes ao hipotalamo, talamo e cortex —
sado, portanto, estruturas estrategicamente localizadas para modular o processo de
evocagao de informagdes baseados na experiéncia (IZQUIERDO, 1989). Essas trés
fases de processamento serao individualmente avaliadas no presente trabalho.

Até parte do século XX, estudos sobre cognicdo em humanos e em animais
desenvolveram-se independentemente. Isso porque, até esta época, estudos sobre
cogni¢cédo animal, com excegdo da etologia cognitiva, ndo avaliavam a seu estado de
consciéncia. Embora seja possivel analisar como os animais adquirem informagdes
pelos sentidos, processam e respondem a elas, para estas analises ndo é necessario
analisar a natureza subjetiva de suas experiéncias ou se eles estdo conscientes sobre
isso (SHETTLEWORTH, 2009). Portanto, durante grande parte do século passado,
estudos com animais focaram em processos cognitivos que nao necessitavam algum
estado de consciéncia explicito, como as memoarias nao-declarativas.

Avaliar processos que requerem um estado de consciéncia, analogos aos que
sdo encontrados em humanos, tem ganhado notoriedade ha algumas décadas, mas
continua sendo um desafio para a comunidade académica. TULVING (1983), ao
estudar a memdria episddica, definiu-a como uma capacidade mental que requer
consciéncia autonoética, isto €, uma nocdo de si mesmo, e por mais que diversos
animais demonstrem formas de consciéncia analogas ao homem, nao existe um
consenso sobre a existéncia de consciéncia autonoética. A fim de ultrapassar essa
barreira, foram desenvolvidas tarefas que buscam avaliar memorias declarativas sem
a necessidade da expressao verbal, como por exemplo a tarefa apresentada por
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CLAYTON E DICKINSON (1998), desenvolvida para passaros, que avalia atributos
semelhantes a uma meméoria episédica — os componentes “o que”, “quando” e “onde”.
Eles chamaram a memodria avaliada de meméria do tipo-episddica, pois ndo ha como
avaliar o componente da consciéncia descrito por TULVING (1983).

No entanto, a memaria do tipo-episddica ainda gera discussdes sobre sua real
proximidade com a memdria episddica em humanos (GRIFFITHS e cols., 1999).
Desde o final do século XX, todavia, pesquisadores vem apresentando evidéncias
empiricas que demonstram outros aspectos da memoéria declarativa em animais,

particularmente em primatas (GAFFAN, 1992; ZOLA-MORGAN e cols. 1994) e

roedores (DUSEK e EICHENBAUM, 1997).

1.2. Meméria de reconhecimento

Dentro da memodria declarativa, um componente que vem sendo amplamente
pesquisado é a memoéria de reconhecimento. Essa é a capacidade de identificar, como
sendo algo familiar, estimulos ou situagdes que ja foram encontrados anteriormente
(AMEEN-ALI e cols., 2015). E por meio dela que identificamos pessoas, lugares, sons,
palavras e objetos ja vistos antes (THORPE e cols., 1996), e, muitas vezes, moldamos
nosso comportamento futuro a partir dessas experiéncias passadas.

Ha divergéncias sobre a classificagdo da memoria de reconhecimento. Essa
discussao esta fortemente associada a suposicdes sobre a sua natureza. Quando
lembramos de um nome, objeto, pessoa, lugar, etc., duas experiéncias subjetivas
podem ocorrer: podemos simplesmente identificar se aquele item, local ou individuo ja
foi encontrado anteriormente com base em atributos gerais (processo de saber) ou
podemos relacionar aquele item, local ou individuo a uma experiéncia pontual vivida
no passado, havendo aqui associagdes temporais e espaciais com base em atributos
especificos do estimulo (processo de lembrar). STERN e HASSELMO (2009) fazem
outra analogia: o saber seria o0 equivalente a uma prova de multipla-escolha, enquanto
0 lembrar seria uma questao discursiva, onde o sujeito devera utilizar diversos
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conhecimentos diferentes para elaborar sua resposta. Esse paradigma saber-lembrar
foi proposto por TULVING em 1985, que relacionava o processo de lembrar ao estado
autonoético em que a pessoa teria que ter consciéncia do que havia vivenciado no
passado, e o processo de saber a um estado noético, que ndo tem necessariamente
uma conexao com a consciéncia.

A partir disso, surgiram diferentes modelos de processamento para este tipo de
memoria. Modelos uni-processuais corroboram a ideia de que a memoéria de
reconhecimento faria parte da memoria episddica, constituindo sua resposta noética.
Portanto, dentro da memoaria episddica, teriamos essas duas respostas: lembrar
conscientemente de alguma situagao anteriormente vivida e saber ou reconhecer que
algum aspecto do ambiente ja foi vivenciado, onde ambas fariam parte de um mesmo
sistema (DUNN, 2004). Entretanto, outros pesquisadores acreditam que a memoéria de
reconhecimento envolve dois ou mais processos diferentes, € que um deles
compartilha caracteristicas da memoria episodica (modelos de processamento duais).
Neste caso, a memoria de reconhecimento seria um processo dentro do sistema de
memorias declarativas, mas que utilizaria diferentes estruturas e vias em relagédo as
memorias episodicas (RUGG e YONELINAS, 2003; YONELINAS, 2001; BROWN e
AGGLETON, 2001).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas na tentativa de tentar diferenciar se um
individuo esta simplesmente reconhecendo ou se lembrando de maneira mais
complexa. Por exemplo, pode-se perguntar se o estimulo parece familiar (processo de
saber/reconhecer) ou se remete a alguma situacdo (processo de lembrar). Existe
ainda o procedimento de dissociagdo de processos, onde a capacidade de responder
onde e quando o estimulo foi visto pela primeira vez estaria indicando o processo de
lembrar. O procedimento de Caracteristica Operativa do Receptor (em inglés Receiver
Operating Characteristic, ou ROC) requer que o sujeito classifique a porcentagem de
confianga em suas proprias respostas ao reconhecer se um estimulo ja foi
previamente visto. Essas porcentagens de confianga sao utilizadas para se construir
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uma curva ROC, onde a proximidade da confianca e acuracia é utilizada como
indicativa do processo de lembrar.

Contudo, vale ressaltar que esses procedimentos sao utilizados por
pesquisadores de ambas as linhas de pensamento (modelos uni-processuais e
modelos de processamento duais) e ndo pdem fim ao debate, ja que podem se apoiar
em diferentes suposi¢cdes. Por exemplo, apesar do teste ROC ser muitas vezes
utilizado para corroborar o modelo processual dual, ele também pode indicar que o
processo de saber € o mesmo do lembrar, porém ocorrendo quando o individuo ainda
tem uma baixa taxa de confianga (DUNN, 2004). Os modelos processuais duais nao
sado universalmente aceitos pois muitos modelos uni-processuais s&0 mais
parcimoniosos. No entanto, diversas evidéncias anatdomicas indicam uma dissociagao
entre esses processos (AGGLETON e BROWN, 2006).

Ao assumir que a memodria de reconhecimento € um modelo processual dual,
chama-se o processo de saber de familiaridade e o processo de lembrar de
recordagdo (MANDLER, 1980). Ha controvérsias sobre as estruturas cerebrais
envolvidas em cada um desses componentes (YONELINAS, 2001). Alguns estudos
sugerem que o hipocampo € crucial para a recordagdo, enquanto o giro
parahipocampal tem papel na familiaridade (FORTIN e cols., 2004, AGGLETON e
cols., 2005). Outros estudos, porém, observaram que lesdes no hipocampo prejudicam
tanto a recordacao, quanto a familiaridade (WAIS e cols., 2006). Estudos de
neuroimagem funcional também divergem sobre o tema, com alguns indicando
ativacao especifica no hipocampo durante a recordagao, enquanto outros demonstram
ativacbes em outras areas do lobo temporal medial (LTM; SQUIRE e cols., 2007;
SKINNER e FERNANDES, 2007). Ha também a sugestdo de que outras estruturas
corticais (ex.: cortex perirrinal) e subcorticais do cérebro, como o tdlamo (CARLESIMO
e cols., 2015), também estdo envolvidas.

Além disso, podemos reconhecer diferentes tipos de informacdes no ambiente:
visual, auditiva, olfativa, etc., e estas determinardo as areas neurais necessarias.
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Estudos em roedores demonstraram que a memoria de reconhecimento visual de
objetos (discriminar objeto A de objeto B) depende do cortex perirrinal no LTM
(ENNACEUR e cols., 1996; BUSSEY e cols., 2000), enquanto julgamentos envolvendo
aspectos espaciais também dependem do hipocampo (BARKER e WARBURTON.,
2011) e dos cortices perirrinal e pré-frontal medial (BARKER e cols., 2007; CROSS e
cols., 2013). O ultimo também esta envolvido na ordem temporal de uma memdéria de
reconhecimento, ou seja, a memdéria para uma ocorréncia sequencial de eventos e a
capacidade de ordena-los temporalmente (CHIBA e cols., 1997). Pesquisas realizadas
com sujeitos experimentais com lesbes cerebrais também identificaram uma
importancia do talamo na evocacao desse tipo de memdria (PARKER e cols., 1997;
ISAAC e cols., 1998).

Mesmo com as divergéncias citadas acima, € amplamente aceita a hipotese de
que esses dois componentes (familiaridade e recordagdo) formam a memoria de
reconhecimento. Essa, por sua vez, € um importante aspecto da memoéria declarativa,
sendo um tipo de memoria afetado em doencas psiquiatricas como a esquizofrenia
(CALEV e cols., 1983; EDWARDS e cols., 2002), na doenga de Alzheimer (DIDIC e
cols., 2013) e estagios mais avangados de Parkinson (WHITTINGTON e cols., 2000).
Por conseguinte, ao longo dos anos, esse tipo de memdria tem recebido mais atengao
na pesquisa clinica e pré-clinica, a fim de melhor elucidar seus aspectos
neuropsicofisiolégicos e investigar os efeitos de fatores como, privacdo de sono,
alimentacdo, idade, doencas e estresse. Como no presente trabalho abordou-se,
especificamente, os efeitos do estresse na memdria de reconhecimento de primatas

nao-humanos esse aspecto sera discutido com mais énfase a seguir.

1.3. Estresse e a memoéria declarativa

Todo ser vivo é constantemente confrontado com situagbes que podem l|he
oferecer algum tipo de dano. Essas ameacas a homeostase de um organismo podem
ser internas ou externas e geram uma resposta do corpo que comumente é conhecida
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como estresse (LEVINE, 2005). Eventos estressantes (estressores) podem ser
fisicamente tangiveis ou de natureza psicolégica (JOELS e cols., 2006).
A resposta ao estresse € essencialmente neuroenddcrina, sendo capaz de

gerar outros tipos de resposta, como um efeito comportamental. Ela consiste

basicamente na ativacao do sistema nervoso simpatico (SNS) e na ativagdo do eixo

hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA; Figura 1.1).

Evento estressor

Resposta de estresse

Figura 1.1. Eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). Ao vivenciar um evento estressor, o cérebro ativa o
eixo HPA. O hipotalamo secreta horménio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a secregao do
hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) no lobo anterior da glandula pituitaria. Posteriormente o ACTH
estimula o cortex das glandulas adrenais, localizadas acima dos rins, a secretar glicocorticoides (cortisol
em humanos). O cortisol gera diversas respostas de estresse no organismo.

A ativagdo do SNS é rapida e leva a liberagao de (nor)epinefrina pela medula
das glandulas adrenais, localizadas acima dos rins. Essa ativagdo inicial causa
diversos efeitos comumente associados ao estresse, como taquicardia, boca seca,
agitacéo e hipervigilancia. A hipervigilancia, por sua vez, pode prejudicar fungdes
executivas, como atencao seletiva, memoéria operacional e flexibilidade cognitiva
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(HERMANS e cols., 2014; SHIELDS e cols., 2017). Em relagdo a memoria, a ativagao
do SNS melhora a aquisigao de informagdes importantes sobre aquele evento, agindo
principalmente em regides como o cortex pré-frontal, o hipocampo e a amigdala
(JOELS e cols., 2006; WIEMERS e cols., 2013).

O eixo HPA, ativado paralelamente ao SNS, leva a secrecao de glicocorticéides
(GC), que em roedores ¢é principalmente a corticosterona e em primatas, o cortisol.
Sabe-se que o cortisol afeta a atividade hipocampal (LOPEZ e cols., 1999; JOELS e
cols., 2011; McEWEN e GIANAROS, 2011), que, por conseguinte, influencia diversos
processos cognitivos, como diversos aspectos da memoria declarativa ja citados
anteriormente.

Os GC exercem seus efeitos via a ativacédo de receptores glicocorticoides (GR)
e mineralocorticéides (MR). Os GR estdo vastamente distribuidos pelo cérebro,
incluindo areas importantes para a meméria, como o hipocampo, enquanto os MR
estdo em menor numero e mais restritos a regides limbicas. Anteriormente acreditava-
se que esses receptores existiam apenas dentro das células (receptores nucleares), e
que seus efeitos eram lentos e duradouros, pois agiriam diretamente sobre o genoma.
Contudo, existem evidéncias mais recentes de que os GR também sio encontrados
nas membranas celulares e exercem efeitos rapidos e nao-genémicos (WOLF, 2017).

A exposicdo ao estresse (agudo ou crbnico) tem efeitos complexos na
cognicgao, incluindo o aprendizado e a memoéria. Sabe-se que o estresse, por exemplo,
exerce um efeito rapido no cértex pré-frontal, aumentando sua atividade dopaminérgia
e noradrenérgica (SHANSKY e LIPPS, 2013). Além disso, a ativagdo do SNS e do eixo
HPA citadas acima também exercem um efeito em estruturas diretamente
relacionadas ao sistema de memoria declarativa. Em uma escala de tempo maior, o
estresse pode até levar o sistema imunolégico a aumentar a producédo de proteinas
inflamatodrias, conhecidas como citocinas pré-inflamatérias (SLAVICH e IRWIN, 2014).
Essas proteinas podem influenciar diretamente a atividade neural, se ligando em
receptores de neurdnios ou indiretamente via estimulacao do nervo vago (DANTZER e
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cols, 2008) e alterando fungdes do cértex pré-frontal, regides do LTM, entre outras
(HARRISON e cols, 2014).

