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RESUMO

A doenca de Parkinson é atualmente a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum no mundo, possuindo uma alta incidéncia nas Américas do Norte e do Sul e na
Europa, ha mais de 50 anos ndo vislumbramos nenhum tratamento revolucionario para a
doenca e ainda a diversos aspectos da sua neuropatologia que ainda permanecem sem um
esclarecimento concreto, nesse sentindo o modelo experimental em primatas se aproxima
da realidade humana apresentam valor inestimavel para o desenvolvimento de novas
terapias e elucidacdo sobre mecanismos relacionados a doenca. O modelo de 6-
hidroxidopamina em primatas figura um modelo que mimetiza alguns sintomas motores
caracteristicos da DP. O presente estudo objetivou desenvolver um protocolo de inducao
de HemiParkinsonismo em primatas Sapajus apella. Foram utilizados trés macacos
Sapajus apella, todos machos adultos, foram submetidos a sessfes de condicionamento
diario utilizando a técnica do “clicker” de reforcamento positivo para posicionamento em
cadeira para primatas. Concomitantemente, os testes motores staircase test e tabuleiro de
Brinkman foram realizados para determinacdo da lateralidade pelos atributos de
preferéncia e dominancia manuais. Apos esse periodo foram realizados dois protocolos
de inducdo por 6-OHDA, o primeiro protocolo foi injetado em 10 sitios no ndcleo
estriado e o segundo protocolo foi injetado em 10 sitios nas vias nigro estriatais, uma
semana apods as injecdes foram realizadas doze semanas de anélises clinicas. Todos 0s
animais aprenderam 0s comportamentos de entrada e posicionamento na cadeira em um
periodo minimo de 30 sessBes utilizando reforcamento positivo puro. Os resultados do
staircase test demostraram que 0s animais apresentaram lateralidade consistentes com
nas atribuictes de preferéncia e dominancia manuais. O teste do tabuleiro de Brinkman,
especificamente apresentou menor sensibilidade para determinacdo dos mesmos
atributos, apesar de ser o teste mais comumente utilizado. As analises clinicas revelaram
que o segundo protocolo de inducdo apresentou mais sintomas motores caracteristicos
da DP. A inducdo por 6-OHDA nas vias nigroestriatais demonstraram ser um bom método

de inducdo para estudos de tratamentos e para um melhor entendimento da doenca.

Palavras-chave: Refinamento, Primatas, Doenca de Parkinson, 6-OHDA, Dominancia

Manual.



ABSTRACT

Parkinson's disease is currently the second most common neurodegenerative
disease in the world, with a high incidence in North and South America and Europe, for
more than 50 years we have not seen any revolutionary treatment for the disease and many
aspects of its neuropathology that still remain without a concrete enlightenment, in this
feeling the experimental model in primates approaches the human reality are invaluable
value for the development of new therapies and elucidation on mechanisms related to the
disease. The 6-hydroxydopamine model in primates is a model that mimics some motor
symptoms characteristic of PD. The present study aimed to develop a protocol for the
induction of HemiParkinsonism in Sapajus apella primates. Three Sapajus Apella
monkeys, all adult males, were submitted to daily conditioning sessions using the positive
reinforcement clicker technique for primate chair positioning. Concurrently, the staircase
and Brinkman tray motor tests were performed to determine laterality by the manual
preference and dominance attributes. After this period, two 6-OHDA induction protocols
were performed, the first protocol was injected into 10 sites in the nucleus striatum and
the second protocol was injected into 10 sites in the nigrostriatal pathways, one week after
the injections were performed twelve weeks of clinical analysis . All animals learned the
input and positioning behaviors in the chair in a minimum of 30 sessions using pure
positive reinforcement. The results of the staircase test demonstrated that the animals
presented laterality consistent with the assignments of manual preference and dominance.
The Brinkman test, specifically, presented lower sensitivity for determination of the same
attributes, despite being the most commonly used test. Clinical analysis revealed that the
second induction protocol had more motor symptoms characteristic of PD. Induction by
6-OHDA in the nigrostriatal pathways has been shown to be a good induction method for

treatment studies and for a better understanding of the disease.

Keywords: Refining; Primates, Parkinson's Disease, 6-OHDA, Hand Dominance.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda causa de doencas neurodegenerativas
mais frequente no mundo, possuindo alta incidéncia na Europa (von Campenhausen,
Bornschein et al. 2005), na América do Norte (Marras, Beck et al. 2018) e na América do
Sul (Bauso, Tartari et al. 2012). Atualmente, a incidéncia mundial de pessoas com DP ¢
de 10-20 por 100 000 pessoas por ano (Tysnes and Storstein 2017), com prevaléncia
maior em pessoas entre 40 — 50 anos de idade e a incidéncia aumenta de 5 a 10 vezes em
pessoas entre 60-90 anos de idade. E estimado ainda que em 2030 a incidéncia mundial

de pessoas com DP seja duplicada (Tysnes and Storstein 2017).

A DP possui altos custos de tratamento e para a manutengdo da qualidade de vida
do paciente. Por exemplo, na Europa foi considerada a sexta doenga mais cara quando
comparada com as 19 mais prevalentes desordem neuroldgicas (Gustavsson, Svensson
et al. 2011). Ja no Brasil, estima-se gasto medio de 18 mil Reais por ano por paciente
(Bovolenta, de Azevedo Silva et al. 2017), sendo que o0s custos variam dependendo da
idade do paciente e do grau de apresentacdo dos sintomas motores e ndo motores. Nos
gastos estdo incluidos aquisicdo de medicamentos, consultas, custos com cuidador,

adaptacOes nas residéncias e equipamentos que auxiliam a vida cotidiana.

A DP é causada pela morte dos neur6nios dopaminérgicos na substancia negra do
mesencefalo e ha mais de 50 anos ndo vislumbramos nenhum tratamento revolucionario
para a doenca. Diversos aspectos de sua neuropatologia ainda permanecem obscuros, e,
nesse sentido, modelos experimentais que se aproximem da realidade humana apresentam
valor inestimavel para o desenvolvimento de novas terapias e elucidacdo sobre
mecanismos relacionados a doenca. Dentre estes, 0 modelo experimental mais proximo
da realidade dos seres humanos para estudos de DP é o modelo experimental que usando
primata ndo humanos (p. ex. macacos do novo mundo), que apresenta similaridades
neuroanatémicas, imunoldgicas, fisiolégicas e gendmicas com os humanos, superando
assim aquelas apresentadas por outros modelos experimentais com outros animais como
0s pequenos roedores (Arnason and Clausen 2016). Os modelos para inducdo da DP em
animais experimentais baseiam-se em inducao pelo uso de neurotoxinas, lesées (quimicas
e/lou fisicas) e vetores virais que mimetizam os sintomas da doenga. Uma das
neurotoxinas mais usadas para a inducdo da DP é a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) que

figura hoje como o modelo mais comumente utilizado em estudos com pequenos roedores
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(Deumens, Blokland et al. 2002), tendo sido utilizado também modelos primatas
(principalmente em saguis - Callitrix jacchus) (Yun, Ahn et al. 2015) e mimetiza diversos

sintomas motores e aspectos neuropatologicos da doenca.

