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SANCHES, F. J. Memdria episédica em cdes (Canis lupus familiaris)
saudaveis. Botucatu — SP, 2021. 80p. Dissertacdo de Mestrado — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu.

RESUMO

A memoria episddica € responsavel pela recepcdo e armazenamento de
informacBes sobre episédios temporalmente datados e pela lembranca,
consciente, de experiéncias ou eventos vividos. Sendo, esta, extremamente
sensivel a degeneracbes hipocampais, tais como aqueles apresentados por
deposicao de B-amildide que precedem o desenvolvimento da doenca de
Alzheimer (DA) em humanos. Estudos que visam uma maior compreenséo desta
memoéria em animais ndo humanos tornam-se promissores para O
desenvolvimento de novos modelos translacionais para doengas neuro-
degenerativas, visto a intima correlacdo do declinio da memoria episoddica com
o desenvolvimento da DA. Com o objetivo de avaliar a utilizagdo da memoria
episddica na espécie canina, foram recrutados 90 caes domeésticos (Canis lupus
familiaris) clinicamente sadios, de idades variaveis, ambos 0s sexos e racas
distintas. Por meio de um teste modificado de avaliacdo da memaria episodica,
foi possivel inferir que a probabilidade de acertos foi predita pelas variaveis:
sexo, idade, peso e pela interacdo sexo x peso. Fémeas apresentaram uma taxa
de acerto menor comparado aos machos, 0 mesmo ocorreu em cées de porte
pequeno frente aos demais. Ao analisar as variaveis peso e sexo, houve uma
interacdo estatistica significativa, demonstrando que fémeas de porte pequeno
(<9kg) apresentaram uma porcentagem de acerto menor aos demais grupos. A
Gnica variavel que apresentou uma distribuicdo igual entre grupos, foi o fator
‘idade”. Animais idosos apresentaram uma probabilidade de acerto menor
guando comparados com caes mais jovens, independente do sexo e do peso
corpoéreo. Através dos resultados obtidos, nosso estudo confirmou a capacidade
de cées utilizarem a memoria episédica e identificou um declinio significativo em

cées geriatricos clinicamente saudaveis, sem alteragfes cognitivas evidentes.

Palavras-chave: déficit cognitivo; testes cognitivos; deméncia; memodria

episodic-like.
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SANCHES, F. J. Episodic memory in healthy dogs (Canis lupus familiaris).
Botucatu — SP, 2020. 80p. Dissertagdo de Mestrado — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Episodic memory is one of the fundamental neurocognitive memory systems in
humans, responsible for receiving and storing information about temporally dated
episodes and in favor of the conscious recall of experiences or lived events. Being
extremely sensitive to hippocampal degenerations, such as those presented by
deposition of B-amyloid that precede the development of Alzheimer's disease
(AD). Such studies provide a greater understanding of the memory in non-human
animals, becoming promising for the development of new translational models for
neurodegenerative diseases, considering the close correlation of the episodic
memory decline with the development of Alzheimer's disease seen in humans. In
order to evaluate the use of episodic memory in the canine species, 90 clinically
healthy domestic dogs (Canis lupus familiaris), of different ages, both sexes and
different breeds, were recruited. Through a modified episodic memory
assessment test, it was possible to infer that the probability of correct answers
was predicted by the variables: sex, age, weight, and the interaction sex x weight.
Females had a lower hit rate compared to males, the same occurred in small
dogs compared to the others. When analyzing the variables weight and sex, there
was a statistically significant interaction, showing that females of small size
(<9kg) had a lower percentage of correct answers to the other groups. The only
variable that showed an equal distribution between groups was the “age” factor.
Elderly animals were less likely to be successful when compared to younger
dogs, regardless of sex and body weight. Through the results obtained, our study
confirmed the ability of dogs to use episodic memory and identified a significant

decline in clinically healthy geriatric dogs, with no evident cognitive changes.

Keywords: cognitive deficit; cognitive tests; dementia; episodic-like memory.
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1.1 INTRODUCAO

Estudos de avaliagdo de memdria em animais, humanos e ndo humanos,
estdo cada vez mais promissores e necessarios para um melhor entendimento,
fisiopatologico e clinico, de doencas neurodegenerativas, além de tentar
elucidar e encontrar métodos diagnosticos precoces por meio de testes
cognitivos e compreender melhor a evolucdo destas doencas. Tais estudos,
poderao auxiliar em pesquisas translacionais futuras, utilizando animais como
modelos experimentais para doencas em humanos, assim como na doenca de
Alzheimer (DA).

A memoria € composta de varios sistemas correlacionados e estruturas
organizadas de componentes operacionais que consistem em substratos
neurais e compostos comportamentais e cognitivos (Tulving, 1985). Sendo ela
classificada em: memoéria de curta duracéo (segundos) e memodria de longa
duracéo (minutos, anos, décadas) (CASCELLA; Al KHALILI, 2020).

Nosso foco de estudo encontra-se na memoria de longa duracao que, por
sua vez, pode ser subdividida entre memodria ndo declarativa (implicita) e
declarativa (explicita; autobiografica). Esta ultima, caracterizada pela narrativa
de episodios em sua sequéncia temporal e cronoldgica € referida por meio de
palavras, narrada por escrito ou até mesmo por atitudes, por isto, a terminologia
“declarativa”. A memoria explicita se divide em componentes episédicos e
semanticos e envolve um sistema de memoria baseado no hipocampo, o que
requer o uso da consciéncia para a evocacao da lembranca (GRIFFITHS et al.,
1999; LENT, 2001; KANDEL et al., 2014).

A memodria episodica foi um termo utilizado por Endel Tulving (1972) para
se referir aquela que apresenta a capacidade de receber e armazenar
informacbes sobre episédios ou eventos temporalmente datados, contendo,
também, relacdes espaco-temporais entre esses eventos. O desenvolvimento,
armazenamento e execugdo desta memodria esta intimamente correlacionada a
integridade do hipocampo e estruturas correlacionadas ao mesmo (TEMPLER,;
HAMPTON, 2013).
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Estudos de memoria episddica se tornaram altamente relevantes por se
tratar de uma memdria extremamente sensivel as degenerag6es hipocampais,
tais como aqueles apresentados por deposi¢gao de B-amiléide que precedem o
desenvolvimento da DA (MORMINO et al., 2008). Desta forma, a identificacao
precoce de alterac6es da memoria episodica pode ser primordial como método
precoce do diagnéstico da DA (ALBERT et al., 2011).

Com objetivos de estabelecer estudos translacionais entre espécies, a
memoria episédica vem sendo fator de estudo em diversos animais nao
humanos, tais como macacos (MARTIN-ORDAS et al., 2010; TEMPLER e
HAMPTON, 2013), ratos (EACOTT e NORMAN, 2004), aves (CLAYTON e
DICKINSON, 1998) e cées (FUJITA et al., 2012). Tendo esta mesma memdaria
um comprometimento correlacionado com lesdes hipocampais, observados em
macacos (GAFFAN, 1994) e ratos (FORTIN et al., 2002).

Como para Tulving (1972; 1993; 2002), a memodria episddica sé se aplica a
seres humanos, decorrente a capacidade de lembrar conscientemente da
experiéncia ou evento ocorrido e, ainda, relatar o evento como método de se
avaliar a mesma (memoria declarativa, autobiografica), restringiu a terminologia
“memoria episddica” apenas tal espécie. No entanto, Clayton e Dickinson (1998)
passaram a utilizar o termo memoaria "semelhante a episddica" (‘episodic-like’)
aos animais ndo humanos, pelo fato de apresentarem a capacidade de cumprir
0s critérios comportamentais da memodria episodica.

Assim como a DA afeta diretamente a memaria episédica, suspeitamos que
0 mesmo possa ocorrer em cdes com distlrbios neurodegenerativos, como na
sindrome disfuncdo cognitiva, em que cades idosos desenvolvem déficits
cognitivos comuns a DA. Varios estudos demostraram uma correlacdo positiva
entre deficiéncias cognitivas e aumento da formacao de placas senis difusas de
B-amildide, observadas principalmente no cérebro de caes idosos (CUMMINGS
et al., 1996a; SATOU et al., 1997; ARAUJO et al., 2017).

A maioria das pesquisas usando modelos animais de DA avalia apenas
aspectos gerais de aprendizagem e memoria e, portanto, a relevancia
translacional para deficiéncias de memodria episédica na DA ainda € incerta
(CRYSTAL; GLANZMAN, 2013).
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Diversos testes, ja validados na medicina veterinaria, foram desenvolvidos
para avaliagdo cognitiva de cées idosos, tais como aprendizado de
reconhecimento n&o ligado a amostra (DNMS) e aprendizado espacial (DNMP)
(MILGRAM et al., 1994; HEAD et al., 1995; SATOU et al., 1997; ADAMS et al.,
2000; HECKLER et al., 2014). No entanto, nenhum destes avaliam a memaria
episodica.

Por meio da execucdo de um teste de avaliagdo da memodria episddica,
temos por objetivo identificar a utilizacdo da memoéria episdédica em uma
populacdo canina saudavel e analisar o efeito da idade sob a probabilidade de
acerto, considerando que déficits da memadria episodica precedem alteracdes
cognitivas mais evidentes.

Este estudo foi realizado pelo Servigo de Neurologia Veterinaria do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Botucatu,
Sao Paulo, Brasil. Todos os procedimentos de coleta de informacdes e imagens
foram aprovados pela Comiss&o de Etica da FMVZ, protocolo CEUA 0042/2019
de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1A meméria e suas derivacdes

Para Tulving (1985), a memdria é composta de varios sistemas
correlacionados e estruturas organizadas de componentes operacionais que
consistem em substratos neurais e compostos comportamentais e cognitivos.
Desta forma, é coerente afirmarmos que a memodria integra um sistema
complexo em que as lembrancas resultam da acdo combinada de sistemas
cognitivos e neurobiologicamente distintos no cérebro (TEMPLER; HAMPTON,
2013).
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Classicamente, a memoria em humanos consiste em: memoria de curta
duracdo (segundos) e memoria de longa duragdo (minutos, anos, décadas).
Estas se distinguem tanto na capacidade de armazenamento de informacdes,
quanto na variavel “tempo” (duragdo) (CASCELLA; Al KHALILI, 2020).

Além disso, a memoria pode ser subdividida entre memoria declarativa
(explicita; autobiogréfica) que utiliza da consciéncia para acessar uma
informacdo; e memoéria ndo declarativa (implicita) (DICKERSON;
EICHENBAUM, 2010). Esta ultima é caracterizada por sua inacessibilidade a
lembranga consciente, sendo demostrada por fendmenos como priming,
aprendizagem motora de habilidades e formas simples de condicionamento
classico (GRIFFITHS et al., 1999).

Tulving (1985) descreve memoéria ndo declarativa como memoria
processual, a qual permite que os organismos retenham conexdes aprendidas
entre estimulos e respostas, incluindo aqueles que envolvem padrdes
complexos de estimulo e cadeias de resposta, e que respondem
adaptativamente ao ambiente, fornecendo, desta forma, um modelo para acdes
futuras sem conter informacdes sobre o passado.

Enquanto os principais aspectos da memodria explicita requerem a
integracao funcional do hipocampo e do cortex adjacente, envolvendo ainda a
percepcao consciente em humanos, a memoria implicita ndo exige percepcao
consciente e depende principalmente de outros sistemas cerebrais, tais como
cerebelo, estriado e amigdala (KANDEL et al., 2014).