Entretanto, estudos sobre os efeitos do estresse na memoéria tém gerado
resultados bastante controversos. Nesse sentido ha relatos que o estresse pode
auxiliar, prejudicar ou até mesmo nao ter efeito na memoaria (LI e cols., 2012). Essas
incongruéncias podem se dar por diferengas na natureza, nivel de aversao e duragao
do estressor (SAPOLSKY e cols., 1990), das caracteristicas do sujeito, como sexo e
idade (SAURO e cols., 2003; SHORS, 2004; WOLF, 2008), e ainda da fase da
memoéria sendo modulada (SMEETS e cols., 2008).

O tipo de estressor utilizado pode moderar ou exacerbar o efeito observado na
memoria. Em humanos, por exemplo, utiliza-se bastante o Teste de Estresse Social de
Trier, no qual o individuo deve dar uma entrevista e resolver problemas aritméticos em
frente a uma plateia de avaliadores; mas também existe o teste pressérico ao frio,
onde o individuo deve imergir o braco ndo dominante em agua gelada; e também é
possivel combinar essas duas tarefas. Desses testes, o mais eficiente em aumentar os
niveis de cortisol & o primeiro (SKOLUDA e cols., 2015).

Caracteristicas do sujeito também podem alterar o efeito que estresse exerce
sobre a memodria. Um grande numero de estudos tem apontado diferengas
dependendo do sexo do participante (ANDREANO e CAHILL, 2006, 2009;
MCCULLOUGH e YONELINAS, 2013), e aos horménios sexuais femininos (BARROS,
TUFIK e ANDERSEN, 2015). Em relagdo a idade, muitos estudos vém comparando o
desempenho de sujeitos jovens e idosos (BREMNER e NARAYAN., 1998; YANG e
cols., 2003).

O efeito do estresse em cada fase do processamento da informacao
(aquisicao, consolidacao e evocagao) — o qual sera tema do presente trabalho — tem
sido alvo de investigacao em diversos estudos sobre memoria declarativa. Na fase de
aquisicao da informacao, mais especificamente, ndao ha um consenso sobre os efeitos
do estresse. DIAMOND e cols. (1996) relataram um pequeno prejuizo na memoria
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espacial relacionada ao estresse agudo. Por outro lado, um estresse provocado por
contengao ou choques na cauda prejudicou o desempenho em uma tarefa de memoria
de reconhecimento de objetos quando o intervalo entre o estressor e o teste foi de 3 h,
mas nao quando o intervalo foi de 5 min, o que indica que o estresse nido afeta a
aquisicao inicial do objeto e sim sua retengao a longo-prazo (BAKER e KIM, 2002). Em
humanos, ha relatos de grandes prejuizos em testes em que os sujeitos deveriam se
lembrar de palavras ja vistas anteriormente (WOLKOWITZ e cols., 1990;
KIRSCHBAUM e cols., 1996). Porém, esses estudos apresentavam as palavras
completas ou parte das palavras (por exemplo as duas letras iniciais) para que o
sujeito apontasse as palavras familiares ou as completasse. Outros estudos nao
conseguiram replicar esse efeito ao usarem abordagens experimentais distintas, como
o teste de recordacao livre, onde os individuos deveriam espontaneamente dizer as
palavras que se lembravam (LUPIEN e cols., 1999; WOLF e cols., 2001; DOMINIQUE
e cols., 2000).

Ja um aumento dos niveis de cortisol induzido por estresse durante a fase de
consolidagao parece favorecer o aprendizado (McGAUGH e ROOZENDAAL, 2002).
Contudo, esse favorecimento aparentemente s6 ocorre se o estresse faz parte do
contexto do evento a ser lembrado (JOELS e cols., 2006). Quando o estressor ndo
fazia parte do contexto do teste de memodria, ou seja, a performance esperada do
animal no teste ndo se relacionava de maneira alguma ao estressor, MAROUN e
AKIRAV (2008) relataram que o estresse prejudicou a consolidagdo dos animais
habituados, enquanto que um efeito oposto foi visto nos animais nao-habituados a
tarefa, indicando que tanto o fator contexto estresse-teste quanto o nivel de
habituagao do animal influencia os efeitos do estresse. LI e cols. (2012) indicaram que
0 estresse poderia prejudicar a transicdo da consolidagdo de uma memdéria de curto
prazo em uma memoria de longo prazo, e que a elevagdo de cortisol teria um

importante papel nessa modulagio.
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Na fase de evocagao, um estresse agudo parece prejudicar a memoéria (DE
QUERVAIN e cols., 1998; ROOZENDAAL e cols., 2004), tendo o cortisol um efeito
dose-dependente. DIAMOND e cols. (1992) discutem sobre uma curva em forma de
“U” invertido causada pela acdo do cortisol na plasticidade hipocampal de ratos. A
corticosterona altera efeitos que neuromoduladores, como a serotonina e a
norepinefrina, t&ém na excitabilidade hipocampal (JOELS e cols, 1991), além de afetar
a dinamica de ligagao de receptores GABA (MAJEWSKA e cols., 1985) e nos niveis de
acetilcolina (GILAD e cols., 1985).

O efeito do estresse na evocacdo pode ainda ser tempo-dependente.
Diferentes estudos testaram a evocacao apds aproximadamente 30 min do evento
estressor, e relataram prejuizos (BUCHANAN e cols., 2006; KUHLMANN e cols., 2005;
SMEETS e cols., 2008). SCHONFELD e cols. (2014) aplicaram um teste sob estresse,
e testaram os sujeitos novamente 25 min apés esse evento. Durante a realizacdo do
teste os sujeitos estressados demonstraram uma melhor evocagao, mas depois dos 25
min tiveram um prejuizo. O prejuizo na meméria e aprendizado pode ocorrer ainda nos
primeiros minutos apdés o estresse, quando os GC estdo exercendo efeitos nao-
gendmicos, e pode persistir por mais de uma hora, indicando que efeitos genémicos
dos GC também tém importante influéncia na evocagdo da memodria (SCHWABE e
WOLF, 2014).

Tendo em vista que o estresse € uma resposta fisiolégica constantemente
presente na vida de um individuo, e que experiéncias estressoras (agudas ou
crbnicas) podem ter efeitos rapidos e/ou duradouros na memdria, podendo influencia-
la positiva ou negativamente, faz-se necessario uma melhor elucidagao desses efeitos
em cada uma das fases do processamento da informacdo. Além disso, diversas
condicbes relevantes a saude publica sao relacionadas ao estresse. Algumas doengas
estéo relacionadas a hipercortisolemia (longa exposigéo a niveis elevados de cortisol),
como a depressao (HOLSBOER, 2000; VAN PRAAG, 2004), e outras relacionadas a
hipocortisolemia (baixos niveis de cortisol circulantes), como em pacientes com
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transtorno de estresse pods-traumatico (TEPT; YEHUDA, 2002). Individuos
apresentando essas condicbes também tém efeitos na memodria e aprendizado
relacionados ao estresse.

Baseado em estudos prévios que demonstraram que GC e catecolaminas
exercem varios efeitos no hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal apés um episddio
de estresse, € importante investigar o efeito dessa resposta fisiolégica em sistemas de
memoria controladas ou influenciadas por estas areas, como por exemplo a memaria
de reconhecimento. Investigar os efeitos do estresse na memaria de reconhecimento,
que é uma memoria declarativa muito utilizada no cotidiano € um dos caminhos
possiveis para melhor compreender seus mecanismos de acdo e a resposta

adaptativa do individuo frente a situagbes estressantes.

1.4. Testes de memoéria de reconhecimento

A fim de investigar os efeitos de fatores como o estresse na memodria, faz-se
necessario desenvolver metodologias onde € possivel avaliar este processo cognitivo
em condi¢des controle e experimental. Dentro do estudo da memdria, diversas tarefas
podem ser empregadas no intuito de qualificar e quantificar o trago mnemonico dos
sujeitos avaliados.

Tarefas de “lembranga”, geralmente denominadas tarefas de recordagéao livre
(“free recall’) ou com pistas (“cued recall’) necessitam, portanto, de uma resposta
especifica do sujeito indicando sua evocagao. Desta forma, essas tarefas geralmente
necessitam respostas verbais e sao mais utilizadas em humanos. As tarefas de
reconhecimento, por outro lado, podem ser utilizadas sem a necessidade de resposta
elaborada ou expressao verbal e, deste modo, constituem uma importante ferramenta
para estudos em modelos animais (STERN e HASSELMO, 2009).

Exemplos de tarefas de reconhecimento amplamente utilizados sao: tarefa de
reconhecimento sim/n&o, baseada no trabalho sobre memoéria em criangas de FANTZ
(1964), onde o sujeito deve responder “sim” ou nao” para cada estimulo apresentado a
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fim de discriminar os que ele se recorda de ter visto anteriormente; tarefa de escolha
de acordo com o modelo com atraso (“Delayed Matching to Sample”; MISHKIN e
DELACOUR, 1975) que consiste na apresentacao de um uUnico estimulo seguido de
um intervalo, onde apds o intervalo dois estimulos sdo apresentados e o sujeito deve
selecionar entre eles o estimulo que ele viu anteriormente; e tarefa de escolha
diferente do modelo com atraso (“Delayed Non-Matching to Sample”), variagdo onde o
sujeito tem que escolher o estimulo novo (EICHENBAUM e cols., 1992).

Para roedores e primatas ndo-humanos (PNH), tarefas relacionadas a escolha
diferente do modelo sdo mais utilizadas, pois estes tém uma tendéncia natural em
explorar estimulos novos que itens ja mais familiares. Roedores, no entanto, tendem a
explorar mais a partir de estimulos olfativos, enquanto primatas exploram mais
visualmente (STERN e HASSELMO, 2009). Uma das limitagdes do teste de DNMS é
que os participantes tém um tempo limitado para escolher sua resposta, de modo que
sujeitos mais atentos poderado ter um desempenho melhor que sujeitos menos atentos,
0 que deixa a tarefa suscetivel a um viés relacionado a atencdo (LACREUSE e cols,
2013). Além disso, para muitos pesquisadores, essa tarefa na realidade avalia uma
memoria de trabalho, porque o animal aprende uma regra (que € a escolha de acordo
ou diferente do modelo) de acordo com o treinamento, que é feito utilizando-se
recompensas alimentares (DUDCHENKO, 2004). O reforgo alimentar também pode
ser um outro viés, pois (1) a expectativa de recompensa age em circuitos neurais
(especialmente na amigdala) que podem influenciar a memoria (SAVAGE e RAMOS,
2009), e (2) tarefas que incluem reforco ndo conseguem separar os efeitos de
elementos extrinsecos ao tratamento como fome, resposta a estresse e sensibilidade
a dor na memaria sendo avaliada (BLASER e HEYSER, 2015).

Considerando a dificuldade do uso do teste de DNMS em modelos murinos,
ENNACEUR e DELACOUR, em 1988, desenvolveram um teste comportamental
baseado na tendéncia natural explorativa dos roedores mencionada acima. Essa
tarefa, diferentemente dos testes de DMS e DNMS, ndo necessita de treinamento
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prévio e nado requer um reforco. Atualmente conhecido como o teste de
Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO), ele consiste em uma fase inicial de
treino e uma de teste. Na fase de treino, o animal é apresentado a dois objetos
idénticos, e pode explora-los livremente por um determinado tempo. Depois de um
intervalo pré-estabelecido (que pode variar de minutos a varias horas), o animal é
confrontado com dois objetos, podendo explorar ambos livremente. Um € idéntico ao
que ele vira previamente, enquanto o outro objeto é novo. Entdo, um /ndice de
Discriminagéo é calculado a partir do tempo de exploragao do objeto novo, o tempo de
exploragao do objeto familiar e o tempo total de exploragdo dos objetos.

Apés o desenvolvimento do teste REO, outros procedimentos surgiram a
partir dele, com a finalidade de explorar mecanismos neurais especificos de diferentes
aspectos desse tipo de memodria, como Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL) e
Reconhecimento de Ordem Temporal (Figura 1.2). Ainda existem outras variagoes,
como o reconhecimento do objeto-contexto (DIX e AGGLETON, 1999),
reconhecimento de objeto, local e contexto (EACOTT e NORMAN, 2004), entre outras.
Quanto mais componentes se adiciona a avaliagdo do reconhecimento, mais complexa
se torna a tarefa.

Atualmente, o teste REO é amplamente utilizado para investigar alteragdes na
memoria de reconhecimento, devido ao fato de ser um procedimento de baixo custo,
nao necessitar de uma motivagéo externa, recompensa ou punigéo, o treino e o teste
poderem ser realizados em curtos espagos de tempo e a possibilidade de analisar
facilmente diversos comportamentos, como atividade locomotora, reatividade a
novidade, aprendizado, etc. (AMEEN-ALI e cols., 2015; KINNAVANE e cols., 2015).
Essas caracteristicas se mostram vantajosas pois possibilitam testar tratamentos que
afetam as respostas sensoriais, motoras e motivacionais, além de serem mais
facilmente transponiveis para humanos, pois em humanos a memoéria de
reconhecimento geralmente nao é testada em condigcbes de restricdo ou punicao
(ENNACEUR, 2010).
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A. Reconhecimento de objetos
Fase de treino Fase de teste
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Figura 1.2. Diagrama dos quatro principais tipos de tarefas de reconhecimento. (A) teste REO, (B) teste
ROL, (C) reconhecimento do objeto em lugar e (D) reconhecimento de ordem temporal.

