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RESUMO

A membéria de reconhecimento refere-se a capacidade de discernir se um estimulo ja
foi visto anteriormente ou ndo, sendo importante para o planejamento de comportamentos
adaptativos. E um tipo de memodria significativamente impactado no envelhecimento,
apresentando déficits importantes em pacientes com deméncia. Contudo, mais estudos se
fazem necessario para uma melhor compreensao quanto a uma possivel falha na memoaria
de reconhecimento decorrente do processo natural de envelhecimento. Uma forma comum
de medir a meméria de reconhecimento atualmente é utilizando o teste de Reconhecimento
Espontaneo de Objetos (REO) e as suas variagdes, como 0 Reconhecimento Objeto-Lugar
(ROL). Esses testes tipicamente empregados em roedores foram recentemente adaptados
para primatas ndo-humanos, os quais apresentam grande potencial como um modelo mais
translacional. O objetivo do presente estudo foi comparar a memaria de reconhecimento de
individuos adultos e idosos em macacos-prego (Sapajus spp.) usando os testes de REO e
ROL com diferentes intervalos de retencdo. Para isso, cada sujeito foi submetido,
individualmente e em seu proprio viveiro de moradia, ao teste de REO e depois ao teste de
ROL. Cada teste compreendeu em uma sessao treino de 5 min, um intervalo de retencao (IR
10 min, 6 h ou 24 h) e uma sessao teste de 5 min. Desta forma, cada sujeito foi submetido a
trés testes de REO e trés testes de ROL, um teste para cada intervalo de reten¢éo. Para o
teste de REO, duas coépias exatas de um mesmo objeto foram apresentadas ao sujeito na
sessao treino, enquanto na sessao teste somente uma das copias foi reapresentada junto
com um objeto desconhecido. Para o teste de ROL, duas cépias idénticas de um mesmo
objeto foram apresentadas ao sujeito em ambas as sessdes, mas na sessao teste uma das
copias foi posicionada em um local diferente ao visto na sessao treino. No teste de REO, tanto
os individuos adultos e idosos demonstraram uma memaria de reconhecimento apés os IR 10
min e 24 h, mas n&o apds 6 h. Na sessao teste, os adultos passaram mais tempo explorando
0 objeto novo em detrimento do familiar apés os IR 10 min e 24 h. Contudo, os idosos
passaram mais tempo explorando o objeto familiar do que o novo apés o IR 10 min e
exploraram por mais tempo o objeto novo ao invés do familiar apos o IR 24 h. O desempenho
dos sujeitos no teste ndo estava correlacionado ao tempo de exploragdo na sesséo treino, ao
tempo de locomocao na sessao teste ou a idade do sujeito (no caso dos idosos). No teste de
ROL, uma memodéria de reconhecimento foi detectada apenas para os adultos apés o IR 10
min, onde passaram mais tempo explorando o objeto novo em detrimento do familiar durante
a sessao teste. O desempenho dos macacos-prego nesse teste ndo estava relacionado ao
tempo de exploragdo na sessao treino ou a idade do sujeito, no caso dos idosos, mas foi
detectada uma correlagédo negativa entre o desempenho no teste e o tempo de locomocgao na
sessao teste apds os IR 10 min e 6 h. Em ambos os testes de memoria, a exploragao total e
a locomocgao permaneceram constante entre as sessodes treino e teste. Portanto, macacos-
prego idosos ndo demonstram a mesma capacidade de memdria de reconhecimento que
individuos adultos. Aspectos como a complexidade do teste (REO vs. ROL) e o intervalo de
retencéo (curto prazo vs. longo prazo; p.ex., 10 min, 6 h e 24 h), além de fatores como o
estresse, parecem influenciar diferentemente a memaria de reconhecimento de macacos-
prego adultos e idosos.

Palavras-chave: macaco-prego; memoria de reconhecimento; adulto; idoso; envelhecimento.



ABSTRACT

Recognition memory refers to the ability to distinguish whether a stimulus has been
seen before or not, being important for planning adaptive behavior. This type of memory is
significantly influenced by aging, with important deficits being detected in patients with
dementia. However, more studies are necessary to better understand possible recognition
memory deficits due to a natural aging process. Currently, recognition memory is typically
assessed using the Spontaneous Object Recognition (SOR) test and its variations, such as
the Spontaneous Object-Location (SOL) recognition test. These typical rodent tests have
recently been adapted for non-human primates, the latter being a more translational model.
The present study thus aimed to compare the recognition memory ability of adult and elderly
capuchin monkeys (Sapajus spp.) using the SOR and SOL tests with different retention
intervals. Each subject was submitted, individually and in their own home cages, to the SOR
test and then to the SOL test. Each test comprised of a 5-min sample trial, a retention interval
(RI'10 min, 6 h or 24 h) and a 5-min test trial. Thus, each subject was submitted to three SOR
tests and three SOL tests, one test for each retention interval. For the SOR test, the subject
was exposed to two identical copies of a same object during the sample trial, while in the test
trial only one of the copies was presented alongside a novel object. For the SOL test, the
subject was exposed to two identical copies of a same object in both trials, but in the test trial
one of the objects was placed in a different location from that of the sample trial. During the
SOR test, both the adult and elderly subjects demonstrated having a recognition memory after
the Rl 10 min and 24 h, but not after 6 h. In the test trial, the adults spent more time exploring
the novel object rather than the familiar item after the Rl 10 min and 24 h. However, the elderly
group spent more time exploring the familiar object compared to the novel item after the IR 10
min and explored the novel object longer than the familiar item after the IR 24 h. Performance
in this test was not correlated to total exploration in the sample trial, locomotion in the test trial
or subject age (in the case of the elderly group). In the SOL test, recognition memory was only
observed in the adults after the RI 10 min, as during the test trial they spent more time exploring
the novel object rather than the familiar item. The capuchin monkeys' performance in this test
was not associated with exploration time during the sample trial or the subject’s age, in the
case of the elderly group. However, a negative correlation was detected between test
performance and locomotion during the test trial after the IR 10 min and 6 h. For both the SOR
and SOL tests, total exploration and locomotion remained unaltered between the sample and
test trials. Therefore, the recognition memory ability of capuchin monkeys seem to differ
between adult and elderly individuals. Test complexity (SOR vs. SOL) and retention interval
(short-term vs. long-term; e.g., 10 min, 6 h and 24 h), as well as factors such as stress, seem
to differently influence the recognition memory ability of adult and elderly capuchin monkeys.

Keywords: capuchin monkey; recognition memory; adult; elderly; aging.
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1. INTRODUGAO
1.1. Aspectos gerais sobre a memoaria

A memoria faz parte dos processos cognitivos, tais como a fungao executiva, a
aprendizagem, a atencdo, entre outros, e ter memoria nos permite ajustar nosso
comportamento ao ambiente, além de nos dar o senso de identidade pessoal. Embora
seja dificil estudar a memoéria sem levar em consideragdo a influéncia de outros
processos (PEREIRA e cols., 2020), podemos dizer que se entende por memoria a
retencdo de informacbes para evocacao posterior e podemos desmembrar esse
processo em trés etapas: aquisicdo, também chamada de aprendizagem,
consolidagao e evocacgao (IZQUIERDO, 2018). A aprendizagem significa adquirir uma
nova informacédo que chega ao cérebro através dos érgaos sensoriais, enquanto a
consolidagcao € o mecanismo pelo qual a informacao adquirida se torna estavel e fica
“‘gravada” (ALVES, 2017), o que se da através de alteragdes bioquimicas e fenbmenos
eletrofisiolégicos, e a evocagao refere-se a capacidade de retomar ou recuperar
espontanea ou voluntariamente a informacdo armazenada (MOURAO JUNIOR e
FARIAS, 2015).

Existem diferentes formas de classificar a memoéria, sendo algumas das mais
comuns a classificagao quanto ao tempo de armazenamento (memaria de curto prazo,
memoria de trabalho/operacional e memoéria de longo prazo) e quanto ao conteudo
armazenado (memorias declarativas e ndo-declarativas). A memdria de curta duragao
€ aquela em que pequenas quantidades de informagao permanecem armazenadas
por pouco tempo, de minutos a horas, € nao formam tracos de meméoria, ou seja, séo
de natureza elétrica e ndo deixam tragos bioquimicos (BADDLEY, 2007). Admite-se
por memodria de trabalho (ou operacional) o sistema capaz de manter uma quantidade

limitada de conteudo de forma temporaria até a conclusao de uma determinada tarefa
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ou atividade (BADDLEY, 2010; GOLDBERG, 2009), o que é importante para dar
continuidade aos nossos atos, através da nocido do que foi feito e do que estamos
fazendo (IZQUIERDO, 2018). J& a memodria de longo prazo é a que usamos para
armazenar pequenas ou grandes quantidades de informagdes por longos periodos —
horas, dias ou anos — e formam tracos de memodria ao produzirem alteracdes
morfoldgicas e funcionais.

Os sistemas de memodria declarativa e ndo-declarativa fazem parte da memoria
de longo prazo e cada uma esta relacionada a maneira como as informagdes séo
evocadas. A memoria declarativa — também chamada de memaria explicita — € assim
chamada pois evocamos as informacdes de forma consciente, e podemos coloca-las
em palavras. Além disso, sdo mais faceis de serem formadas e de serem esquecidas.
Ja a memoria nao-declarativa — ou implicita — € evocada de forma inconsciente e é
muito dificil de ser expressa verbalmente, sendo demonstrada via acdes e pelo
desempenho, como por exemplo a memaria de como andar de bicicleta (MOURAO e
cols., 2015; PURVES e cols., 2010). Ao contrario da memdéria declarativa, esse tipo
de memoria é mais dificil de ser formado, necessitando de repeticéo e pratica por um
periodo mais longo, porém sao mais dificeis de esquecer (BEAR e cols., 2017).

As memorias declarativas ainda podem ser subdividas em memorias episodica
e semantica, enquanto as memorias procedural, associativa e nao-associativa sao
exemplos comuns de memorias do tipo ndao-declarativas. A memoria episodica, bem
como o nome ja fala, refere-se aquelas memorias de “episédios”, eventos, que ja
vivenciamos, sendo unico para cada individuo. A memoria semantica, por sua vez, diz
respeito aos fatos e conhecimentos que adquirimos a respeito o mundo a nossa volta,
sendo comum a todos, como os significados das palavras, conhecimentos de quimica

e outros. A memoria procedural compreende habitos e habilidades, ou seja, podendo
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estar relacionada a aspectos motores ou sensoriais. A memodria associativa
compreende tanto o condicionamento classico, em que um estimulo neutro passa a
gerar uma resposta via o seu emparelhamento com um estimulo incondicionado, e o
condicionamento operante, no qual um comportamento recebe reforco ou punicéo e
isso aumenta ou diminui as chances de um comportamento ocorrer novamente
(AMADIO e cols., 2004; PEREIRA e cols., 2020). Por fim, a memoria n&o-associativa
trata de uma mudanca de comportamento frente a um estimulo, aumentando a
resposta (sensibilizagdo) ou diminuindo-a (habituagéo) (BEAR e cols., 2017).

Cada sistema de memodria ocorre de forma autbnoma e paralelamente as outras
(SQUIRE, 2004). Dependendo do tipo especifico de memodria, diferentes regides do
cérebro parecem ser ativadas para a aquisi¢ao e consolidagao das informagdes. Por
exemplo, a memoria procedural esta muito associada ao corpo estriado (KNOWLTON
e cols., 1996), enquanto o condicionamento classico e o operante utilizam o cerebelo
e outras areas responsaveis pelo reforgo (Guerra, 2006), e na memoria declarativa
participam principalmente o hipocampo e outras regides corticais adjacentes
(IZQUIERDO, 2018).