A memoria autobiografica é referida por meio de palavras, narrada por
escrito ou até mesmo por expressdes comportamentais (sendo esta Ultima mais
evidente em animais ndo humanos), por isto, a terminologia “declarativa”
(GRIFFITHS et al.,, 1999). Nela encontram-se memdrias de curto prazo —
memdaria operacional, utilizada principalmente para recuperar informacoes
rapidas para obter uma resposta imediata, como por exemplo lembrar um
determinado namero telefénico, além da memdaria de trabalho importante para
resolucéo de calculos e compreenséo de frases longas — e memdrias de longo
prazo (DICKERSON; EICHENBAUM, 2010).

A memoria declarativa de longo prazo se divide em componentes episédicos

e semanticos, na qual a memdria semantica envolve conceitos atemporais,
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responsavel pelo armazenamento e recuperacdo de conhecimento sobre o
mundo (“fatos”), utilizando a consciéncia noética (‘o conhecer’) para tornar
possivel que o individuo tenha conhecimento e percepcao introspectiva do
mundo interno e externo (TULVING, 1985; GRIFFITHS et al., 1999; LENT,
2001).

Endel Tulving foi o primeiro pesquisador a utilizar o termo “memoria
episédica” para aquela que apresenta a capacidade de receber e armazenar
informacBes sobre episddios ou eventos temporalmente datados, contendo,
também, relacdes espacgo-temporais entre esses eventos. Em suma, este tipo
de memoria submete a lembrancas de experiéncias passadas e individuais que
estdo intimamente correlacionados a elementos comportamentais sobre o "o
qgue", "quando” e "onde" um determinado evento ocorreu (GRIFFITHS et al.,
1999; CLAYTON et al., 2001).

Para Tulving (1972; 1993; 2002), a memoria episodica s6 se aplica a seres
capazes de lembrar conscientemente da experiéncia ou evento ocorrido
(consciéncia autonoética), sendo capazes, ainda, de relatar o evento como
método de se avaliar a mesma (memoria declarativa, autobiografica). Por tais
motivos, se restringiu a terminologia “memdria episédica” apenas a seres
humanos e até os dias de hoje ha controversas do seu desenvolvimento em
animais ndo humanos, visto que estes ndo apresentam a capacidade da
narrativa de se expressar (CRYTAL, 2009).

O fato de que animais ndo humanos, ndo sdo providos da capacidade de
execucdo da linguagem falada, assim como as criancas que ainda nao
aprenderam a dominar a expressao verbal da linguagem, avaliar a memoria
declarativa é um desafio, mas ndo uma impossibilidade. Tanto nas criancas,
como em mamiferos e aves, é aplicavel o conceito “minimalista” de memdria
episddica (CLAYTON e RUSSELL, 2009).

Estudos realizados em corvideos (CLAYTON e DICKINSON, 1998) e ratos
(EACOTT e NORMAN, 2004) demostraram que estes animais também eram
capazes de recordar o “onde”, “o que” e “quando” de um evento. Para Clayton e
Dickinson (1998) os animais ndo humanos deveriam apresentar a capacidade
de cumprir o0s critérios comportamentais da memodria episodica,

independentemente de apresentarem, ou ndo, a autoconsciéncia. Para este
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fenbmeno utilizou o termo memodria "semelhante a episodica” (episodic-like
memory). Assim, varios estudos foram desenvolvidos desde que a revisao
conceitual de Clayton e Dickinson foram aceitos. Crystal (2009) revisou varias
abordagens que tém sido usadas para avaliar este tipo de memadria em animais
ndo humanos. Martin-Ordas et al. (2010) e Templer e Hampton (2013) utilizaram
macacos e Fuijita et al. (2012) caes domeésticos, demostrando que animais nao

humanos séo capazes de utilizar a memdria episodic-like.

1.2.20 hipocampo

A memoria episodica apresenta um desenvolvimento mais tardio, uma
deterioracdo precoce e mais vulneravel a disfuncéo neural quando comparado
com outros sistemas de memoria (TULVING, 2002). Memdrias episodicas em
humanos séao particularmente dependentes da integridade do hipocampo e
estruturas correlacionadas ao mesmo, enquanto outros tipos de memadria nao
séo (TEMPLER; HAMPTON, 2013).

Em humanos, a rede hipocampal, incluindo o giro hipocampal, o proprio
hipocampo e as areas neocorticais, é responsavel pela regulacédo e manutencao
da memoaria de longo prazo tendo um papel importante na formacéo de novas
memdarias e em suas subsequentes reativacdes. O hipocampo tem a funcao de
consolidar a memoria desde que seja relevante, porém, ndo é o um sitio de
armazenamento essencial. Para isto, desenvolvem-se neuroconexdes a
estruturas corticais subjacentes, permitindo que uma memoria se torne
permanente em outras regides cerebrais, independente da atividade
hipocampal. Essa “transferéncia” da memaoria ocorre por meio de reativagcdes
das atividades neuronais mediadas pelo hipocampo e de suas estruturas
mediais temporais inter-relacionadas. Desta forma, como método de
redistribuicdo de informacdes, o hipocampo cria conexdes com diversas outras
areas do neocortex, fazendo com que uma determinada informacdo seja
direcionada e estocada em areas funcionais mais especificas a ela. Assim, por
exemplo, uma memoaria visual é integrada ao cértex de associacdo visual e a
memdria auditiva ao cértex temporal (CASCELLA; Al KHALILI, 2020).
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O hipocampo desempenha um papel muito importante e complexo no
desenvolvimento da cognicéo. Sabe-se que aregido hipocampal atua como uma
area de integracdo no cérebro, sendo critico para codificar rapidamente
elementos que compartilham caracteristicas espaciais, temporais ou conceituais
e recuperar experiéncias a partir da memoéria, além de interagir com outras
regibes do cérebro para sustentar a aquisicdo de conhecimento de episédios
individuais, tanto imediatamente ao aprendizado quanto ao longo do tempo
através da consolidacdo (MACK et al., 2017).

As estruturas do lobo temporal medial, incluindo o hipocampo, sé&o
fundamentais para a memodria declarativa, no entanto, descobriu-se que o
hipocampo é necessario para lembrar as experiéncias da vida em curso
(memoria episodica), mas ndo é necessario para a aquisicdo de conhecimento
fatual (meméria semantica) (TULVING; MARKOWITSCH, 1998).

Apés estudos e observacdes clinicas feitas em trés jovens humanos com
enfermidade hipocampal bilateral focal, notou-se a presenca de dificuldade para
recordar eventos e experiéncias diarias, aléem de reter informagdes aprendidas
ao mesmo tempo que preservaram conceitos concretos e abstratos sobre o
mundo, mantendo o nivel intelectual préximo a normalidade sem haver prejuizos
na vida escolar. Exames de imagem demostraram lesdes restritas ao
hipocampo, enquanto que areas peri-hipocampal apresentavam-se
aparentemente normais. Desta forma, foi possivel confirmar que o modelo
neuroanatdmico da memoéria semantica dependia das regifes corticais peri-
hipocampais, mas ndo do hipocampo, enquanto que a memdaria episodica era
restrita ao hipocampo (VARGHA-KHADEM et al., 1997).

Em estudos utilizando ratos com lesdes hipocampais em que se tornaram
incapazes de lembrar o ordenamento sequencial de uma série de odores
(FORTIN et al., 2002) e macacos que se apresentaram inaptos a inferirem um
julgamento temporal a um determinado teste apés transeccdo do fornix (area
hipocampal responsavel pelo processamento da informacdo espacial e
temporal) (CHARLES et al.,, 2004), foi possivel suportar a ideia de que o
hipocampo medeia associagbes entre eventos sequenciais que constituem

elementos de uma memaria episddica. Para Templer e Hampton (2013), estes
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estudos fornecem vigorosos indicios de uma funcdo de memdria episddica

hipocampal semelhante entre humanos, macacos e roedores.

1.2.3 O declinio da memaria episddica e a doenca de Alzheimer

A formacéo de placas senis e alteragbes intraneuronais do citoesqueleto,
resultante de emaranhados neurofibrilares sdo achados neuropatolégicos
classicos da DA. A patologia da placa senil é resultado da deposicdo focal
extracelular da proteina [-amiloide, enquanto que o0s emaranhados
neurofibrilares sdo compostos por filamentos anormais ou hiper-fosforilados de
proteina tau. O desenvolvimento destas duas patologias ocorre de forma
precoce (anos a décadas) ao inicio dos sinais clinicos e, concomitantemente,
processos neurodegenerativos, como disfuncdo e perda neuronal e sinaptica,
resultam em atrofia cortical generalizada, alteracbes em sistemas de
neurotransmissores e redes neurais (ARENDT et al., 2017; ARAUJO et al.,
2017).

A etiologia da DA pode ser classificada em doenca familiar e esporadica. O
tipo familiar, responséavel por 5% da casuistica global da DA, esta correlacionado
a mutacbes em genes que codificam a proteina precursora de amiloide (APP),
Presenilina - 1 (PSEN1), Presenilina - 2 (PSEN2) e apolipoproteina E
(APOE). ¢ Enquanto que a etiologia da forma esporadica ainda é uma grande
incognita, podendo estar correlacionada a muitos fatores, como idade, sexo,
historia familiar, nivel de escolaridade, variantes do gene APOE, diabetes,
fatores ambientais ou microrganismos (GUERREIRO; BRAS, 2015; LI et al.,
2019).

Além da idade, o desenvolvimento da DA € influenciado por fatores genético
e endacrinos, demonstrando uma diferenca intersexual quando se refere a
prevaléncia da doenca. Mulheres apresentam maior probabilidade em
desenvolver a doenga quando comparada ao sexo masculino, isto ocorre devido
a fatores genéticos relacionados a apolipoproteina E €4 (APOE- €4) e também
aos mecanismos fisiopatolégicos neuroendocrinos decorrentes da transicdo da
menopausa (RIEDEL et al., 2016; SCHEYER et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6930996/#ame212092-bib-0009
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A deposicao de B-amiloide, a atrofia do hipocampo e déficits de memoria
episédica ocorrem sequencialmente em individuos idosos. Desta forma, o
acumulo de B-amiloide, mesmo que em niveis baixos, precedem o
desenvolvimento da DA contribuindo para a atrofia hipocampal e alteracdes da
memoria episddica (MORMINO et al., 2008).

Em um estudo, foi avaliado a atividade cerebral utilizando um método por
ressonancia magnética funcional, em que foi possivel avaliar as regiées do
hipocampo, in vivo, em idosos com memoria normal, com declinio isolado da
memoéria e com provavel DA. Os idosos normais, sem qualquer declinio
cognitivo, mostraram ativacao proeminente no cortex entorrinal e no hipocampo
durante uma tarefa de codificacao facial, enquanto os pacientes com DA tiveram
atividade reduzida nas duas regides. Alguns idosos com declinio da memoria
apresentaram niveis reduzidos de atividade temporal medial, de gravidade
semelhante a observada em pacientes com DA, enquanto outros mantiveram
niveis normais de ativacdo. Esses resultados corroboraram a ideia de que o
cortex entorrinal e o hipocampo sao locais iniciais de anormalidade na DA e
sugeriram ainda que o declinio da memoria em alguns idosos estava associado
ao declinio da ativacdo em regides temporais mediais especificas (SMALL et al.,
1999).