1.1 Circuitaria dos Nucleos da Base e a DP

A DP é um distarbio neuroldégico que afeta a circuitaria dos ndcleos da base,
ocasionando a perda de neurbnios dopaminérgicos que acarreta 0s sintomas motores
caracteristicos da doenca (Braak and Del Tredici 2008). A degeneracdo progressiva dos
neurbnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNc), que tem projecdes
para 0 nlcleo estriado, resulta no desbalanco das fungdes da circuitaria dos nucleos da
base (Blandini, Nappi et al. 2000). Geralmente, os pacientes com DP tendem a apresentar
0s sintomas motores somente quando perdem cerca de 50-80% dos neurdnios
dopaminérgicos da SNc, sugerindo a presenca de um mecanismo de compensagdo nos
estagios iniciais da doenca (McGregor and Nelson 2019). No nucleo estriado existem dois
tipos de receptores de dopamina: o receptor D1 (que é excitatorio) e o receptor D2 (que é
inibitorio), que influenciam na atividade motora do sistema extrapiramidal. Os
componentes deste sistema incluem os nucleos da base, envolvendo o globo palido
interno (GPi) e a porc¢éo reticulada da substancia negra (SNr). A perda das projecoes
aferentes dopaminérgicas no nucleo estriado resulta no aumento da atividade elétrica nos
circuitos GPi/SNr, levando a disfuncdo dos circuitos inibitérios relacionados ao
neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA) que, por sua vez, projetam-se para o
capacidade das projecOes talamo-corticais ativarem o cértex pré-motor, diminuindo a
atividade motora de individuos com DP (Kalia and Lang 2015). A perda dopaminérgica
também pode levar a0 aumenta da atividade colinérgica, devido a perda da influéncia
inibitéria normal da dopamina na circuitaria dos nacleos da base (Galvan and Wichmann
2007, Redgrave, Rodriguez et al. 2010). Ver Figura 1.
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Figura 1. A) Representacdo esquematica do circuito neuronal nos nucleos da base no cérebro normal; B) A
degeneracdo da SNc prejudica o circuito cortico-estriatal no cérebro de pacientes com DP. Setas verdes
representam atividade neuronal excitatéria, com espessura maior representam a hiperexcitacdo da atividade
neuronal e com menor espessura representam uma diminuicdo da atividade neuronal excitatéria normal e
setas vermelhas representam atividade neuronal inibitria, com espessura maior representam a
hiperinibicdo da atividade neuronal e com menor espessura representam uma diminuicdo da atividade

neuronal inibitoria normal. Ver lista de abreviaturas.

Os sintomas motores e ndo motores da DP podem ser detectados clinicamente e a
patologia do tecido nervoso em humanos sé pode ser confirmada post-mortem. Assim,
existe uma grande necessidade de estudos em modelos experimentais para aprofundar
nossa compreensdo acerca dos mecanismos fisiopatologicos da doenca, sua etiologia,
marcadores genéticos, bem como ampliar as formas de tratamento. Estudos utilizando
primatas ndo humanos como modelo experimental historicamente tem fornecido
informacGes valiosas sobre a DP e seus possiveis tratamentos, devido a similaridades

funcionais as estruturais do sistema motor com o0s seres humanos.
1.2 Modelos experimentais de indu¢do DP em primatas.
1.2.1 A 6-OHDA

A 6-OHDA (Figura 2) representa atualmente a neurotoxina mais frequentemente
utilizada para neurodegeneracdo seletiva de neurénios dopaminérgicos e noradrenérgicos,
in vitro e in vivo, e € um modelo comum para inducdo de parkinsonismo em modelos

roedores, com pouco uso relatado em primatas (Beal 2001). Os mecanismos subjacentes
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a toxicidade da 6-OHDA envolvem a participagdo do estresse oxidativo relacionado a
formacdo de radicais livres produzidos durante sua autoxidacdo a topaminaquinona
(Villa, Mufioz et al. 2013) e a inibicdo da atividade da cadeia respiratdria mitocondrial,
mais especificamente os complexos | e IV (Blum, Torch et al. 2001). Ambos o0s
mecanismos parecem agir sinergicamente para a degeneragdo dos neurdnios

dopaminérgicos da substancia negra do mesencéfalo (Blum, Torch et al. 2001).

A 6-OHDA néo atravessa a barreira hematoencefalica, sendo necessario administra-
la através de cirurgia estereotaxica, injetando a neurotoxina diretamente na regido de
interesse (Tieu 2011). Os principais alvos de injecdo de 6-OHDA sdo a substancia negra,
vias nigroestriatais e nucleo estriado (Bové, Prou et al. 2005, Jagmag, Tripathi et al.
2016). Tipicamente, o local da injecdo € unilateral (modelo hemiparkinsoniano), que
permite que o lado ndo lesionado seja utilizado como controle interno e pode fornecer um
ponto interessante para a avaliacdo dos sintomas comportamentais, especialmente em
modelos primatas (Yun, Ahn et al. 2015). A administracdo de injecdes bilaterais induz
uma alta taxa de mortalidade, com grande enfraguecimento do animal, acentuada afagia,
adiposia e convulsdes, e requer atencdo mais cuidadosa durante o periodo pds-operatorio
(Stoker and Greenland 2018).

HO NH,

HO OH

Figura 2. Molécula de 6-Hidroxidopmina.
1.2.1 Modelo Experimental

Em primatas ndo humanos, o0 modelo mais frequentemente utilizado é a da espécie
Callitrix jacchus, conhecida como sagui comum, e as areas de injecdo da neurotoxina
para a inducdo do parkinsonismo s&o as vias nigroestriatais (Annett, Martel et al. 1994,
Annett, Torres et al. 1997, Eslamboli, Baker et al. 2003, Ridley, Garea-Rodriguez,

19



Schlumbohm et al. 2012) e a combinagdo de substancia nigra e ndcleo estriado
(Eslamboli, Cummings et al. 2003, Milton, Marshall et al. 2004, Eslamboli, Georgievska
et al. 2005, Garea-Rodriguez, Eesmaa et al. 2016, Ando, Nishime et al. 2017). A dosagem
mais utilizada entre os estudos é de 4mg/ml de 6-OHDA dissolvido em 0,01%
ascorbato/salina. As lesbes causadas pela neurotixina 6-OHDA, de acordo com a
dosagem aplicada, podem mimetizar os estadgios mais severos da DP, bem como
protocolos de lesbes mais leves do sistema dopaminergicos ja foram desenvolvidos em
macacos do novo mundo da espécie sagui (Garea-Rodriguez, Eesmaa et al. 2016). Nessa
espécie de primata ndo humano do novo mundo, os sintomas de DP relatados pela indugéo
de 6-OHDA em saguis incluem a negligéncia do membro afetado, distonia, rigidez,
reducdo da atividade espontanea do animal, marcha descoordenada, comprometimento
do equilibrio, mudancas na postura, bradicinesia, congelamento, hipocinesia, marcha
prejudicada, habilidades motoras grosseiras e finas e vocalizacfes, hipocinesia,
dificuldade em escalar e déficits de percepcdo e memoria (Eslamboli, Baker et al. 2003,
Milton, Marshall et al. 2004, Eslamboli, Georgievska et al. 2005, Garea-Rodriguez,
Schlumbohm et al. 2012, Santana, Halje et al. 2014, Santana, Palmér et al. 2015).

1.3 A determinacdo da lateralidade para a inducdo de HemiParkinsonismo em

modelo experimental de primata ndo humano

A investigacdo da lateralidade em primatas ndo humanos consiste em passo
importante no desenvolvimento de desenhos experimentais envolvendo a escolha do
hemisfério cerebral para lesdo experimental com a finalidade de inducdo de
hemiparkinsonismo, facilitando a interpretacdo dos dados e funcionando como

ferramenta para tomada de decisGes experimentais.