Diferentes estudos tém indicado a impotancia do cortex perirrinal para o teste
REO, ja que essa estrutura esta relacionada a identificagdo de objetos (LEE e cols.,
2005; BUSSEY e SAKSIDA, 2005) e o aprendizado associativo objeto A x objeto B
(BUCKLEY e GAFFAN, 1997). Lesbes no cortex perirrinal também estdo associadas a
déficits no teste de objeto-em-lugar (BARKER e cols, 2007; JO e LEE, 2010),
provavelmente desempenhando um papel na percep¢ao do objeto e também na

memoria dele (WINTERS e cols, 2004). J&4 o hipocampo tem papel importante nos
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testes de ROL, objeto-em-lugar e de ordem temporal (também chamado de recéncia),
provavelmente devido ao fato de neurdnios hipocampais responderem a localizagao
de objetos (MULLER e STEAD, 1996), e sub-regides do hipocampo contribuirem para
a informagao temporal de uma memoria (HOGE e KESNER, 2007). Em primatas, o
cortex pré-frontal medial tem papel importante na prépria discriminagéo entre novidade
e familiaridade (MILLER e cols, 1996; XIANG e BROWN, 2004) e lesbes nesta area
induzem déficits em tarefas REO em roedores (WARBURTON e BROWN, 2015). Além
disso, ele também parece ter participacdo na tarefa de objeto-em-lugar (BARKER e
cols, 2007) e no reconhecimento de ordem temporal (HANNESSON e cols, 2004).
Lesbes no talamo parecem provocar os mesmos déficits que lesdes no cortex pré-
frontal WARBURTON e BROWN, 2015).

Apesar de ter sido incialmente desenvolvida para roedores, o teste de REO e
suas variagdes ja foram adaptados para outros animais, como por exemplo: peixes-
zebra (MAY e cols., 2016), cachorros (CALLAHAN e cols., 2000), porcos (KORNUM e
cols., 2007) e recentemente foi transposta para PNH (MELAMED e cols., 20172®;

VANNUCHI e cols., 2020).

1.5. Calitriquideos como modelo animal

Modelos animais vém sido utilizados para investigagdo de fenémenos
fisioldgicos, patologias e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas desde o
século XIX (BERNARD, 1865), tendo em vista as limitagdes de estudos em humanos,
que podem envolver aspectos éticos ou do préprio estado do sujeito experimental (em
casos de doencas, tratamentos, etc; SALEN, 1994; HART, 1998). No entanto,
pesquisas em animais tém sido alvo de diversas criticas, especialmente relacionadas
a falta de translagao de dados para humanos (HACKAM e REDELMEIER, 2006).

Os modelos animais mais empregados na pesquisa na area de neurociéncias
tém sido ratos e camundongos, devido ao baixo custo de aquisicdo e manutengao em
cativeiro, a sua facilidade na manipulacédo, administragao de substancias, manutencao
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de grupos e linhagens, e disponibilidade de técnicas de manipulagdo genética
(ELLENBROEK e YOUN, 2016). Além disso roedores sao filogeneticamente mais
préximos ao homem do que varios outros modelos de ndo-mamiferos (p.ex., peixes) e
isso torna mais valida a comparagao de comportamentos e efeitos fisioldgicos com
seres humanos. Entretanto, mesmo dentro do grupo dos mamiferos, a pesquisa com
outros modelos animais tem avancgado, e estudos com PNH tém se mostrado valiosos
por conta das maiores similaridades com humanos em termos de comportamento
social, fisiologia, anatomia e genética. A organizacdo do cérebro dos PNH,
especialmente o prosencéfalo, se aproxima do cérebro humano mais do que roedores
e outros modelos animais, e sua alta capacidade de plasticidade neural faz com que
estudos com aprendizado sejam mais proximos as condi¢des vistas no homem (KING
e cols.,, 1988). Deste modo, investigar estruturas, vias neurais e o proprio
comportamento nestes animais podem ajudar a melhor compreender esses aspectos
também no homem.

Historicamente, PNH do Velho Mundo, como o macaco rhesus (Macaca
mulata), japonés (Macaca fuscata), cinomolgo (Macaca fascicularis), entre outros, tém
sido mais utilizados em pesquisas biomédicas. No entanto, os custos de manutencao
(habitacdo e alimentacdo) destes animais em cativeiro é grande, além de sua
reprodugdo e maturacdo nao ser rapida e, por estes motivos, ndo ser facil fazer
pesquisa com muitos individuos. Ademais, a pressao ética contra o estudo
experimental com animais tdo proximos ao homem tem crescido nos ultimos anos.

Uma alternativa para tais dificuldades seria o uso de espécies de PNH do Novo
Mundo, como por exemplo o mico (Callithrix sp). A familia Callitrichidae € uma familia
de PNH neotropicais arboreos, de pequeno porte, que costumam viver em pequenos
grupos territoriais, de 2 a 8 animais, e produzem regularmente gémeos dizigoticos
(RYLANDS e MITTERMEIER, 2009). O género Callithrix compreende micos

endémicos do Brasil, que ocorrem principalmente na Mata Atlantica. Algumas espécies
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podem ocorrer também no Cerrado e na Caatinga (Callithrix penicillata e Callithrix
jacchus, respectivamente; RYLANDS e cols., 2009).

O género Callithrix tem se tornado um importante primata utilizado em
pesquisas comportamentais e biomédicas, por conta de seu tamanho corporal (em
média 300-400 g), facil manipulacdo e similaridades com humanos em termos de
comportamentos sociais e relagdo de parentes e prole (ABBOTT e cols., 2003). Além
disso, esses animais atingem a maturidade sexual com aproximadamente 1 ano de
vida, tém um periodo gestacional de aproximadamente 145 dias em média e intervalo
entre gestacdes de 160 dias, o que configura uma alta taxa reprodutiva (TARDIF e
cols., 2003).

Considerando que os calitriquideos tém um padrdo cerebral (numero de
neurénio x massa cerebral) compartilhado pelos demais primatas (HERCULANO-
HOUZEL e cols, 2007) e todas as caracteristicas citadas acima, os micos configuram
bons modelos animais em estudos que investigam aspectos neuroldgicos e procuram
translacionar os resultados para humanos. Além disso, esses animais sao menores e
de mais facil manuseio e transporte, além de ter tempos gestacionais mais curtos
(WARD e VALLENDER, 2012). Tais caracteristicas fazem desses animais um étimo
modelo animal para pesquisas em neurociéncias, incluindo a investigagdo dos efeitos
de um fator ecologicamente relevante (estresse) sobre a cognigao (vide item 1.5 para
mais detalhes).

De fato, espécies do género Callithrix tém sido empregadas em diversos tipos
de pesquisas, como por exemplo em estudos sobre a genética do quimerismo
(SWEENEY e cols., 2012), o efeito de determinantes sociais na reproducédo (BAKER e
cols, 1999), farmacologia (BARROS e TOMAZ., 2002), medo e ansiedade (BARROS e
cols., 2000; BARROS e TOMAZ, 2002) envelhecimento (TARDIF e cols., 2011),
dependéncia (CAVALCANTE e cols., 2011; MELAMED e cols., 20172°) e cognig&o.
Para esse ultimo, ja foram realizados estudos sobre memoéria espacial (MACDONALD
e cols., 1994; PLATT e cols., 1996), memodria operacional (SPINELLI e cols., 2004;
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TSUJIMOTO e SAWAGUCHI, 2005) e também discriminagdo visual de objetos
(LACREUSE e cols., 2013; MUNGER e cols., 2017). Ap6s sequenciamento do
genoma do Callithrix jacchus (SEQUENCING, 2014), o desenvolvimento de animais
transgénicos (SASAKI e cols., 2009) e a indugéo de células pluripotentes a partir de
células fetais do figado dos mesmos (TOMIOKA e cols., 2010), pesquisas com este
modelo animal tendem a aumentar.

O Callithrix penicillata, conhecido como mico-de-tufo-preto ou mico-estrela e
que foi empregado como modelo animal no presente trabalho, € uma espécie
predominante no cerrado. Essa espécie ndo estd em risco de extingdo, sendo
considerado até mesmo uma espécie invasora em muitas areas do Brasil (DE

MORAIS e cols., 2008).

1.6. Calitriquideos e a resposta ao estresse

Os estressores mais comuns utilizados em pesquisas com calitriquideos sao
isolamento social, realocacdo de viveiro (sendo também utilizados em conjunto;
JOHNSON e cols. 1996), confronto com predador ou um coespecifico (CILIA e PIPER,
1997), falta de cuidado parental (BIRNIE e cols., 2013), interagdo com humanos
(CROSS e cols., 2004) e contencdo (BOERE e cols., 2003 e 2005; PEREIRA e cols.,
2019). Este ultimo € um método simples, de baixo-custo, pouco invasivo e reversivel,
amplamente utilizado para avaliar os efeitos do estresse em animais (BUYNITSKY e
MOSTOFSKY, 2009). A contengéo consiste na restricdo do movimento dos membros
ou na diminuicdo do espago para movimentacdo e locomocgao, e foi o estressor
empregado nos experimentos deste trabalho.

As pesquisas que tém utilizado calitriquideos e as metodologias citadas acima
encontraram diversas consequéncias fisiolégicas e comportamentais em resposta ao
estresse. O'BYRNE e cols. (1988) descreveram uma menor secregdo do hormdnio
luteinizante (LH) em fémeas de Callithrix jacchus submetidas a um estresse de
contencao. Outros estudos corroboraram esse efeito prejudicial do estresse na

33



reprodugdo de micos (CUI, 1996; JOHNSON e cols.,1991). JOHNSON e cols. (1996)
identificaram que um estresse social, como o isolamento e a formagdo de novos
pares/grupos, ativa o eixo HPA e induz mudangas comportamentais, como
hiperlocomogao, hiperfagia e crouching (ficar em posigdo agachada e imovel). O
estresse de contengao pode gerar alteragoes fisiolégicas como o aumento da atividade
do eixo HPA, imunossupressao, prejuizo na memoaria e falta de motivacao (GLAVIN e
cols., 1994). No entanto, esses efeitos da contencao se restringem ao estresse agudo,
pois quando ocorre de forma recorrente, ha uma amenizagéo da ativacado do eixo HPA
(PARAMASTRI e cols., 2007).

Além dos comportamentos ja citados acima, outros parametros também podem
ser indicativos de estresse em calitriquideos. Por exemplo, BASSETT e cols. (2003)
utilizaram locomogéo, cogar e marcagao-de-cheiro. BARROS e cols. (2004) utilizaram
como parametro: locomogao, exploragdo e vocalizagdo “long call”. NORSCIA e
PALAGI (2011) indicaram os comportamentos de cogar e apresentar menos interagdes
de brincadeira com outros individuos.

E necessario ter cautela quando apenas parametros comportamentais ou
fisiologicos sao avaliados isoladamente, pois o primeiro nem sempre € uma indicagéao
clara das condicdes fisiolégicas do sujeito (HENNESSY e cols, 2009). NORCROSS e
NEWMAN (1999) separaram casais de micos e observaram um aumento no cortisol e
em vocalizagdes indicativas de estresse, mas a resposta comportamental veio antes
do aumento hormonal. GALVAO-COELHO e cols. (2012) também relataram que C.
Jacchus machos mantiveram respostas comportamentais a um estresse de isolamento
e realocacdo de viveiro, mesmo depois que as respostas hormonais atenuaram devido
ao convivio com um novo conspecifico. O presente estudo baseou-se no estudo de
PEREIRA e cols. (2019) para considerar que ha uma alteracgéo fisioldgica (elevagéo do
cortisol) em individios C. penicillata frente a um estresse agudo de contengao.

Visto que ha uma vasta literatura sobre a resposta de calitriquideos ao
estresse, este modelo animal parece ser propicio para o estudo dos efeitos que esse
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tipo de evento pode induzir em diversas fungbes de um individuo, incluindo fungdes
cognitivas. SOUSA e cols. (2015) avaliaram a memoéria operacional de C. jacchus
expostos a um estresse crénico e agudo, mas nao ha relatos (publicados) dos efeitos
de um estresse agudo na meméria de reconhecimento em individuos do género

Callithrix.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito de um episddio
agudo de estresse de contengdao no desempenho de micos-estrela (Callithrix
penicillata) adultos em um teste comportamental para avaliagdo da memoria de

reconhecimento.

2.2. Objetivos especificos
O presente estudo visou, especificamente:

a) determinar se micos-estrela adultos sdo capazes de realizar a tarefa de
reconhecimento espontaneo de objetos (REO), empregando um intervalo de
retencdo de 6 h entre a sessdo treino e teste;

b) analisar o desempenho de micos-estrela adultos nesse mesmo teste de REO
apos serem submetidos a um evento agudo de 15 min de estresse de contengao
realizado imediatamente antes da sessdo treino (fase de aquisicdo da
informacao).

c) avaliar o desempenho dos micos-estrela adultos nesse mesmo teste de
memoria, apds serem submetidos a um evento agudo de 15 min de estresse de
contengcao aplicado imediatamente depois da sessdo treino (fase de
consolidagao da informagao); e

d) avaliar o desempenho dos micos-estrela adultos nesse mesmo teste de
memoria, apds serem submetidos a um evento agudo de 15 min de estresse de
contencgao realizado imediatamente antes da sesséao teste (fase de evocagao da

informacao).
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3. RELEVANCIA DO ESTUDO

IZQUIERDO (2002) afirma que “somos aquilo que recordamos”. Entende-se
por esta linha de pensamento que a memodria € uma fungcdo importante do SNC,
responsavel pelo processamento de informagdes e, a partir deste, planejar
comportamentos futuros baseados em experiéncias passadas. Déficits nessa funcao
acarretam diversos prejuizos aos individuos acometidos, tanto em aspectos clinicos,
sociais, econdmicos, entre outros.

Sabendo que o estresse € um evento inevitavel na vida de um organismo, mas
tendo em vista que ele é citado como a causa de diversos problemas fisicos e
psicologicos nos seres humanos (LUPIEN e LEPAGE, 2001), € importante termos uma
melhor elucidacao de como essa resposta neurofisioldgica afeta diferentes aspectos
da cognigédo, como a memoaria e o aprendizado.