Inimeros trabalhos demonstram que humanos exibem perdas de memoria
com a idade, mas que nem todos os tipos de memoaria séo afetados igualmente.
Os idosos sao prejudicados em sua capacidade de recordar conscientemente
eventos e contextos em que ocorreram, mas sao relativamente integros em sua
experiéncia da familiaridade de um objeto ou pessoa reconhecida. Assim, um
idoso pode encontrar um individuo pouco conhecido, especialmente em um
ambiente incomum, e Ihe parecer familiar, mas pode néo ser capaz de lembrar
onde ou quando se conheceram (GRADY e CRAIK, 2000).

Em um consenso realizado por Albert et al. (2011), destacou-se a
importancia da deteccdo precoce do comprometimento da memdéria episodica,
pois a mesma é frequentemente afetada em pacientes com comprometimento
cognitivo leve (definido como estagio prodrémico) que posteriormente evolui
com sintomatologias mais severas da DA. Pacientes com DA mostram um

padrao continuo e relativamente persistente de declinio cognitivo caracterizado
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por prejuizos precoces na memoria episddica, consistente com alteracdes
neuropatolégicas precoces no cortex entorrinal e na formacdo do hipocampo
(ARAUJO et al., 2017).

Varios estudos sobre a memoria episdédica em humanos descrevem um
padrdo simétrico para o seu desenvolvimento, em forma de U invertido, no qual
h& um maior desenvolvimento durante a infancia (inicio com 3-4 anos de idade)
e um declinio natural e constante apos 25-30 anos (idade adulta) (MARTIN-
ORDAS et al., 2010). No entanto, pacientes com comprometimento cognitivo
leve (estagio prodrémico) perdem a capacidade de conseguir usar informacdes
sobre como os eventos sdo relacionados uns com os outros, a fim de aprender
e organizar suas memorias de forma mais eficaz, mesmo em tarefas que exigem
pouco esforco e motivacédo (WEINGARTNER et al., 1981; GREENE et al., 1996).

1.2.4Doencatipo-Alzheimer — uma nova terminologia

Para alguns autores a DA é uma patologia exclusiva dos seres humanos por
acreditarem que mesmo intimamente associada a disfuncbes cognitivas
presentes em animais, as lesdes neuropatoldgicas tipicas em humanos
dificilmente séo vistas em mamiferos ndo primatas e primatas ndo humanos,
desenvolvendo, assim, uma forma semelhante, porém, incompleta da doenca.
Tais diferencas sao encontradas em achados neuropatolégicos interespécies
como, por exemplo, em cées e gatos que apresentam deposi¢cdes amiloides por
meio de formacédo de placas difusas, enquanto que em humanos, os agregados
de peptideos p-amiloides ocorrem como placas neuriticas e depdsitos
vasculares de p-amiloide (ARENDT et al., 2017).

No entanto, outros autores discordam. Em uma revisdo geral sobre as
alteracdes cerebrais senis em primatas ndo humanos, realizada por Toledano e
colaboradores (2012), demonstraram que primatas ndo humanos senis
apresentavam caracteristicas morfolégicas, histoquimicas e cognitivo-
comportamentais semelhantes as observadas em humanos idosos normais,
além de outras caracteristicas indicativas de um envelhecimento patologico do

“tipo Alzheimer”.
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Curiosamente, deposicoes de agregados p-amiloide encontrado em
humanos foram observados nos cérebros de macacos do Novo e Velho Mundo,
como saguis (Callithrix jacchus) (GEULA et al., 2002), macacos rhesus (Macaca
mulata) (MARTIN et al., 1991; PODURI et al., 1994), macacos de cauda longa
(Macaca fascicularis) (KIMURA et al., 2003), Vervet do Caribe (Chlorocebus
aethiops) (LEMERE et al., 2004), macacos-esquilo (Saimiri sciureus) (WALKER
et al., 1987) e saguis de algodoeiro (Saguinus oedipus) (LEMERE et al., 2008),
indicando mecanismos semelhantes na formacao patologica de B-amiloide entre
macacos e humanos.

Enquanto que a taupatia resultante da formagdo de emaranhados
neurofibrilares de proteinas tau, é raramente de encontrada em macacos e
outros animais, apesar da presenca da deposicdo de b-amiloide nestas
espécies. Aparentemente, o Chimpanzé comum (Pan troglodytes) (ROSEN et
al., 2008) e o Gorila da planicie ocidental (Gorilla gorilla gorilla) (PEREZ et al.,
2013) conseguem se aproximar das alteracdes patolégicas amiloide e tau
encontrada em humanos. Mesmo assim, niveis de placas amiloides e depdsitos
de proteinas tau intra e extracelulares observados em pacientes humanos com
DA nunca foram observados em nenhum modelo animal natural (ARENDT et al.,
2017).

Existem algumas hipéteses para explicar a auséncia de emaranhados
neurofibrilares em animais ndo humanos. Por exemplo, em cdes as sequencias
de aminoacidos da proteina tau difere da de humanos, podendo afetar a
formacdo dos emaranhados neurofibrilares em cédes. Outra hipétese € de que
estes animais ndo vivam tempo suficiente para o surgimento dos emaranhados
neurofibrilares no cérebro (DEWEY et al., 2019). Por esta razao, tais autores
consideram a terminologia “Doencga tipo-Alzheimer” para outras espécies

animais.

1.2.5 Sindrome da Disfunc¢&o Cognitiva Canina

A sindrome da disfuncéo cognitiva (SDC) é um disturbio neurodegenerativo
progressivo, em que caes idosos desenvolvem déficits cognitivos comuns a DA.

Tais déficits incluem alteragbes em processos mentais de percepcao,
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consciéncia, aprendizado, memoria e tomada de decisdes. A medida que os
animais de estimacao envelhecem, mudancas de comportamento podem ser a
primeira indicacdo de declinio de saude e bem-estar (CUMMINGS et al., 1996
b; FRANK, 2003; HECKLER et al., 2010; LANDSBERG et al., 2012).

Varios estudos demostraram uma correlacdo positiva entre deficiéncias
cognitivas e aumento da formagédo de placas senis difusas de B-amil6ide,
observadas principalmente no cérebro de cées idosos (CUMMINGS et al.,
1996a; SATOU et al., 1997; ARAUJO et al., 2017). Por outro lado, ainda nao
esta bem esclarecido quanto a neuropatogenia dos emaranhados neurofibrilares
de proteina tau. Sabe-se que varios epitopos de tau fosforilados, mesmo que
em menor quantidades quando comparados com humanos, sdo encontrados no
cérebro canino envelhecido e podem estar ligados a alteragbes
comportamentais associadas a sindrome de disfuncdo cognitiva. No entanto,
nao esta elucidado se a taupatia em cées leva a perda sinaptica e celular como
ocorre em humanos (ARAUJO et al., 2017).

Head et al. (2010) referem que cées idosos também desenvolvem uma
deposicao substancial de amiloide com a idade, frequentemente comparavel aos
casos de DA. Ao contrario dos emaranhados neurofibrilares de proteina tau, que
podem levar varias décadas, a patologia do depdsito de B-amiloide ocorre em
uma idade muito mais jovem. A proteina p-amiloide sofre alguns processos de
clivagem resultando na producdo de uma populacdo de peptideos
heterogéneos, sendo a forma mais comum com 40 aminoacidos de comprimento

(AB4o), considerada a mais abundante (80-90%), seguida por uma forma mais

hidrofobica, de 42 aminoacidos (AB,, ; ~5-10%). Déficits grave de aprendizado
e de memoaria estdo correlacionados ao acumulo de ApB,, em placas difusas no
cérebro de caes idosos. Neste estudo, realizado por Head, utilizando 30 cdes da
raca Beagle, foi possivel detectar, no cérebro, aumentos em AgB,, em idade mais
jovem, antes dos aumentos de AB,,, sendo correlacionados com um aumento
da carga amiloide. Enquanto que nas analises em liquor cefalorraquidiano, a
AB,, diminuiu com a idade e os niveis de AB,, permaneceram constantes.

Nos seres humanos, a cognicdo é composta por multiplos dominios
cognitivos que incluem ndo apenas aprendizado e memdria, mas também

funcdo executiva, linguagem, capacidade psicomotora, atencéo e habilidades
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espaciais. Enquanto que em cdes as principais queixas clinicas estédo
correlacionadas ao acromio DISHAA, que inclui desorientacéo, alteragdes nas
interacdes sociais, ciclos de vigilia, hdbitos de eliminacéo e atividade, além do
aumento da ansiedade. Déficits de aprendizado e memodria também sé&o
frequentemente evidenciados (LANDSBERG et al., 2012).

O diagnéstico da disfuncdo cognitiva canina ainda é dificil e complexo,
necessitando inicialmente da exclusdo de quaisquer condicbes médicas e
comportamentais primarias, cujos sintomas mimetizam com o DISHAA. Testes
neuropsicolégicos validados quantificam objetivamente medidas de aprendizado
e comprometimento da memaoria que provavelmente correspondem aos sinais
da disfuncdo cognitiva. No entanto, esses testes exigem um profissional
treinado, metodologia padronizada, aparelho de avaliagcdo cognitiva e tempo e
consisténcia para avaliar o animal de estimacdo, o que 0s tornam uma opc¢ao
menos favoravel no cenario clinico (LANDSBERG e MALAMED, 2017).

Outro método possivel se da por meio de aplicacbes de questionarios que
se baseiam aos sinais clinicos referente a desorientacdo, interacdes sociais
alteradas com pessoas ou outros animais de estimacao, disturbios de sono-
vigilia, miccdo e defecacdo em locais inadequados, além de perda de outros
comportamentos aprendidos (MILGRAM et al., 1994; CUMMINGS et al., 1996 b;
RUEHL e HART, 1998; LANDSBERG et al., 2012; SVICERO et al., 2017).

Madari et al. (2015) desenvolveram um questionario, por meio de um
sistema de pontuacdo, denominado Escala de Deméncia Canina (CADES)
(Figura 01), capaz de quantificar o declinio cognitivo em cédes em niveis leve,
moderado e severo. O questionario desenvolvido é analisado através de quatro
dominios (DISH), relacionado aos tipos de mudancas no comportamento dos
caes: orientacao espacial, intera¢des sociais, ciclos de sono-vigilia e alteracdes
de defecacédo e miccdo. Através de 17 questdes (itens) aplicadas aos tutores de
seus respectivos cédes, € implantada uma escala de, no maximo, 5 pontos para
cada item, conforme a frequéncia da alteracdo comportamental observada: 0
pontos - comportamento anormal do cdo nunca observado; 2 pontos -
comportamento anormal detectado pelo menos uma vez nos ultimos 6 meses; 3
pontos - comportamento anormal notado, a0 menos, uma vez por més; 4 pontos

- comportamento anormal visto varias vezes por més; e 5 pontos -
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comportamento anormal observado varias vezes por semana. Com a somatoria
de cada dominio é possivel entdo obter um escore final quantitativo que reflete
de forma confidvel uma avaliagédo quantitativa do declinio cognitivo. Animais que
apresentam um estagio clinico compativel com alteracdes normais de
senilidade, encontram-se em um escore final de 0 a 7 pontos, enquanto que
agueles com comprometimento cognitivo leve (8 a 23), comprometimento
cognitivo moderado (24 a 44) e severo (45 a 95).