Como mencionado anteriormente, para a memoaria de curto prazo, a informacéao
€ mantida via a atividade elétrica neuronal, com a ativacdo temporaria de
grupos/circuitos de neurdnios do Sistema Nervoso Central. Para a memdéria de longo
prazo, € necessario mecanismos que ativam/inibem ou modificam determinados
processos bioquimicos e morfolégicos de neurdnios, de forma a modificar a
capacidade de transmissao sinaptica de certos circuitos neuronais. Quando esses
processos bioquimicos modificam as sinapses de forma a aumentar a resposta do
neurbnio, chamamos isso de potencial de longa duragao (long-term potentiation —

LTP), e quando diminui a resposta, chamamos de depresséao de longa duracéao (long-
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term depression — LTD; KANDEL e cols., 2014). Tanto LTP quanto LTD sao vistos
como formas de modificagao de sinapses que subsidiam diferentes tipos de memoéria.
As cascatas de reacdes intracelulares envolvidas sao complexas e nao estao
totalmente elucidadas, apesar de envolver principalmente receptores glutamatérgicos,
como o do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-

isoxazolpropiénico (AMPA) (BEAR e cols., 2017; IZQUIERDO, 2018).

1.2. Memoéria de reconhecimento

Segundo Jaeger (2016), uma das formas mais usadas para avaliar a memoria
episédica é via de testes de memodria de reconhecimento. Esse componente da
memoria € a capacidade de discernir se informagdes, estimulos ou situacdes ja foram
vistos anteriormente, dentro das dimensdées de “o que, quando e onde” (AGGLETON
e BROWN, 2006). Assim, € um processo cognitivo fundamental para a codificagdo de
acontecimentos no ambiente e para guiar comportamentos futuros (AGGLETON e
BROWN, 2006). Ela pode se referir tanto a estimulos visuais, quanto a outras formas
sensoriais (BERMUDEZ-RATTONI, 2004) e diferentes formas de memoria de
reconhecimento podem ser avaliadas (a) reconhecimento de objetos; (b)
reconhecimento de lugar; (c) objeto-em-lugar; (d) reconhecimento do contexto; e (e)
reconhecimento de ordem temporal/recéncia (AMEEN-ALI e cols., 2015).

Contudo, a memoria de reconhecimento ainda divide opinides quanto a sua
natureza e, ainda, quanto a quais estruturas sdo necessarias para que ela ocorra.
Quando reconhecemos algo, podemos perceber isso de duas formas: uma em que
identificamos que ele ja foi visto anteriormente, denominado “familiaridade/saber”; e

outra, que além de identificarmos que ja foi visto no passado, reconhecemos também
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o contexto e detalhes do momento em que se codificou a memoria, o que é chamado
de “recordacdo/lembrar” (RUGG e YONELINAS, 2003; YONELINAS, 2001).

Sendo assim, aqueles que defendem que a memdria de reconhecimento € uni-
processual, admitem que a familiaridade € o mecanismo subjacente a esse tipo de
memoria e, nesse sentido, ela se apresenta dentro de gradagdes. De acordo com o
Modelo Uni-processual, itens que geram uma sensag¢ao de maior familiaridade sao
julgados como antigos, chegando a altos niveis de familiaridade e tendo as
caracteristicas da recordacao ao lembrar do contexto e de detalhes do estimulo. Itens
que geram pouca sensacao de familiaridade sao julgados como novos (JAEGER,
2016). Nesse sentido, o paradigma “lembrar-saber” indicaria, na verdade, o nivel de
confianca do individuo com relacédo ao estimulo no momento da evocagao da memoria
(DUNN, 2004). Esse modelo se baseia principalmente na Teoria de Detecgdo de
Sinais, na qual os participantes decidem se um estimulo é suficientemente familiar.
Assim, ha quatro possiveis resultados: (1) se o estimulo tiver sido apresentado e for
classificado como antigo, € um acerto; (2) se o estimulo for antigo, mas for classificado
como novo, € um erro; (3) se o estimulo for novo e for classificado como antigo, € um
alarme falso; e (4) se o estimulo for corretamente classificado como novo, € uma
rejeicao correta. Dentro dessa teoria, os tragos de memdéria possuem valores de forga,
que indicam sua ativagdo na memoria e diz o quanto o estimulo é familiar (BADDLEY,
2010). Além das curvas da Teoria da Deteccao de Sinais, outra maneira de analisar
os dados é acrescentando as curvas ROC - Receiver Operating Characteristics, o que
exige que o participante também fornega o seu nivel de confianga em cada resposta
através de uma escala e, portanto, a confianga e a acuracia sao utilizadas como

indicativos da familiaridade.
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No modelo de Processamento Dual, a recordagcdo e a familiaridade
correspondem, na verdade, a mecanismos diferentes, sendo que apenas a
recordacao depende da memoria episodica. Testes comportamentais e estudos
empregando a técnica de ressonancia magnética funcional vem mostrando que pode
haver um padrao de atividade neuronal distinta para a recordagdo e para a
familiaridade (ANGEL e cols., 2013; SCALICI e cols., 2017), além de outros estudos
(GARDINER e cols., 2002; SQUIRE e cols., 2007; WIXTED e cols., 2010).

A outra questdo que permanece sem consenso € quanto a quais areas
cerebrais estdo envolvidas na memoéria de reconhecimento. Alguns estudos com
animais indicam que o hipocampo possui um papel critico (ALVAREZ e cols., 1995;
ZOLA-MORGAN e cols., 1992), bem como alguns estudos em humanos (CIPOLOTTI
e cols., 2001; REED e SQUIRE, 1997), porém outros autores observaram um prejuizo
pequeno ou nenhum apos lesées no hipocampo (MAYES e cols., 2004; MURRAY e
MISHKIN, 1998), além de que lesdes em areas corticais adjacentes ao hipocampo no
lobo medial temporal, como o cortex perirrinal e parahipocampal, induzem déficits de
reconhecimento mesmo que o hipocampo esteja intacto (WINTERS e cols., 2008).
Uma explicagdo dada a esses achados conflitantes é devido a natureza da memoaria
de reconhecimento; a recordacgao, por fazer parte da memoria episodica, precisa do
hipocampo, ja a familiaridade, por nao fazer parte da memoria episédica, necessita de
outras regides, como o0 cortex parahipocampal. Além disso, segundo Basile e cols.
(2024), as divergéncias sobre as areas envolvidas na memaria de reconhecimento se

dao pelas diferentes formas adotadas para avaliar esse tipo de memodria.
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1.3. Testes para o estudo da meméria de reconhecimento

Dentro do estudo da memoria, alguns testes foram desenvolvidos para avaliar
os sujeitos. Diferentemente de outros estudos da memaria, nos quais os participantes
precisam evocar os itens codificados anteriormente sem a ajuda de pistas ou com a
ajuda destas, a recordacgao livre e a recordagao com pistas, respectivamente, os
testes de memodria de reconhecimento apresentam o estimulo codificado
anteriormente em conjunto com outros estimulos que n&o foram apresentados
(BADDELEY, 2010). Um teste utilizado é o Teste de Reconhecimento de sim/ndo, no
qual o individuo precisa dizer sim ou nao para cada item que vai sendo apresentado,
tendo itens novos e antigos misturados.

Uma vez que alguns testes de reconhecimento podem ser feitos sem a
necessidade de expressao verbal, modelos animais como roedores e primatas nao-
humanos (PNH) também podem ser usados em experimentos. Dentre esses, dois
métodos sdo muito parecidos, em que os individuos s&o treinados por meio de uma
recompensa e sao compostos por duas etapas. Na primeira parte do experimento,
apresenta-se um objeto ao animal, que ao deslocado o item do seu lugar deixa a
mostra uma recompensa (i.e., alimento). Apds um intervalo, apresenta-se 0 mesmo
objeto da fase anterior juntamente com um outro objeto. Nessa segunda etapa, para
receber a recompensa, o individuo deve escolher e mover o objeto apresentado
anteriormente - teste denominado Escolha de Acordo com Modelo com Atraso
(Delayed Matching to Sample; DMS). Nessa versado, a escolha do objeto familiar
indicaria a presenca de memoria (GAFFAN, 1974; WINTERS e cols., 2008). Ja na
outra versao, chamada de Escolha Diferente do Modelo com Atraso (Delayed Non-
Matching to Sample; DNMS), também ha uma fase de apresentagédo a um estimulo

associado a uma recompensa alimentar, porém na fase de escolha, a recompensa se
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da a escolher e mover o objeto novo (MISHKIN e DELACOUR, 1975). Essa verséo
facilita a escolha e torna o aprendizado mais rapido que no DMS, ja que PNH e
roedores geralmente possuem uma preferéncia natural pelo novo (ENNACEUR e
DELACOUR, 1988).

Porém, é importante ressaltar que tanto o DMS, quanto o DNMS, possuem
limitacdes. Por exemplo, a recompensa pode funcionar como um viés, de modo que
receber esse item (em geral um alimento), pode levar a criagdo de estratégias distintas
de responder a tarefa (AMEEN-ALI e cols., 2015) e ter a motivagéo agindo sobre a
memoria (SAVAGE e RAMOS, 2009) e, assim, modificar o desempenho durante o
teste. Além disso, a memdéria medida via o treinamento de uma regra (a escolha do
item correspondente ou ndo correspondente ao estimulo via sessodes/tentativas
repetidas) e a memoéria de um evento Unico possuem resultados diferentes, sendo
muito mais falivel aquela em que n&o ha treinamento prévio.

Na tentativa de minimizar algumas das limitagdes dos testes anteriores,
Ennaceur e Delacour (1988) propuseram um novo tipo de teste, o Reconhecimento
Espontaneo de Objetos (REO), desenvolvido primeiramente com roedores e mais facil
de ser aplicado, ndo necessita de privagao de agua e comida, além de nao envolver
estimulos aversivos e a memoria pode ser medida em uma unica sessao (BLASER e
HEYSER, 2015). Esse teste explora a tendéncia natural dos sujeitos de preferirem
estimulos novos e sua avaliagdo é feita ao medir o comportamento exploratério
espontaneo dos objetos pelo individuo. Nesse teste nao é necessario um treinamento
prévio (i.e., a associacao estimulo-resposta ou aprendizado de uma regra) ou uso de
uma recompensa alimentar e o animal também pode se valer de informagdes visuais,
olfativas e tateis durante a exploragéo do objeto (AMEEN-ALI e cols., 2012). Tem-se,

primeiramente, a apresentacdo de um objeto que o animal pode explorar livremente
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por um tempo pré-definido (sessdo treino). Apos essa etapa, ha um intervalo, com
posterior apresentagédo do objeto apresentado anteriormente junto com um objeto
novo durante uma nova sessao (teste) com o sujeito podendo novamente explorar
livre e espontaneamente os dois objetos. A presenga de memdria de reconhecimento
no teste de REO se da pelo maior tempo de exploragao do objeto novo comparado ao
item familiar.

Assim como nos testes de DNS e DNMS mencionados acima, o teste de REO
também possui algumas limitagdes metodolégicas. Por exemplo, a espontaneidade
do comportamento traz consigo uma variabilidade entre os individuos, a quantidade
de exploragédo também pode ter um viés caso haja uma preferéncia individual por um
determinado objeto; e ndo ha um padrao entre os estudos na definicdo do que seria a
exploracdo. Contudo, o teste de REO tem se tornado um procedimento amplamente
utilizado em vista de ser um procedimento de baixo custo, ndo necessitar de uma
motivagao externa, recompensa ou punigao, poder ser realizado em um curto espaco
de tempo, e a possibilidade de se analisar facilmente diversos comportamentos, como
atividade locomotora, reatividade a novidade, aprendizado, etc. (AMEEN-ALI e cols.,
2015; KINNAVANE e cols., 2015). Esse teste também permite avaliar memoria de
curto, médio e longo prazo, alterando-se o intervalo entre as sessoes treino e teste
(ANTUNES e BIALA, 2012). Além disso, comparado ao DNMS, esse procedimento
parece ser mais sensivel para avaliar lesbes em diferentes areas cerebrais, embora
haja divergéncias na literatura quanto as consequéncias de lesdes no hipocampo, € é
um teste considerado mais sensivel a manipulagao farmacoldogica (ANTUNES e
BIALA, 2012). Variagdes do teste também permite se avaliar outros tipos de memoria
de reconhecimento, como a relativa ao contexto, a ordem temporal, ao lugar e a

localizacao do objeto (DERE e cols., 2007; KINNAVANE e cols., 2015).
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1.4. Primatas ndao-humanos como modelos de meméria de reconhecimento

Na ciéncia, dois métodos para estudos cognitivos comparativos podem ser
usados: comparagao de duas espécies nao relacionadas, mas que compartilham um
comportamento em comum, ou a comparacgao de espécies intimamente relacionadas
e que diferem no comportamento de interesse. O uso de mamiferos € predominante,
embora diversos estudos com aves, répteis, anfibios, peixes e invertebrados tenham
apresentado avancos no conhecimento.