Ja é evidente que eventos emocionais ou estressantes podem criar memorias
traumaticas e até mesmo levar ao desenvolvimento de doencgas, como o transtorno do
estresse pos-traumatico ou transtorno depressivo maior (ROOZENDAAL e cols.,
2009). Além disso, o estresse durante fases da vida de um individuo pode levar a
dificuldades futuras de aprendizado (TSOORY e RICHTER-LEVIN, 2006). Todavia,
ainda existe na literatura muitas controvérsias em termos do tipo de influéncia que o
estresse gera sobre a memodria, visto que efeitos especificos do estresse vao
depender de fatores como a tarefa cognitiva empregada, a fase de meméria avaliada,
o tipo especifico de estressor e sua duragao e ainda caracteristicas do sujeito.

Portanto, para melhor compreender como o estresse pode alterar a qualidade
de vida de um individuo, faz-se necessario investigar os possiveis efeitos do estresse
na memoria, identificando: (1) quais sistemas de meméria sao afetados pelo estresse;
(2) qual fase da memodria é prejudicada ou favorecida; e (3) como diferentes individuos
respondem a um mesmo estressor.

Neste trabalho, o protocolo de estresse utilizado foi o estresse agudo de

contencao, que é amplamente utilizado em pesquisas que investigam respostas ao
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estresse e ja é capaz de exercer efeitos na memdéria declarativa em questdo de
poucos minutos, atendendo aos objetivos do presente trabalho. Em um estudo
anterior, verificou-se a eficacia deste método para elevar os niveis de cortisol na
espécie testada neste trabalho (PEREIRA e cols., 2019).

Estudos com PNH s&o especialmente importantes neste contexto de estresse e
cognicao, pois eles possibilitam a analise de respostas fisiolégicas e comportamentais

mais passiveis de comparagao com humanos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia (no. 114/2017; Anexo 1). Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as diretrizes para o cuidado e uso de animais de laboratério
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacido Animal (CONCEA) e seguiram
a regulamentacao brasileira para o uso cientifico de animais da Lei Arouca (n°
11.794/2008), que regulariza o uso cientifico de animais no Brasil. Além disso, o
estudo foi realizado com animais mantidos no Centro de Primatologia da UnB
(CPUNB), o qual é credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como criadouro de primatas para fins
cientificos (registro no. 1/53/1999/000006-2). Todos os animais foram acompanhados
por médicos veterinarios durante e apds os experimentos realizados no presente

estudo.

4.2. Sujeitos e condi¢oes gerais de alojamento

Para os procedimentos experimentais foi utilizado um total de 24 individuos
adultos (>18 meses), machos e fémeas, da espécie mico-estrela (Callithrix penicillata;
Figura 4.1). No inicio dos experimentos, os animais pesavam em meédia 348+17 g
(média % erro padrao da média [epm]; variagao 270 - 460 g). Os micos do CPUnB sao
implantados subcutaneamente com um microchip de radiofrequéncia (134 kHz)
contendo um cédigo de identificagao de 15 digitos (BioThermo 985 LifeChip, Destron
Fearing, South St. Paul, EUA). O microchip permite que os sujeitos sejam identificados
via um leitor universal manual portatil (HS9002B Pocket Reader, Destron Fearing, Sao
Caetano do Sul, Brasil).

Todos os sujeitos utilizados faziam parte do plantel permanente do CPUnB,

tendo sido repassados pelo IBAMA ou nascidos no proprio Centro. Embora o ciclo

39



estral nao tenha sido controlado ou avaliado, fémeas prenhas ou com prole recente

ndo foram incluidas nesse estudo.

Figura 4.1. Fotografia de individuos da espécie mico-estrela (Callithrix penicillata) pertencentes ao plantel
do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia. (Foto: Fernando Magela)

Os animais foram alojados, aos pares ou grupos mistos/familiares de 3-4
individuos da mesma espécie, no Pavilhao de Calitriquideos do CPUNnB (Figura 4.2).
Esse pavilhdo era composto por 24 viveiros dispostos em dois corredores paralelos,
separados por um corredor central de seguranga. Os animais nao tinham acesso a
esse corredor central, apenas ao seu respectivo viveiro. Um telhado cobria dois tergos
da extensao de cada viveiro e todo o corredor central, sendo feito de telha em
fibrocimento opaca e ondulada, intercalada com telha de acrilico translucida e
ondulada. Assim, os animais foram mantidos sob condi¢cées naturais de temperatura,
umidade e luminosidade (Figura 4.2).

Os animais foram alojados em viveiros padrdes para calitriquideos do CPUnB
(2x1x2m; CxLxA). Cada viveiro tinha duas paredes (laterais) de alvenaria e duas
de tela metalica (frente e fundo; malha de 2,5 cm; Figura 4.2). A tela frontal do viveiro
continha uma porta de acesso para o corredor central de seguranga, enquanto que a
tela metalica ao fundo proporcionava aos animais contato com o exterior do pavilhao.

O teto do viveiro também era de tela metalica e o chdo de cimento queimado. Cada
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viveiro foi provido com uma caixa-ninho de bambu suspensa do teto, poleiros de
madeira fixados em diferentes alturas, um recipiente fixado na tela frontal para
recebimento de alimentos frescos e um tubo de PVC pendurado do teto para racao
seca. Um sistema de fornecimento de agua estava presente em cada viveiro, o qual

podia ser acionado manualmente pelos proprios micos.

Figura 4.2. Fotografias do Pavilhdo de Calitriquideos do Centro de Primatologia da Universidade de
Brasilia, onde os sujeitos experimentais (micos) foram alojados. (A) e (B) Vista externa dos viveiros; (C)
Vista interna do corredor de seguranga; (D) Vista de um viveiro a partir do corredor central de seguranca.
(Fotos (A) e (B): Marilia Barros. Fotos (C) e (D): Fernando Magela)
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Alimentos frescos foram fornecidos diariamente as 07:00 h e as sobras
retiradas as 17:00 h. A dieta variou entre pedagos de frutas, legumes e verduras, por
vezes acrescido de ovos cozidos, sementes/nozes, larvas de tenébrio e/ou peito de
frango cozido. Além disso, agua e ragao para primatas estavam disponiveis ad libitum.
As condi¢gbes descritas para alojamento e manutencado dos animais estao de acordo

com as normas e regulamentos do IBAMA.

4.3. Aparato experimental

O aparato utilizado foi o Campo Aberto (CA), consistindo em uma arena
retangular (130 x 75 x 40 cm; C x L x A) suspensa a 1 m do chdo via um suporte
metalico (Figura 4.3). O CA tinha um chao de tela metalica (malha de 2,5 cm), trés
paredes de chapa de aluminio, e uma quarta parede e o teto de vidro transparente de
aproximadamente 4mm de espessura. O teto e a parede de vidro possibilitaram a
visualizagao do sujeito dentro do aparato. Uma porta do tipo-guilhotina, localizada
centralmente na parede de metal oposta a parede de vidro, serviu de ponto de entrada
e saida do CA. Para facilitar o rastreamento dos micos dentro do aparato durante as

sessdes experimentais, o CA e o chéo logo abaixo dele foram pintados de branco,

contrastando com a coloragdo mais escura dos micos (Figura 4.3).

Figura 4.3. Fotografias do aparato do Campo Aberto utilizado nas sessbes experimentais. A Esquerda:
Vista lateral do aparato, com a caixa-transporte acoplada diretamente em frente a porta do tipo-guilhotina
e evidenciando o teto e a parede (ao fundo) de vidro transparente; A Direita: Vista superior do aparato,
evidenciando as trés parede de chapa de aluminio, o piso de tela metalica, e a porta do tipo-guilhotina.
(Foto: Clarissa Vannuchi).
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O aparato foi instalado em uma sala de experimento, localizada a
aproximadamente 50 m do pavilhdo de moradia dos animais. Portanto, cada sujeito foi
levado do seu viveiro de moradia até a sala de experimento, e depois de volta a seu
viveiro, via uma caixa-transporte (23 x 20 x 35 cm; C X L x A). Essa caixa,
confeccionada em aluminio, era acoplada diretamente em frente a porta do tipo-
guilhotina do CA (Figura 4.3).

A observagao das sessdes experimentais foi realizada via um circuito fechado
de cameras. Esse sistema consistiu em duas cameras digitais (Logitech C920, Brasil),
uma foi posicionada 1,5 m acima do aparato (vista superior; Figura 4.4) e a outra
estava localizada 1,5 m em frente a parede de vidro do aparato (vista lateral; Figura
4.4). Ambas as cameras foram conectadas a um computador portatil (/laptop)
localizado em uma sala adjacente a sala de experimento, fazendo com que o
observador e o sujeito ndo tivessem contato direto durante as sessdes experimentais.

A observagao e o registro dos comportamentos foram realizados no programa
AnyMaze (Stoelting Co., EUA) por apenas um experimentador em todos os
experimentos. Nesse programa, o aparato foi dividido virtualmente em cinco
quadrantes: quatro quadrantes externos e um quadrante central neutro (Figura 4.5).
Os quadrantes externos tinham as mesmas dimensoées (37,5 x 37,5 cm; C x A),
correspondendo aos cantos do CA. Os mesmos foram utilizados como possiveis locais
para posicionamento de objetos durante as sessbes experimentais (vide item 4.4). O
quadrante central (55 x 37,5 cm; C x A) foi considerado como sendo uma zona neutra,
e assim neste local nao foi colocado nenhum objeto durante os experimentos descritos

abaixo.
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Figura 4.4. Fotografias do aparato do Campo Aberto durante uma sess&@o experimental com um sujeito.
Imagem Superior: vista da camera de filmagem superior. Imagem inferior: vista da camera de filmagem
lateral. (Foto: André W.C. de Oliveira).

*

Figura 4.5. Representacdo esquematica do aparato do Campo Aberto utilizado durante as sessdes
experimentais, indicando sua divisdo pelo programa AnyMaze em cinco quadrantes: quatro quadrantes
externos com as mesmas dimensées (numeros 1-4) e um quadrante central maior (N). A seta indica a
porta do tipo-guilhotina por onde os animais entravam e saiam do aparato.
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4.4. Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos

Em todos os experimentos realizados ao longo do presente estudo, a memoéria
de reconhecimento dos sujeitos foi avaliada usando o teste de Reconhecimento
Espontdneo de Objetos (REO), originalmente desenvolvido para roedores
(ENNACEUR e cols., 1996). Uma vertente desse procedimento foi recentemente
adaptada para primatas n&o-humanos (micos-estrela; teste de Reconhecimento
Objeto-Lugar; MELAMED e cols., 2017a,b).

O teste de REO consistiu em duas sessbes experimentais: uma sessao treino e
uma sessao teste (Figura 4.6). Na primeira, duas copias exatas de um mesmo objeto
foram colocadas no chéo do aparato do CA, cada exemplar em um quadrante externo
distinto estabelecido de maneira aleatéria. Portanto, para cada sujeito, a localizagéo
especifica dos objetos dentro do aparato variou aleatoriamente. O sujeito péde entédo
explorar livremente o CA e os objetos durante 10 min. Apds um intervalo de retencao
de 6 h, o sujeito foi recolocado no mesmo aparato para realizagdo da sesséo teste.
Para essa sessao, também foram usados dois objetos. Um dos objetos foi uma cépia
exata do item visto anteriormente na sessao treino (objeto familiar), sendo esse objeto
colocado aleatoriamente em um dos dois quadrantes anteriormente ocupados. No
outro quadrante, foi colocado um item desconhecido (objeto novo). Durante a sessao

teste, o sujeito também pbde explorar livremente o CA e os objetos por 10 min.

— T
oo | .,

1 sessao 1 sessao
10 min 10 min

et et

Campo Aberto

) o % )

Figura 4.6. Representacdo esquematica do teste de Reconhecimento Espontédneo de Objeto usado no
presente estudo. Na sessé&o treino, os circulos representam objeto estimulo, estando posicionados em
uma das possiveis configuracdes dentro do Campo Aberto. O local de posicionamento dos objetos variou
entre os sujeitos. Na sessao teste, um dos objetos foi substituido por um item novo (estrela).
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4.5. Objetos usados no teste de REO

Para cada experimento realizado empregando o teste de REO (vide item 4.6)
foram utilizados conjuntos distintos de objetos, que variaram entre as etapas do estudo
(vide tabela | no Anexo 2). No total foram usados trés conjuntos diferentes de objeto.
Cada conjunto de objeto consistiu em duas cépias exatas de dois objetos diferentes.

Todos os objetos consistiram em estimulos neutros e etologicamente
irrelevantes para os animais. Os sujeitos ndo haviam tido contato prévio com os
objetos utilizados. Além disso, todos os objetos foram preenchidos com gesso para
que os animais nao pudessem erguer ou deslocar os objetos.

Os objetos usados foram (Figura 4.7):

A. um recipiente de plastico marrom (tipo tupperware) em formato de cupcake (10 cm
de diametro x 9,5 cm de altura);

B. um porta-ovos de plastico bege com capacidade para seis ovos (13 cm de
comprimento x 8 cm de largura x 7 cm de altura);

C. um porta-ovos de plastico cinza com capacidade para 6 ovos (13 cm de
comprimento x 8 cm de largura x 7 cm de altura);

D. um cano de PVC branco no formato da letra “T” (15 cm de comprimento x 6,5 cm
de didmetro na base x 10,5 cm de altura);

E. garrafa plastica verde de refrigerante cortada ao meio (9 cm de didmetro x 14 cm
de altura);

F. um cano de PVC branco no formato da letra “C” (15 cm de comprimento x 12 cm

de largura x 4,5 de altura).
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Figura 4.7. Fotografia dos objetos utilizados como estimulo no teste de REO. Os objetos estdo
representados aqui conforme foram posicionados no aparato do Campo Aberto durante as sessdes
experimentais. Os pares utilizados em cada experimento realizado foram: objetos A e B; objetos C e D; e
objetos E e F. Linha branca em (A) representa a escala = 10 cm.