Para Landsberg e Malamed (2017), o uso de questionarios com o
envolvimento do acromio DISHAA (Figura 2), incluindo alteracdes de atividade,
disturbios de ansiedade e fobias, fornece um questionario de rastreamento mais
inclusivo e potencialmente mais sensivel. Alguns estudos demonstraram que em
casos mais graves de declinio cognitivo ha comprometimento dos quatro
dominios do acrénimo (DISH), enquanto que nos moderados ha pelo menos 2
dominios afetados, principalmente referentes a interacbes sociais e ciclos de

sono-vigilia.
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TABELA 1. Escala de Deméncia Canina (CADES), traduzido, desenvolvido por
Mandari et al. (2015), envolvendo os quatros dominios da avaliacdo da
disfuncdo cognitiva canina. (A) Orientacédo espacial. (B) Interacdo social. (C)
Ciclo do sono-vigilia. (D) Distarbios de eliminacao — defecacéo e miccéo.

Dominio/itens

A. Orientacdo espacial

1. Desorientacdo em ambiente
familiar (dentro e fora de casa)

2. Reconhecimento de pessoas e
animais familiarizados (dentro
e fora de casa/apartamento)

3. Resposta anormal a objetos
familiares (cadeira, lixeira)

4. Desorientacao (inquieto
durante o dia)

5. Habilidade reduzida em
executar uma tarefa ja
aprendida

PONTUACAO (0-25)

B. Interacdo social

6. Mudancas na interacao
tutor/céo e com outro cao
(brincando, acariciando)

7. Mudancas no comportamento
individual do cao (performance,
comportamento de explorar,
brincar)

8. Resposta a comandos e
habilidade de aprender uma
nova tarefa

9. Irritabilidade

10. Agressividade

PONTUACAO (0-25)

C. Ciclo vigilia sono

11. Respostas anormais a noite
(vocalizagéo, andar
compulsivo, inquietacéo)

12. Variacao entre insonia e
hipersonia

PONTUACAO x 2 (0-20)

D. Disturbios de eliminago

13. Eliminacdo em locais aleatorios
da casa

14. Eliminacdo no proprio canil ou
local de dormir

15. Mudancas na sinalizacéo da
atividade de eliminacao

16. Eliminacdo dentro de casa
depois de passeio

17. Eliminacdo em locais incomuns
(grama, concreto)

PONTUACAO (0-25)

PONTUACAO TOTAL
(A+B+C+D) (0-95)

Estagio clinico:

Envelhecimento normal: (0-7)
Déficit cognitivo leve: (8-23)
Déficit cognitivo moderado: (24-44)

Déficit cognitivo severo: (45-95)
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TABELA 2. Questionario, traduzido, de abordagem aos dominios cognitivos
referente ao acromio DISHAA, obtido do livro Canine and Feline Dementia:

Molecular Basis, Diagnostics and Therapy (2017).

QUESTIONARIO DE ABORDAGEM DO COMPORTAMENTO DO CAO SENIL

Instru¢des: O propdsito do questionario é identificar alteracdes no comportamento ou
o inicio de novos problemas comportamentais que surgiram desde os 8 anos utilizando

a seguinte ferramenta:

Pontuacéo (severidade): 0 = sem alteracdo; 1 = discreto; 2 = moderado; 3 = severo

SINAIS COMPORTAMENTAIS

SCORE

A. Desorientacao

Ficar preso, dificuldade em contornar objetos, ir para o outro lado
da porta

Olhar fixamente para paredes, chdo ou para o horizonte

N&o reconhecer pessoas ou animais familiarizados

Se perder em casa ou no jardim

Diminuicdo da resposta a estimulos visuais (luzes) e auditivos
(sons)

B. Interacdes sociais

Maior irritabilidade / medo / agressividade com visitas, familiares ou
outros animais

Diminuicdo no interesse de aproximacdo, cumprimento ou
brincadeiras

C. Ciclo sono vigilia

Inquieto / dormir menos/ andar a noite

Vocalizacdo a noite

D. Aprendizado e memaria de eliminacao

Diminuicdo da capacidade para aprender novas tarefas ou
responder a comandos / nome / tarefa anteriormente aprendidos

Eliminacdo de urina ou fezes dentro de casa - diminuicdo da
sinalizacdo para sair

Dificuldade de chamar a atencéo do cdo / aumento da distracéo /
diminuicdo do foco

E. Atividade

Diminuicéo na exploracéo de brinquedos e brincadeiras, membros
da familia e outros animais

Aumento da atividade - andar sem rumo

Repeticdo de comportamentos (ex. andar em circulos, mastigar,
lamber, olhar para o horizonte)

F. Ansiedade

Aumento da ansiedade de separacdo dos donos

Mais reatividade / medo para estimulos visuais (luzes) e auditivos
(sons)

Aumento do medo de lugares / localizagdes (ex. novos ambientes
/ sair ao ar livre)
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1.2.6 Testes cognitivos em caes

Além das alteracBes neuropatolégicas estarem presentes nos cérebros
destes cées, tem sido relatado que os mesmos sdo prejudicados em uma
variedade de tarefas, incluindo o aprendizado de reconhecimento néo ligado a
amostra (DNMS) e aprendizado espacial (DNMP) (MILGRAM et al., 1994; HEAD
et al., 1995; SATOU et al., 1997). Em testes ja validados, Milgram et al. (1994),
Head et al. (1995) Adams et al. (2000) e Heckler et al. (2014) utilizaram cées
com intuito de avaliar a funcdo visuoespacial, ou seja, a capacidade do animal
de lembrar-se da localizagdo de uma determinada recompensa (teste de atraso
nao-ligado a posicdo ou DNMP) ou de lembrar-se de um objeto sob o qual se
encontra a recompensa (atraso nao-ligado a amostra ou DNMS).

Cummings et al. (1996 b) e Araujo et al. (2017) ressaltam que o DMNP € um
teste sensivel para demostrar o acumulo anormal de B-amildide no cérebro de
caes com disfungdo. Altos niveis de B-amildide no cértex pré-frontal estdo
associados com aprendizado reverso e déficits complexos de memoria de
trabalho, enquanto que o acumulo no cortex entorrinal estd associado a
prejuizos na discriminacdo de tamanho e aprendizagem de recompensa e
abordagem a objetos (CUMMINGS et al. 1996a). Landsberg et al. (2012)
descrevem, ainda, que cédes com déficits no teste DNMP também demonstram
comprometimento cognitivo e mudangas comportamentais consistentes com a
disfuncéo cognitiva, tais como ciclos alterados de sono-vigilia e diminui¢do do
contato social com humanos. No entanto, vale ressaltar que nenhum destes
testes acima avaliam a memaria episodica.

Outra limitacdo do teste DNMP, relatado por Heckler et al. (2014), € que o
exame demanda tempo diario de aproximadamente 20 minutos para ser
realizado na rotina clinica e requer uma aprendizagem de recompensa e de
abordagem ao objeto, resultado em, aproximadamente, 10 dias consecutivos de
treinamento. Outra desvantagem, ainda, é a necessidade de um profissional
treinado e equipamento especifico. Além do mais, os testes ndo podem ser
realizados com qualquer animal, pois caes especialmente inseguros ou

submissos apresentam dificuldades na execucéo dos testes.
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1.2.7Testes de avaliagdo da memoria episodica

Templer e Hampton (2013) questionam os testes que avaliam a memdéria
episodica restritamente pelo fato de demonstrar se o individuo é capaz de

M

distinguir o “o que” “quando” e “onde” de um determinado evento passado. Para
eles, estd abordagem pode apresentar falhas, pois até mesmo em humanos
existem memdérias semanticas que incluem o que aconteceu, onde aconteceu e
guando aconteceu, como o conhecimento de fatos histéricos, além de que ndés,
humanos, também apresentamos memorias episddicas que nado incluem todos
esses trés elementos. Sendo assim, estes autores acreditam que a memdria
episodica possa ter sofrido alteracdes evolutivas entre as espécies de modo a
combinar suas capacidades cognitivas com as demandas ecologicas
especificas de cada espécie em questdo, tornando uma Unica concepc¢ao de
memoria episodica excessivamente restritiva, sendo dificil confiar em apenas
um conjunto especifico de critérios para identificar a memaria episddica entre
espécies diferentes.

Varios estudos utilizando aves (CLAYTON e DICKINSON, 1998), ratos
(EACOTT e NORMAN, 2004), macacos (MARTIN-ORDAS et al.,, 2010;
TEMPLER e HAMPTON, 2013) e cées (FUJITA et al., 2012) demonstraram que
animais ndo humanos (‘ndo verbais’) também sao capazes de utilizar a memoria
episédica. O comprometimento deste tipo de memadria em animais ndo humanos
também foi correlacionado com lesfes hipocampais, observados em macacos
(GAFFAN, 1994) e ratos (FORTIN et al., 2002).

Em um estudo realizado por Martin-Ordas et al. (2010), foi adaptado um
teste de memdria a partir do modelo desenvolvido por Clayton e Dickinson
(1998) e Clayton et al. (2001). Neste estudo foram utilizados sete chimpanzés,
trés orangotangos e dois bonobos de idades distintas a fim de investigar se os
grandes simios eram capazes de codificar informacédo sobre o que, onde e
guando. De fato, a resposta ao teste foi positiva ao concluirem que os macacos
possuem memoria episodic-like. Além disso, o desempenho de chimpanzés e
bonobos no teste mostrou uma curva em forma de U invertido dependente da

idade, podendo indicar que humanos, chimpanzés e bonobos compartilham
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alguns mecanismos de codificagdo e armazenamento de informacdes, embora
haja a necessidade de mais pesquisas para corroborar esta ideia.

Em uma revisdo e andlise geral de estudos que utilizaram primatas nao
humanos como modelo experimental, cujo objetivo era de avaliar a existéncia
da memodria episdédica em primatas ndo humanos, foi encontrado evidéncias
compativeis com a existéncia de memdria episddica por meio de execucédo de
testes de aprendizagem especificos, em que conduziam o animal a utilizar da
memoria episddica para recuperar informacdes de eventos passados, apesar de
ndo satisfazerem completamente os critérios de Clayton et al. (2001),
principalmente por ndo haverem testes definitivos para determinar se animais
ndao humanos, de fato, podem recuperar, de forma consciente, 0 componente
"guando” de um evento (um dos elementos dos critérios para evocacdo da
memoria episodica - WWW) (SCHWARTZ; EVANS, 2001).

Em habitat natural € possivel visualizar comportamentos de animais nao
humanos que necessitam da memoaria episodica. Macacos utilizam a memoria
episddica para ajudar a rastrear como maior exatidao as rela¢des sociais dentro
de um grupo, assim como lembrar quais individuos sdo amigos ou inimigos,
oferecendo vantagens importantes na vida dos primatas. Outro cenario natural
da utilizacdo da memoaria episddica € aplicado a procura de alimentos, a qual
permite que estes primatas se lembrem eficientemente onde estédo os alimentos
e outros recursos localizado no espaco (SCHWARTZ; EVANS, 2001).

No entanto, pesquisas que buscam avaliar a memadria episodica por meio
dos elementos WWW (what-where-when) sdo constantemente criticados pelo
fato de considerar fatores especificos e individuais do ser humano para
comprovar a existéncia de tal memaoria nos demais animais, sem considerar uma
possivel adaptacao evolutiva individual de cada espécie e a impossibilidade de
avaliar a autoconsciéncia dos mesmos (BINDER et al., 2015; TEMPLER,;
HAMPTON, 2013b).