Os termos ‘domindncia manual’ ¢ ‘preferéncia manual’, apesar de serem termos
comumente utilizados como sinénimos, apresentam diferencas essenciais entre 0s seus
atributos, bem como de sua apresentacdo em primatas humanos e ndo humanos
(Chatagny, Badoud et al. 2013). A preferéncia manual pode ser definida como a mao
escolhida prioritariamente para a realizacdo de wuma determinada tarefa,
independentemente do fato de esta ser ou ndo a mais eficiente para a tarefa (Serrien, Ivry
et al. 2006). A dominancia manual, por sua vez, reflete 0 melhor desempenho e eficiéncia
motora de uma mdo em relagdo a outra em testes que requeiram habilidade manual
(Serrien, Ivry et al. 2006).
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Diversos estudos analisaram aspectos comportamentais e fisiologicos envolvidos na
determinacgéo da lateralizacdo e habilidade manual em primatas (Alstermark, Pettersson
et al. 2011, Kinoshita, Matsui et al. 2012, Zhao, Hopkins et al. 2012), com hipoteses sendo
levantadas acerca da possivel relagdo com a dominancia hemisférica e lateralizacdo em
humanos. Todavia, apesar da preferéncia manual ja haver sido demonstrada em diversas
espécies de primatas, incluindo prossimios e grandes macacos africanos (Masataka 1989,
Ward, Milliken et al. 1990, Fagot and Vauclair 1991, Spinozzi, Castorina et al. 1998),
ndo existem evidéncias inquestiondveis acerca da apresentacdo do fendmeno de
dominéncia manual entre primatas, sendo questionavel a possivel homologia do
fendmeno de lateralidade entre primatas ndo humanos e humanos (Warren 1980), apesar
de argumentos acerca da influéncia da complexidade dos testes utilizados sobre os
resultados (Spinozzi, Castorina et al. 1998, Spinozzi, Lagana et al. 2007, Chatagny,
Badoud et al. 2013).

1.4 Aspectos éticos

A utilizacdo de primatas ndo humanos, do velho e do novo mundo, em pesquisas
cientificas apresenta desafios éticos e praticos que superam expressivamente aqueles
observados para qualquer outro animal usado como modelo experimental, fazendo com
que cuidados especiais e essenciais quando do planejamento de desenhos experimentais

devam ser rigorosamente observados (Prescott 2010).

No desenvolvimento de modelos experimentais de parkinsonismo, 0s animais passam
a mimetizar os sintomas de pacientes com DP, o que leva a prejuizos no bem-estar do
animal. Partindo dessa premissa, estratégias de refinamento ganham destaque, diferente
da reducdo e substituicdo dos 3Rs de Russel e Burch (Kirk 2018), as primeiras fazem
parte apenas do planejamento experimental, o refinamento perpassa ndo somente pelas
justificativas éticas, mas como elementos cientificamente relevantes e inovadores, uma
vez que prejuizos ao bem-estar do animal podem afetar diretamente sua validade
enquanto modelo experimental (Mendl, Burman et al. 2009). O refinamento é, muitas
vezes, mal compreendido porque as interpretacdes focam apenas em estratégias clinicas,
ambulatoriais e farmacologicas associadas somente aos procedimentos invasivos dos
processos experimentais. Todavia, o refinamento compreende todas as abordagens que
visam evitar ou minimizar potenciais estimulos nocivos, nociceptivos, estresse ou

qualquer outro efeito adverso, fisico ou psicoldgico, experimentado em qualquer periodo
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da vida dos animais envolvidos, e que visem aumentar o bem-estar dos mesmos (Howard,
Nevalainen et al. 2016, Junaid 2016).

Primeiramente, uma andlise cuidadosa das caracteristicas especificas da espécie de
primata envolvida no modelo experimental € essencial, uma vez que fatores fisioldgicos
relacionados aos animais, ambiente fisico, complexidade social e taxonomia podem afetar
a validade do resultados do estudo (Orink and Rehbinder 2000). A seguir, a
implementacdo de técnicas de habituagdo e treinamento incluem beneficios valiosos nos
cuidados efetivos para com primatas, que incluem facilitagdo do manejo, bem-estar
animal, na qualidade dos dados e no relacionamento primata-pesquisador, com redugéo
dos riscos dessa interagdo para ambos uma vez que 0s primatas tendem a cooperar em sua
propria rotina de cuidados e experimentos, além de funcionar como uma espécie de
enriquecimento ambiental (Westlund 2015). Técnicas de condicionamento operante,
como o treinamento por reforcamento positivo que ensinam 0s animais a apresentarem 0s
comportamentos desejados de forma voluntaria, podem ser aplicados para melhorar a

reatividade as rotinas experimentais e de cuidados.

O presente trabalho visa criar um protocolo de inducdo de hemiparkinsonismo em
modelo primata Sapajus apella. No melhor do nosso conhecimento, ndo existem relatos
da inducdo de hemiparkinsonismo nessa espécie, € a mesma apresenta elementos que
podem configurar um excelente modelo experimental para o estudo da DP, por possuir
uma elevada taxa de encefalizacdo, associado a repertorio motor e comportamental
complexo (Bortoff and Strick 1993).

2. Justificativa

Os modelos experimentais de injecdo de 6-OHDA em primatas ndo humanos
também mimetizam os sintomas caracteristicos da DP humana e ndo apresentam os altos
riscos de contaminacdo ao manuseio, necessitando apenas de um laboratério com nivel 1
ou 2 de biosseguranca, e configura-se como um excelente método de inducdo para os
estudos da DP. Ainda, a possibilidade de inducdo de parkinsonismo unilateral apresenta
vantagens éticas com relacdo ao numero de animais. O desenvolvimento de um modelo
de hemiparkinsonismo em Sapajus apella por indu¢do de 6-OHDA pode representar um
modelo experimental relevante para a compreensao da DP, visto que esta espécie de
primata ndo humano, de um ponto de vista evolutivo, € um macaco do novo mundo mais

proximo dos humanos, com caracteristicas morfolégicas e comportamentais complexas
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que se assemelham com os humanos. Este estudo configura esfor¢o inédito na utilizacdo
da espécie em questdo para inducdo unilateral de DP por 6-OHDA. O modelo
experimental desenvolvido permitird avaliar resultados com elevado valor preditivo para

0 cenario clinico.

3.0Dbjetivos
3.1. Objetivo geral:

- Desenvolver protocolo de indugédo de hemiparkinsonismo em primatas Sapajus apella.
3.2. Objetivos especificos:

- Estabelecer protocolos de habituacdo e treino para testes motores com posicionamento

em cadeira para primatas ndo humanos;

- Determinar a lateralidade em macacos da espécie Sapajus apella através dos testes
motores staircase e tabuleiro de Brinkman para escolha de lado preferencial de lesdo na

substancia negra do mesencéfalo.

- Analisar os sintomas clinicos alcancados pelas inje¢cdes de 6-OHDA na substancia negra

mesencefalica.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados 03 macacos-prego (Sapajus apella) machos, normonutridos,
com idade média de 14 anos, peso medio de 4,300 £ 0,99 kg, provenientes de reproducéo
no criadouro e mantidos nas facilidades do Centro Nacional de Primatas (CENP). Os
animais foram submetidos a uma dieta constituida por racdo prépria para animais de
laboratdrio ofertada diariamente, associada a oferta de frutas e sucos intercalados quatro
vezes por semana e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as diretivas da Unido Europeia (2010/63/EC) e sob aprovacdo da Comissio de Etica
para o Uso de Animais do Instituto Evandro Chagas (CEUA/IEC) certificados n°® 45/2016
e n° 37/2018.
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4.2. Procedimentos experimentais
4.2.1. Habituagdo ao experimentador

Antes do periodo da realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
submetidos a dois meses de sessbes didrias de condicionamento por reforgamento
positivo para habituacdo ao experimentador. Para o reforcamento positivo, utilizamos a
técnica do “clicker” que consiste em estabelecer uma ligacdo temporal entre o reforgador
positivo (recompensa comestivel) e o reforcador condicionante (clicker). Para isso, nas
primeiras sessdes de treinamento apresentamos o estimulo condicionante seguido
imediatamente do reforgador positivo e 0 som do “click”. Uma vez tornado evidente que
0 animal compreendeu a associacdo entre 0 som e a apresentacdo da recompensa, 0O
reforcador condicionante devera ser utilizado para sinalizar ao animal quando o mesmo
apresentar um comportamento desejado. Durante as sessdes para habituacdo dos animais
experimentais ao experimentador, a interacdo sera ativa, incluindo oralizacédo e gestos.
Quando houver os comportamentos desejados, 0 experimentador emitira 0 som com 0
“clicker” seguido da oferta de uma pequena recompensa comestivel para o animal. Cada
sessdo tera duracdo maxima de duas horas e as recompensas comestiveis serdo variadas.
Quando o animal demonstra rejeicdo a uma determinada recompensa a mesma era
descartada. As recompensas que 0s animais demonstrarem preferéncia serdo utilizadas

nos periodos posteriores para a realizacdo dos testes comportamentais.