No estudo da memodria de reconhecimento, diversos tipos de animais ja foram
usados, dentre eles estdo o peixe zebra (LUCON-XICCATA e DADA, 2014), porcos
(KORNUM e cols., 2007), cachorros (CALLAHAN e cols., 2000), hamsters (THINUS-
BLANC e cols., 1992), ratos (BERLYNE, 1950), camundongos (KIM e cols., 2005) e
macacos (ZOLA-MORGAN e cols., 1983).

O teste de REO e suas diferentes vertentes, embora tenham sido inicialmente
desenvolvidos para roedores, ja foram validados e aplicados em outros animais,
incluindo PNH. Ainda que extremamente importante para a produgdo de
conhecimento, os roedores ndo mimetizam com precisdo muitos comportamentos
humanos e respostas biolégica (PHILLIPS e cols., 2014), assim, os PNH, devido a
proximidade filogenética entre PNH e humanos, apresentam muitas similaridades,
como a fisiologia, neuroanatomia, reproducao, desenvolvimento, cognicdo e
comportamento social complexo (PHILLIPS e cols., 2014). E importante frisar que
para o estudo do cérebro e seus processos, os PNH apresentam a citoarquitetura do
cortex pré-frontal, bem como suas conectividades anatdémicas, comparaveis aos dos
humanos (PETRIDES e cols., 2012) e isso permite o estudo de varias fungdes
executivas ligadas a essa area (JUDGE e ESSLER, 2013).
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Levando em consideragao as dificuldades metodologicas e as limitagdes éticas
de estudos em humanos, experimentos com PNH e, mais especificamente com
macacos-prego, os quais foram usados como modelo no presente trabalho, fornecem
uma boa fonte de informacado em estudos da memdéria de reconhecimento. Aspectos
da estrutura social, morfologia cerebral, entre outros, sdo caracteristicas que permitem
estudos cognitivos comparativos, visto que, como o homem, sdo diurnos, onivoros,
gregarios e se adaptam a varios ambientes (FRAGASZY e cols., 2004). Somado a
isso, eles fazem uso de ferramentas, o que se relaciona a uma inteligéncia sensorio-
motora (OTTONI e IZAR, 2008) e aprendem via transmisséo cultural (PERRY, 2001).
Outros aspectos importantes desses animais incluem sua citoarquitetura cortical,
desenvolvimento neural pés-natal e relagdo cérebro.corpo semelhantes ao
encontrado nos hominideos (CHEVALIER-SKOLNIKOFF, 1989; CRUZ-RIZZOLO e
cols., 2011; PHILLIP e SHERWOOD, 2008). Por ultimo, os primatas ndo-humanos
contribuem nos estudos do processo de envelhecimento e de doencas
neurodegenerativas com os processos de aprendizagem e memoria analogos a nos
(NAKAMURA € cols., 2018).

Os macacos-prego (Sapajus spp.) sdo um género de PNH amplamente
distribuidos nas Américas Central e o do Sul (FRAGASZY e cols., 2004). Muitos dos
seus comportamentos podem ser comparados aos dos macacos do Velho Mundo, que
sdo conhecidos por serem cognitivamente desenvolvidos e semelhantes ao ser
humano (DE LA SALLES e cols., 2018). Os macacos-prego possuem uma alta
capacidade cognitivas, se destacando dentre as espécies do Novo Mundo (DE LA
SALLES e cols., 2018. Sua cognig¢ao social permite, por exemplo, o aprendizado por
imitacdo (CUSTANCE e cols., 1999) e o uso de ferramentas que varia de acordo com

0 seu habitat. Isso é um indicativo de uma boa plasticidade comportamental e alta
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capacidade adaptativa (FRAGASZY e cols., 2013; WAGA e cols., 2006). Além disso,
0s macacos-prego utilizam informag¢des espaciais para encontrar alimento em um
ambiente complexo de floresta (GARBER e PACIULLI, 1997; GOMES e BICCA-
MARQUES, 2012).

Alguns estudos sobre memoaria e aprendizado ja foram realizados em macacos-
prego, como testes de memoéria de curto-prazo (COLARES LEAL e cols., 2020;
TRUPPA e cols., 2016), operacional (TAVARES e TOMAZ, 2002) e de reconhecimento
com os testes de DMS e DNMS (CARDUCCI e cols., 2020; RESENDE e cols., 2003).
Portanto, essa espécie de PNH parece ser de grande valia como modelo animal para
o estudo de memodria e de aprendizagem, incluindo sobre o envelhecimento visto que

podem viver até 55 anos em cativeiro (FRAGASZY e cols., 2004).

1.5. Envelhecimento e memaéria de reconhecimento

Conforme envelhecemos, a nossa memoria apresenta um certo declinio e
queixas sobre esquecimentos sdo frequentes. De fato, pesquisas encontraram
deficiéncias em adultos mais velhos quanto as tarefas de recordagao livre e na
capacidade de lembrar as fontes e os contextos da informacao (FRAUNDORF e cols.,
2019). Outros fatos interessantes sao que as mudangas na memdria variam entre
pessoas, com umas sendo mais afetadas pelo declinio cognitivo que outras, e os
diversos tipos de memoéria também sao afetados de forma diferente (ERICKSON e
BARNES, 2003).

Embora as diferencgas vistas dependam do tipo de teste feito (ex.: se ha uso de
pistas ou néo e se é feito com palavras ou imagens), pode-se dizer que a memoéria
usada na recordacéo livre se encontra mais prejudicada que no reconhecimento de
informacodes, ainda que ambas estejam afetadas (ALBERT, 1997). Essas mudancas
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ocorrem mesmo que esses idosos sejam saudaveis e ndo apresentem doencgas
cerebrais que levem a grandes déficits cognitivos.

Ainda ndo se sabe ao certo o porqué de tais mudancas ocorrerem, nem o fato
de afetar a memodria de forma mais seletiva, mas esses resultados parecem ser devido
a déficits especificos nos processos de aprendizagem, busca e recuperagao de
informagbes armazenadas (RHODES e cols., 2019), como a recordagéo livre
necessitando de mecanismos mais aprimorados de codificacdo e evocacgao
(FRAUNDOREF e cols., 2019).

No que se refere a memoria de reconhecimento, os idosos possuem menor
capacidade discriminativa e costumam classificar mais coisas como novas do que
seus pares mais jovens. Ademais, a idade impacta de forma diferente a recordacgao e
a familiaridade, com a recordacdo espaco-temporal do contexto sendo mais
prejudicada que a familiaridade (ANGEL e cols., 2013). Segundo Yonelinas (2002),
possiveis causas da recordagdo se apresentar mais deficiente incluem uma pior
capacidade para consolidagdo e evocagao, com menor envolvimento de estratégias
de armazenamento e menor ativagdo cerebral na evocacdo. Parece haver uma
relacao entre a deterioragado da recordagcdao e uma menor ativagdo de algumas areas
cerebrais, como os coértices frontal, temporal e parietal esquerdos e a regiao
parahipocampal, além de uma maior ativagdo do pré-cuneo direito, 0 que pode ser
entendido como um mecanismo compensatorio ao déficit nas outras areas (ANGEL e
cols., 2013). Embora o impacto da idade seja muito mais extenso na recordagao do
que na familiaridade, este processo também tem uma menor ativacdo de certas
regides neurais, como o cingulo anterior bilateral, o giro frontal direito e giro temporal

superior esquerdo (ANGEL e cols., 2013).
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A memodria de reconhecimento esta prejudicada em varios tipos de doencgas
neuropsicoldgicas atualmente prevalentes, como a esquizofrenia (NEILL e cols., 2010),
as deméncias de Alzheimer (PURDY e cols., 2002) e parkinsoniana (DAS e cols.,
2019), e em pacientes com amnesia (CLARK e SQUIRE, 2010). Porém, até o
momento, n&o ha tratamento clinico eficaz para esses déficits cognitivos.

Como o numero de pessoas com idade mais avangada vem crescendo no
Brasil e no mundo, estudos sobre os efeitos da idade na memoria sdo altamente
relevantes. De fato, espera-se que haja um aumento na expectativa de vida ao longo
dos anos, e assim, um maior quantitativo de pessoas idosas, devido a diminuicdo nas
taxas de mortalidade infantil, melhorias nas areas de saude e maior qualidade de vida.
A Organizacgao das Nagdes Unidas prevé que o numero de pessoas acima de 60 anos
ira duplicar até 2050 (ONU, 2025). Dessa forma, estudos que podem contribuir para
uma melhor compreensao dos mecanismos e processos relacionados a memoria em
idosos, fornecendo até subsidios para tratamentos mais eficazes em casos de déficit,
poderao propiciar um envelhecer mais saudavel e digno para essa crescente parcela

da nossa populacéo.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral comparar a memoria de
reconhecimento de individuos adultos e idosos em macacos-prego (Sapajus spp.) em
dois testes comportamentais recentemente adaptados para uso em primatas néo-
humanos — os testes de Reconhecimento Espontdneo de Objetos (REO) e de
Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL) — apds intervalos de retengao de curto e longo-

prazo.

2.2. Objetivos especificos
Especificamente, esse trabalho se propés a:

a) analisar a capacidade em macacos-prego (Sapajus spp.) adultos e idosos de
reconhecerem objetos que foram vistos antes no seu ambiente, usando os testes
de REO e ROL;

b) estabelecer o desempenho dos individuos adultos e idosos nos testes de REO
e ROL apds um intervalo de retencdo de 10 min (curto-prazo), 6 h e 24 h (longo-
prazo) entre as sessoes treino e teste;

c) comparar o desempenho dos sujeitos adultos versus idosos nesses diferentes
testes de memoaria e com os trés diferentes intervalos de retencao; e

d) verificar se 0 desempenho dos individuos idosos nos testes de REO e ROL

estava relacionado a sua idade.
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3. METODOS
3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos aqui descritos foram executados de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), e foram
realizados apds aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Brasilia (UnB) (SEI n° 23106.006876/2019-03, Anexo |). Além disso,
os animais desse estudo foram mantidos no Centro de Primatologia da UnB (CPUnB),
credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA) como um criadouro de primatas para fins cientificos (Registro n°

1/53/1999/000006-2).

3.2 Sujeitos e condigdes gerais de alojamento

Foram utilizados 8 individuos adultos (12-18 anos; 5 machos e 3 fémeas) e 8
individuos idosos (28-46 anos; 3 machos e 5 fémeas) da espécie Sapajus spp.
(macaco-prego; Figura 3.1), pesando em média no inicio do estudo 3,8 + 0,4 kg (2,5-
5,3 kg) no caso dos adultos e 3,0 + 0,3 kg (1,8- 4,4 kg) no caso dos idosos (Tabela
3.1). Os macacos-prego empregados no estudo faziam parte do plantel permanente
de animais, tendo nascido no proprio CPUNB ou repassado pelo IBAMA. Nao houve
monitoramento do ciclo estral das fémeas, porém nenhuma tinha tido filhote

recentemente ou esteve prenha antes, durante ou logo apos os experimentos.