4.6. Procedimento experimental
Por questbes de planejamento metodolégico, o presente estudo foi realizado

em trés etapas, separadas em intervalos de pelo menos dois meses. As duas
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primeiras etapas tiveram animais estressados previamente ao treino, apds o treino e
que nao passaram pelo protocolo de estresse (grupo controle). Na terceira e ultima
etapa foram incluidos animais submetidos ao estresse previamente ao teste (Tabela |
no Anexo 2). Em cada uma das etapas, foram utilizados pares distintos de objetos, e
para cada animal os objetos novo e familiar, assim como os quadrantes nos quais eles
seriam posicionados no campo aberto, foram designados de maneira aleatéria.

Para fins didaticos, os dados de todos as etapas foram divididas e serdao aqui
apresentados em trés experimentos. Em cada um desses experimentos, foi avaliado o
efeito de um episddio agudo de estresse de contengdo em uma das diferentes fases
da memodria: na aquisicao (Experimento 1), na consolidacao (Experimento 2) e na
evocagao (Experimento 3).

Em todos os experimentos, cada sujeito foi primeiramente submetido a uma
sessdo de habituacdo de 10 min ao aparato do CA (Figura 4.8). Durante essa sesséo,
o sujeito pdde explorar livremente todo o aparato, mas na auséncia de qualquer
objeto. Essa sessdo de habituacédo foi realizada entre as 08:00 e 12:00 h. No dia
seguinte, cada sujeito foi submetido ao teste de REO, conforme descrito acima (vide
item 4.4), havendo, portanto, uma sesséo treino de 10 min e uma sessao teste de 10
min, realizadas em um intervalo de 6 h (Figura 4.8). Assim, as sessodes treino foram
realizadas no periodo da manha (08:00 as 12:00 h) e as sessOes teste no periodo

vespertino (14:00 as 17:00 h).
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Figura 4.8. Representacdo esquematica do procedimento empregado nos trés experimentos realizados,
consistindo em uma sessdo de habituagdo, seguida apdés um intervalo de 24 h pelo teste de REO
(sessoes treino e teste). O intervalo entre as sessdes treino e teste foi de 6 h. Para o Experimento 1, o
evento agudo de estresse de contengdo de 10 min na caixa-transporte foi realizado logo antes do treino,
representado aqui pelo relampago (S). Para o Experimento 2 o estresse foi realizado imediatamente apds
o treino e para o Experimento 3 foi logo antes do teste. Os objetos que estdo representados dentro da
arena retangular do Campo Aberto correspondem apenas aos objetos usados no Experimento 1.

CampoAberto: 130x 75x 40 cm

Para realizagdo do teste de REO, os animais de cada experimento foram
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: estresse ou controle. Os
animais do grupo de estresse foram submetidos a um Unico evento de estresse de
contengédo antes da sessao treino (Experimento 1), imediatamente apdés a sesséo
treino (Experimento 2) ou imediatamente antes da sessdo teste (Experimento 3)
(Figura 4.8). Independente do momento em que ocorreu, esse episodio de estresse
consistiu em colocar o sujeito na caixa-transporte, descrita anteriormente (vide item
4.3), por um periodo de 15 min. Durante esse intervalo, a caixa-transporte
permaneceu na mesma sala de experimento onde estava localizado o aparato do CA.
Assim, durante o periodo de contencdo, o sujeito ndo teve contato visual ou olfativo
com os demais membros do plantel de calitriquideos do CPUnB. Apods periodo de
estresse de contengdo, o animal foi liberado na arena do CA dando inicio a sessao
treino (Experimento 1) ou teste (Experimento 3), ou foi levado de volta ao seu viveiro
de moradia (Experimento 2), conforme o procedimento pré-estabelecido para cada
experimento. Os animais pertencentes ao grupo controle ndo passaram por esse
periodo de 15 min de contencdo na caixa-transporte, e realizaram o teste REO
conforme descrito no item 4.4.
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Para todas as sessdes realizadas, o sujeito foi capturado em seu viveiro de
moradia por um experimentador treinado e com o auxilio de um pucga. Apds a captura,
conferiu-se a identificagdo do animal pelo seu microchip subcutaneo, usando uma
leitura universal manual portatii (HS9002B Pocket Reader, Destron Fearing, Sao
Caetano do Sul, Brasil). Entdo, o animal foi colocado na caixa-transporte e levado até
a sala de experimento para realizagdo da sessdo experimental correspondente. Ao
final da sesséo, o mico foi levado de volta ao seu viveiro de moradia dentro da caixa-
transporte. Apds cada sessdo, o aparato e os objetos utilizados foram higienizados

com alcool 70%.

4.6.1. Experimento 1: efeito do estresse pré-treino

Nesse primeiro experimento foi avaliado o efeito de um episédio agudo de
estresse de contencdo, realizado imediatamente antes da sessdo treino, no
desempenho dos animais no teste de REO (Figura 4.8). Para tanto, doze animais
foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais: controle e estresse
(n=6/grupo). Todos os animais foram individualmente submetidos a sessdo de
habituagdo e ao teste de REO, descritos anteriormente. Contudo, nesse experimento,
os animais do grupo de estresse so foram liberados no CA para a realizagdo da
sessao treino apds terem permanecido por um periodo de 15 min na caixa-transporte.
Ja os animais do grupo controle foram liberados imediatamente no CA, dando inicio a
sessao treino.

Os objetos utilizados nesse experimento foram o tupperware no formato de
cupcake e o porta-ovos bege (vide descricdo completa no item 4.5). Metade dos
sujeitos foram treinados com o tupperware de cupcake (objeto familiar), sendo o porta-
ovos bege o objeto novo na sessao teste. Para a outra metade, o porta-ovos bege foi
usado no treino (objeto familiar), enquanto o tupperware de cupcake foi o objeto novo

na sessao teste.
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4.6.2. Experimento 2: efeito do estresse pds-treino

No segundo experimento foi avaliado o efeito de um episdédio agudo de
estresse de contengdo, realizado imediatamente apds a sessdo treino, no
desempenho dos animais no teste de REO (Figura 4.8). Aqui, 12 micos foram usados:
seis no grupo controle e seis no grupo estresse. Ressalta-se que, com o intuito de
reduzir o numero total de animais usados no presente estudo, os sujeitos do grupo
controle correspondem, na verdade, aos mesmos animais do grupo controle do
Experimento 1. Tal medida foi possivel considerando que o mesmo procedimento
adotado no Experimento 1 também foi usado nesse experimento. Desta forma, os
dados do grupo controle correspondem aos mesmos dados do experimento anterior.

Assim, os animais do grupo de estresse foram individualmente submetidos a
sessao de habituagao e ao teste de REO, descritos anteriormente. Porém, logo apos a
sessao treino desse experimento, os animais do grupo de estresse permaneceram na
caixa-transporte por um periodo de 15 min. Somente apds esse intervalo € que os
mesmos foram levados de volta aos seus viveiros de moradia. Os animais do grupo
controle, conforme ja descrito no experimento anterior, foram levados de volta aos
seus viveiros logo apos o encerramento da sessao treino.

Os objetos utilizados aqui, para o grupo estresse, foram o cano de PVC branco
no formato da letra “T” e a garrafa plastica verde de refrigerante cortada ao meio (vide
descricdo completa no item 4.5). Metade dos sujeitos foram treinados com o cano de
PVC (objeto familiar), sendo a garrafa plastica o objeto novo na sesséo teste. Para a
outra metade, a garrafa plastica foi usada no treino (objeto familiar), enquanto o cano

de PVC foi o objeto novo na sessao teste.

4.6.3. Experimento 3: efeito do estresse pré-teste

No ultimo experimento foi avaliado o efeito de um episddio agudo de estresse
de contencéo, realizado imediatamente antes da sesséo teste, no desempenho dos
animais no teste de REO (Figura 4.8). Nesse experimento também foram utilizados 12
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micos: seis no grupo controle e seis no grupo estresse. O grupo controle também
correspondeu aqui aos mesmos animais e dados do grupo controle do Experimento 1.

Assim, os animais do grupo de estresse foram individualmente submetidos a
mesma sessao de habituacdo e ao teste de REO, descritos anteriormente. Contudo,
nesse experimento, os animais do grupo de estresse s6 foram liberados no CA para a
realizacao da sessdo teste apds terem permanecido por um periodo de 15 min na
caixa-transporte. Ja os animais do grupo controle foram liberados imediatamente no
CA, dando inicio a sessio teste.

Os objetos utilizados nesse experimento, para o grupo estresse, foram o cano
de PVC branco no formato da letra “C” e o porta-ovos cinza (vide descrigdo completa
no item 4.5). Metade dos sujeitos foram treinados com o cano de PVC (objeto familiar),
sendo o porta-ovos cinza o objeto novo na sessao teste. Para a outra metade, o porta-
ovos cinza foi usado no treino (objeto familiar), enquanto o cano de PVC foi o objeto

novo na sessao teste.

4.7. Registro e analise dos dados

A observacdo das sessfes experimentais e o registro dos comportamentos
foram realizados usando o programa AnyMaze (Stoelting. Co., EUA). Um
experimentador previamente treinado, com 95% de confiabilidade intra-observador
dentro do grupo de pesquisa, registrou manualmente os seguintes comportamentos:

1) Exploragdo do objeto — tempo que o sujeito ficou em contato fisico com o objeto
utilizando as maos, pés, nariz e boca, assim como os episddios de head-cock
(movimento pendular da cabecga de um lado ao outro olhando para o objeto), olhar
direto (orientagao fixa e rapida da cabega direcionado ao objeto) e monitoramento

visual (movimentos lentos de varredura da cabecga direcionados ao objeto), uma
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vez que micos possuem uma orientacdo predominantemente visual em resposta a
estimulos em seu ambiente (FORSTER, 1995); e

2) Locomogéao — tempo que o sujeito permaneceu em movimento por um periodo
superior a 2 s.

Como descrito em DERE e cols. (2007), a ocorréncia de uma memoaria de
reconhecimento €& evidenciada se, na sessdo teste, o animal explorar
significativamente mais o objeto novo do que o familiar, considerando que os micos
exploram preferencialmente itens novos no seu ambiente (FORSTER, 1995), o que
indicaria que o objeto familiar foi reconhecido. Mas, para minimizar a influéncia de
diferencgas inter-individuais no tempo de exploragdo de cada objeto, foi calculado o
seguinte indice para a sesséo teste, de acordo com ENNACEUR e DELACOUR

(1988):

indice de Discriminagéo (ID) = Exploragao Objeto Novo — Exploragéo Objeto Familiar

Exploragao Total dos Objetos

Um ID igual a zero indica que o animal explorou igualmente os dois objetos (ao
acaso). Caso o ID seja significativamente maior do que zero, ele indica que o animal
explorou mais o objeto novo, enquanto um ID significativamente negativo indica que o
animal explorou mais o objeto familiar.

Além disso, também foi analisada a laténcia para a primeira exploragdo dos
objetos na sessao teste, ou seja, quanto tempo levou, desde o inicio da sessao, para o
individuo efetuar o primeiro contato exploratério fisico ou visual com cada objeto. Tal
parametro também pode ser visto como uma medida para avaliar a neofilia (KENDAL
e cols., 2005).

Os resultados foram expressados como a média dos valores e o erro padréo da

média (xepm) ou como a mediana e a amplitude interquartis. A segunda forma de
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apresentacgao dos dados foi somente aplicada para os resultados de laténcia para a 12

exploragao.

4.8. Andlise estatistica

Para cada um dos experimentos realizados, os dados foram analisados de
modo a avaliar possiveis diferencas entre os grupos (estresse x controle) em termos
de:

1) tempo de exploragcdo do objeto novo vs. o objeto familiar na sessao teste;
2) laténcia para a primeira exploragao na sesséo teste;

3) tempo de exploragao total dos objetos nas sessdes treino vs. teste; e

4) locomocao nas sessoes treino vs. teste.

Para cada analise indicada acima, os dados foram analisados usando o teste
de Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias de desenho misto (mixed design two-
way ANOVA), sendo “grupo” o fator independente (controle x estresse) e “objeto”
(novo x familiar) ou “sessao” (treino x teste) a variavel dependente. Uma vez que
dados sobre laténcia possuem uma distribuicdo ndo-paramétrica, para a analise dos
resultados sobre a laténcia para a primeira exploragdo os dados foram primeiro log
transformados (base 10) para depois serem analisados estatisticamente. Entretanto,
esses resultados sobre a laténcia foram apresentados graficamente abaixo como
mediana e intervalo interquartis.

Além disso, o Indice de Discriminagéo, calculado para a sessdo teste e para
cada grupo, foi comparado ao valor de zero (nivel do acaso) empregando o teste-t
para uma amostra (one-sample t-test). Para cada experimento, o valor do indice de
Discriminagcdo também foi analisado para detectar possiveis diferencas entre os
grupos estresse e controle usando o teste-t para amostras independentes.

Por fim, o teste de correlagdo de Pearson foi usado para estabelecer se o valor
do ID estava relacionado a exploracgao total dos objetos na sessao treino ou aos niveis
de locomocgao da sessao teste.
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Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico SPSS
(IBM Co., EUA; v. 25), e o nivel de significaAncia adotado em todos os testes foi de

p=<0,05.
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5. RESULTADOS

Os valores das médias (£ erro padrao da média) e medianas (e quartis) obtidas
em cada experimento estao descritas no Anexo 3.