4.2.2. Treino para posicionamento em cadeira de primatas por reforcamento

positivo puro

Apos o periodo de habituacdo, foram realizadas as sessGes de treinamento para
posicionamento na cadeira de primatas. Cada animal foi treinado, individualmente, trés
vezes por semana, de maneira alternada por um periodo de 120 dias, totalizando 50
sessOes, com duracdo de 20 minutos cada. Durante essas sessdes, a cadeira para primatas
foi posicionada anexa a gaiola do animal, de forma a permitir a entrada do animal no

aparato experimental de forma espontanea.

A cadeira para primatas (Figura 3A), utilizada no presente trabalho, foi
desenvolvida a partir de modelo ja existente utilizados em outros estudos e adaptada
(Nassi, Lomber et al. 2013), as especificidades do projeto experimental em questdo,
assegurando o conforto dos animais durante a restricdo parcial para testes

comportamentais. O aparato experimental consiste em uma caixa de acrilico (45cm x
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35cm x 28cm), reforcada com barras de ago inoxidavel, com aberturas frontais para 0s
membros superiores esquerdo e direito e superior para a cabeca do animal, com
dispositivo ajustavel para posicionamento da cabeca com restricdo parcial e assento
reguldvel na altura, de acordo com o tamanho do animal. A cadeira era fixada na porta da
gaiola garantindo o facil acesso do animal como uma extensdo desta durante a sesséo de

treinamento, sendo retirada ao término de cada sessao.

A técnica do “clicker” foi utilizada durante as sessdes de treinamento na cadeira,
onde o experimentador, utilizando as mesmas oralizacdes e gesticulacbes da fase de
habituacdo. O posicionamento desejado esta ilustrado na Figura 3B. Para facilitacdo da
insercdo e permanéncia da cabeca do animal no orificio determinado era oferecido ao
mesmo uma recompensa liquida em mamadeira ou congelada, posicionada na parte
superior da cadeira, acima do orificio, de forma que o animal necessitasse passar a cabeca
posicionando-a para fora do aparato a fim de alcancar o mesmo com a boca para o
consumo (Figura 3B).

A CADEIRA DE PRIMATAS B COMPORTAMENTOS DESEJADOS

) CONSUMO DE

ABERTURA RECOMPENSA LIQUIDA

(POSTERIOR) | ™ e
PARA ENTRADA

DO ANIMAL

———— ) x| CABECA POSICIONADA

ORIFICIO PARA o= PARA FORA

A CABECA

i p
COLARINHO f
MOVEL

ORIFICIO PARA A
ENTRADA DAS
MAOS

=] = MAOS ATRAVES DOS
ks T ORIFICIOS

ASSENTO
RETRATIL

Figura 3. A) Modelo em sketchup da cadeira para primatas adaptada utilizada no presente estudo. B) Animal
em posicionamento durante a fase de treinamento, apresentando os comportamentos desejados de
permissividade ao toque, cabeca e membros superiores devidamente inseridos e posicionados nos orificios
do aparato.

Todas as sessdes foram gravadas e posteriormente analisadas para obtencdo e

registro dos seguintes parametros experimentais:

- Tempo de toque na cabeca (tempo total da sessdo que o animal permitia o

experimentador tocar em sua cabeca);

- Tempo com a cabeca para a fora (tempo total da sesséo que o animal permanece com a

cabeca posicionada para fora do aparato no local destinado);
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- Toque na cabeca (numero de vezes que o animal permitia ser tocado na cabeca);
- NUmero de vezes que o animal colocava a cabeca para fora;

- Tempo de toque no tronco (tempo total da sessdo que o animal permitia o

experimentador tocar em seu tronco);
- Ndmero de vezes que o animal permitia ser tocado no tronco;

- Laténcia de entrada (tempo que o animal leva para realizar a primeira entrada no aparato,

a partir da abertura da porta da gaiola);

- Numero de entradas espontaneas (nimero de vezes que 0 animal entra no aparato sem

qualquer tipo de estimulo por parte do experimentador);

- Tempo de permanéncia espontanea (tempo total da sessdo que o animal permanecia no

aparato sem qualquer estimulo por parte do experimentador);

- Tempo do consumo da recompensa liquida (tempo total que o animal levava para

consumir a recompensa liquida);

- NUmero de pegadas pela frente (nimero de vezes que o0 animal pegava a recompensa

pelas aberturas frontais do aparato posicionando nestes 0s membros superiores);

- NUmero de pegadas com a boca (nimero de vezes em que 0 animal pegava a recompensa

da méo do experimentador com a boca);

- Tempo de permanéncia na cadeira (tempo total da sesséo que o animal permanece dentro

do aparato).
4.3 Testes motores

Apos o periodo de habituacdo ao experimentador e concomitantemente ao treino
para posicionamento na cadeira para primatas, os animais foram submetidos a testes
motores que envolvem o uso de coordenacdo motora fina e global. Todos os testes
utilizaram exclusivamente os membros superiores e foram testados bilateralmente. Os

testes utilizados estdo descritos a seguir.
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4.3.1.Staircase Test

O staircase test consiste em um aparato de acrilico transparente com duas
aberturas permitindo acesso a pequenos degraus laterais contendo recompensas
comestiveis, organizados de forma ascendente ou descendente (Figura 4). As aberturas
séo dispostas de modo que cada conjunto de degraus seja alcangado pelo membro superior
de apenas um lados do animal com facilidade, mas dificilmente sejam alcangados em sua
totalidade com o membro contralateral. Os diferentes niveis/altura dos degraus garantem
a dificuldade necessaria para a avaliacdo da coordenacdo dos movimentos de pegada e
pinga juntamente com a coordenacdo de grandes grupamentos musculares proximais
adutores, abdutores, flexores e extensores no membro superior durante os diferentes
niveis dos degraus. Para permitir esta avaliacdo em diferentes graus de extensdo, para
primatas sdo adaptadas duas versdes do teste: valley e hill, que se diferenciam de acordo
com o sentido dos degraus da escada lateral em relacdo ao membro superior que esta
executando a tarefa. Na versdo valley (Figura 4A), as escadas sobem em direcdo as
laterais do aparato com o orificio de acesso localizado ao centro do aparato experimental,
de modo que o animal alcance com o membro superior esquerdo os degraus do lado
direito e vice-versa. Na versdo hill (Figura 4B) as escadas sobem em dire¢do ao centro do
aparato e os orificios de acesso sdo posicionados lateralmente, de modo que o animal
deve alcancar com o membro superior esquerdo os degraus do lado esquerdo e com o
membro superior direito os degraus do lado direito. Para o presente trabalho, foram
desenvolvidas adaptacbes dos aparatos experimentais staircase para dimensdes
adequadas a espécie Sapajus apella (Marshall and Ridley 2003) a partir das medidas

usadas para a espécie Callithrix jacchus.