Por esta razao, estudos que comprovem a utilizacdo da memaria episodica
em animais ndo verbais por meio do uso de uma memodria incidental sdo mais
promissores (FUJITA et al., 2012; SINGER; ZENTALL, 2007; ZENTALL et al.,
2008; ZHOU; CRYSTAL, 2011; ZHOU et al.,, 2012). A recuperagdo de

informagBes pode ocorrer por meio de codificacdo acidental (memdria
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incidental), ou seja, a codificacdo de uma memodria ocorre acidentalmente
guando a obtencdo de informagBes aparentemente sem importancia é
armazenada, sem saber se esta sera util futuramente. Desta forma, a informacéao
recebida é codificada acidentalmente, ndo sendo possivel transforma-la em um
plano de acdo especifico, tampouco sendo capaz de desenvolver uma memoria
de aprendizagem sobre tal informacdo. Sendo assim, o desempenho de uma
animal frente a um teste inesperado, necessita da utilizacdo da memdria de
episodios vivenciado anteriormente, ou seja, recuperacdo de uma memdria
episodica (ZHOU; CRYSTAL, 2011; ZHOU et al, 2012).

Fujita e colaboradores (2012) avaliaram a memodria incidental em trinta e
nove caes domésticos (18 machos e 21 fémeas), entre 8 meses a 10 anos de
idade, por meio de um teste no qual observaram a resposta dos animais frente
exposicao a 4 recipientes, diferentes em dimensoes, tais como forma, tamanho
e cor. Este estudo forneceu fortes evidéncias de que cdes sdo capazes de
recuperar, espontaneamente, a memoria de episédios vivenciados
anteriormente, sendo assim, considerados capazes de utilizar a memoria
episddica recuperando informacdes, tais como “o que” e “onde”.

Na DA, os estagios mais avancados resultam em quadro de deméncia
evidente com comprometimento de varios dominios cognitivos, tais como
disfuncdes da memoria, da funcéo executiva e da atencéo, além das habilidades
visuoespaciais e linguagem. No entanto, antes de alcancar um estagio tardio e
avancado da doenca, o comprometimento da memoria episédica indica, a priori,
uma alteracdo cognitiva leve, sendo considerado um estagio prodrémico, no
qgual futuramente o paciente ird desenvolver a DA. Sendo assim, torna-se
essencial a identificacdo de alteracdes da memdria episddica como método
precoce do diagndéstico da DA (ALBERT et al., 2011).

Diversos testes, ja validados na medicina veterinaria, foram desenvolvidos
para avaliacdo cognitiva de cédes idosos, tais como aprendizado de
reconhecimento ndo ligado a amostra (DNMS) e aprendizado espacial (DNMP)
(MILGRAM et al., 1994; HEAD et al., 1995; SATOU et al., 1997; ADAMS et al.,
2000; HECKLER et al., 2014). No entanto, nenhum destes avaliam a memaria

episddica.



35

1.31.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Comparar a expressdo da evocagdo da memoria episodica em cées

higidos idosos de ambos os sexos em funcéo da idade.

1.3.2 Objetivos especificos

- Padronizar um teste cognitivo especifico capaz de avaliar a memoaria
episodica em cées;
- Avaliar a influéncia do peso, sexo e idade sob a probabilidade de acerto

ao teste.
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CAPITULO 2
TRABALHO CIENTIFICO
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O declinio da memadria episodica em cées (canis lupus familiaris) idosos
clinicamente saudéaveis

Resumo

A memdria episodica, em humanos, é particularmente dependente da integridade do
hipocampo e estruturas correlacionadas ao mesmo. A deposi¢do de B-amil6ide resulta na
atrofia hipocampal e, consequentemente, em déficits de memoria episddica em individuos
idosos. Desde que estudos com aves, ratos, macacos e cdes demonstraram capacidade de
utilizacdo da memdria episddica nestas espécies, estudos visando maior compreensao
desta memoria em animais ndo humanos tornaram-se promissores para o0
desenvolvimento de novos modelos translacionais para doengas neuro-degenerativas,
visto a intima correlagdo do declinio da memdria episodica com o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer, em humanos. Com o objetivo de avaliar a memoria episodica em
uma populacdo canina saudavel, foi desenvolvido e aplicado um teste de evocacdo da
memoria episddica em 90 cdes domésticos (Canis lupus familiaris) clinicamente sadios,
com idades variaveis, de ambos sexos e racas distintas. Os resultados indicaram que a
idade foi o principal fator que afetou a perda cognitiva. As variaveis sexo e peso corpéreo
também apresentaram efeitos significativos sob a probabilidade de acerto. De modo geral,
fémeas apresentaram um nivel de acerto menor comparados aos machos e ao analisar a
interacdo entre sexo e peso, também foi encontrado diferenca estatistica significativa,
demonstrando que fémeas de menor peso tiveram desempenho de acerto menor, quando
comparado ao sexo oposto. No entanto, a Unica varidvel que se comportou de forma
igualitaria entre os grupos foi a ‘idade’. Animais idosos apresentaram uma probabilidade
de acerto menor quando comparados com cdes mais jovens, independente do sexo e peso
corporeo animal. Desta forma, nosso estudo demonstrou a existéncia e utilizacdo da
memoria episodica na espécie canina e identificou um declinio significativo em cées
geriatricos clinicamente saudaveis, mesmo sem alteracbes clinicas neuro-

comportamentais evidentes.

Palavras-chave: déficit cognitivo; testes cognitivos; deméncia; meméria episodic-like.
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1 Introducgéo

O termo memdria episddica € utilizada para determinar aquela que apresenta a
capacidade de receber e armazenar informagdes sobre episddios ou eventos
temporalmente datados, contendo, também, relacbes espaco-temporais entre esses
eventos. Classicamente, a evocacdo da memoria episddica era atribuida especificamente
a espécie humana capaz de verbaliza-la (memdria declarativa, autobiografica) e lembrar
conscientemente da experiéncia ou evento ocorrido (autoconsciéncia) [1,2].

Pesquisadores nas Ultimas duas décadas revelaram evidéncias de memoria episodica
em animais ndo humanos. Estudos realizados em corvideos [3] e ratos [4,5] demostraram
que estes animais também eram capazes de utilizar os critérios comportamentais da
memoria episddica sobre um evento passado, independentemente de apresentarem, ou
nao, a autoconsciéncia. Para este fendmeno utilizou o termo memoria “episodic-like” [3—
10]. Posteriormente demais estudos foram desenvolvidos, alguns utilizando macacos
[7,11,12] e outros cdes domésticos [13,14], demostrando a utilizacdo da memoria
episodic-like nestas espécies.

E possivel que a memoria episodica possa ter sofrido alteracdes evolutivas entre
espécies, de modo a combinar suas capacidades cognitivas com as demandas ecoldgicas
especificas de cada espécie em questdo. Desta forma, torna-se dificil confiar em apenas
um conjunto especifico de critérios para identificar a memoria episodica entre espécies
diferentes [11]. O fato de que animais ndo humanos ndo sdo providos de linguagem falada
pode ser intimamente comparada as criancas que ainda ndao aprenderam a dominar a
expressao verbal da linguagem, ainda que ja o compreendam, mesmo limitadamente.
Tanto nas criangas, como em mamiferos e aves, € aplicavel o conceito “minimalista” de

memoria episddica [15].
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A memodria episddica em humanos é particularmente dependentes da integridade do
hipocampo e estruturas correlacionadas ao mesmo, enquanto outros tipos de memoria ndo
sdo [11,16]. Estudos de memdria episddica se tornaram altamente relevantes por se tratar
de uma memoria extremamente sensivel as degeneracdes hipocampais, tais como aqueles
apresentados por deposigdo de B-amildide que precedem o desenvolvimento da doenca
de Alzheimer (DA) [17]. Desta forma, a identificagdo precoce de alteragdes da memoria
episodica pode ser primordial como método precoce do diagndstico da DA [18].

O comprometimento deste tipo de memoria em animais ndo humanos também foi
correlacionado com lesfes hipocampais, observados em macacos [19] e ratos [20]. Por
esta razdo, torna-se necessario uma melhor compreenséo da utilizagdo da memoria
episodica em animais ndo humanos, visando futuros estudos translacionais para doencas
neurodegenerativas que afetam a memoria episodica em humanos.

Os cdaes podem constituir uma abundante fonte de informacdes ja que consistem em
uma populacdo abundante e longeva, sendo considerados modelos experimentais
promissores por serem capazes de desenvolver distirbios neurodegenerativos precoces,
como na sindrome da disfuncéo cognitiva (SDC), onde desenvolvem deéficits cognitivos
comuns a DA [21] e por apresentarem uma composi¢ao B-amiloide aproximadamente
98% similar ao de humanos [22].

Na DA, a mulher apresenta uma maior probabilidade em desenvolver a doenca
quando comparada ao sexo masculino, isto ocorre devido a fatores genéticos relacionados
a apolipoproteina E €4 (APOE- &4) e também aos mecanismos fisiopatologicos
neuroendocrinos decorrentes da transicdo da menopausa [23,24].

Nenhum dos estudos, supracitados, avaliaram a evocacdo da memoria episodica em
grupos de faixa-etaria distintas, assim como ndo houve até o presente momento um estudo

de comparagdo entre sexo e raga, por exemplo. Muito se sabe sobre a memoria episodica
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em humanos, no entanto, tais questdes ainda sdo grandes incdgnitas quando se refere a
animais ndo-humanaos.

Visando uma melhor avaliacdo da evocagdo da memdria episodica na espécie canina,
foi desenvolvido um teste de memdria cujo objetivo foi avaliar a capacidade de caes de
utilizarem a memoria episodica e analisar o efeito da idade, sexo e peso corporeo sob a

probabilidade de acerto ao teste.

2 Material e métodos

Todos os procedimentos de coleta de informagdes e imagens foram aprovados pela
Comisséo de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Unesp
— Botucatu - S&o Paulo - Brasil, protocolo CEUA 0042/2019 de acordo com 0s preceitos
da Lein® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao

Animal - CONCEA.

2.1 Selecédo dos animais

Para o estudo foram recrutados 90 cdes domesticos (Canis lupus familiaris),
compostos por 26 racas distintas, sendo 43 machos e 47 fémeas e com idades variaveis,
entre 8 meses a 20 anos. Dentre os 90 caes, a maior parte foi constituida de caes “sem
raga definida” (SRD), totalizando 34 cées. Os demais 56 caes, foram compostos de ragas
puras distintas.

A faixa-etaria dos animais foi deduzida por meio da classificacdo proposta por
Goldston [25] que correlaciona a idade com o peso e tamanho corporeo, desta forma, cédes
pequenos (< 9,0 kg) foram considerados idosos apds 0s 11,48 + 1,86 anos de idade. Cées
de tamanho médio (9,1 a 23,0 kg) sdo idosos apds 10,19 + 1,56 anos de idade e cdes

grandes (23,1 - 40,0 kg) apds 8,85 * 1,38 anos.
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Foram inclusos apenas cdes clinicamente saudaveis, sem queixa clinica ou doengas
pré-existentes de carater sistémico, tais como doencas cardiovasculares, neurologicas,
enddcrinas, dentre outras. Animais com alteragdes oftalmoldgicas também ndo fizeram
parte do teste. Os tutores e animais ndo apresentavam nenhuma familiaridade com a sala
de teste, tampouco com o teste em si, sendo toda experiéncia inédita aos participantes.