29



Figura 3.1. Fotografia de um individuo adulto fémea (na esquerda) e de um adulto macho (na direita)
do género Sapajus spp. (macaco-prego), ambos pertencentes ao plantel permanente do Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (CPUnB). (Fotos: Maria Clotilde Henrique Tavares).

Tabela 3.1. Descricdo dos macacos-prego empregados como sujeitos no procedimento
experimental em termos do sexo, grupo experimental, idade e peso.

Sujeito Sexo Grupo Idade (anos) Peso (kg)
1 macho adulto 13 3,14
2 macho adulto 18 4,20
3 macho adulto 12 5,32
4 macho adulto 18 4,66
5 macho adulto 15 4,83
6 fémea adulto 18 2,70
7 fémea adulto 16 3,24
8 fémea adulto 13 2,53
9 macho idoso 34 4,36
10 macho idoso 34 2,88
11 macho idoso 32 3,95
12 fémea idoso 29 2,56
13 fémea idoso 32 2,26
14 fémea idoso 46 1,77
15 fémea idoso 28 3,44
16 fémea idoso 31 2,43
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Os macacos-prego foram alojados em pares heterossexuais, sob condi¢des
naturais de temperatura, luminosidade e umidade, em viveiros padréo do Pavilhdes
de Cebideos n° 1 do CPUNB (Figura 3.2). Esse pavilh&do era formado por um corredor
de segurancga telado e uma fileira de doze viveiros justapostos (4 m de comprimento
x 2 m de largura x 2 m de altura cada), sendo o corredor de seguranga e uma parte
de cada viveiro recobertos por telha de fibrocimento. A frente e as laterais de cada
viveiro foram feitas de alvenaria, o fundo e o teto eram de tela metalica, e o piso era
de terra batida recoberta por serrapilheira. Além disso, uma tela metalica interna
dividia cada viveiro em dois compartimentos. O compartimento posterior (3 m de
comprimento x 2 m de largura x 2 m de altura) era provido com cordas e poleiros
fixados em diferentes alturas, além de uma caixa-ninho de madeira MDF suspensa
fixada no teto. O compartimento anterior (1 m de comprimento x 2 m largura x 2 m de
altura) tinha: (1) um suporte suspenso para encaixe de um recipiente com alimentagao
fresca, tendo uma pequena porta de acesso a partir do corredor de seguranga
exclusivamente para disponibilizagéo e retirada do alimento; (2) um tubo de PVC para
racao; e (3) uma porta de tela metalica que dava acesso ao interior do viveiro a partir
do corredor de seguranga. Os dois compartimentos se intercomunicavam por uma
porta do tipo guilhotina localizada na tela diviséria interna, ao nivel do chao, a qual era
controlada pelo lado de fora do viveiro pelo tratador/pesquisador (no corredor de
segurancga). Essa porta estava sempre aberta, permitindo que os animais tivessem
livre acesso aos dois lados do seu viveiro, exceto durante as sessdes experimentais
gue requereram o isolamento temporario de um dos sujeitos.

Cada viveiro também tinha um sistema de fornecimento de agua acionado
manualmente pelo proprio animal. Os macacos-prego receberam alimentagao fresca

diariamente (frutas, verduras, legumes, peito de frango, ovo cozido e/ou larva de
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tenébrio), com agua e ragao para cebideos disponiveis ad libitum. As condi¢des de
alojamento e manutencdo dos macacos-prego estavam em conformidade com as

normas do IBAMA.

Figura 3.2. Fotografias do Pavilhdo de Cebideos do Centro de Primatologia da UnB (CPUnB) onde os
macacos-prego séo alojados. (A) Vista externa do corredor de segura e as portas de acesso a parte
anterior do viveiro e a alimentacao; (B) Vista de um viveiro a partir da tela metdlica na parte posterior
do viveiro. (Fotos: Marilia Barros).

3.3. Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos (REO)

O teste de REO avaliou a capacidade do sujeito de discriminar entre dois
objetos, sendo um novo e o outro familiar. Para tanto, cada sujeito foi submetido a
duas sessOes experimentais: treino e teste (Figura 3.3). Na sessdao treino, o sujeito
teve acesso ao compartimento anterior do seu viveiro de moradia, o qual continha
duas cépias idénticas de um mesmo objeto. Cada objeto foi fixado a porta, pela parte
de dentro do viveiro, estando cada item em um local distinto. O sujeito pdde explorar

os objetos livremente durante 5 min. Ao final da sessao treino, o sujeito retornou ao
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compartimento posterior para aguardar o intervalo de retengao preestabelecido. Apos
esse periodo, o animal teve acesso novamente ao compartimento anterior contendo
também dois objetos (sesséo teste). Nessa sessdo, um dos objetos foi uma copia
idéntica ao item visto anteriormente (objeto familiar), enquanto o outro foi um objeto
desconhecido (objeto novo). Cada objeto foi novamente fixado a porta, pela parte de
dentro do viveiro, sendo os objetos posicionados nos mesmos dois locais usados na
sessdo treino. Durante a sessado teste o sujeito também pdde explorar os objetos

livremente por 5 min.

treino intervalo teste
10 min
6h
5 min 24h 5 min

viveiro anterior

A A A B

Figura 3.3. Representacdo esquematica do teste de Reconhecimento Esponténeo de Objetos (REO)
empregado para avaliar a memoria de reconhecimento dos macacos-prego. O teste consistiu em uma
sessao treino de 5 min e uma sessao teste de 5 min, havendo um intervalo de retengdo de 10 min, 6 h
ou 24 h entre essas duas sessoées. Os testes foram realizados no compartimento anterior do viveiro de
moradia do sujeito, representado aqui como um quadrado. Para cada teste de REO realizado foi
utilizado um conjunto distinto de dois objetos diferentes, indicado aqui pelas letras maiusculas dentro
da representacédo do compartimento anterior. Na sesséao treino foram usados dois objetos idénticos (A)
e na sessao teste um dos objetos foi substituido por um item novo (B). A posigéo dos objetos foi definida
aleatoriamente.

3.4. Teste de Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL)
O teste de ROL avaliou a capacidade do sujeito identificar a localizagado de um
objeto visto anteriormente, ou seja, discriminar entre um objeto estacionario e um que
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foi deslocado do seu ponto original. O teste de ROL segue, em sua maior parte, o
mesmo procedimento descrito acima para o teste de REO (Figura 3.4). Assim, na
sessdo treino, o sujeito pdde explorar livremente por 5 min dois objetos idénticos
fixados em locais distintos na porta de acesso ao compartimento anterior do seu
viveiro de moradia. Ambos os objetos foram fixados pelo lado de dentro do viveiro.
Apods um intervalo de retengao preestabelecido, o sujeito foi submetido a uma sesséo
teste onde, novamente, pdde explorar dois objetos por 5 min. Contudo, nessa sessao,
foram usadas duas cépias idénticas ao objeto visto anteriormente no treino. Uma das
copias foi posicionada no mesmo lugar que ocupava durante a sessao treino (objeto
estacionario), enquanto a outra cépia foi fixada em um local diferente, que antes

estava vazio (objeto deslocado).

treino intervalo teste
10 min
6h
5 min 24h 5 min

viveiro anterior

A A A

Figura 3.4. Representacdo esquematica do teste de Reconhecimento Objeto-Lugar (ROL) utilizado
para avaliar memoria de reconhecimento espacial dos macacos-prego. O teste consistiu em uma
sessdo treino de 5 min e sessao teste de 5 min, havendo um intervalo de retengao de 10 min, 6 h ou
24 h entre essas duas sessdes. Os testes foram realizados no compartimento anterior do viveiro de
moradia do sujeito, representado aqui como um quadrado. Para cada teste de ROL realizado foi
utilizado um conjunto distinto de dois objetos idénticos, indicado aqui pelas letras maiusculas dentro da
representagéo do compartimento anterior. Na sessao treino os objetos idénticos (A) foram posicionados
na mesma altura. Na sesséo teste foram usados os mesmos dois objetos. Um foi colocado no mesmo
local que estava antes durante a sessao treino, enquanto o outro foi fixado em uma posicao diferente
(deslocado para um local novo). A posigao dos objetos foi definida aleatoriamente.
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3.5. Procedimento experimental

Todos os animais foram testados de forma individual e em seus préprios
viveiros de moradia. Assim, cada sujeito foi inicialmente habituado ao procedimento
de: (1) transitar voluntariamente entre os compartimentos posterior e anterior do seu
viveiro de moradia; e (2) permanecer isolado em um dos lados por um intervalo de 5
min (Figura 3.5). Para essa fase foram realizadas sessdes diarias, de 5 min de
duracao, durante cinco dias consecutivos. Em cada sessao de habituacéo, os dois
animais do recinto foram atraidos para o compartimento posterior do viveiro e a porta
de comunicacgao entre os dois lados foi fechada. Em seguida, a porta de comunicagao
foi reaberta para permitir a passagem somente do sujeito experimental, sendo fechada
logo em seguida. Apés um intervalo de 5 min, a porta de comunicagao foi aberta
novamente e o sujeito retornou ao compartimento posterior, onde recebeu uma uva-
passa por ter se deslocado entre os dois lados do viveiro.

ApoOs a fase de habituagido, os sujeitos foram submetidos aos testes de
memoria de reconhecimento de REO e ROL (Figura 3.5). O teste de REO foi realizado
primeiro, seguindo o procedimento descrito acima na Se¢ao 3.3. Cada sujeito foi
submetido a esse teste trés vezes, sendo que a cada vez foi avaliado um intervalo de
retencao distinto: 10 min, 6 h ou 24 h. Todos os individuos realizaram primeiro o teste
com intervalo de 10min, seguido de quatro dias para o teste com intervalo de 6h e
mais cinco dias para o teste com intervalo de 24h. Para cada teste foi usado um
conjunto distinto de objetos. As sessdes treino foram realizadas das 08:00 as 12:00 h,
enquanto as sessoes teste foram das 08:00 as 12:00 h para os intervalos de retengao

de 10 min e 24 h, e das 14:00 as 18:00 h para o intervalo de retencao de 6 h.
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Figura 3.5. Representagdo esquematica do procedimento experimental realizado com os macacos-
prego, indicando a fase inicial de habituagao, o teste de REO e o teste de ROL. Foram feitas 5 sessdes
de habituacdo, com duragao de 5 min durante cinco dias consecutivos. Depois foram realizados trés
testes de REO, cada um com um intervalo de retencéo distinto (10 min, 6 h ou 24 h). Por fim, foram
realizados trés testes de ROL também com intervalos de retengao diferentes (10 min, 6 h ou 24 h).
Todos os procedimentos foram realizados no compartimento anterior dos proprios viveiros de moradia
dos animais, sendo o sujeito experimental separado temporariamente do seu parceiro apenas para a
realizagao dos testes.

Apos um intervalo de 30 dias, cada sujeito foi submetido ao teste de ROL,
seguindo o procedimento descrito acima na Sec¢ao 3.4. Nessa fase do procedimento
também foram realizados trés testes para cada sujeito, um para cada intervalo de
retencao: 10 min, 6 h e 24 h, com todos os individuos sendo testados no mesmo
intervalo e seguindo a ordem 10min — 6h — 24h, com aproximadamente cinco dias de

diferenca entre cada teste. Os demais aspectos do procedimento foram idénticos ao
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que foi descrito para o teste de REO. Contudo, os objetos usados nos testes de ROL

foram distintos daqueles utilizados anteriormente nos testes de REO.