Em cada sessdo foram realizadas trés tentativas para cada versdo do teste, com o
tempo de até 3 minutos para a recuperacao de todas as recompensas, sempre comecando
pelas tentativas na versdo hill seguidas pelas tentativas da versdo valley. Todas as 50

sessOes de teste foram gravadas para posterior analise das seguintes variaveis:

- Numero de recompensas recuperadas (nimero total de recompensas que o animal

pegava sem deixar cair do aparato);

- Laténcia de primeira recompensa (tempo que o animal leva para pegar a primeira

recompensa, registrado separadamente para a méo direita ou a esquerda);
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- Tempo de recuperacédo de todas as recompensas (tempo que o animal recupera todas as
recompensas de um lado do aparato, sendo registrado cada lado individualmente);

- Uso de mao trocada (nimero de vezes que o animal utiliza a mao contréria ao lado

correto referido pelo aparato, registrando cada lado individualmente);

- Perda de recompensa (nimero de recompensas em que o animal deixa cair no trajeto de

retirada do aparato, registrando cada lado individualmente).

30CM

2 O
3\ e
. - =~ 30CM

Figura 4. A) modalidade valley, com escadas descendentes a por¢do medial e orificio de acesso localizado
na porcdo medial do aparato, e B) modalidade hill, com escadas ascendentes a por¢do medial e orificios de
acesso nas porcdes laterais direita e esquerda do aparato.

4.3.2 Teste modificado do Tabuleiro de Brinkman

O teste modificado do tabuleiro de Brinkman & um teste de habilidade manual
que requer movimento independente e preciso dos dedos, utilizado para verificacdo da
coordenacdo motora fina do animal (Schmidlin, Kaeser et al. 2011). Consiste em um
tabuleiro (22cm x 12cm) com 50 aberturas retangulares com cantos arredondados, sendo
25 deles dispostos em posicdo vertical e os 25 restantes em posicdo horizontal. As
aberturas retangulares sdo de diametro com 3 mm de profundidade, 12 mm de
comprimento e 5 mm de largura, o suficiente para permitir somente a insercdo de um
dedo para retirada da recompensa, de modo que as mesmas somente possam ser retiradas
com o uso de pegada em pinca (uso do polegar em oposicdo ao indicador), 0 movimento
manual de maior precisdo entre primatas (Schmidlin, Kaeser et al. 2011). Os testes foram
divididos em duas fases, a fim de facilitar a discriminacdo entre preferéncia e dominancia
manuais. As primeiras 25 sessoes do teste foram realizadas com o animal posicionado na

cadeira para primatas em tentativas unilaterais (direita ou esquerda), garantidas pela
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obstrugéo da passagem de acesso de um dos membros na cadeira e pelo posicionamento
em 45° do tabuleiro em posicdo de oposi¢do ao membro requerido para a realizacdo dos
testes (Figura 5). Cada sessao foi iniciada com 0 membro superior contrario ao da sesséo
anterior. Na segunda fase dos testes foram realizadas outras 25 sessdes sem restricao
unilateral, com o tabuleiro fixado em frente ao animal, sendo permitida uma Unica
tentativa, dando ao animal a liberdade para retirar as recompensas com qualquer um dos

membros.

Figura 5.A) modelo e dimensdes do tabuleiro de Brinkman. B) posicionamento do tabuleiro na primeira
fase do teste. C) posicionamento do tabuleiro na segunda fase do teste.

4.4 Inducdo do HemiParkinsonismo por 6-OHDA

Os animais foram submetidos ao protocolo de administracdo intracerebral
unilateral de 6-OHDA hidrocloridrica (4 mg/ml base de peso livre dissolvido em 0,01%
ascorbato/salina). Antes do inicio da cirurgia de inducdo de hemiparkinsonismo, foram
administrados uma dose intramuscular de xilasina (100 mg/ml) e ketamina (100 mg/ml),
para a realizacdo da tricotomia e posicionamento do animal no estereotaxico. Apés o
posicionamento correto do animal no aparato estereotdxico, 0 mesmo recebeu uma
injecdo intravenosa de xilasina (100 mg/ml) e ketamina (100 mg/ml). A determinacdo do
lado da lesdo pela 6-OHDA na substancia negra ou no nucleo estriado foi através dos
resultados dos testes motores que determinaram a lateralidade do animal, sendo escolhido
o0 hemisfério cerebral oposto a preferéncia lateral do animal.

Foram utilizados dois protocolos: O primeiro protocolo de induc¢éo foi formado
por 10 sitios no nacleo estriado a partir das seguintes coordenadas: 1) Antero-Posterior
(AP):19.5 mm, Dorso-Ventral (DV):13 mm, Medio-Lateral (ML) :3 mm; 2) AP:19.5 mm,
DV:12 mm, ML:3 mm; 3) AP:19.5 mm, DV: 11 mm, ML: 3mm; 4) AP:17 mm, DV:14
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mm, ML: 4mm; 5) AP:17 mm, DV:13 mm, ML:4 mm; 6) AP:14.5 mm, DV:15 mm, ML.:
4 mm; 7) AP:14.5 mm, DV:14 mm, ML: 4 mm; 8)AP:14.5 mm, DV:13 mm, ML:4 mm,
9) AP:12.5 mm, DV:15 mm, ML:5.3 mm;10) AP:12.5 mm, DV:14 mm, ML:5.3 mm.
Foram injetados 2ul/sitio em uma taxa de 0,5 pl/min. Apos cada descida da seringa a
mesma permaneceu por 2 minutos no local, antes de ser retirada.

O segundo protocolo de inducdo de hemiparkinsonismo foi composto por 10
sitios de injecBes nas vias nigro estriatais com as seguintes coordenadas: SN: 1) AP:8.5
mm, DV:+0.5 mm, ML:4 mm; 2) AP:8.5 mm, DV:+1.5 mm, ML:4 mm; 3) AP:7.5 mm,
DV: 0 mm, ML: 4.3mm; 4) AP:7.5 mm, DV:2 mm, ML: 6.2mm, as vias nigroestriatais
1) AP:11.5 mm, DV:+2.8 mm, ML:7.8 mm; 2) AP:12 mm, DV:+3.5 mm, ML:7.3 mm;
3) AP:12 mm, DV:+2.5 mm, ML: 7.3 mm; 4) AP:11 mm, DV:+3.0 mm, ML:9 mm e na
SNc: 1) AP:9.5 mm, DV:+1 mm, ML:2.5 mm; 2) AP:9.5 mm, DV:2 mm, ML:2.5 mm.
Foi injetado 2pl/sitio em uma taxa de 0,5 pl/min. Da mesma forma, apos cada descida da
seringa a mesma permaneceu por 2 minutos no local, antes de ser retirada. Apds o0s
procedimentos cirdrgicos o0s animais foram medicados com tramadol (7mg/kg) e
dexametasona (3mg/kg), retornando a suas gaiolas apds todos os procedimentos, 0s
animais eram monitorados diariamente, duas vezes ao dia. O primeiro protocolo foi

aplicado no M3 e o segundo protocolo foi aplicado no M2.
4.5 Avaliacéo Clinica

A escala de avaliacdo clinica dos sintomas motores de primatas ndo humanos
parkinsonianos desenvolvida por (Santana, Palmér et al. 2015), adaptada da escala
unificada de avaliacdo para DP (UPDRS), possui 16 categorias pontuadas de 0 até 3
pontos em todos os parametros avaliados, onde zero consiste na auséncia de sintomas e 0
trés o estado mais severo dos sintomas. Os parametros avaliados sdo: tremor em repouso,
tremor em movimento, congelamento, marcha e locomogéo, coordenacdo motora fina,
bradicinesia, hipocinesia, rigidez, balanco corporal, balango corporal induzido, postura,
iniciacdo de movimento, escalada, coordenacdo motora grossa, expressdo facial e
vocalizacdo. O escore maximo do teste é de 48 pontos. As analises foram realizadas uma
semana apos a cirurgia de inje¢do de 6-OHDA, sempre no turno da manhg, trés vezes por
semana por até dois avaliadores que entram no recinto de manutencdo do animal. Os

mesmos observaram e interagiram com o0s animais para verificar 0s sintomas
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apresentados, pontuando para cada um dos parametros que estdo disponiveis no anexo 1.