Aos proprietarios dos cdes idosos foi aplicado o questionario de Deméncia (CADES)
desenvolvido por Madari et al. [26]. O questionario proposto foi analisado através de
quatro dominios (DISH), relacionado aos tipos de mudangas no comportamento dos cées:
orientacéo espacial, interagdes sociais, ciclos de sono-vigilia e alteracdes de defecacdo e
miccdo, em que através de 17 questOes (itens) respondidas pelos tutores de seus
respectivos cdes, foi implantada uma pontuacdo final.

Animais que apresentaram um estagio clinico compativel com alteracdes normais de
senilidade, encontraram-se em um escore final de 0 a 7 pontos, enquanto que aqueles
com comprometimento cognitivo leve (8 a 23), comprometimento cognitivo moderado
(24 a 44) e severo (45 a 95). Sendo assim, s6 constituiram parte da populacdo canina
higida, cédes idosos que apresentaram nenhuma alteracdo ao questionario ou uma

pontuacdo abaixo de sete.

2.2 Teste de Evocacdo da Memdria Episddica Canina (TEMEC)

Para avaliar a memoria episddica canina, foi aplicado um teste embasado no estudo
de Fujita et al. [13], porém, com modificacdes, de modo que a recordacdo de informacdes
passadas ocorresse por meio de codificacdo acidental, ou seja, a resposta ao teste ocorre
de forma inesperada, sem o desenvolvimento de um aprendizado ou uso de uma memoria
planejada.

O teste foi constituido pela apresentagdo inicial de quatro recipientes, diferentes em

formato, tamanho e cor. A aparéncia de cada recipiente era variavel entre diametro,
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largura e comprimento, assim como as cores: branco, vermelho, azul e cinza. Como
recompensa foram utilizados pequenos pedacos de carne bovina cozida, salsicha ou saché
industrializado, dependendo da preferéncia do animal. Para aumentar a atencdo dos
animais ao teste, todos os cées foram submetidos a jejum alimentar de, a0 menos, 08 a
12 horas. Os recipientes, sem tampas, eram de plastico e ndo transparentes a fim de que
0 animal necessitava se aproximar dos recipientes para ser possivel identificar o conteido
em seu interior. Os cédes foram conduzidos individualmente a uma sala adaptada para a
execucdo do teste (Figura 1).

Antes da execucdo do teste, os cdes foram pesados em balanca digital e por meio do
peso corpdreo foi estipulado o porte animal de cada um, assim como a categorizagcdo em
jovem-adulto ou idoso, conforme classificacdo proposta por Goldston [25].

Inicialmente, os cdes foram submetidos a duas fases de exposicéo, precedendo a
fase-teste (Figura 2). No primeiro momento, 0s animais foram expostos a 4 recipientes
igualmente distribuidos no centro da sala, na seguinte ordem (da esquerda para direita):
azul, cinza, vermelho e branco. Destes, dois recipientes (azul e vermelho) continham um
pedaco pequeno de carne bovina cozida, em cubos, em seu interior (ou alimento da
preferéncia do animal). O pote branco continha uma pedra (objeto ndo comestivel),
enquanto que o cinza permaneceu completamente vazio.

O céo era conduzido, na coleira, pelo seu tutor até um ponto fixo marcado no chéo,
mantendo uma distancia de, aproximadamente, 1,5 metros de cada recipiente. Assim que
0 animal se acalmava e se mantinha acomodado no local, o tutor conduzia o animal, ainda
pela coleira, até os recipientes, um de cada vez, na seguinte ordem: pote azul, cinza,
vermelho e branco. Apds explorar, cuidadosamente, todos 0s recipientes sem permitir a
captura dos alimentos, era entdo autorizado que o cdo capturasse o alimento presente no

primeiro recipiente (azul). Em sequida, o animal era conduzido a uma fase de intervalo,
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no qual permanecia fora da sala para que pudesse caminhar e se distrair durante 10
minutos.

Depois, 0 animal retornava a sala de teste e era submetido a uma segunda exposicao.
Diferente da fase anterior, nesta, o recipiente que antes foi consumido permaneceu vazio,
enquanto que os demais continuaram contendo seus respectivos objetos em seu interior.
Nesta segunda visita aos recipientes, nao foi autorizado a captura do Unico alimento
restante, presente no pote vermelho. Sendo assim, apenas realizado a exploracéo visual
dos potes e do que continha em seu interior. Ao término desta fase, uma nova fase de
intervalo foi aplicada.

Desta vez, durante o intervalo de 10 minutos, todos os recipientes utilizados
anteriormente foram trocados por outros idénticos, porém, limpos e sem odor de carne,
exatamente no mesmo lugar. Neste momento nenhum objeto foi colocado nos
recipientes, com o objetivo de controlar as pistas olfativas que poderiam “guiar’” o animal
durante a escolha dos recipientes.

Por fim, assim que trazidos de volta a sala e colocados no mesmo ponto marcado no
chdo, os cées foram soltos da coleira (sem antes precisar explorar as caixas) e
permaneceram livres para explorar os recipientes espontaneamente (fase teste). O
término do teste foi decretado quando: o céo visitava 0 recipiente de seu interesse;
permanecia inerte na area de teste, ndo demostrando interesse pelos recipientes; ou
retornava a seu tutor.

Foi considerado “acerto” apenas aqueles que visitaram primeiro o pote de cor
vermelha (do qual era o Unico que poderia lhe oferecer uma recompensa).

Todas as fases do teste foram gravadas por uma camera amadora (via celular), a qual

foi disposta na lateral da sala, atras de uma porta que continha um orificio, por onde a
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camera foi alocada (Figura 3). Desta forma, o animal ndo teve acesso visual direto ao

celular, tampouco a pessoa da qual segurava o aparelho.

FIGURA 1. Imagem fotografica da sala utilizada para execu¢cdo do TEMEC. A.
Demonstracdo do local inicial (seta em branco) onde os animais séo colocados antes da
execucdo de cada fase do teste e do distanciamento, equidistante, do animal até os
recipientes (linha tracejada em amarelo). B. Visualizacdo da disposi¢do dos recipientes
dentro da sala. Note as diferencas de tamanho, cor e formato entre eles, além da
necessidade de aproximacao, por parte do animal, para identificar o conteudo em seu

interior.
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FIGURA 2. Teste de Evocacdo da Memoria Episddica Canina (TEMEC). (A).
Imagem ilustrativa do modelo de execucdo do teste. Note que cada fase condiz a um
evento (episédio) diferente que sera vivenciado pelo animal.

S

Sala de
gravacéo

w3 oob

Sala Teste |

FIGURA 3. Sala teste. Imagem ilustrativa da sala de teste, indicando o posicionamento
dos recipientes, da camera, do animal ao iniciar o teste e das medidas da sala (em
centimetros). Observe que a filmagem foi feita na lateral da sala (sala de gravacéo). Dessa

forma, o animal ndo teve acesso visual ao celular e nem a pessoa gque 0 segurou.
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2.3 Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizado uma andlise descritiva da interacdo entre peso (porte
animal), média de idade, sexo e percentual de acerto da populacdo canina estudada
(Tabela 1). Para verificar se a chance de acerto/erro pode ser explicada pela idade
(variavel numérica continua), peso corpéreo (varidvel numérica continua) e sexo
(variavel categorica de dois niveis — macho/fémea), considerando também o possivel
efeito de uma interacdo entre as trés variaveis ou interacfes entre duas variaveis (sexo x
idade, sexo x peso e idade x peso) ajustou-se 0 modelo de regresséo logistica para dados
binarios (acerto = 1; erro = 0) com a fungdo de ligagdo “Logit”, usando a fungdo “glm”
do programa R (R Core Team, 2019).

Para a realizacdo da regressdo logistica, a priori, foi construido um modelo completo
considerando os efeitos lineares de sexo, idade, peso corporeo e das interagdes: sexo X
idade, sexo x peso, idade x peso e sexo x idade x peso. Conforme os valores de
significancia das variaveis e interacdes obtidos, 0 modelo foi sendo ajustado pelo método
de ‘backward selection’ até alcancar um modelo final, com melhor fitness comparado
aos outros modelos utilizando como base o valor de AIC [27]. No modelo completo,
nenhuma variavel foi significativa (Tabela 2), desta forma o ajuste foi feito retirando
primeiro a interacdo entre as trés variaveis. Com isso, um novo modelo foi obtido, com
melhor AIC, e as interacBes ndo significativas foram sendo removidas uma a uma,
criando-se novos modelos, até chegarmos no modelo final, onde a probabilidade de

acertos foi predita por: sexo, idade, peso e pela interacdo sexo x peso (Tabela 2).

3 Resultados

Em relacdo a anélise descritiva, observamos que os animais idosos, aparentemente

sem nenhuma alteragdo cognitiva evidente, apresentaram uma probabilidade de acerto
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menor quando comparados com cées mais jovens (Tabela 1). Dos 60 cées jovens-adultos
apenas 9 erraram o teste, mantendo uma porcentagem de acerto de 85%. Enquanto que o
nivel de acerto dos idosos foi menor, em aproximadamente 63%, visto que 11 dos 30
idosos erraram. Em geral, cdes fémeas tiveram um percentual de acerto menor
comparado aos machos, 70% e 86% respectivamente. Foi notado, ainda, que cdes com
peso corpéreo menor a 9 kg (porte pequeno), tanto jovens quanto idosos, apresentaram
uma taxa de acerto menor comparado a cdes de medio e grande porte.

Por meio da regressao logistica utilizada na analise estatistica, foi capaz de identificar
fatores significativos que influenciaram a probabilidade de acerto ao teste. O modelo
final obtido, evidenciou efeitos significativos de sexo, idade, peso e interacdo entre sexo

e peso (Tabela 2).

TABELA 1. Variacdo de percentual de acerto entre porte, idade e sexo.

Porte Idade média Sexo Total Acerto
(anos) M F

Pequeno

Jovem-adulto 4,6 10 13 23 17 (73,9%)
Idoso 10,4 6 5 11 4 (36,3%)

Medio

Jovem-adulto 4,0 11 12 23 22 (95,6%)
Idoso 11,6 4 5 9 6 (66,6%)

Grande

Jovem-adulto 3,7 9 5 14 12 (85,7%)
Idoso 9,8 3 7 10 9 (90%)
Total 43 47 90

Acerto 37 (86%) 33 (70%)
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TABELA 2. Formulagéo e resultados estatisticos para os modelos usados na analise.

InformagBes sobre os modelos de regressdo logistica ajustados para predizer as

probabilidades de acerto de cdes no Teste de Evocagdo de Memoria Canina (TEMEC).

Cada linha representa uma variavel preditora ou interacdo dentro do respectivo modelo.

O asterisco indica efeito significativo da varidvel ou interacdo dentro do modelo de

regressao logistica (P <0.05).