3.6. Objetos usados no experimento
Cada animal de um mesmo viveiro foi avaliado usando um conjunto distinto de
objetos. Para os testes de REO cada conjunto de objetos consistiu em trés cépias
idénticas de dois objetos distintos em termos de sua forma, cor e/ou textura. Para
metade dos sujeitos o objeto novo foi um dos itens do conjunto, e para a outra metade
foi o item oposto. Ja para os testes de ROL, cada conjunto de objetos consistiu em
quatro cépias idénticas de um unico objeto.
Os objetos usados eram aparentemente com relagéo a sua relevancia biolégica
para os animais. Todos os objetos foram lavados com etanol 70% apds cada sessao.
Os objetos usados nos testes de REO e ROL foram (Figura 3.6):
a) lata de metal com desenho da mulher maravilha (10,5 cm de didmetro x 17 cm
de altura);
b) cano de PVC marrom curvo (6 cm de didmetro x 24 cm de comprimento);
c) galao de plastico azul de 5 L (23 cm de comprimento x 11 de largura x 29 cm de
altura);
d) frasco de plastico branco (8 cm de didametro x 25 cm de altura);
e) bola de futebol amarela envolto por uma rede de nylon fina (20 cm de didametro);
f)  lata de metal azul (14 cm de didametro x 20 cm de altura);
g) galao de plastico branco (18 cm de comprimento x 12 cm de largura x 28 cm de
altura);

h) flauta de plastico amarelo (2,5 cm de didametro x 30 cm de altura);
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a)

cano de PVC com redugao de 75 e quatro 4 saidas (23 cm de comprimento x 8
cm de largura x 20 cm de altura);

pino de boliche de plastico amarelo (5,5 cm de didmetro x 22 cm de altura);
bola de boliche de plastico azul (9 cm de didametro);

lata de metal vermelha grande (20 cm de didametro x 18 cm de altura);

pote de plastico branco com tampa (9 cm de didmetro x 18 cm de altura);
espada de brinquedo de plastico azul (45 cm de comprimento x 3 cm de largura);
cano de PVC branco reto (5 cm de didmetro x 18,5 cm de comprimento);
capacete de polietileno branco usado em obras (21 cm de comprimento x 10,5
cm de largura x 29 cm de altura);

escudo facial para solda de plastico preta (22 cm de comprimento x 9 cm de
largura x 42 cm de altura);

cano de PVC com extremidade em V (23,5 cm de comprimento x 8 cm de largura
x 4,5 cm de altura);

garrafa de plastico transparente com tampa verde (9 cm de comprimento x 9 cm
de largura x 23 cm de altura);

lata de metal amarela (10 cm de didmetro x 18 cm de altura);

cano branco curvo (4 cm de didmetro x 26 cm de comprimento);

frasco de plastico branco com tampa azul (7,5 cm de diametro x 27 cm de altura);
lata de aluminio (9,5 cm de didmetro x 13 cm de altura); e

lata de metal branca pequena (14 cm de didmetro x 5 cm de altura).
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Figura 3.6. Fotografia dos objetos utilizados nos experimentos com os testes de REO e ROL.
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3.7. Registro e analise dos dados
Todas as sessdes foram acompanhadas remotamente via uma camera digital
(acoplada a um tripé) posicionada no corredor de seguranga do pavilhdo e a uma
distancia de 1,5 m da porta de acesso ao viveiro. Essa camera foi conectada a um
computador portatil (laptop) localizado a pelo menos 4 m de distancia do viveiro do
sujeito. Cada sessdo foi acompanhada remotamente, via esse laptop, e os
comportamentos foram registradas manualmente no programa AnyMaze (Stoelting,
EUA) por um observador previamente treinado.
Foram registrados os tempos que o sujeito passou explorando cada objeto
(testes de REO e ROL) e em locomogao dentro do compartimento anterior (habituagao
e testes de REO e ROL). Esses comportamentos foram definidos da seguinte forma:
a) Exploracdo do objeto: duragdo, em segundos, do comportamento de olhar
diretamente para o objeto e/ou qualquer ato de morder, lamber, cheirar, encostar
e tocar com as maos ou os pés qualquer parte de objeto; e

b) Locomocgéao: tempo, em segundos, em que o animal se locomoveu dentro do
compartimento anterior do seu viveiro de moradia (local onde os procedimentos
foram realizados). Foram considerados apenas os episddios com = 2 s.

Conforme revisado por ENNACEUR (2010), a memoria de reconhecimento é
tradicionalmente estabelecida no teste de REO quando o sujeito passa
significativamente mais tempo explorando o objeto novo do que o familiar. A fim de
minimizar a influéncia de variagdes interindividuais dos niveis basais de exploragao,
foi calculado o seguinte indice de Discriminacéo (ID) para cada teste de REO e ROL
realizado, de acordo com o seguinte método estabelecido por ENNACEUR e

DELACOUR (1988):
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objeto novo/deslocado — objetofamiliar /estacionario
total

Indice de Discriminacio =

Um indice igual a zero indica que os dois objetos foram explorados de forma
semelhante; um indice >0,0 demonstra que o objeto novo/deslocado foi explorado por
mais tempo que o familiar/estacionario (preferéncia por novidade); e um indice <0,0
revela que o objeto familiar/estacionario foi explorado por mais tempo que o
novo/deslocado (preferéncia por familiaridade).

Para a apresentacao dos resultados, os dados foram expressos com a média

dos valores e o erro padréo da média £ erro padrdo da média (e.p.m.).

3.8. Analise estatistica

Os resultados da fase inicial de habituacdo foram analisados para detectar
possiveis diferenca de locomogao entre as cinco sessdes realizadas e entre os
individuos adultos vs. idosos. Para tanto foi realizado uma Analise de Variancia
(ANOVA) de duas vias de desenho misto (two-way mixed design ANOVA), sendo o
‘grupo experimental’ (adulto vs. idoso) a variavel de medida independente e a ‘sessao’
(1-5) a variavel de medida repetida.

Os resultados dos testes de REO e ROL foram analisados separadamente para
verificar possiveis diferengas em termos do:
a) tempo de exploracdo do objeto novo vs. familiar, ou entdo, do deslocado vs.

estacionario na sessao teste (usando o ID descrito acima);

b) tempo de exploracéao total dos objetos na sessao treino vs. teste; e
c) tempo de locomogao na sessao treino vs. teste.

O teste t de amostra unica (one-sample t test) foi empregado para comparar

cada ID com o valor de referéncia/nivel do acaso (valor de zero). Ainda, uma ANOVA
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de duas vias de desenho misto foi utilizada para comparar o ID calculado para os
adultos vs. idosos (medida independente) e em cada intervalo de retengcéo (10 min x
6 h x 24 h; medida repetida).

Os resultados da exploragao total dos objetos e da locomogao nas sessdes
treino vs. teste foram comparados via uma ANOVA de duas vias para medidas
repetidas (two-way repeated measure ANOVA), sendo ‘sessdo’ (treino x teste) e
‘intervalo de retencao’ (10 min x 6 h x 24 h) as medidas repetidas. Para essas analises,
os dados referentes aos adultos e idosos foram avaliados separadamente. Por fim, o
teste de correlagdo de Pearson foi usado para estabelecer se o valor do ID (indice de
memoria de reconhecimento) estava relacionado a: (1) a exploragao total dos objetos
na sessao treino; (2) aos niveis de locomogao da sessao teste; e (3) a idade dos
sujeitos. Para as primeiras duas analises, os dados referentes aos adultos e idosos
foram avaliados separadamente. Para a ultima analise de correlacdao foram usados
apenas os dados dos individuos idosos.

Nas ANOVAs de duas vias de desenho misto, o teste post hoc de Tukey foi
usado sempre que indicado. Todas as analises foram realizadas no programa SPSS
(IBM, EUA), e o nivel de significancia adotado em todos os testes estatisticos foi de

p<0,05. Os dados estao expressos como a média * erro padrdao da média (e.p.m.).
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4. RESULTADOS
4.1. Habituagao

Ao longo da fase inicial de habituagéo, a locomogéo dos sujeitos permaneceu
constante entre as cinco sessodes realizadas (sessbes 1-5) e entre os dois grupos
experimentais (adultos vs. idosos), ndo havendo uma interacdo entre os fatores
sessao e grupo (fator sessédo: Fass = 2,09; p = 0,11; fator grupo: F114=0,12; p = 0,74;

interagdo: Fas6= 0,68; p = 0,58; Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Atividade locomotora, expressa como a média * e.p.m., em segundos, registrada
em cada sessédo de habituagédo do procedimento experimental.

Grupo Experimental

Sesséo

Adulto Idoso
1 72+13 73+18
2 95+18 74 £ 15
3 89+19 88 £ 20
4 75+16 60 £ 16
5 77 £23 75+£19

4.2. Teste de Reconhecimento Espontaneo de Objetos

Neste experimento, que avaliou o0 desempenho em macacos-prego no teste de
reconhecimento de objetos (i.e., o teste de REO), foi observado que os animais
adultos foram capazes de discriminar entre o objeto novo e o familiar apés todos os
intervalos (10 min, 6 h e 24 h; Figura 4.1) uma vez que o ID calculado para cada teste
de REO dos adultos estava significativamente acima do valor de referéncia zero (nivel
do acaso) (IR 10 min: t7= 2,96, p = 0,02; IR6 h:t7=2,71; p = 0,03; IR 24 h: t7=5,19;
p = <0,01). Ja nos animais idosos, uma discriminagao entre os objetos novo e familiar
foi observada apenas nos IR 10 min e IR 24 h (Figura 4.1). O ID foi significativamente

abaixo do valor de referéncia zero (nivel do acaso) apos o IR 10 min (t7=-3,10; p =
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0,02), acima de zero apés 0 IR 24 h (t-=4,77; p = <0,01) e ndo diferiu de zero apos o
IR6 h (t7=0,76; p = 0,47; Figura 4.1). Além disso, ao comparar o desempenho nos
macacos-prego no teste de REO, foi visto um efeito significativo em termos do IR (10
min, 6 h e 24 h) e do grupo experimental (adulto e idoso), havendo inclusive uma
interacao significativa entre esses dois fatores (IR vs. grupo) (fator IR: F228= 6,31; p
=<0,01; fator grupo: F1,14=15,43; p = <0,01; interagdo: F228= 3,72; p = 0,04). Aanalise
post hoc indicou que o ID do IR 10 min diferiu significativamente (p<0,05) dos outros

dois intervalos avaliados (6 h e 24 h), contudo apenas para os animais idosos.
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Figura 4.1. Desempenho dos macacos-prego adultos (barras brancas) e idosos (barras pretas) no teste
de REO ap6s um intervalo de retencdo de 10 min, 6 h e 24 h, analisado via o indice de Discriminagao
calculado para a sessao teste. Média + e.p.m.; n=8/grupo experimental; *p<0,05 vs. valor de zero (nivel
do acaso); #p<0,05vs. IR6 h e 24 h.

Ao analisar o tempo total de exploragdo dos objetos para cada grupo
experimental, separadamente, nao foi detectada uma diferenca estatistica entre os IR
(10 min, 6 h e 24 h) ou entre as sessbes experimentais (treino e teste), assim como
nao houve uma interagéo entre IR e as sessobes, tanto nos adultos como nos idosos
(Adultos: fator IR: F214= 2,24; p = 0,17; fator sessdo: F17=1,63; p = 0,24; interagao:
F214=0,74; p = 0,43; |dosos: fator IR: F214= 0,29; p = 0,65; fator sessédo: F17= 4,09;

p = 0,08; interacao: F214=1,54; p = 0,26; Tabela 4.2). Quanto a locomog¢ao, também
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nao foram observadas diferencas entre os IR, entre as sessdes e ou uma interacao
entre esses fatores, seja para adultos ou para os idosos (Adultos: fator IR: F214=1,33;
p = 0,29; fator sessdo: F17=0,10; p = 0,76; interacdo: F214=1,92; p = 0,19; ldosos:
fator IR: F214=1,53; p = 0,26; fator sessdo: F17=1,62; p = 0,24; intera¢do: F2,14=0,69;
p = 0,52; Tabela 4.2).