Foram realizadas 15 semanas de analises.
4.6 Andlise dos dados

Os dados quantitativos obtidos através das analises dos videos e quantificacdes
temporais e/ou de quantidade de vezes na qual um determinado comportamento fora
apresentado para o treinamento de posicionamento na cadeira bem como para os testes
motores no staircase e tabuleiro de Brinkman foram organizados em planilhas no Excel e
analisados através de estatistica paramétrica, utilizando os Softwares BioEstat 5.0 e
GraphPad Prism. Foram realizados testes de normalidade para deteccdo de extremos
seguido de testes estatisticos para verificacdo de diferencas significativas. Atendidos os
critérios de normalidade, para a determinacdo de preferéncia e/ou dominéncia manual
aplicamos teste t bicaudal para amostras pareadas estabelecendo comparacdes bilaterais.
Para verificacdo do fator aprendizado nos testes utilizamos 0 método de médias moveis,
uma vez que este permite a estimativa de uma curva de aprendizado, e verificamos as
diferencas entre os valores obtidos em cinco janelas temporais ao longo da curva obtida
durante o periodo de treinamento, denominados periodos 1, 2, 3, 4 e 5 (P1, P2, P3, P4,
P5) correspondentes a intervalos de 10 sessdes cada. Aplicamos teste de normalidade para
exclusdo de dados amostrais extremos, seguido de teste ANOVA sendo adotado o

intervalo de confianga minimo de 95% (p<0,05).

Para analise das alteracdes nos padrdes motores durante os periodos de teste no
tabuleiro de Brinkman, estabelecemos uma avalia¢do quantitativa da sequéncia temporal
utilizada por cada animal para a retirada das recompensas comestiveis no tabuleiro. Para
tal, utilizamos um indice de sistematizacdo da sequéncia motora, conforme anteriormente
proposto (Kaeser, Chatagny et al. 2014). Utilizamos como pardmetro uma sequéncia
sistematica iniciando da extremidade esquerda do tabuleiro e finalizando na extremidade
direita, conforme ilustrado na figura 4. Para o calculo do indice utilizamos os valores
numéricos correspondentes a sequéncia padrdo e subtraimos dos valores numéricos
resultantes da ordem crescente na sequéncia de retirada dos slots realizada pelos animais.
A sequéncia espectral, por exemplo, determinara valores elevados dos indices. A partir
desses cdlculos, analisamos a variabilidade dos dados ao longo dos periodos de
treinamento a fim de detectar a presenca de estabelecimento de habito motor no teste por
parte dos animais, que pode ser observada quando da apresentacdo de baixa variabilidade

entre as sessdes consecutivas.
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Figura 6. Sequéncia padrédo de analise para o calculo do indice de sistematizacdo da sequéncia temporal de

retirada das recompensas no tabuleiro de Brinkman.
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5. RESULTADOS

5.1 Treinamento por reforgamento positivo para posicionamento na cadeira para

primatas

Os animais experimentais aprenderam o comportamento voluntério de entrar e se
posicionar na cadeira para primatas em média de 30 sessdes durante periodo de 8
semanas. O treinamento utilizado foi exclusivamente por reforgamento positivo. Houve
uma Unica excecao para o primata M1 que ndo atendeu ao critério para 0 posicionamento
correto da cabega no tempo necessario para a permanéncia na cadeira para primatas.
Todavia, o animal experimental aprendeu a entrar espontaneamente na cadeira para
primatas e usar as aberturas frontais para manipulacao de objetos e coleta de recompensas
comestiveis que, por sua vez, estavam posicionadas fora do aparato experimental.
Observamos diferencas estatisticamente significativas para a maioria dos parametros
comportamentais quando comparamos as médias do grupo nos periodos subsequentes (P1
a P5) de observacdo. Dos 13 parametros observados, 12 apresentaram diferencas
significativas entre 0s 5 periodos com aumentos nos escores positivos, com excecao para

0 parametro permissividade ao toque no corpo (tabela 1).

Tabela 1. Dados comportamentais durante os periodos de treinamento para posicionamento na cadeira.

P1 P2 P3 P4 P5
1 Togue na cabeca 4.2+0.6 4.2+0.9 2.9+0.4" 5.2+0.6 5.6 +0.7
2 Togue no tronco 14.2+1.3" 6.3+2.1™ 1.5+0.3 0.7£0.3 000.0
3 Tempodetoque nacabeca 32.846.2™"  36.3x9.1™"  72.4+17.4™  394.5+32.2"" 725.6+55.5""
4 Tempo de toque notronco  161.9+0.9™  32.7+11.3 48.4+7.7" 0.3+0.3 0.0+£0.0
5 Laténcia de entrada 38.5+¢3™ 24+4.9™ 8.8+1.2 5.9+0.6 2.6+0.4
6 Tempo decggg?:gnenc'a M 7157456.1° 799.6+34.3°  636.8+35.7  722.8+14.1 879.1+36.6™
! Numero de entradas 6.5+0.6 4.8+05™ 8.1+0.6 75405 7.3+05
espontaneas
8  Tempo fﬁq&?ggmpensa 95.2413.4™  85+16.4™"  288.4+17.6™ 404.4+17.5™ 428.9+29.2""
9 Tempo CO”}I O"j :abe‘?a Pard 97410 129.4#34.4™ 3935+26.3™ 5457+18.7"  6354+11"
10 Ndmero de vezes com a ok -
cabeca para fora 1.7+0.3 7.8+1.3 1141.2 6.9+0.5 6.9+0.4
11 Namero ‘1?533““ Pela g6 70177 187+16™  13.8+1.8” 7.7+0.8 6.2+0.6
12 Numero deb%igadas coma 3506 6+1.1 6.5+1.1 6.5+0.6 9.4+1.6™
13 Tempo de permanéncia
ospontane 152.3+13.3  207.14245  1488+17.4  167.2495  163.3+10.3

As médias foram obtidas para cada periodo de 10 sessGes comportamentais denominados P1-P5. ANOVA

two way, ** p<0,01; *** p<0,001.
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As curvas de aprendizado expressas pelas médias moveis demonstram a obtencao
dos melhores escores, ou o inicio de um platd, em torno da 30? sessdo para a maior parte

0s parametros comportamentais analisados (Fig 7).
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Figura 7. Curvas de aprendizado estimadas por médias moéveis do grupo de animais durante o periodo de
treinamento. Os periodos P1-P5 estdo evidenciados ao longo da curva.

Analises interindividuais dos parametros comportamentais durante o treinamento
na cadeira para primatas demostrou diferencas estatisticamente significativas entre os
sujeitos (toques na cabeca:M1:0.3+0.1, M2:4.7+0.6, M3:7.4+0.5; toque no tronco:
M1:19.348.2, M2:70£12.9, M3:65.4+14.4; laténcia de entrada: M1:10+2.8, M2:34.4+5.8
, M3:4.5+0.3; tempo de permanéncia espontanea: M1:111.3+9.7, M2:251.7+13.2
,M3:10.4+0.7; entradas espontaneas: M1:10.4+0.8, M2:4.7+0;3, M3:5.7+0.5; consumo
de recompensa liquida: M1:0.0+£0.0, M2:502.3+47.5, M3:237.8+4; posicionamento da
cabeca: M1:0.0+0.0, M2:534.8458.1, M3:509.8+47.8; posicionamento das maos:
M1:23.9+£1.7 ,M2:5.7+1.0 ,M3:8.3£1.2). Inicialmente, o estabelecimento do platd das