5.1. Experimento 1: efeito do estresse pré-treino

Este experimento avaliou os efeitos de um episédio de estresse agudo de
contengao, realizado logo antes da sesséo treino, no desempenho dos micos no teste
de REO. Aqui, ambos os grupos (controle e estresse) exploraram significativamente
mais o0 objeto novo do que o objeto familiar na sessao teste (fator objeto: F1,10=8,00;
p=0,02; fator grupo: F110=0,004; p=0,95; interacdo: F110=0,15; p=0,71; Figura 5.1).
Esse dado foi corroborado pela analise do ID (Figura 5.1), uma vez que, para ambos
0s grupos, o valor observado foi significativamente maior que zero (grupo controle:
ts=4,00; p=0,01; grupo estresse: ts=4,89; p=0,01). Além disso, ndo houve diferenga
significativa entre o ID dos dois grupos (t10=0,84; p=0,42).

Na laténcia da primeira exploragcdo dos objetos novo e familiar, também n&o foi
observada uma diferenga significativa entre os dois objetos ou as duas sessdes
experimentais (fator objeto: F110=1,80; p=0,21; fator grupo: F110=1,92; p=0,20;
interagdo: F1,10=0,20; p=0,66; Figura 5.1).

Em termos da exploragao total dos objetos, ndo houve diferenga significativa
entre os grupos controle e estresse, nem entre as sessodes treino e teste (fator sessao:
F1,10=0,27; p=0,61; fator grupo: F1,10=0,26; p=0,88; interagao: F110=0,01; p=0,91; Figura
5.2). Ao avaliar os niveis de locomocao durante o teste de REO, também nao foram
detectadas diferengas significativas entre os grupos ou as sessbes experimentais
(fator sessao: F1,10=0,08; p=0,78; fator grupo: F1,10=1,59; p=0,24; interagdo: F110=0,04;
p=0,84; Figura 5.2).

Por fim, os valores do ID ndo estavam correlacionados aos niveis de
exploragao total dos objetos durante a sesséo treino, para nenhum dos dois grupos

experimentais (Figura 5.3). Contudo, o ID demonstrou estar negativamente
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correlacionado aos niveis de locomogao visto na sessao teste, mas isso apenas no

grupo controle (Figura 5.3).
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Figura 5.1. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pré-treino (Strs) no teste de REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos familiar e novo na sessao teste; (B)
indice de discriminacdo calculado para a sessdo teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos
(mediana e intervalo interquartil), para a primeira exploragéo de cada objeto na sessé&o teste. n=6/grupo;
*p<0,05 vs. objeto familiar, **p<0,05 vs. valor de zero (nivel do acaso).
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locomogao (B) pelos micos dos grupos controle (Ctrl) e estresse pré-treino (Strs) nas sessdes treino e
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5.2. Experimento 2: efeito do estresse pos-treino

O segundo experimento avaliou os efeitos de um estresse agudo de contengao,
realizado imediatamente apds a sessao treino, no desempenho dos micos no teste de
REO. Nesse experimento foi observado que, diferentemente do grupo controle, que
explorou mais o0 objeto novo do que o familiar na sessao teste, apesar de nao atingir
niveis significativos, o grupo estresse explorou os dois objetos equitativamente nessa
mesma sessao (fator objeto: Fi110=2,75; p=0,13; fator grupo: F110=0,16; p=0,70;
interagdo: F110=5,06; p=0,05; Figura 5.4). Houve porem uma interacdo significativa
entre os fatores objeto vs. grupo. Esse resultado foi corroborado pelos valores
observados em termos do ID (Figura 5.4), visto que apenas no grupo controle o indice
foi significativamente diferente (maior) de zero (grupo controle: ts=4,00; p=0,01; grupo
estresse: ts=-1,07; p=0,34). Além disso, o ID desses dois grupos diferiu
significativamente (t10=3,84; p=0,003).

Na laténcia para a primeira exploragdo dos objetos, ndo houve diferenga
significativa entre os objetos ou entre as sessdes (fator objeto: F110=0,17; p=0,69; fator
grupo: F110=0,09; p=0,77; interagdo: F110=0,17; p=0,69; Figura 5.4).

No que diz respeito a exploracéo total dos objetos durante as sessdes treino e
teste, ndo houve diferencas significativas entre essas sessdes, nem entre os grupos
controle e estresse (fator sesséo: F110=0,09; p=0,77; fator grupo: F110=0,52; p=0,49;
interacdo: F110=0,04; p=0,85; Figura 5.5). Além disso, na locomog¢do, nado foram
observadas diferengas significativas entre sessbes, enquanto que os niveis vistos
entre os grupos controle e estresse diferiram significativamente (fator sessao:
F1,10=0,92; p=0,36; fator tratamento: F1,10=5,01; p=0,05; interacdo: F110=1,07; p=0,33;
Figura 5.5).

Para o grupo estresse (pds-treino), nao foi detectada uma correlagao entre os
valores do ID e os niveis de exploracao total na sessio treino ou com a duragdo da

locomocéao na sessao teste (Figura 5.3).
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Figura 5.4. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pds-treino (Strs) no teste REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos novo e familiar na sessao teste; (B)
indice de discriminacdo calculado para a sessdo teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos
(mediana e intervalo interquartil), para a primeira exploragéo de cada objeto na sessao teste. **p<0,05 vs.
valor de zero (nivel do acaso), #p<0,05 vs. controle.
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5.3. Experimento 3: efeito do estresse pré-teste

No ultimo experimento foram analisados os efeitos de um estresse agudo de
contencao, realizado imediatamente antes da sesséo teste, no desempenho dos micos
no teste de REO. Aqui, assim como no Experimento 2, ndo foi observada uma
diferenca significativa entre a exploragdo do objeto novo e do objeto familiar apenas
para o grupo estresse, mas havendo um efeito significativo apenas na interagdo entre
os fatores objeto x grupo (fator objeto: F110=0,19; p=0,67; fator grupo: F110=2,25;
p=0,16; interagao: F110=7,45; p=0,02; Figura 5.6). Ao analisar o ID calculado para a
sessao teste (Figura 5.6), o indice foi significativamente maior que zero no caso do
grupo controle (t5=4,00; p=0,01), enquanto esse mesmo parametro foi

significativamente menor que zero no grupo estresse (ts=-3,75; p=0,01). A comparagao
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direta entre os dois grupos também relevou uma diferenca significativa em termos do

ID (t10=5,39; p=0,0003).
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Figura 5.6. Desempenho dos micos do grupo controle (Ctrl) e estresse pré-teste (Strs) no teste de REO.
(A) Tempo de exploragdo, em segundos (média + epm), dos objetos familiar e novo na sessao teste; (B)
Indice de discriminagéo calculado para a sesso teste (média + epm); (C) Laténcia, em segundos (media
e intervalo interquartil), para a primeira exploracdo de cada objeto na sesséo teste. **p<0,05 vs. valor de
zero (nivel do acaso), #p<0,05 vs. controle.

Nos dados referentes a laténcia para a primeira exploragéo dos objetos, nao foi

observada uma diferenca significativa entre os itens familiar versus novo, ou entre os
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grupos controle e estresse (fator objeto: F110=0,17; p=0,69; fator grupo: F110=4,02;
p=0,07; interagéo: F110=0,17; p=0,69; Figura 5.6).

Em termos do tempo de exploragcdo total dos objetos, foi observada uma
diferencga significativa entre os dois grupos experimentais, mas nao entre as sessoes
treino e teste, e tampouco houve uma interagao significativa entre esses dois fatores
(fator sessao: F1,10=0,12; p=0,73; fator grupo: F1,10=7,62; p=0,02; interagado: F110=0,44;
p=0,52; Figura 5.7). Na atividade locomotora dos animais, nao houve diferengas
significativas entre as sessbes ou entre os grupos experimentais (fator sessao:
F1,10=0,72; p=0,80; fator grupo: F1,10=2,17; p=0,17; interagao: F110=0,40; p=0,85; Figura

5.7).
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Figura 5.7. Tempo médio (+epm; em segundos) despendido na exploragdo dos dois objetos (A) e em
locomocgao (B) pelos micos dos grupos controle (Ctrl) e estresse pré-teste (Strs) nas sessdes treino e
teste da tarefa de REO. *p<0,5 vs estresse pre-teste

Para o grupo estresse (pré-teste), nao foi detectada uma correlagao entre os
valores do ID e os niveis de exploragao total registrados na sessao treino. Porém, o ID
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do grupo estresse teve uma correlagdo positiva com os niveis de locomogao

registrados na sessao teste (Figura 5.3).
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6. DISCUSSAO
6.1. Estresse pré-treino nao influenciou a aquisicao

O teste REO baseia-se na tendéncia natural dos animais de explorar aspectos
novos em um ambiente (DERE e cols., 2007). Por conseguinte, se o animal explora
preferecialmente o objeto novo em detrimento do objeto familiar na sessao teste, &
apontado que o mesmo se lembra do objeto familiar e este ja ndo configura uma
novidade. Os micos do grupo controle e 0os que passaram pelo estresse antes da
sessao treino exploraram o objeto novo por significativamente mais tempo do que o
familiar durante a sesséo teste (Figuras 5.1 (A e B)). Como nao houve diferenca entre
0S grupos, os animais de ambos os grupos foram capazes de discriminar de forma
semelhante entre o objeto novo e o familiar. Desta forma, um evento de estresse
agudo de contengao, ocorrido imediatamente antes da fase de aquisi¢do, nao parece
ter influenciado o desempenho dos micos no teste de REO, empregando um intervalo
de retencéo de 6 h.

Em humanos, WOLKOWITZ e cols. (1990) e KIRSCHBAUM e colaboradores
(1996) observaram um efeito prejudicial do estresse na aquisicdo de uma memodria
declarativa, mas outros autores nao encontraram esse efeito em tarefas de recordagao
livre (LUPIEN e cols., 1999; WOLF e cols., 2001; DOMINIQUE e cols., 2000). Quanto
a memoéria de reconhecimento, mais especificamente, BAKER e KIM (2002)
demonstraram que um estresse de contengao combinado com um estresse de choque
nas patas prejudicou a aquisi¢do da meméria de reconhecimento de objetos em ratos,
utilizando um intervalo de retencdo de 3 h entre o treino e o teste. Entretanto, vale
destacar que no presente estudo foi empregado apenas um estresse de contencgao, o
que pode ser considerado um estresse de menor intensidade. De fato, o resultado
encontrado aqui com os micos € condizente com outros estudos realizados com
roedores e que utilizaram o mesmo tipo de estressor (LI e cols., 2012; VARGAS-

LOPEZ e cols., 2015) ou um estresse por imersdo em agua (NELISSEN e cols., 2018).
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Portanto, os resultados do Experimento 1 sugerem que um evento moderado
de estresse agudo, como o estresse de contengdo, ocorrido antes da aquisicdo da
informacao nao parece prejudicar a memoéria de reconhecimento de objetos de PNH,
conforme ja relatado em roedores.

AMEEN-ALI e EACOTT (2015) sugerem que diferentes aspectos podem
influenciar a resposta dos sujeitos no teste de REO, assim como em outros tipos de
procedimentos que também estdo baseadas na exploracdo espontanea. Uma delas
consiste em uma mudanca no interesse do animal em explorar os objetos ao longo
das diferentes sessdes do procedimento. Vale ressaltar, porém, que o tempo total de
exploragdo dos objetos no presente estudo permaneceu constante entre as sessdes
treino e teste e entre os grupos (Figura 5.2 (A)). Isso sugere que ndo houve alteragéao
na motivacdo para explorar os objetos entre sessdes ou condi¢cdes experimentais.
Portanto, a motivagdo dos micos em explorar os objetos ndo parece ter influenciado o
resultado observado. Da mesma maneira, nao foi observada uma diferenga
significativa em termos da locomogao dos micos entre as sessoes treino e teste, ou
entre 0s grupos, o que minimiza a possibilidade de mudancgas na atividade locomotora
ter afetado o desempenho dos animais no teste de REO (Figura 5.2 (B)).

Quanto a laténcia para a primeira exploragao, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os objetos, nem entre os grupos experimentais. MERKOW e cols.
(2015) empregaram em humanos a laténcia de resposta como um parametro para
avaliar a confianga do sujeito em suas respostas em uma tarefa de reconhecimento.
De fato, um estudo prévio ja havia demonstrado que sujeitos respondem mais rapido
quando confiam na acuracia de suas respostas (KAHANA, 2012).

Além disso, DAY e cols. (2003) relataram que micos neofilicos se aproximaram
e exploraram um estimulo novo mais rapidamente que animais neofdbicos, os quais
sdo mais lentos para tal, e utilizaram a laténcia da primeira exploragdo como indicativo
de memoria. Em VANNUCHI e cols. (2020), micos-estrela levaram menos tempo para
explorar um objeto deslocado na tarefa de ROL com um intervalo de 24 h, e passaram
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mais tempo explorando este mesmo objeto. Nessa tarefa de ROL, os dois objetos sao
idénticos, e, portanto, o aspecto de novidade observado pelo animal é a diferente
localizacdo. Neste caso, a laténcia para a primeira exploragdo coincidiu com o objeto
que foi mais explorado durante a sessdo teste, que no caso foi o objeto que se
encontrava em uma localizacdo que nao era familiar ao animal. J& com um intervalo
de retencdo de 48 h, ndo houve preferéncia pelo objeto deslocado e também nao
houve diferenga na laténcia da primeira exploragao.

Contudo, no presente trabalho, vale ressaltar que, apesar dos animais terem
comegado a explorar os dois objetos apds um intervalo de tempo semelhante (Figura
5.1 (C)), os mesmos passaram em seguida a explorar o objeto novo por um periodo de
tempo significativamente maior que o objeto familiar. O fato de aqui néo ter sido
observada uma diferenga entre a laténcia para comegar a explorar os dois objetos na
sessao teste indica que talvez este parametro esteja dissociado da preferéncia por um
determinado objeto, e em particular no teste de REO. Nesse teste, apenas as
caracteristicas dos objetos diferem e isso deve ser percebido pelo sujeito, enquanto
em outras versdes desse procedimento o que muda é a localizagao dos objetos (ex.:
teste de ROL). Nos estudos de DAY e cols. (2003) e VANNUCHI e cols. (2020),
citados acima, a localizagdo dos mesmos objetos mudou ao longo das sessbes, e
essa hova associagdo objeto-local pode ter levado os animais a explorarem mais
rapidamente aquele novo aspecto do ambiente, levando a discrepancia vista em
termos dos resultados do presente estudo em termos da laténcia para primeira

exploragéao.