Fatores

Modelo completo:

Intercepto
Sexo
Idade
Peso
Sexo x ldade
Sexo x Peso
Idade x Peso
Sexo x Idade x Peso

Modelo final:

Intercepto
Sexo
Idade
Peso

Sexo X Peso

Estimativas

0.70124
5.08284
-0.20941
0.15834
-0.25693
-0.30462
-0.00414
0.02257

0.74664
3.05362
-0.21031
0.12166
-0.14780

Erro Padrao

1.59213
3.05667
0.18061
0.13621
0.31238
0.16622
0.01488
0.01912

0.90963
1.13399
0.07707
0.04784
0.06334

valor z

0.440
1.663
-1.159
1.162
-0.822
-1.833
-0.278
1.180

0.821
2.693
-2.729
2.543
-2.333

valor p

0.6596
0.0963
0.2463
0.2450
0.4108
0.0669
0.7809
0.2379

0.41175
0.00709 *
0.00636 *
0.01099 *
0.01963 *

Os resultados obtidos, pelo modelo final da Regressdo Logistica, demonstraram

que fémeas de menor peso tiveram desempenho de acerto menor, quando comparado ao

sexo oposto, este desempenho sé melhorou com o0 aumento do peso. Os machos de peso

menor mostram maior probabilidade de acerto, porém, houve um decréscimo sutil no

desempenho a medida em que 0 peso corpOreo aumentava. Esse comportamento foi

devido a interacdo entre sexo e peso (Figura 4).

O efeito da idade ndo teve interacdo com o sexo, tampouco com o porte animal,

0 grupo idoso apresentou menor probabilidade de acerto em machos e fémeas,

independente do peso corpéreo (Figura 5).
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FIGURA 4. Andlise do efeito peso e sexo. Imagem grafica demonstrando os efeitos

de significancia (sexo e da interagé@o entre peso e sexo) sob a probabilidade de acerto.
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Figura 5. Efeito idade sob probabilidade de acerto. Grafico demonstrando a relacdo
da probabilidade de acerto mediante o efeito idade (p = 0.00636,). Nota-se o declinio
encontrado na populacdo de cdes mais velhos, em ambos os sexos, resultam em menor

percentagem de acerto ao longo da vida, independente do peso corpdreo animal.
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4 Discussao

Foi desenvolvido um teste com a capacidade de avaliar a memoria episddica em cées.
Embora haja controversas sobre 0 uso da memoria episodica em animais ndo humanos,
alguns estudos ja apresentaram evidéncias de que, a0 menos, 0 uso de uma memdria
semelhante, adaptada, pudesse ser usado por estes [3-5,11,12].

Pesquisas que buscam avaliar a meméria episodica por meio dos elementos WWW
(what-where-when) sdo constantemente criticados pelo fato de considerar fatores
especificos e individuais do ser humano para comprovar a existéncia de tal memoria nos
demais animais, sem considerar uma possivel adaptacdo evolutiva individual de cada
espécie e a impossibilidade de avaliar a autoconsciéncia dos mesmos [8,11].

Por tal razéo, estudos que comprovem a utilizagdo da memdria episddica em animais
ndo verbais por meio do uso de uma memoria incidental sdo mais promissores [13,28—
31]. A recuperacdo de informacbes pode ocorrer por meio de codificacdo acidental
(memodria incidental), ou seja, a codificacdo de uma memdria ocorre acidentalmente
quando a obtencdo de informacdes aparentemente sem importancia é armazenada, sem
saber se esta serd util futuramente. Desta forma, a informacao recebida é codificada
acidentalmente, ndo sendo possivel transforma-la em um plano de agdo especifico,
tampouco sendo capaz de desenvolver uma memdria de aprendizagem sobre tal
informacdo. Sendo assim, o desempenho de uma animal frente a um teste inesperado,
necessita da utilizacdo da memoria de episddios vivenciado anteriormente, ou seja,
recuperacdo de uma memoria episodica.

O atual estudo desenvolveu um teste que corrobora com 0s quesitos da avaliacdo da
memoria episddica através da codificacdo incidental dos eventos vivenciados. Cada fase
do TEMEC faz com que o céo passe por eventos distintos entre si, sendo necessario

utilizar a memoria episodica para recordar de eventos passados para conseguir executar
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0 teste com sucesso. Tal metodologia corrobora com os ja descritos na literatura
[13,14,21].

Neste estudo, buscou-se avaliar o efeito da idade, sexo e peso sob a memoria
episodica canina. Os dados estatisticos demonstraram que 0s cées de pequeno porte
apresentaram uma menor tendéncia ao acerto. Em um estudo [32], foi analisado o0s
componentes da fungéo executiva, que eles definiram como "um conjunto de habilidades
cognitivas envolvidas no controle comportamental, incluindo memoria de trabalho e
inibicdo". Os dados obtidos demonstraram resultados evidentes de que cdes maiores sao
capazes de se lembrar com maior preciséo e reter a memaria por um periodo mais longo
quando comparados aos cdes menores. Os pesquisadores aprimoraram suas medidas para
obter uma melhor indicagdo do tamanho do cérebro, incorporando o tamanho e a forma
do crénio para as varias ragas de cdes. Quando o fizeram, os dados apoiaram a hipotese
de que tamanhos maiores de cérebro, em cdes, estdo associados a um melhor desempenho
cognitivo. Esta hipotese pode ser considerada aos resultados do efeito ‘peso’ encontrados
no presente estudo, no entanto, futuros estudos devem ser desenvolvidos para avaliar o
desempenho do uso da memoria episodica em cées de diferentes portes corporeos.

Uma hipdtese ad hoc é que o erro ao teste também possa sobre influéncia do
comportamento individual do animal que, por sua vez, esta relacionado ao método de
criacdo, socializacdo e ambientalizacdo destes cdes. Cdes menores, em sua maioria, Sao
criados em ambientes “indoor” junto com o dono, moldando muitas vezes seu
comportamento natural, refletindo assim em animais mais euféricos e dependentes. Por
isto, cdes pequenos muitas vezes sdo mais inquietos, ansiosos e dependentes ao tutor,
podendo ndo reter toda atencdo necesséria exclusivamente ao teste.

Por outro lado, muitos cdes de grande porte vivem fora de casa e tem um contato

menor com o dono. Provavelmente esta independéncia os obrigue a trabalhar mais seus
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instintos cognitivos de sobrevivéncia, assim como ter uma maior capacidade de atencdo
e retencdo de memdria. Estudos sobre ansiedade e sindrome de separacdo canina
corroboram tais possibilidades referente ao comportamento animal, em que elucidam que
a hiperatividade e desatencdo sdo consequéncias explicitas de um animal ansioso e
dependente, assim como cdes que residem em apartamentos ou tem um contato Unico e
direto com o tutor, s&o mais propensos a desenvolver sinais de compulsdo, hiperatividade
e déficit de atencdo [33,34]

Foi analisado, também, o fator “sexo” sob a percentagem de acerto, visto que na
doenca de Alzheimer, além da idade avancada e o genotipo da apolipoproteina E &4
(APOE- €4), o sexo feminino é um importante fator de risco para o desenvolvimento da
doenca, principalmente por envolver mecanismos fisiopatoldgicos neuroenddcrinos
decorrentes da transicdo da menopausa [23,24].

Em um estudo transversal realizado em uma populacéo canina geriatrica, o sexo e
idade emergiram como variaveis preditoras significativas sob a prevaléncia de mudancas
comportamentais associadas ao comprometimento cognitivo. As fémeas foram
significativamente mais afetadas do que os machos, sendo que a prevaléncia e a
gravidade aumentaram com a idade. A hipotese deste estudo foi que caes fémeas idosas,
assim como mulheres com DA, podem sofrer alguma influéncia hormonal e/ou genético
para o desenvolvimento de sinais cognitivos [35].

No entanto, em nosso estudo, a variavel idade ndo teve interacdo com sexo, ou seja,
0 grupo idoso apresentou menor probabilidade de acerto, independente do sexo. Tais
dados, estes, que corroboram com estudos [36,37] que também ndo encontraram uma
influéncia significativa, em relacdo a machos e fémeas, no desenvolvimento da SDC em

caes.
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Ao analisar o fator sexo de forma individual e na interagdo com o peso corpdreo
animal, encontramos evidéncias estatisticas significativas. Em geral, fémeas
apresentaram menor taxa de acerto (33/47 — 70%) quando comparadas com machos
(37/43 — 86%), sendo o erro ainda mais evidente em cadelas de pequeno porte. Para tal
resultado obtido, uma hip6tese (ad hoc) é de que cdes machos desenvolveram, em uma
percepcdo evolutiva, comportamentos sociais mais dependentes da evocacao da memoria
episodica. Podemos citar, como exemplo, o simples fato de serem mais territorialistas
em um ambiente, identificando e reconhecendo locais para marcagdes. Outro exemplo,
basta considerarmos a hierarquia dentro de uma espécie, onde muitas vezes um macho
precisa reconhecer e aceitar 0 macho-alfa, sabendo e recordando onde e quando pode ou
ndo estar em um determinado momento. De toda forma, ndo ha como inferirmos
hipdteses mais robustas referentes a estes achados, sendo necessario demais estudos para
uma melhor elucidacdo dos dados obtidos.

Quanto a idade, em nosso estudo foi possivel constatar o declinio da memoria
episodica em cdes mais velhos, mesmo saudaveis, independente do sexo e do porte
animal.

Uma hipotese de haver uma menor probabilidade de acerto em cées idosos, pode ser
explicado através de uma analise comparativa a idosos humanos. Grady e Craik [38]
referem que uma hipotese aos déficits de memaoria, em humanos, esta correlacionada a
um processo de desaceleracao geral das operagdes cognitivas e um declinio relacionado
a idade nos recursos atencionais, ou seja, idosos sdo mais lentos para processar uma
informacdo e podem se distrair com mais facilidade. Esta hipdtese pode, também, ser
plausivel & espécie canina e tal fator pode ter influenciado na diminuicdo da porcentagem

de acerto quando comparado aos caes jovens.
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No entanto, para aumentar a atencdo dos animais ao teste, todos os cées foram
submetidos a jejum alimentar de, ao menos, 08 a 12 horas. Aqueles que ndo demostraram
interesse inicial ao teste; ndo comeram o alimento oferecido na primeira fase de
exposicdo ou apresentavam-se extremamente hiperativos e/ou distraidos durante a fase
de execucdo, foram excluidos do teste sem ao menos concluir todas as etapas. Em uma
situacdo de rotina clinica, talvez seja necessario, primeiro, tentar familiarizar o animal
com o ambiente e a sala de teste, na tentativa de reduzir o medo e a desatencdo na hora
da excecdo do teste e, assim, reduzir as chances de erro.

Por esta razao, acreditamos na possibilidade do déficit de memdria, mesmo em caes
idosos que ndo apresentam uma pontuacgdo significativa no questionario de deméncia
(CADES) e sintomatologia clinica de um estado cognitivo alterado, possa ser decorrente
a um declinio precoce e pré-clinico da SDC, assim como observado em humanos em
estagios prodromicos da DA [18,39]. Entretanto, faltam informacgdes mais concretas para
tal afirmativa, tornando esta apenas uma hipétese.