Ainda, tanto nos macacos-prego adultos como nos idosos, o desempenho
observado no teste de REO, analisado via o ID de cada sessao teste, ndo estava
correlacionado ao respectivo tempo despendido explorando os objetos durante a
sessao treino. Os valores estatisticos dessas analises de correlacdo se encontram na
Tabela 4.3. Da mesma forma, ndo houve uma correlagado entre o desempenho dos
sujeitos no teste de REO (i.e., 0 ID) e o tempo que os animais se locomoveram durante
a sessao teste, isso nos adultos e nos idosos. Os resultados dessas correlacbes

também se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4.2. Tempo total (média + e.p.m., em segundos) despendido pelos macacos-prego, adultos e
idosos, explorando os objetos e em locomocgao nas sessoes treino e teste do Teste de REO realizado
apos o intervalo de retengédo de 10 min, 6 h e 24 h.

Intervalo de Retencéo / Sessao
10 min 6h 24 h
Treino Teste Treino Teste Treino Teste

Grupo
Experimental

Exploracéo total objetos

Adulto 64 + 25 67 + 26 18+9 28 +13 44 + 13 71+20
Idoso 70 + 26 94 + 23 55+13 111+39 104+35 85%22
Locomocéo

Adulto 31+10 29+6 295 36+8 50 +19 42 + 17
Idoso 37+15 30+10 45+ 9 317 205 23+4

Tabela 4.3. Relagao entre os tempos de exploragao total na sessao treino ou de locomogao na sessao
teste com o Indice de Discriminagéo (ID) para cada intervalo de retengéo (IR) avaliado no Teste de
REO, expressa como o coeficiente r de correlagéo de Pearson (e valor de p).
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Intervalo de Retencéo

Relacéo X
IR 10 min IR6 h IR 24 h
ID x Exploragéo total na sesséo treino
adulto -0,12 (0,79) 0,09 (0,84) -0,40 (0,32)
idoso -0,09 (0,83) -0,30 (0,48) -0,57 (0,14)

ID x Locomocao ha sessao teste
adulto 0,16 (0,70) 0,25 (0,55) 0,08 (0,85)
idoso 0,01 (0,98) 0,24 (0,57) -0,03 (0,95)

Por fim, para os animais idosos, o desempenho no teste de REO, analisado via
o ID, ndo estava relacionado a idade dos sujeitos (IR 10min: rs= 0,49; p = 0,22; IR 6h:

re=0,38; p = 0,35; IR 24h: rg= 0,32; p = 0,45; Figura 4.2).
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Figura 4.2. Relagao entre o indice de Discriminagdo no teste de REO, realizado ap6s o intervalo de
retencao (IR) de 10 min, 6 h e 25 h, e a idade dos macacos-prego idosos (em anos). Para cada gréafico
esta indicado o valor de p obtido no teste de correlacéo de Pearson; n=8.
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4.3. Teste de Reconhecimento Objeto-Lugar

O segundo experimento avaliou a memdria de reconhecimento espacial dos
sujeitos apds os mesmos trés intervalos de retengao utilizados no experimento anterior.
No teste de ROL, o ID nos macacos-prego adultos diferiu do valor de referéncia zero
(nivel do acaso), mas apenas para o IR mais curto de 10 min (IR 10min: ts=4,44; p =
0,04; IR 6h: t6=1,40; p = 0,21; IR 24h: t¢= 0,88; p = 0,41; Figura 4.2). Para os sujeitos
idosos, nenhum dos ID diferiram significativamente de zero (IR 10min: ts = 1,91; p =
0,10; IR6h:t6=-0,13; p =0,90; IR 24h: t¢= 0,24; p = 0,82). Ademais, ndo foi observada
uma diferenca significativa entre os IR (10 min, 6 h e 24 h) ou entre os grupos
experimentais (adulto e idoso), assim como ndo houve interagado entre esses fatores
(fator IR: F224=1,84; p = 0,18; fator grupo: F112=1,24; p = 0,29; interagdo: F224= 0,11;

p = 0,89; Figura 4.3).
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Figura 4.3. Desempenho dos macacos-prego adultos (barras brancas) e idosos (barras pretas) no teste
de ROL apés um intervalo de retengao de 10 min, 6 h e 24 h, analisado via o Indice de Discriminagéo
calculado para a sesséao teste. Média + e.p.m.; n=7/grupo experimental; *p<0,05 vs. valor de zero (nivel
do acaso).

Ao analisar o tempo de exploragao total dos objetos pelos animais adultos e
idosos, separadamente, durante o teste de ROL (Tabela 4.4), ndo foi observada uma

diferenga significativa entre os IR (10 min, 6 h e 24 h) ou entre as sessoes
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experimentais (treino e teste), tampouco houve uma interagdo entre essas duas
variaveis (Adultos: fator IR: F212= 0,44; p = 0,65; fator sessdo: F1s= 3,17; p = 0,13;
interagdo: F212=1,13; p = 0,34, Idosos: fator IR: F212=0,91; p = 0,39; fator sessao:
F16=0,003; p = 0,96; interagdo: F2,12= 3,66; p = 0,07). Da mesma forma, a locomogao
também néo diferiu significativamente ao se comparar os IR (Adultos: F212=0,22; p =
0,69; Idosos: F212=0,11; p = 0,83) ou as sessdes (Adultos: F16= 0,001; p = 0,99;
Idosos: F16 = 0,32; p = 0,59), bem como ndo houve interagdo entre essas duas

variaveis (Adultos: F212=0,65; p = 0,49; Idosos: F212=0,15; p = 0,72).

Tabela 4.4. Tempo total (média + e.p.m., em segundos) despendido pelos macacos-prego, adultos e
idosos, explorando os objetos e em locomogao nas sessoes treino e teste do Teste de ROL realizado
apos o intervalo de retengédo de 10 min, 6 h e 24 h.

Intervalo de Retencéo / Sessao
10 min 6 h 24 h
Treino Teste Treino Teste Treino Teste

Grupo
Experimental

Exploracéo total objetos

Adulto 73+30 4529 82 £27 75+ 30 59+19 54 22
Idoso 58 £17 44 + 16 62 + 26 61+31 68 + 24 85+ 30
Locomocéo

Adulto 46 £23 4619 44 £ 12 34+12 4723 56 £18
Idoso 31+4 3612 36 +£13 40+14 4023 39+£20

O desempenho nos sujeitos no teste de ROL, avaliado usando o ID, nao estava
correlacionado ao tempo gasto explorando os objetos na sessao treino, isso para os
animais adultos e para os animais idosos. Os valores estatisticos dessas analises de
correlagao se encontram na Tabela 4.5. Os ID nos adultos no teste de ROL também
nao estavam correlacionados ao tempo que esse grupo de animais permaneceu se

locomovendo durante a sessao teste. Entretanto, nos macacos idosos, foi detectada

48



uma correlagao negativa significativa em termos do desempenho no teste de ROL (i.e.,
ID) e a atividade locomotora desses sujeitos durante a sessé&o teste, mas isso apenas
apds os IR de 10 min e de 6 h. Os resultados dessas correlacdes também se

encontram na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Relagéo entre os tempos de exploragao total na sessao treino ou de locomogao na sessao
teste com o Indice de Discriminagéo (ID) para cada intervalo de retengao (IR) avaliado no Teste de ROL,
expressa como o coeficiente r de correlagdo de Pearson (e valor de p).

Intervalo de Retencéo

Relacéao :
IR 10min IR 6h IR 24h
ID x Exploragéo total na sesséo treino
adulto -0,30 (0,51) -0,30 (0,51) -0,65 (0,12)
idoso -0,55 (0,20) -0,03 (0,94) 0,35 (0,44)

ID x Locomocdao ha sessao teste
adulto 0,23 (0,62) 0,26 (0,58) 0,28 (0,54)
idoso -0,87 (0,01) -0,88 (0,01) -0,06 (0,89)

Por fim, nos animais idosos, o desempenho no teste de ROL, analisado via o
ID, ndo estava relacionado a idade dos sujeitos (IR 10min: r7=0,49; p = 0,27; IR 6h:

r7=-0,37; p = 0,41; IR 24h: r7=-0,19; p = 0,69; Figura 4.4).
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Figura 4.4. Relagéo entre o indice de Discriminacéo do teste de ROL realizado ap6s o intervalo de

retencado (IR) de 10 min, 6 h e 25 h e a idade dos macacos-prego idosos (em anos). Para cada gréafico
esta indicado o valor de p obtido no teste de correlacdo de Pearson; n=7.
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5. DISCUSSAO
5.1. Fase de habituacao

Apesar dos sujeitos terem sido testados nos seus proprios viveiros de moradia,
cada macaco-prego foi submetido aos testes comportamentais separadamente do
parceiro/membros do grupo. Assim, para que cada individuo se costumasse a transitar
voluntariamente entre os dois lados do seu viveiro e a ficarem separados do seu
par/grupo por breves periodos, cada sujeito foi submetido a sessdes de habituagao.
Ao longo das sessbes diarias de habituagdo, realizadas ao longo de cinco dias
consecutivos, nao foi observada uma alteracao no perfil de locomocgao dos animais.

Em outras espécies de PNH, um aumento na atividade locomotora é visto como
um indicador comportamental de estresse, particularmente em resposta a ambientes
novos e a um isolamento social (BARROS e TOMAZ, 2002). De fato, um aumento na
locomogao parece indicar maiores niveis de ansiedade e medo devido ao ambiente
novo, a falta de rotas de fuga ou um ambiente protegido, e a separagédo entre os
membros de um mesmo grupo, tornando-se um comportamento adaptativo de
protecdo contra ameacgas (BARROS e TOMAZ, 2002). Apds a exposigao repetida a
um estimulo estressor, diferentes espécies de PNH demonstram uma curva de
habituacao, onde a locomogao tipicamente reduzir ao longo do tempo até atingir um
nivel basal, como em micos (BARROS e cols., 2004). No presente estudo é possivel
que um perfil de habituacao similar nao foi detectado devido ao fato de os testes terem
realizados nos viveiros de moradia dos individuos e dos animais ter permanecido em
contato visual e acustico com seus parceiros através da grade que separava os dois
compartimentos/lados do viveiro, o que também possibilitou um contato fisico. Além
disso, ndo houve estresse de captura e transporte do animal para um local novo, o

que também pode ter minimizado o estresse. Contudo, para uma melhor avaliagao de
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um efeito de habituagdo sob condigdes experimentais similares outros
comportamentos indicativos de estresse e ansiedade em macacos-prego também

deveriam ser avaliados em estudos no futuro.

5.2. Reconhecimento Espontaneo de Objetos

O teste de REO empregado no presente estudo avaliou a capacidade nos
macacos-prego de discriminar entre um objeto visto anteriormente e um item novo,
apos intervalos de 10 min, 6 h e 24 h desde a familiarizagdo inicial com o primeiro
objeto. Esse teste de memdria de reconhecimento esta baseado na tendéncia natural
dos individuos em explorar o que é novo em seu ambiente (DERE e cols., 2007).
Dessa forma, tradicionalmente nesse teste, se um animal explorar preferencialmente
um objeto novo na sesséo teste em detrimento de um objeto que ja lhe é familiar,
assume-se que o individuo se lembra do objeto familiar e este ja ndo configura uma
novidade.