curvas de aprendizado foi diferente entre M1, M2 e M3 (o plat6 foi considerado como
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estabelecido quando o maior valor para um dado pardmetro ndo foi superado nas proximas
3 sessdes), com o0 sujeito mais rapido dominando o comportamento basico em
aproximadamente 20 sessOes, e 0 sujeito mais lento fazendo-o em cerca de 37 sessdes
para atender ao mesmo critério. Alguns dos parametros comportamentais analisados nao
apresentaram estabelecimento de plat (tempo de toque na cabeca, tempo de recompensa
liquida e tempo de permanéncia na cadeira) .As comparagdes das médias individuais das
sessdes apresentaram diferencas com relacdo a permissividade do toque da cabecga,
posicionamento da cabega no aparato, laténcia para entrada e permanéncia no aparelho,
tempo para consumo da recompensa liquida e correto posicionamento e interacdo pelas
aberturas frontais do aparelho (Figura 8). O animal M1 mostrou clara evitacdo para o
posicionamento da cabeca, todavia apresentou melhor desempenho no nimero de
entradas espontaneas no aparato experimental, enquanto M2 apresentou maiores escores

no tempo de permanéncia espontanea, mas aumento na laténcia de entrada.
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Figura 8. AB,C,D,EF,G,H: Representacdo grafica das médias individuais obtidas nos pardmetros
comportamentais analisados durante o periodo de treinamento. ANOVA two-way, teste a priori de
Bonferroni. *** p <0,0001; * p<0,05.

5.2 Determinacao de lateralidade pelo staircase test

O teste staircase demonstrou diferencas significativas em diversos parametros
entre os desempenhos dos lados direito e esquerdo para todos os sujeitos experimentais.

Observamos diferencas nas comparacdes bilaterais na laténcia de pegada da primeira
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recompensa, tempo total de concluséo do teste, tentativas de uso de mao contréria ao lado
observado no aparato e perda de recompensas (Tabela 2).

Tabela 2. Dados comportamentais obtidos no teste staircase.

M1 M2 M3
Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda
Laténcia de primeira 5 g 1 27402 3.740.3 44203 3.140.4™ 59+08
recompensa
Tempo total do teste 11+0.8" 89+0.8 12.8+1.1™ 156+1.2 12.1+0.8™ 153+0.9
Uso de maos trocadas 0.2+0.03™ 0.4+0 .04 0.5+0.04™ 0.02+0.01 0.5+0.04™ 0.0+0.0
Perda de recompensas 0.05+0.02" 0.01+0.001 0.2+0.01 0.003 £ 0.003 0.01+0.01 0.01+0.01

Teste t bicaudal para amostras pareadas. * p<0,05; *** p<0,001.

As comparagdes interindividuais entre o total de recompensas recuperadas
bilateralmente por cada animal demonstraram um desempenho significativamente menor
de M1 em relacdo a M2 e M3 (Figura 9).
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Figura 9. A, B, C, D: Representacgdo grafica das médias dos pardmetros comportamentais para as maos
direita e esquerda para os primatas M1, M2 e M3. Teste t bicaudal para amostras pareadas. * p < 0,05; ***
p < 0,0001. E: Representacdo grafica das medias para o numero total de recompensas recuperadas

bilateralmente para cada animal. ANOVA two way, teste a priori de Bonferroni, * p<0,05.

Comparagbes entre os resultados obtidos nas versfes hill e valley do teste
staircase para cada animal, bilateralmente, demostram diferencas significativas. Todos
0s animais obtiveram um nimero maior de recompensas recuperadas na versdo hill do
teste, porém o tempo necessario para a conclusao do teste foi maior nessa versao para 0s

animais M1 e M2. A versdo valley apresentou um aumento no nimero de tentativas de
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uso de méo trocada e menor laténcia de pegada da primeira recompensa para 0s animais
M1 e M2 (Figura 10).
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Figura 10 A, B, C, D: Representacéo grafica das médias obtidas pelos animais nas versdes valley e hill do

teste staircase. Teste t bicaudal para amostras pareadas. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,0001.

5.3 Determinacéo da lateralidade pelo tabuleiro de Brinkman

5.3.1 Primeira fase

Na primeira fase do tabuleiro de Brinkman, os dados foram obtidos isoladamente

para as maos direita e esquerda. Observamos diferencas significativas nos parametros de

laténcia de primeira recompensa, tempo total de conclusdo do teste, tentativas de uso de

méo trocada e perda de recompensas (tabela 3, figura 11).

Tabela 3. Dados comportamentais obtidos no tabuleiro de Brinkman.

M1 M2 M3
Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda
Laténcia de
primeira 1.7+0.2 2.1+0.2 2+0.2 2.9+0.3 1.2+0.1 1.5+0.2
recompensa
Tempo total de
concluséo do 76.9+2.3™ 153.8+7.8 181.5+11.1 171.6+5.3 114.3+3.1 103.1+ 4.7
teste
Tentativa de
uso de mios 0.4+0.1™ 0.0+0.0 0.2+0.1™ 10.7£0.7 1.4+ 0.4 1.3+ 0.4
trocadas
Perda de 10.5¢0.6™ 6.2+05 17+0.9" 125+ 1.4 2.6£0.4™ 4304
recompensa

Teste t bicaudal para amostras pareadas. * p<0,05; *** p<0,001.
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Figura 11. A, B, C, D: Graficos representativos das médias dos escores obtidos para as maos direita e
esquerda para cada animal no tabuleiro de Brinkman, nos pardmetros laténcia de 12 recompensa, uso de
mao trocada, recuperacado de todas as recompensas e perda de recompensa. *** teste t, p<0,001; ** p<0,01;
*p<0,05.

5.3.2 Segunda fase

Na segunda fase do tabuleiro de Brinkman, na qual os animais tinham acesso
bilateral irrestrito ao aparato colocado em posicao centralizada a frente do animal,
observamos diferencas significativas nas laténcias de alcance da primeira recompensa
quando comparamos os lados direito e esquerdo para todos os animais. Os resultados
também apresentaram diferencas individuais no desempenho, com M2 apresentando
tempo maior para recuperacdo de todas as recompensas em relacdo aos demais animais.
Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre o numero de recompensas
recuperadas, ou perda de recompensa, para 0s slots verticais e horizontais do tabuleiro

para nenhum dos lados. Os dados estdo na figura 12.
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Figura 12. A, B, C: Gréficos representativos das medias dos escores obtidos para as maos direita e esquerda
para cada animal no tabuleiro de Brinkman, nos parametros laténcia de 12 recompensa, recuperacdo de todas
as recompensas e perda de recompensa. D: ComparacGes bilaterais entre o nimero total de recompensas

recuperadas dos slots horizontais e verticais do tabuleiro. *** teste t, p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05.
5.3.3 Padrao motor antes da injecdo de 6-OHDA

Observamos o tipo de pegada dos animais para recuperacao das recompensas, 0S
animais demonstraram clara prevaléncia de pegada em pinca, que envolve o polegar e 0
indicador. Para ambas as fases de teste comportamental, 0 nimero de recompensas
recuperadas pelos animais nos primeiros 30 segundos de teste, denominado escore, foi
registrado. A analise dos escores bilaterais na segunda fase ndo demonstram diferencas
significativas entre os periodos analisados. As analises da sequéncia temporal utilizada
pelos animais para recuperar as recompensas dos slots demostram reducdo da
variabilidade nas sequéncias temporais realizadas pelos animais nas visitas dos slots na
segunda fase, especialmente para os animais M1 e M2. Os dados estdo ilustrados na

Figura 13.
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Figura 13. A: Gréficos representativos das médias do uso de pegadas do tipo pinca (polegar-indicador) e
uso do indicador somente no periodo de testes. teste t bicaudal para amostras pareadas, *** p<0,001. B:
indices de sequéncia temporal obtidas nas sessdes da segunda fase para cada animal. C: Escores obtidos
para cada animal no periodo de testes. D, E, F: Trajetdrias executadas pelos animais para recuperacdo das
recompensas nos slots distribuidos ao longo do tabuleiro de Brinkman, para cada uma das sessfes na

segunda fase de experimentos.
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5.4 Avaliacéo Clinica

As andlises do protocolo clinico UPDRS para primatas demonstra diferenca
significativa entre as médias dos escores totais obtidos para os dois protocolos de inducéao
de hemiparkinsonismo aplicados neste estudo. Para o primeiro protocolo aplicado, os
sintomas foram observados a partir da primeira semana pos-cirdrgica, com reducao
gradativa da apresentacdo da rigidez, iniciacdo motora, escalada voluntéria e coordenagéo
motora, alcancando niveis basais por volta de 6 semanas apds a cirurgia. Para o segundo
protocolo, observamos padrdo similar de apresentacdo sintomatica, seguido de remissao
porém com reaparecimento crescente dos sintomas de parkinsonismo a partir da 122

semana apos a intervencdo (Figura 14).