6.2. Estresse pés-treino prejudicou a consolidagao

Neste experimento, o estresse de contencao ocorrido logo apds a sessao treino
diminuiu o desempenho dos micos no teste REO, que passaram o mesmo tempo
explorando o objeto novo e familiar na sessao teste (Figura 5.4 (A)). Esse resultado foi
demonstrado pelo valor do ID do grupo de estresse, que nao diferiu significativamente
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de zero (Figura 5.4 (B)). Visto que os dois grupos experimentais diferiram apenas em
termos da ocorréncia ou ndo do episddio agudo estresse de contencéo, os resultados
observados nesse experimento sugerem que o grupo de estresse nao foi capaz de
lembrar de ja ter visto o objeto familiar. Assim, o estresse ocorrido logo apos a sesséo
treino parece ter influenciado de forma negativa a consolidacdo da memodria de
reconhecimento dos micos.

A ativacdo do sistema noradrenérgico e o aumento dos niveis de cortisol
durante a consolidacdo da memoria favoreceu, de forma dose-dependente, o
aprendizado de roedores em tarefas de medo condicionado, esquiva inibitéria e
memoria espacial (McGAUGH e ROOZENDAAL, 2002). No entanto, a exposigdo a um
episédio de estresse nem sempre parece induzir uma melhora no desempenho no
teste de memdria de reconhecimento. BARNES e cols. (2017) avaliaram o efeito da
privagdo de sono durante 3 h na consolidagao de uma memdaria de reconhecimento de
ratos, e ndo encontraram qualquer efeito. Esse estressor, entretanto, pode nao ter sido
suficiente para elevar os niveis hormonais e ativar o sistema noradrenérgico dos
animais. Ja LI e cols. (2012) observaram que um estresse agudo de contengao (eficaz
em elevar os niveis circulantes de cortisol/corticosterona) afetou a transicdo de uma
memoria de curto prazo para uma de longo prazo, quando esse evento estressor foi
aplicado na fase inicial do processo de consolidagédo (early consolidation), ou seja,
logo apés a aquisicdo da informagao. Portanto, apds intervalos de retencao curtos (4
h), o desempenho de camundongos no teste REO nao foi afetado. No entanto, com
um intervalo entre treino e teste foi mais prolongado (24 h), o estresse agudo de
contencao prejudicou a memdédria de reconhecimento. GUERCIO e cols. (2014)
observaram um déficit semelhante na memdria de reconhecimento de camundongos
submetidos a um estresse de contengao pds-treino e apds um intervalo de retencao de
24 h.

Por outro lado, depois de um intervalo de retencao de apenas 3 h, ratos que
haviam sido submetidos a um estresse por imersao de 5 min em agua logo apds o
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treino nao foram capazes de discriminar entre um objeto novo e um familiar, tendo,
portanto, um prejuizo em sua memoéria de reconhecimento (NELISSEN e cols., 2018).
Essa aparente discrepancia com estudos indicados anteriormente pode ser devido a
diferengas metodolodgicas. Os animais no estudo de LI e cols. (2012), que nao foram
previamente habituados ao procedimento do teste de REO, demonstraram ter uma
memoria de reconhecimento depois de 4 h, a qual permaneceu mesmo depois de 24
h, embora de forma menos pronunciada. Ja no estudo de NELLISEN e cols. (2018), os
animais passaram diversas vezes pelo teste de REO antes de serem submetidos ao
estresse e, portanto, ja tinham sido habituados a esse procedimento experimental.
Portanto, um evento estressor pode vir a induzir efeitos diferentes em animais
habituados a este aspecto de novidade do teste, comparado aos que nao foram
previamente habituados.

De fato, ROOZENDAAL e cols. (2006) relataram que a administracdo de
corticosterona, imediatamente apds o treino, em ratos que nunca haviam passado pelo
procedimento facilitou a consolidagao da informag¢ao, o que nao ocorreu quando os
animais ja eram habituados ao contexto da tarefa. Um efeito semelhante também foi
observado por MAROUN e AKIRAV (2008), em que ratos ndo-habituados previamente
ao teste de REO, e que foram expostos a um estresse poés-treino, tiveram uma
melhora no seu desempenho nesse teste, enquanto ratos que ja haviam sido
habituados e que foram submetidos ao mesmo tipo de estresse € no mesmo momento
tiveram um prejuizo na sua memoria de reconhecimento demonstrada no teste de
REO. Esse efeito benéfico dos glicocorticoides na consolidacdo da memoria parece
ser dependente de uma ativagdo noradrenérgica concomitante na amigdala
basolateral que acontece em situagdes com forte conteido emocional (ROOZENDAAL
e cols., 2006). Assim, quanto mais habituados os animais estiverem, menor sera esta
ativacao e, portanto, menos provavel que a consolidagao venha a ser favorecida.

Os sujeitos experimentais do presente estudo foram micos-estrela adultos
pertencentes ao plantel permanente do CPUnB. Esses animais ja haviam sido
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previamente empregados como sujeitos experimentais em diferentes estudos, embora
nenhum desses tenha ocorrido ha menos de dois meses antes do inicio da presente
investigagdo. Assim, entende-se que os micos tenham algum nivel de habituagao a
diferentes procedimentos necessarios para a realizacdo do teste de REO, como:
captura, transporte e presenca dos experimentadores. Essa habituagcdo prévia pode
ter entdo ocasionado uma menor ativagdo noradrenérgica frente ao procedimento do
teste de REO. Segundo ROOZENDAAL e cols. (2006), tal fato parece diminuir o efeito
facilitador que glicocorticéides liberados durante uma situacado de estresse podem ter
sob a consolidagdo da memoaria, podendo vir até mesmo a induzir um efeito deletério,
a depender da intensidade do estresse. Nos micos (nao-experimental ingénuos) do
presente estudo, a contengcdo de 15 min ocorrida imediatamente apds o treino parece
ter de fato prejudicado o desempenho dos animais no teste de REO com um intervalo
de retencéo de 6 h.

Além disso, como visto no Experimento 1, ndo houve diferenga significativa
entre os objetos ou entre os grupos em termos da laténcia para a primeira exploragao
(Figura 5.4 (C)), corroborando a idéia de que esse parametro nem sempre indica uma
neofilia ou neofobia do sujeito experimental no teste de REO. Em relagédo a exploragéo
total dos objetos, também nao houve diferengas significativas entre as sessdes ou
entre grupos, novamente indicando que n&o houve um viés de falta ou diminuigdo de
motivagcao em explorar os objetos no resultado do teste REO (Figura 5.5 (A)).

Em termos da locomogéo, ndo foi detectada uma diferenga significativa no
tempo em que os animais passaram se locomovendo ao longo nas sessdes treino e
teste. Porém, o grupo estresse passou significativamente mais tempo se locomovendo
do que o grupo controle (Figura 5.5 (B)). Essa diferenga, entretanto, ndo pode ser
necessariamente atribuida ao estressor per se, uma vez que esse evento ocorreu
apenas depois da sesséao treino e os niveis de locomogao estavam mais elevados em
ambas as sessoes. Esse resultado se deve, provavelmente, a uma tendéncia inerente
desse grupo de animais de passar mais tempo se locomovendo.
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6.3. Estresse pré-teste alterou a preferéncia exploratéria

Quando os animais foram submetidos ao episédio de estresse de contencao
logo antes da realizagao da sessao teste da tarefa de REO (Experimento 3), observou-
se que nao houve diferenga significativa entre o tempo de exploragdo do objeto novo e
do familiar na sesséo teste (Figura 5.6 (A)). Nessa mesma sessio, 0s animais que nao
haviam sido submetidos ao estresse exploraram por mais tempo o objeto novo,
comparado ao item que ja era mais familiar, mesmo que nao tenha atingido niveis
significativos. Porém, o grupo experimental do sujeito influenciou significativamente o
tempo de exploragdo dos objetos. Vale ressaltar, ainda, que aqui houve uma maior
variabilidade inter-individual nos animais do grupo controle. Assim, ao analisar o ID,
que minimiza variagbes individuais nos niveis iniciais de exploracdo dos objetos
(sesséo treino; DIX e AGGLETON, 1999), foi possivel observar que os animais nao-
estressados, de fato, exploraram significativamente mais o objeto novo do que o
familiar, enquanto uma relagdo oposta foi detectada para o grupo submetido ao
estresse de contencdo, havendo uma exploracao significativamente maior do objeto
familiar do que o novo (Figura 5.6 (B)).

EAGLE e cols. (2013) sugeriram que um prejuizo no desempenho na tarefa
REO apds um periodo de estresse pode nao ser devido necessariamente a um déficit
de memodria em si, e sim a uma perturbagcido especifica no nivel de preferéncia por
novidade no ambiente. De acordo com essa proposta, uma situacdo de estresse
estaria afetando mais aspectos relacionados a neofilia do que a evocagdo da memoria
de reconhecimento caso o objeto familiar estiver sendo explorado mais do que o item
novo na sessao teste da tarefa de REO. No caso de ter ocorrido um prejuizo na
evocacao de memoria, por conta do estresse, esperaria-se observar um padréo
equitativo de exploracéo dos dois objetos.

Conforme citado acima, os micos no presente estudo exploraram por mais
tempo o objeto familiar, em detrimento do objeto novo, o que sugere que o estresse de
contecao do presente estudo possa ter tido um efeito maior sobre a preferéncia por
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novidade. Em calitriquideos, essa preferéncia pelo familiar em situagcées de estresse
poderia corresponder a um comportamento defensivo ou preventivo quando o animal
se sente ameacgado. Ao longo de sua evolugéo, esses pequenos primatas parecem ter
desenvolvido uma boa memdéria espacial e de reconhecimento, sendo capazes de
recordar rapidamente a localizacdo de fontes de alimentos, como frutos e gomas de
arvores, que ja séo conhecidas (BICCA-MARQUES e GABBER, 2004). Além disso, os
micos sao altamente vulneraveis a ataques de predadores aéreos (aves) e terrestres
(gatos selvagens e serpentes), e possivelmente desenvolveram uma boa memdria
para indicios da presenca de predadores encontrados previamente no seu ambiente
(FERRARI, 2009). Em condi¢gbes experimentais, como demonstrado anteriormente,
esses animais sdo capazes de realizar testes de reconhecimento de objeto
(MELAMED e cols, 2017a,b) e objeto-lugar (VANNUCHI e cols., 2020) apés um um
intervalo de retencao de até 24 h.

Ratos que receberam corticosterona, 1 h ou 24 h antes da realizagdo da
sessao teste, também exploraram o objeto familiar por mais tempo, comparado ao
item que era novo (VARGAZ-LOPES e cols., 2015). De fato, tanto o estresse, quanto a
administracdo de corticosterona, podem reduzir a preferéncia de roedores por
estimulos novos (ROSELLINI e WIDMAN, 1989).

Apesar do fato de animais ansiosos nem sempre demonstrarem uma neofobia,
acredita-se que a ansiedade pode sim vir a priorizar a aquisicdo de estimulos
relacionados a seguranga e sobrevivéncia (ENNACEUR e cols., 2009). Em ratos, um
episodio de estresse agudo, que induziu um comportamento defensivo, também fez
com que 0s esses mesmos animais explorassem menos objetos novos dentro de um
ambiente ja familiar (ROSELLINI e WIDMAN, 1989). Da mesma foram, camundongos
infectados com uma enterotoxina estafilocécica A, a qual induz um aumento de
corticosterona de forma dose-dependente, exploraram significativamente menos os
objetos novos no teste de REO, sem alterar a atividade locomotora (KAWASHIMA e
KUSNECOV, 2002). Ainda, a administracdo prévia de ansioliticos ou antidepressivos
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(SSR125543, antagonista do fator liberador de corticotrofina 1; SSR149415,
antagonista do receptor de vasopressina; e fluoxetina, inibidor da receptagéo de
serotonina) bloquearam os efeitos do estresse na tarefa REO realizada em roedores,
enquanto a donepezila, um farmaco empregado no tratamento de déficits de memoria
que inibe a atividade de enzima acetilcolinesterase, nao teve efeito (URANI e cols.,
2011).

Por outro lado, ENNACEUR e colaboradores (2010) indicaram outra
possibilidade para tentar explicar a exploragao preferencial pelo objeto familiar,
comparada ao do objeto novo, em casos de estresse ocorrido logo antes da evocagao
da informacado. Esses autores apontaram para o fato do resultado do teste REO ser
dependente da memodria do objeto familiar que foi adquirida durante a fase inicial de
treino. Essa informacao devera, portanto, ser atualizada posteriormente ou a memoria
decaira com o tempo. Intervalos longos entre 0 momento da aquisicdo e da evocagao
podem resultar no fendmeno onde o individuo vem a explorar mais o objeto familiar
por conta de uma incerteza sobre a experiéncia passada com aquele item. Assim, uma
exploragao preferencial pelo objeto familiar se daria por causa de uma memoria
residual, e essa familiaridade faria com que o objeto ja visto atraia mais a atengao do
que o objeto novo. Para melhor elucidar essa questdo, mais estudos sobre a alteracéo
na preferéncia por novidade de micos-estrela apds um estresse agudo sao
necessarios. O uso de farmacos, como no estudo de URANI e cols. (2011) poderia
auxiliar na identificagdo dos mecanismos por tras desse comportamento observado.