De acordo com os resultados observados no presente estudo e baseado
nessas premissas do teste de REO, os macacos-prego adultos demonstraram uma
memoria de reconhecimento tanto apds um intervalo de retengao mais curto (i.e., 10
min), como apos intervalos de mais longos (6 h e 24 h). Em cada uma das sessdes
teste, os individuos adultos passaram mais tempo explorando o objeto novo em
comparagao ao familiar, apresentando para cada IR avaliado, um ID significativamente
acima do valor de zero (nivel do acaso para esse teste). Assim, um aumento do IR de
10 min, para 6 h e finalmente 24 h nao parece ter tido um efeito significativo na
capacidade de discriminacdo dos individuos adultos dessa espécie de PNH, que
demonstrou ter uma memoria de reconhecimento que pode durar por pelo menos 24
h. Isso corrobora um estudo anterior recente realizado com macacos-prego adultos
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que obteve o mesmo resultado apés um IR de 30 min, 6 h e 24 h (AQUINO e cols.,
2023). Novos estudos sédo necessarios, empregando IR ainda mais longos (i.e., > 24
h), para se avaliar melhor o perfil tempo-dependente no decaimento natural da
memoria de reconhecimento dessa espécie.

Em outras espécies de PNH (micos: VANNUCHI e cols., 2020; macacos rhesus:
ZEAMER et cols., 2010; ZOLA e cols., 2000), assim como no homem (McKEE e
SQUIRE, 1993; RICHMOND e cols., 2004), ha relatos de haver uma diminui¢do
natural na capacidade de memdéria de reconhecimento com o aumento do IR. Ratos
(ENNACEUR e DELACOUR, 1988), camundongos (SIR e cols., 2003), coelhos
(HOFFMAN e BASURTO, 2013, 2014) e peixes zebra (BRAIDA e cols., 2014; LUCON-
XICCATO e DADDA, 2014) também demonstraram ter um declinio natural nesse tipo
de memoaria apods IR progressivamente mais longos entre a sessao treino e teste. Mas
€ importante ressaltar que, de acordo com Aquino e cols. (2023), o perfil tempo-
dependente do declinio natural na capacidade de memdria de reconhecimento parece
variar entre as espécies, os testes de memodria empregados, e o0s parametros
especificos adotados em cada teste (p. ex., o objeto, o aparato experimental, o tempo
de familiarizagao).

O desempenho nos individuos idosos no teste de REO, por outro lado, diferiu
daquele descrito acima para o grupo dos adultos. Os idosos tiveram uma memoaria de
reconhecimento apoés os IR de 10 min e 24 h, mas n&o depois de 6 h. Aqui vale
ressaltar que, apds o intervalo mais curto (i.e., 10 min), o ID nos idosos diferiu
significativamente de zero (nivel do acaso), mas com os animais passando mais
tempo explorando o objeto familiar do que o item novo durante a sessao teste. Nesse
caso, parece ter ocorrido uma mudanca de estratégia por parte dos idosos, havendo

aqui uma preferéncia pelo objeto familiar. Uma preferéncia desse tipo também pode
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indicar uma memoria de reconhecimento, uma vez que para explorar mais o item
familiar ao invés do novo, os macacos-prego idosos precisariam ter tido um trago de
memoria desse estimulo e poder discriminar entre os dois objetos (ENNACEUR, 2010).
Na verdade, para que realmente haja um déficit de memoria no teste de REO, os dois
objetos devem ter sido explorados de forma equitativa na sesséao teste, o que levaria
a uma auséncia de preferéncia por um dos objetos e um ID que nao diferiria
significativamente de zero.

Um ID com valor negativo (i.e., preferéncia pelo familiar) ja foi sugerido como
sendo um indicativo de uma memoria de reconhecimento em estudos semelhantes
realizados recentemente em roedores (CONTRERAS e cols., 2019; PEREDA e cols.,
2019; VARGAS-LOPEZ e cols., 2015) e micos (COSTA e cols., 2022). De acordo com
Costa e cols. (2022), animais sob condi¢cdes de estresse podem vir a adotar essa
estratégia de preferéncia pelo familiar, particularmente se o evento causador do
estresse ocorrer logo antes da fase de evocacgao (i.e., antes da sessao teste). Essa
preferéncia pelo familiar pode ser uma estratégia de defesa que busca diminuir a
exposi¢cao desnecessaria e/ou excessiva do individuo a determinados estimulos no
ambiente (ROSELLINI e WIDMAN, 1989), e permitir que informagdes/pistas
relacionados a seguranca sejam priorizadas e/ou atualizadas (ENNACEUR e cols.,
2010). Assim, para os individuos idosos, € possivel que algum nivel de estresse
causado pelo procedimento experimental durante a sess&o treino, mesmo que baixo
e nao facilmente detectado por indicadores comportamentais como a locomogao,
pode ter influenciado sua preferéncia pela familiaridade e assim seu comportamento
de exploragao visto durante a sessao teste realizada apds um intervalo de 10 min (i.e.,

fase de evocagéo). Assim como foi feito em micos (COSTA e cols., 2022), seria
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importante realizar estudos focando especificamente no efeito do estresse no
desempenho de macacos-prego no teste de REO.

Ainda, esperava-se que um aumento na dificuldade da tarefa, induzido por
exemplo pelo aumento do IR, levasse a um pior desempenho no teste de REO
(AMEEN-ALI e cols., 2015; ANTUNES e BIALA, 2012), particularmente nos individuos
idosos (revisado em SAMSON e BARNES, 2013). No presente estudo, n&o foi
observada uma memoria de reconhecimento nos individuos idosos no teste de REO
apos o intervalo de retencédo de 6 h, uma vez que os objetos novo e familiar foram
explorados igualmente durante a sesséo teste, levando a uma falta de preferéncia e
um ID que n&o diferiu significativamente de zero. Entretanto, houve memoéria apos o
intervalo mais prolongado, de 24 h, com os sujeitos idosos explorando por mais tempo
o objeto novo que o familiar levando a um ID positivo que diferiu significativamente do
valor de zero.

Em roedores idosos também submetidos ao teste de REO, uma piora
significativa no desempenho foi descrita somente depois de IR acima de 24 h
(BARTOLINI e cols., 1996; BURKE e cols., 2010; DE LIMA e cols., 2005; LEITE e cols.,
2011; PIETA DIAS e cols., 2007). Ja o desempenho dos roedores nesse teste apos
intervalos mais curtos (1 min - 1.5 h) variaram muito, tendo relatos de haver tanto um
declinio (BURKE e cols., 2010; DA SILVA COSTA-AZE e cols., 2011; PITSIKAS e cols.,
2005; SCALI e cols., 1994, VANNUCCHI e cols., 1997), como também de ser
semelhante ao dos adultos (BERGADO e cols., 2011; BURKE e cols., 2010; CAVOY
e DELACOUR, 1993; DE LIMA e cols., 2005; GAMIZ e GALLO, 2012; LUKASZEWSKA
e RADULSKA, 1994; LEITE e cols., 2011; PIETA DIAS e cols., 2007).

Possiveis diferenca entre os objetos usados, principalmente em termos de sua

complexidade, parece ter um efeito na capacidade de animais idosos em discriminar
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0s objetos novo e familiar apés diferentes IR (GAMIZ e GALLO, 2012). Nesse contexto,
o déficit de memaria visto no grupo dos idosos apoés o intervalo de 6 h, mas ndo no de
24 h, pode talvez estar relacionado a complexidade dos objetos usados nesses dois
testes, facilitando/dificultando a discriminacao entre os dois itens.

Ja no teste de DNMS realizado em macacos rhesus, animais idosos
apresentaram apenas uma piora moderada no seu desempenho apos intervalos de
tempo mais longos que os individuos adultos (MOSS e cols., 1988; PRESTY e cols.,
1987; RAPP e AMARAL, 1991; SHAMY e cols., 2006, 2011). Resultados semelhantes
no teste de DNMS também ja foram relatados para humanos com idade mais
avancada (OSCAR-BERMAN e BONNER, 1985). De acordo com Rapp e Amaral
(1991), diferencas entre os sujeitos idosos parece ser um fator importante ao analisar
o efeito de idades mais avangada na memoria de reconhecimento, sendo alguns
individuos mais vulneraveis que outros. Nos mais vulneraveis, o efeito de IR mais
longos é mais evidente, enquanto nos menos vulneraveis o desempenho, mesmo
apos intervalos longos, parece com o dos adultos. Contudo, o que faz com que alguns
individuos sejam mais vulneraveis ainda nao esta bem estabelecido. No presente
estudo, uma possivel variabilidade entre os idosos nao parece estar relacionada
especificamente a idade do individuo, uma vez que nao foi observada uma correlagao
entre a idade do idoso e o desempenho no teste de REO (i.e., ID) apds os trés
diferentes IR (10 min, 6 h e 24 h). Como relatado em estudos anteriores, uma possivel
variagao entre os idosos pode estar relacionada a alteragdes estruturais do cérebro,
principalmente em termos de conexdes sinapticas (O'DONNELL e cols., 1999) e niveis
de neurotransmissores em certas areas do cérebro (BEAL e cols., 1991).

Os resultados observados quanto ao desempenho nos adultos e nos idosos no

teste de REO nao parecem ter sido afetados pelos niveis de exploracao total dos
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objetos ou de locomogado. Esses dois comportamentos permaneceram constantes
entre as sessdes treino e teste e entre os trés testes de REO realizados. Isso indica
que mudangas na motivagao para explorar os objetos e na atividade locomotora ndo
influenciaram o desempenho observado nesse teste comportamental. Nao foi
encontrado também uma correlacdo entre o desempenho nos individuos adultos e
idosos no teste de REO (i.e., ID) e a exploragéo total dos objetos na sesséo treino ou
o nivel de locomogao na sessao teste. Isso corrobora estudos anteriores realizados
em roedores (AKKERMAN e cols., 2012; GASKIN e cols., 2010; OZAWAe cols., 2011),

micos (VANNUCHI e cols., 2020) e macacos-prego (AQUINO e cols., 2023).

5.3. Reconhecimento Objeto-Lugar

Uma memoria de reconhecimento para a associagao objeto-lugar costuma
estar presente em varias espécies, a qual é importante para lembrar a localizacdo de
locais vistos antes com alimentos, agua, parceiros e possiveis predadores. Sendo
assim, estudos ja foram realizados em diversas espécies indicando uma memoéria de
reconhecimento de objeto-lugar, como por exemplo em roedores (ENNACEUR e cols.,
2007; OZAWA e cols., 2011; SUTCLIFFE e cols., 2007) e em micos (MELAMED e
cols., 2017a,b; VANNUCHI e cols., 2020).

O presente estudo foi o primeiro a usar o teste de ROL para avaliar a memoria
de reconhecimento da localizagdo prévia de um objeto em macacos-prego. Os
individuos adultos passaram mais tempo na sessao teste explorando o objeto que foi
deslocado da sua posig¢ao inicial, ao invés do item que permaneceu estacionario,
gerando um ID acima de zero (nivel do acaso). Contudo, um efeito significativo foi
visto apenas apos o IR mais curto, de 10 min, uma vez que o ID nao diferiu do valor
de zero depois dos IR mais longos (i.e., 6 h e 24 h). Ao comparar a capacidade da
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memoria de reconhecimento nos macacos-prego adultos nos dois testes realizados,
nota-se que houve uma piora no desempenho ao aumentar o tempo de retencio da
informagéo de 10 min para 6 h e 24 h. Esse resultado pode ser devido a maior
complexidade do teste de ROL comparada ao teste de REO, ao aumento da
dificuldade da tarefa nos IR mais longos ou a esses dois fatores.

O teste de ROL é visto como uma variagao do teste de REO que incorpora tanto
aspectos do objeto que deve ser lembrado, como também de sua localizagdo no
ambiente. Sugere-se que essa associagao objeto-lugar seja uma forma de memodria
mais complexa do que apenas lembrar o objeto, aumentando assim a demanda sobre
a capacidade de memodria de reconhecimento do individuo (revisado em AMEEN-ALI
e cols., 2015; ANTUNES e BIALA, 2012). Em roedores, o reconhecimento apenas de
objetos e da associagao de objeto-lugar parece necessitar da ativagao de circuitos
neurais que envolvem de forma diferente os cortices perirrinal e pré-frontal, no
hipocampo e no tdlamo (revisado em WARBURTON e BROWN, 2015).