Para uma melhor avaliacdo, tais animais deveriam ser submetidos a exames de
ressonancia magnética funcional, assim como realizado por Small et al. [40] em humanos
idosos, qual daria a possibilidade de avaliar a ativacdo de determinadas areas cerebrais
frente ao declinio da memdria ao longo da vida. A ressonancia magnética, por si so,
poderia, também, trazer informac6es importantes quanto a regido hipocampal, uma vez
que o acumulo de B-amildide predispde a atrofia do hipocampo e, consequentemente, ao
déficit de memoéria episddica em humanos [17,41-44]. Estudos por meio de analise
molecular e protebmica em liquido cefalorraquidiano, podem ser promissores para um
melhor entendimento do comprometimento da meméria em animais idosos, buscando
encontrar correlacdo de depositos B-amiloides com possiveis déficits de memoria na

espécie canina.
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Outros testes cognitivos, ja validados e descritos na literatura [45-49], tém como
intuito avaliar, principalmente, a funcao visuoespacial, por meio da capacidade do animal
em lembrar-se da localizacdo de uma determinada recompensa (teste de atraso ndo-ligado
a posicdo ou DNMP) ou lembrar-se de um objeto sob o qual se encontra a recompensa
(atraso ndo-ligado a amostra ou DNMS). Cummings et al. [50] e Araujo et al. [39]
ressaltam que o DMNP ¢ um teste sensivel para demonstrar o acuimulo anormal de 3-
amiloide no cérebro de cies com disfungdo. Altos niveis de B-amildide no cortex pré-
frontal estdo associados com aprendizado reverso e déficits complexos de meméria de
trabalho, enquanto que o acumulo no cortex entorrinal esta associado a prejuizos na
discriminacdo de tamanho e aprendizagem de recompensa e abordagem a objetos [51].
Landsberg et al. [52] descrevem, ainda, que cdes com déficits no teste DNMP também
demonstram comprometimento cognitivo e mudancas comportamentais consistentes
com a disfuncao cognitiva, tais como ciclos alterados de sono-vigilia e diminuicdo do
contato social com humanos.

O TEMEC pode auxiliar nos demais testes existentes e ja padronizados, até mesmo
ser aplicado em conjunto a estes, enriquecendo a analise final do perfil cognitivo de um
paciente canino, visto que nenhum destes avaliam especificamente a memdria episddica.

Outra vantagem do TEMEC é a sua facil e rapida aplicabilidade, tornando-o
facilmente exequivel na rotina clinica. Desde o inicio, procurou-se desenvolver um teste
com tais carateristicas, pois, assim como avaliado por Heckler et al. [49], o teste DNMP
demanda um tempo diario de aproximadamente 20 minutos para ser realizado e requer
uma aprendizagem de recompensa e de abordagem ao objeto, resultado em,
aproximadamente, 10 dias de treinamento. Outra desvantagem, ainda, € a necessidade de
um profissional treinado e uso de equipamento especifico. Tais limitacbes foram

totalmente extinguiveis a partir do desenvolvimento do TEMEC, pois, em 30 minutos,
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em uma Unica sessdo de trés exposicOes sequenciadas, € possivel obter uma resposta,
sem a necessidade de um aparato complexo para a execu¢do do mesmo, tampouco a
presenca de um profissional extremamente capacitado.

Visando futuros estudos translacionais para doengas neurodegenerativas que afetam
a memoria episddica em humanos, a importancia de correlacionar a memoria episddica
canina com doencas de comprometimento cognitivo, como sindrome da disfuncédo
cognitiva (SDC), torna-se cada vez mais necessario, uma vez que cées sdéo modelos
experimentais promissores por serem capazes de desenvolver distdrbios
neurodegenerativos precoces, onde desenvolvem déficits cognitivos comuns a DA [21]
e por apresentarem uma composicao -amiloide aproximadamente 98% similar ao de

humanos [22].

5 Conclusao

Por meio de um teste de evocacdo da memdria episodica, o atual estudo encontrou
evidéncias da existéncia e utilizacdo da memoria episddica na espécie canina e identificou
um déficit significativo em animais geriatricos clinicamente saudaveis. A principio,
acreditamos que tal declinio possa estar correlacionado a disturbios neurodegenerativos
na espécie canina e ocorrer de forma precoce a alteragdes neuro-comportamentais
clinicamente evidentes. Estudos futuros avaliando a memoria episddica entre cées

saudaveis e doentes devem ser realizados nesta espécie.
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DISCUSSAO GERAL

Alguns animais n&o conseguiram desenvolver o teste por completo, por meio
de desinteresse e até mesmo inapeténcia, pois alguns, mesmo em jejum, ndo
se interessavam pelo alimento (recompensa) disposto dentro dos recipientes,
impossibilitando até mesmo a execucédo ainda na primeira fase de exposicao do
teste. Estes foram imediatamente excluidos do estudo. Uma alternativa provavel
para estes cées poderia ser o desenvolvimento do teste em um ambiente menos
hostil, como por exemplo em sua propria moradia, denotando mais seguranca e
conforto ao animal para realizar o teste de forma mais eficiente.

O peso foi significante na percentagem de acerto, sendo que caes menores
(>9kg) tiveram uma probabilidade de acerto menor quando comparados a caes
de meédio e grande porte. Nossa analise observacional, foi de que os caes
pequenos muitas vezes eram mais inquietos, ansiosos e dependentes ao tutor,
nao retendo toda atencdo necessaria exclusivamente ao teste. Diferentemente
dos cades maiores que apresentavam, geralmente, caracteristicas
comportamentais opostas, tendo um nivel de atencdo maior. Nossa premissa é
de que tal comportamento esta diretamente relacionada ao método de criacao,
socializacdo e ambientalizacdo destes caes, sendo que caes menores, em sua
maioria, sao criados em ambientes “indoor” junto com o dono, moldando muitas
vezes seu comportamento natural, refletindo assim em animais mais euféricos
e dependentes.

Por outro lado, muitos cdes de grande porte vivem fora de casa e tem um
contato menor com o dono. Provavelmente esta independéncia os obrigue a
trabalhar mais seus instintos cognitivos de sobrevivéncia, assim como ter uma
maior capacidade de atencéao e retencdo de memdria. Estudos sobre ansiedade
e sindrome de separacdo canina corroboram tais possibilidades referente ao
comportamento animal, em que elucidam que a hiperatividade e desatencao sao
consequéncias explicitas de um animal ansioso e dependente, assim como caes
gue residem em apartamentos ou tem um contato Unico e direto com o tutor, sdo
mais propensos a desenvolver sinais de compulséo, hiperatividade e déficit de
atencdo (SALONEN et al., 2020; SARGISSON, 2014).
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Uma possibilidade € adaptar o teste para cada animal, dependendo do seu
estado comportamental frente a um ambiente desconhecido. Sendo assim,
aqueles que apresentam sinais de fobia e hiperatividade, podem se beneficiar
com a aplicacdo do teste dentro do seu préprio domicilio, reduzindo assim a
probabilidade de erros decorrentes a distragdo e medo. No entanto, nada
impede, também, de que em caso de davidas mediante ao erro de um animal
ao teste, que este nao seja repetido, uma ou duas vezes, em momentos
distintos, reforcando a resposta do animal ao teste. Tal metodologia pode ser
empregada principalmente naqueles com suspeita de déficits cognitivos sutis ou
com idade avancada sem nenhuma sintomatologia evidente.

Outro ponto a ser considerado, ainda quanto ao porte animal, esta
relacionado ao fator racial. A principio, ndo foi correlacionado a porcentagem de
acerto e erro entre as racas, devido ao fato de algumas destas racas serem
compostas apenas por um cao. No entanto, pdde-se observar que em 15 caes
gue apresentavam histérico de adestramento em algum momento da vida, ao
menos nivel basico, mantendo um certo estimulo de treinamento, néo
necessariamente constante, obteve-se um nivel de acerto de 100%. Algumas
racas caninas tém maior facilidade de aprendizado e demonstram maior
capacidade intelectual dentre outras. Stanley Coren (COREN, 2006), nomeou
as racas mais inteligentes, avaliando um conjunto de fatores com base no
instinto, obediéncia e capacidade de adaptacdo. No seu ranking, os caes da
raca Border Collie sdo os primeiros da lista, seguidos por: Poodle, Pastor
Alemdo, Golden Retriever, Doberman, Pastor de Shetland, Labrador Retriever,
Spaniel Ando Continetal (Papillon), Rottweiler e o Boiadeiro Australiano. Coren
(COREN, 2019) relatou que quando fez essa analise da capacidade intelectual
em 120 racas distintas, observou que entre os 20% melhores cées classificados
por sua inteligéncia, havia apenas um de raca pequena (toy), o Papillon. Uma
hipbtese era de que tal descoberta poderia ser explicada pelo tamanho cerebral
de cada raca. Quanto maior o animal, maior é o cérebro. Um cérebro maior tem
mais neurdnios e mais conexdes, o que deve permitir processar informacoes e
armazenar melhor as memorias.

Outra avaliagdo observacional, foi que aqueles que apresentavam um nivel
constante de atividade fisica (a0 menos passeios com frequéncia moderada

durante a semana), também tiveram melhor desempenho ao realizar o teste. Foi
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possivel observar nestes animais uma maior proatividade e colaboragéo perante
o0 teste e isto se deu pelo fato de que estes eram menos ansiosos, medrosos ou
hiperativos, tendo assim maior atengcéo e percepcao do que acontecia ao seu
redor. Diferente daqueles que permaneciam mais confinados dentro de casa e
tinham um habito mais sedentario, muitas vezes mais observado em cées de
porte menor.

Tais observagbes corroboram com dados de estudos humanos que
avaliaram o efeito do exercicio fisico nas fungcbes cognitivas. Em uma revisao
sistematica feita por Fernandes et al. (FERNANDES et al., 2018) foram
analisados artigos de correlacdo entre exercicio e melhora cognitiva, concluindo
gue a pratica de exercicios fisico pode melhorar a cognicdo em individuos que
buscam melhorar suas fungdes cognitivas usadas rotineiramente e para aqueles
gue desejam prevenir ou retardar o declinio cognitivo. Isto é possivel, pois, 0
exercicio fisico aerobico aumenta os niveis de orexina-A e orexina-B, ambos
neuropeptideos sintetizados no hipotalamo que aumentam a neurogénese e as
conexdes entre 0s neurénios do hipocampo. Além disso, 0 orexin-A tem efeitos
neuroprotetores e anti-apoptoticos, tornando-se essencial para um melhor
desempenho em termos de atencdo e memoéria de trabalho. Dentre outros
efeitos benéficos de uma préatica de exercicios de intensidade moderada e
frequente, estdo: o aumento do fator de crescimento endotelial vascular que
promove a angiogénese e estd diretamente associado a neurogénese e a
melhoria da funcdo sinaptica (MORLAND et al., 2017); e o aumento de
diferentes neurotrofinas que resultam na homeostase e regulacéo energética do
sistema nervoso, contribuindo, assim, para o aumento da plasticidade neural e
formacédo de novas sinapses (FERNANDES et al., 2018).

Com base nas informac0fes discutidas acima, o teste de memdria episodica
pode ser valioso para analisar futuros estudos em cédes na intencéo de avaliar a
integridade da memdria em animais sedentarios e nhaqueles mais ativos
fisicamente, visto que a pratica de exercicio fisico, empregado em niveis de
intensidade moderada, estd intimamente relacionada com a regulacdo e
modulacdo celular, principalmente hipocampal, além da manutencdo e

neoformacdes sinapticas.
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CONCLUSOES GERAIS

Nosso estudo comprovou a existéncia e utilizacdo da memoria episédica na
espécie canina, verificando seu declinio em cées idosos clinicamente saudaveis,
além de identificar influéncias significativas do sexo e peso corporeo frente a
probabilidade de acerto ao teste desenvolvido.

A principio, acreditamos que o declinio da memoria episddica possa estar
correlacionado com alteracdes cognitivas na espécie canina. Podendo, esta, ser
um sinal precoce e inicial antes mesmo da consolidagdo de demais sinais
cognitivos ja salientados e bem definidos de doencas neurodegenerativas, tais

das quais sé&o vistas na SDC.
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