Além disso, como visto nos Experimentos 1 e 2, ndo houve diferenga
significativa em termos da laténcia para a primeira exploragao, tanto entre os objetos,
quanto entre os grupos (Figura 5.6 (C)). Ao analisar a exploragéo total dos objetos nas
sessoes treino e teste, ndo foi detectada uma diferencga significativa entre as sessbes
(Figura 5.7 (A)), o que indica que a motivacéo para explorar os objetos ao longo do
procedimento experimental mais uma vez manteve-se constante. Houve sim uma
diferenca significativa entre os grupos, uma vez que o grupo de animais submetidos ao

74



episodio de estresse de contencdo logo antes da sessao teste terem passado mais
tempo explorando os dois objetos do que o grupo controle. Entretanto, ndo € possivel
relacionar este fato ao evento estressor empregado no experimento, esse padrao mais
elevado de exploragdo dos objetos ja foi detectado antes mesmo dos animais
passarem pelo evento de estresse (i.e., jA na sessao treino). Vale lembrar que os
animais foram divididos nos grupos experimentais de forma aleatéria. Assim, como
visto no Experimento 2, esse resultado pode ser devido mais a uma caracteristica
inerente desse grupo de individuos. Possiveis alteragdes na locomogado também nao
parecem ter influenciado os resultados vistos no teste de REO, haja visto que esse
parametro permaneceu constante ao longo das sessdes e foi similar entre os grupos
experimentais (Figura 5.7 (B)).

Por fim, acredita-se que um tempo minimo de exploragédo dos objetos deve
ocorrer na sessao treino para que se possa observar uma preferéncia por novidade no
teste REO (ALBASSER e cols., 2009; GASKIN e cols., 2010). Mas, ha dados
conflitantes na literatura a esse respeito, uma vez que GASKIN e cols. (2010) nao
observaram uma correlagédo direta entre essas variaveis. Com o intuito de contribuir
para esse aspecto, essa correlacido foi analisada no presente estudo e discutida no

item a seguir.

6.4. Exploracao inicial nao influenciou o desempenho no teste de REO

Para melhor investigar os efeitos de um episdédio agudo de estresse de
contengcao na memoéria de reconhecimento dos micos-estrela no teste REO, os niveis
de exploracao dos objetos na sessao treino foram correlacionados aos ID calculados
para a sessao teste. ALBASSER e cols. (2009) relataram que quanto mais tempo o
individuo passou inicialmente investigando o objeto familiar na sesséao treino, maior foi
o desempenho de roedores no teste de REO visto pelo valor calculado do ID. Nesse

sentido, foi sugerido que quanto maior for a exploracdo dos objetos no treino, a
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aquisicdo da memoria para o objeto sera mais forte e, portanto, o animal discriminara
com sucesso 0s objetos novo e familiar na sesséo teste.

Contudo, em todos os grupos de micos avaliados no presente estudo, os niveis
de exploragdo dos objetos na sessdo treino e o ID ndo estavam correlacionados
(Figura 5.3). Esse resultado contrasta com os dados relatados por ALBASSER e cols.
(2009), mas corrobora outros estudos em roedores que também nao detectaram uma
correlagao entre esses parametros (AKKERMAN e cols., 2012; GASKIN e cols., 2010).
De acordo com GASKIN e cols. (2010), é possivel que uma correlagdo entre a
exploracdo no treino e o ID ocorra ocasionalmente, como visto no experimento de
ALBASSER e cols. (2009), mas que esse tempo inicial de exploragdo nem sempre é
capaz de prever de maneira confiavel uma preferéncia pelo objeto novo. Portanto,
esse aspecto nao deve ser utilizado como um indicativo confiavel da qualidade da
aquisicdo da informagdo, uma vez que animais que exploram por menos tempo
também podem ter explorado o suficiente para adquirir uma memoria do objeto e
assim vir a discrimina-lo de um objeto novo em um evento futuro (AKKERMAN e cols.,

2012).

6.5. Relagao entre nivel de locomogao e desempenho no teste REO

Sabe-se que o estresse, com a consequente ativagao do eixo HPA e liberagéo
de cortisol/corticosterona, também pode vir a induzir respostas comportamentais
relacionadas a ansiedade, mesmo em individuos saudaveis (SHIN e LIBERZON,
2009). Assim, no presente estudo, foi considerada a possibilidade de que o episddio
agudo de estresse de contengao que os micos foram submetidos também possa ter
gerado um efeito ansiogénico. Ja foi demonstrado que esse tipo de estressor é capaz
de elevar significativamente os niveis circulantes de cortisol nessa mesma espécie
(PEREIRA e cols., 2019).

Em micos, a atividade locomotora & muito utilizada como um indicador
comportamental de ansiedade (BARROS e cols., 2000). Porém, conforme ja discutido
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anteriormente, os niveis de locomocao detectados durante o teste de REO foram
semelhantes entre os diferentes grupos experimentais.

Apesar do estresse de contencédo nao ter induzido uma resposta ansiogénica
de hiperlocomocdo, que é comumente vista em micos submetidos a eventos
ansiogénicos, o nivel de locomocao durante a sessao — em termos individuais — pode
ter influenciado o comportamento de exploracao dos objetos no teste de REO e, por
conseguinte, a memoéria de reconhecimento dos sujeitos. De fato, na analise
comportamental realizada no presente estudo, os comportamentos de “locomoc¢ao” e
“exploragdo do objeto” foram mutuamente excludentes. Desta forma, o nivel de
locomocdo detectado na sessdo teste e o ID de todos os grupos foram
correlacionados (Figura 5.3).

Nos animais submetidos ao estresse antes e logo apdés o treino, nao foi
detectada uma correlacao entre esses parametros. Vale relembrar que os micos dos
grupos de estresse pré-treino e pds-treino se locomoveram mais que o grupo controle,
embora o primeiro ndo tenha dado um efeito significativo, enquanto o segundo sim.
Esse perfil comportamental, particularmente no grupo de estresse pos-treino, parece
ser algo inerente do grupo, pois o padrdo de locomogao foi 0 mesmo ao longo das
sessbes, independente de quando o estresse ocorreu. Essa caracteristica pode
representar um perfil/traco de maior ansiedade dos animais (BARROS e cols., 2000).
Para esses dois grupos, nao foi detectada uma correlagdo entre a locomogao na
sessao teste e o ID. Um perfil similar ja foi observado em roedores nos testes de REO
(HOPKINS e BUCCI, 2010) e de ROL (OZAWA e cols., 2011).

Por outro lado, os niveis de locomogao na sessao teste estavam relacionados
ao ID nos grupos controle e estresse pré-teste, os quais apresentaram niveis
semelhantes de locomocgao. No grupo controle, essa correlagao foi negativa, indicando
que quanto mais tempo o animal passou se locomovendo, menos tempo foi dispendido
explorando o objeto novo em relagado ao familiar. Assim, os animais nao submetidos
ao estresse, mas com maiores tragos inerentes de ansiedade, parecem ter tido um
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menor desempenho no teste REO, indicando uma possivel relacdo entre um
comportamento do tipo ansioso e a memoaria de reconhecimento ou a preferéncia por
explorar novidade.

No grupo de estresse pré-teste, a correlagao foi positiva, o que significa que
quanto mais o sujeito se locomoveu na sessao teste, maior foi o valor do ID. Mas
como os ID deste grupo foram todos negativos, com uma preferéncia exploratéria pelo
objeto familiar, uma maior locomogao implica aqui em um ID mais proximo de zero, o
que seria uma menor preferéncia pelo objeto familiar em relagao ao objeto novo.

Apesar de uma aparente discrepancia entre esses resultados, nesses dois
grupos uma maior locomogao resultou em uma piora da memoria de reconhecimento.
No grupo controle, essa piora estaria representada por ID com valores menores (i.e.,
menos exploragao do objeto novo em relagdo ao familiar), enquanto no grupo de
estresse pré-teste essa piora estaria representada por ID com valores maiores (i.e.,
menos exploragao do objeto familiar em relagdo ao objeto novo e, assim, valores de ID
mais préximos de zero).

Nesses dois grupos, um menor nivel de ansiedade basal pode ter facilitado a
identificagao de variagdes inter-individuos. CONRAD e cols. (2004), utilizando estresse
de contengao e um teste de memdria espacial (labirinto em Y) em ratos, encontraram
uma correlagdo apenas para as fémeas controle que estavam no periodo estral. Picos
de horménios nesse periodo podem ter um efeito ansiolitico (MARCONDES e cols.,
2001; FRYE e WALF, 2002; SAYIN e cols., 2014), o que pode ter permitido a
identificacdo de variagdes nos niveis de ansiedade entre os animais analisados e sua
influéncia no teste de memdria espacial utilizado. No entanto, é importante ressaltar
que no presente estudo outros comportamentos indicativos de ansiedade — além da
locomocgdo nao foram avaliados, e, portanto, mais estudos sdo necessarios para
verificar se o padréao de locomogéo de fato se relaciona a um nivel de ansiedade

basal, e se esse nivel de ansiedade tem efeito sobre a memadria de reconhecimento.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram estudos prévios que indicam
que micos-estrela sdo capazes de realizar uma tarefa de reconhecimento de objetos
com um intervalo de retencao de 6 h.

Além disso, um episédio agudo de estresse de contengado por 15 min afetou o
desempenho dos animais no teste REO. Porém, o efeito observado dependeu do
momento em que esse evento estressor foi aplicado. Quando o estresse ocorreu
imediatamente antes do treino, a memodria de reconhecimento dos animais nao foi
afetada. Quando o evento ocorreu imediatamente apds o treino (i.e., no inicio da fase
de consolidagdo da informagado), houve uma piora na capacidade de memoria de
reconhecimento dos sujeitos. Ja imediatamente antes do teste, o estresse de
contencdo parece ter alterado a preferéncia exploratéria dos animais, os quais
passaram entao a explorar mais o objeto familiar. Essa preferéncia pelo o que ja era
familiar no ambiente pode ser um comportamento adaptativo ao estresse e nao
necessariamente um déficit de memaria.

Os resultados nao foram influenciados por alteragbes na motivagado para
explorar os objetos ou na locomogéo, uma vez que esses parametros permaneceram
constantes ao longo do procedimento experimental. Além disso, o nivel de exploragao
inicial do objeto nao estava relacionado a capacidade de os micos reconhecerem o
mesmo objeto posteriormente, conforme estudos anteriores com roedores ja haviam
demonstrado. No entanto, para os grupos controle e de estresse pré-teste, a
locomogdo detectada na sessdo teste teve correlagdo com a capacidade de
reconhecer os objetos. Essa correlagdo pode indicar que ha uma relacdo entre a
ansiedade basal dos animais (indicada pela atividade locomotora) e a memoria de
reconhecimento. Sdo necessarios mais estudos comportamentais para investigar essa
hipétese.

Portanto, um episédio agudo de estresse pode, via diferentes formas,

influenciar a memoria de reconhecimento de objetos em uma espécie de PNH — sendo
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o efeito especifico dependente do momento em que o evento ocorrer. Isso € um
importante passo inicial para um melhor entendimento acerca desse tipo de memoaria
em um modelo animal mais translacional para o homem. Estudos futuros nesta area
poderao investigar: (1) os mecanismos neurais envolvidos nos efeitos do estresse em
cada fase da memédria; (2) manipulagbes farmacolégicas que visem prevenir esses
efeitos; (3) a preferéncia por familiaridade como estratégia defensiva em situagdes

adversas; entre outros.
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ANEXO 2

Tabela I. Relagédo das trés etapas realizadas neste estudo, indicando os sujeitos testados em cada uma
delas, o tratamento (TTO) de estresse ao qual eles foram submetidos e os objetos utilizados na sessdo
teste da tarefa de REO.

DIA DO TESTE REO SUIJEITO TTO. ESTRESSE OBIJETO
Familiar Novo
12 Etapa 1 antes do treino cupcake caixa de ovos bege
2 antes do treino cupcake caixa de ovos bege
3 depois do treino cupcake caixa de ovos bege
4 depois do treino  caixa de ovos bege cupcake
5 antes do treino caixa de ovos bege cupcake
6 antes do treino cupcake caixa de ovos bege
7 depois do treino cupcake caixa de ovos bege
8 depois do treino  caixa de ovos bege cupcake
9 depois do treino cupcake caixa de ovos bege
22 Etapa 10 antes do treino cano em “C” garrafa PET
11 antes do treino garrafa PET cano em “C”
12 depois do treino cano em “C” garrafa PET
13 controle cano em “C” garrafa PET
14 controle garrafa PET cano em “C”
15 controle garrafa PET cano em “C”
16 controle garrafa PET canoem “C”
17 controle cano em “C” garrafa PET
18 controle garrafa PET canoem “C”
32 Etapa 19 antes do teste caixa de ovos cinza cano em “T”
20 antes do teste cano em “T” caixa de ovos cinza
21 antes do teste caixa de ovos cinza cano em “T”
22 antes do teste cano em “T” caixa de ovos cinza
23 antes do teste caixa de ovos cinza cano em “T”
24 antes do teste cano em “T” caixa de ovos cinza
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ANEXO 3

Tabela Il. Média + erro padrdo da média (epm; em segundos) da exploragao de cada objeto nas sessbes
treino e teste em todos os grupos experimentais.

Objeto na sessao treino Objeto na sessao teste
Grupo experimental
Familiar Novo Familiar Novo
controle 813 812 412 1416
estresse pré-treino 7+1 7+1 412 136
estresse pos-treino 1313 912 1214 1014
estresse pré-teste 2416 213 27+9 1244
Tabela Ill. Média + erro padrdo da média (epm) dos indices de discriminagdo de todos os grupos
experimentais.
Grupo experimental indice de discriminagao
controle 0,6+0,1
estresse pré-treino 0,4+0,1
estresse pos-treino -0,1+0,1
estresse pré-teste -0,340,1

Tabela IV. Mediana (e quartis 25 e 75%) da laténcia para a primeira exploracdo dos objetos familiar e
novo na sesséo teste de todos os grupos experimentais.

Grupo experimental Objeto familiar Objeto novo
controle 119 (41,194) 78 (19, 201)
estresse pré-treino 53 (30, 101) 20 (16, 36)
estresse pos-treino 91 (55, 166) 78 (39, 134)
estresse pré-teste 22 (13, 95) 24 (13, 40)
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