Ainda, conforme foi mencionado anteriormente, o objeto usado como estimulo
no teste de ROL (e de REO) é um item e apenas estimulos (ou situagdes) com algum
tipo de valéncia emocional (positiva ou negativa) sdo bem lembrados por periodos
bem prolongados (p.ex., dias, semanas ou a vida toda). O uso de estimulos pode levar
a um declinio natural da memdria de reconhecimento objeto-lugar ao longo do tempo
(i.e., com IR progressivamente mais longos). Isso ja foi relatado, por exemplo, em
ratos (ENNACEUR e DELACOUR, 1988), camundongos (SIR e cols., 2003) e micos
(VANNUCHI e cols., 2020). Os micos, em particular, foram capazes de distinguir entre
os objetos deslocado e estacionario depois de um intervalo de 24 h, mas ndo de 48 h

(VANNUCHI e cols., 2020).
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Varias consideragdes podem ser feitas para tentar explicar essa diferenca
encontrada entre micos e 0s macacos-prego. Primeiro, no presente estudo os
individuos podem néo ter se familiarizado suficientemente com o objeto durante a
sessao treino prejudicando assim o seu desempenho nos IR longos (AKKERMAN e
cols., 2012; OZAWA e cols., 2011). Ao contrario, podem ter explorado muito o objeto
e assim ter perdido interesse/motivacéo por esse item na sessao teste subsequente
(AMEEN-ALI e cols., 2015). No entanto, uma memoria de reconhecimento objeto-lugar
foi vista apos o IR de 10 min no presente estudo e n&o houve alteragdes significativas
nos niveis gerais de exploragdo dos objetos entres os trés testes de ROL que foram
feitos. Ainda, o tempo de exploracdo dos objetos na fase de treino ndo estava
relacionado ao desempenho do macacos-prego adultos nos testes de ROL.

Outros aspectos a serem considerados incluem a possivel existéncia de
diferencas entre espécies e até entre os individuos, ou mesmo uma influéncia de
variagbes metodolégicas. Em ratos submetidos ao teste de ROL, ha relatos da
retencdo maxima ser de 1 h (PITSIKAS, 2007), 2 h (MURAI e cols., 2007) ou de até 6
a 24 h (NILSSON e CARLSSON, 2013; OZAWA e cols., 2011). Em micos, um estudo
mostrou um bom desempenho dos sujeitos no teste de ROL apés 24 h (VANNUCHI e
cols., 2020) e outro ndo (MELAMED cols., 2017a), levando a crer que diferencas
metodoldgicas podem influenciar os resultados.

Os macacos-prego idosos, por sua vez, nao foram capazes de reconhecer os
objetos posicionados em um novo lugar em nenhum dos trés IR analisados, visto que
os IDs desse grupo nao diferiram significativamente do valor de zero. Em outras
espéecies de PNH, uma deterioragdo na memoria de reconhecimento relacionada ao

avango da idade também ja foi relatada (MOSS e cols., 1988; MOSS e cols., 2007;
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PRESTY e cols., 1987; RAPP e AMARAL, 1989), incluindo o reconhecimento espacial
de objetos (MOSS, 1993).

Além dos aspectos discutidos acima nessa Secéo, que também podem ditar o
comportamento desse grupo (p.ex., complexidade da tarefa, dificuldade apds IR mais
longos), sabe-se que o0 avango da idade pode levar a declinio na transmissao e
plasticidade sinapticas (BARNES, 2003; DISTERHOFT e OH, 2007; FOSTER e
NORRIS, 1997), gerando ndo apenas problemas de memoria, incluindo na memaria
de reconhecimento (BROWN e cols, 2010), como também em déficits nos processos
de aprendizagem e atengao (ALBERT, 1997; ANGEL e cols., 2013; FRAUNDORF e
cols., 2019).

Por exemplo, sabe-se que no hipocampo ocorrem inumeras mudancas
ocasionadas pelo envelhecimento, como uma ativagcdo neuronal anormal e um
aumento do influxo de canais de célcio (GANT e cols., 2006; THIBAULT e cols., 2001).
Alteracdes desse tipo poderiam estar contribuindo para o declinio no desempenho
visto no teste de ROL. Contudo, vale lembrar que ainda ndo ha consenso sobre a
participagdo do hipocampo na memdria de reconhecimento, podendo esse conflito se
dar pelo recrutamento dos processos relacionados a recordagdo versus a
familiaridade nos diferentes tipos de testes comportamentais realizados (p.ex., REO
vs. ROL; BROWN e AGGLETON, 2001). Como na senescéncia a recordagao parece
ser mais afetada que a familiaridade (ANGEL e cols., 2013) e como o hipocampo é
mais ativado na recordacgao (SAUVAGE e cols., 2008) e costuma ser fundamental para
o reconhecimento espacial (AGGLETON e BROWN, 1999), modificacées dessa area
poderiam resultar em déficits em testes de ROL.

Porém, é importante mencionar que nos macacos-prego do presente estudo,

observou-se diferengas individuais no desempenho no teste de ROL, particularmente

60


https://www-sciencedirect-com.ez54.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0028393209004989?via%3Dihub#bib119

no grupo dos idosos. Ainda que o ID tenha sido usado como um indicador do
desempenho dos individuos no teste, reduzindo assim a influéncia de variagbes nos
niveis basais de exploragéo dos sujeitos (ENNACEUR e DELACOUR, 1988), ainda é
possivel que variagdes interindividuais tenham contribuido para os resultados obtidos
(AMEEN-ALI e cols., 2012; SEEL e cols., 2018), particularmente nos idosos. A
existéncia de uma grande heterogeneidade em grupos de idosos ja foi relatada em
macacos rhesus submetidos ao teste de DNMS (RAPP e AMARAL, 1989; 1991). Tanto
um aumento na complexidade do teste, induzido por variagdes no protocolo (RAPP e
AMARAL, 1989), como um aumento progressivo no IR (RAPP e AMARAL, 1991), fez
com que alguns individuos tivessem déficits de memdria enquanto outros
desempenharam de forma parecida com os mais jovens. Contudo, vale ressaltar que
no presente teste de ROL, assim como foi visto no teste de REO, uma possivel
variabilidade entre os idosos nao parece estar relacionada a idade do individuo, uma
vez que nao foi observada uma correlagao entre a idade do idoso e o seu desempenho
no teste (i.e., ID) apds os trés IR (10 min, 6 h e 24 h).

Uma forma de reduzir a variabilidade interindividual e aumentar a sensibilidade
do teste é usando, por exemplo, o teste de memoria de reconhecimento de REO/ROL
com sessdes continuas. Nessa versao, inicialmente desenvolvida para roedores
(AMEEN-ALI e cols., 2012; CHAN e cols., 2018) e recentemente adaptada para micos
e macacos-prego (EVANGELISTA, 2023), varios testes sao realizados em sequéncia
em um unico dia e o resultado € baseado na exploragdo cumulativa dos objetos.

Ainda, OZAWA e cols. (2011) afirmam que os primeiros minutos da sessao teste
€ o periodo de maior sensibilidade para se avaliar a memoria de reconhecimento
espacial, mesmo apoés IR mais longos, e que a preferéncia vai se tornando mais fraca

conforme o tempo passa. Porém nao foi medido no presente trabalho a preferéncia
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de exploracdo durante os primeiros minutos da sessao teste. Mais estudos sao
necessarios para avaliar se isso também ocorre em individuos idosos.

Achados recentes em macacos-prego (DIEHL e cols., 2024) observaram a
presenca de doenca 3-amiloide disseminada, com depdsitos focais e placas maduras,
além de interrupgao do transporte axonal e mudancas citoesqueléticas associadas a
neurites distroficas. Agregados anormais de proteina tau hiperfosforilada com
aspectos de patologia neuro fibrilar juntamente com hipertrofia astrocitaria também
foram encontradas. Essas descobertas indicam o desenvolvimento espontaneo de
doenca do tipo Alzheimer nesses primatas. Como o declinio cognitivo, incluindo da
memoria de reconhecimento, encontra-se presente em pessoas com doencga de
Alzheimer, a presenca de placas B-amiloide e de proteinas tau anormais com aspectos
de patologia neuro fibrilar nesses primatas pode estar responsavel pela variagéo
individual no experimento e pela queda de desempenho no grupo dos idosos vista no
teste de ROL.

Os resultados observados quanto ao desempenho nos adultos e nos idosos no
teste de ROL n&o parecem ter sido afetados pelos niveis de exploragao total dos
objetos ou de locomogado. Assim como observado no teste anterior, esses dois
comportamentos permaneceram constantes entre as sessdes treino e teste e entre os
trés testes de ROL realizados. Isso indica que mudangas na motivacao para explorar
0s objetos e na atividade locomotora nao influenciaram o desempenho no teste. Em
geral, uma correlagao entre o desempenho dos individuos adultos e idosos (i.e., ID) e
a exploracéao total dos objetos na sessao treino ou o nivel de locomogao na sessao
teste também néao foi observada. Contudo, nos idosos, o ID estava relacionado ao

nivel de locomogao na sessao teste apos os IR 10 min e 6 h.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que macacos-prego demonstram
uma memoria de reconhecimento para objetos vistos anteriormente no seu ambiente.
Essa capacidade foi demonstrada nos testes de REO e ROL, usando um tempo de
familiarizacao (i.e., duragdo da sesséo treino) de 5 min e intervalos de retencéo de
curto (10 min) e de mais longo-prazo (6 h e 24 h). Esses testes foram originalmente
desenvolvidos em roedores, tendo sido recentemente adaptados para uso em PNH,
e assim os resultados ora obtidos corroboram o uso de primatas neotropicais com
modelos para o estudo desse tipo de memodria. Vale ressaltar ainda que, em geral, o
desempenho dos sujeitos nos testes de REO e ROL n&o estava relacionado ao tempo
de exploracao na fase de familiarizagao (treino) ou ao tempo de locomogao na sessao
teste.

No teste de REO, os individuos adultos demonstraram a resposta tipica de uma
preferéncia pelo objeto novo comparado ao familiar apés os IR de 10 min, 6 h e 24 h.
Ja os idosos nao tiveram uma memoria de reconhecimento depois do IR de 6 h,
enquanto para os IR de 10 min e 24 h foi observada esse tipo de memaria, mas com
uma inversao na estratégia de resposta. A tipica preferéncia pelo objeto novo
comparado ao familiar apés o IR de 24 h parece ser mais comum em animais que nao
estdo sob estresse, e a preferéncia pelo familiar comparado ao novo apés o IR 10 min
pode ser mais relevante para animais sob condi¢gdes de estresse.

No teste de ROL, uma memoéria de reconhecimento foi detectada apenas nos
individuos adultos e apds o IR 10 min, havendo aqui novamente uma preferéncia pelo
familiar. Um aumento na complexidade do teste, comparado ao teste de REO, pode
ter contribuido para esse resultado. Além disso, para os idosos, a auséncia de uma

memoria de reconhecimento nos trés IR avaliados pode estar relacionada ao declinio
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normalmente observado ao longo do processo natural de envelhecimento, podendo
esse efeito ja ser detectado inclusive apos IR mais curtos. Porém, as variagdes entre
os individuos parecem indicar que outros fatores também podem resultar no declinio
da memoria de reconhecimento, espacialmente nos idosos.

Portanto, macacos-prego idosos ndo demonstram a mesma capacidade de
memoria de reconhecimento que individuos adultos. Apesar da idade do idoso nao
parecer estar relacionada ao desempenho teste, aspectos como a complexidade da
tarefa (REO vs. ROL) e o IR (curto prazo vs. longo prazo; p.ex., 10 min, 6 h e 24 h),
além de fatores como o estresse parecem influenciar diferentemente a memoria de
reconhecimento ao longo do processo natural de envelhecimento dessa espécie de

PNH.
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