AVALIAGAO CLINICA AVALIAGAO CLINICA

Escore

Escore
=
+*

e T T 2
1 2 8 4 5 6 F 8 940 11 42 13 14 15
Semanas 0

e M3 —M2 M3 M2

Figura 14: A. Progressao dos escores obtidos no periodo pos intervencéo para os sujeitos experimentais
submetidos ao protocolo 1 (M3) e protocolo 2 (M2). B. Representacéo grafica das medias dos escores totais

da avaliagdo clinica para os primatas M2 e M3. Teste t bicaudal para amostras pareadas. * p < 0,05.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo visa o desenvolvimeto de um protocolo de indugdo de
hemiparkinsonismo por 6-OHDA em primatas da espécie Sapajus apella e também visa
avaliar se 0 uso de técnicas de reforcamento positivo podem ser implementadas de forma
eficiente para o treinamento desses primatas para posicionamento e execucdo de testes
comportamentais em aparato de contencdo parcial denominado cadeira de primatas.
Analisou, ainda, o uso de adaptacdes dos testes staircase e tabuleiro de Brinkman para
determinacdo de lateralidade de primatas da espécie Sapajus apella, relevante para
planejamento experimental e analises de resultados em ensaios envolvendo disturbios das

vias motoras.

6.1 O reforcamento positivo induz respostas comportamentais em primatas Sapajus

apella

Nossos resultados demostram que o uso isolado da técnica do clicker, sem
qualquer adicdo de punicdo positiva ou reforcamento negativo pode ser suficiente para
elicitar respostas desejaveis por macacos Sapajus apella. Durante o periodo de
treinamento, percebemos que os animais foram capazes de rapidamente relacionar o
clicker as recompensas e desenvolveram 0s comportamentos para receber as
recompensas oferecidas, comportamento este que ndo observamos durante nenhuma das
fases de apresentacdo de comportamentos estereotipados ou aberrantes. Todos 0s sujeitos
apresentaram comportamento de entrada espontanea no aparato no decorrer das 50
sessOes de treinamento. Em média, o tempo necessario para estabelecer uma conexdo
entre o reforcador positivo e o clicker e aplica-lo as necessidades requeridas pelos

protocolos experimentais e de cuidado parece ser por volta dos 3 meses para a espécie.

E razoavel presumir que quanto maior a distancia entre os comportamentos
naturais da espécie e a tarefa a ser estabelecida, maior a necessidade de tempo e
intensidade de rotinas de treinamento para alcanca-los; diferencas entre comportamentos
possivelmente alcancaveis e rotinas de treinamento necessarias certamente apresentardo
variacOes significativas em relacdo as espécies consideradas. Macacos capuchinhos
apresentam cérebros relativamente grandes em relacdo a massa corporal (Perry, Manson
et al. 2009), comportamento altricial e assim como primatas superiores denotam grande
desenvolvimento cerebral pos-natal, que depende particularmente das experiéncias no

inicio da infancia (Portmann 1990, Fragaszy, Visalberghi et al. 2004). Sob essa
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perspectiva, podemos assumir que apresentam semelhancas no aspecto de diversificacao
dos comportamentos individuais com os humanos, uma vez que o desenvolvimento
neurolégico extensivo na fase pds-natal tende a intensificar tais diferencas (EIman, Bates
et al. 1998).

No presente estudo observamos variagdes significativas nos parédmetros
comportamentais (toques na cabeca, toque no tronco, laténcia de entrada, tempo de
permanéncia espontanea, entradas espontaneas, consumo de recompensa liquida,
posicionamento da cabeca e posicionamento das méos) entre os animais durante o
processo de aprendizagem, com especificidades de preferéncias de comportamentos
sendo observados para cada animal. O primata M1, por exemplo, apresenta clara evaséo
de posicionamento da cabeca, apesar de melhores desempenhos de posicionamento de
membros superiores e entrada espontanea no aparato, M2 apresentou melhor desempenho
no posicionamento da cabeca e consumo de recompensa liquida e M3 apresentou melhor
permissividade ao toque e menor laténcia de entrada na cadeira para primatas. O
posicionamento em aparato de contencdo parcial claramente estabelece comportamento
bastante complexo para primatas, uma vez que qualquer restricdo de movimentos tende a
ser naturalmente percebida como um fator estressor, mesmo quando da habituagédo
comportamental (Ruys, Mendoza et al. 2004). As diferencas apresentadas nos padrées de
aprendizagem dos comportamentos necessarios a tarefa dos animais experimentais
podem ser atribuidas a diferentes processamentos cognitivos em relacdo ao estimulo que,
por sua vez, sao atribuidos a variabilidade biologica com bases genéticas, epigenéticas e

sdo fatores esperados nas amostras.

As curvas de aprendizado exibiram platd para a maior parte dos parametros
analisados (tempo de toque no tronco, laténcia de entrada, tempo de consumo de
recompensa liquida e pegadas pela frente), apesar da apresentacdo de trajetoria
ascendente constante para alguns comportamentos, p. e.g. tempo de toque na cabega, que
podem ser indicativos de continuidade de processo de aprendizagem, ergo, 0
estabelecimento do aprendizado de posicionamento na cadeira foi alcancado durante o
periodo, em conformidade com critérios aplicados em estudos prévios que consideram a
consolidacdo quando do alcance de um valor ndo excedido pelas préximas 3 ou 5 sessfes

subsequentes (Chatagny, Badoud et al. 2013, Kaeser, Chatagny et al. 2014).

As diferencas estatisticas significativas entre os periodos analisados denotaram o

claro efeito de modulagdo comportamental no aprendizado da tarefa. Alguns pardmetros,
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todavia, como os relacionados a permissividade para o toque no tronco do animal
experimental, apresentaram reducdo de sua apresentacdo, evidenciando que, mesmo
quando habituados ao posicionamento, 0s animais permanecem em constante estado de
alerta. Foi descrito que todas as vezes que 0 experimentador tocava no tronco do animal
experimental, quando este estava posicionado com a cabeca para fora da cadeira para
primatas, 0 mesmo tendia a retirada imediata da cabeca do orificio do aparato a fim de
manter controle visual das interacdes fisicas com o experimentador. Esse dado corrobora
os estudos desenvolvidos por (Ruys, Mendoza et al. 2004) que analisaram as respostas
comportamentais e fisiologicas de Macaca mulatta a contencdo constante em cadeiras
para primatas, demostraram que mesmo quando alcancada a habituacdo comportamental,
os niveis de cortisol permaneceram elevados quando 0s animais experimentais sdo
submetidos a restricdo de movimento na cadeira para primatas. A fim de evitar aumento
desnecessario dos niveis de estresse, a partir da 30 sesséo as tentativas de toque no tronco

dos animais posicionados foram eliminadas do protocolo experimental.

O aumento na permissividade dos animais para toques na cabeca, tempo com a
cabeca posicionada corretamente no aparato (para fora), aumento significativo do tempo
para consumo da recompensa liquida e reducdo progressiva na laténcia de entrada
espontanea do animal no aparato observados no presente estudo, em conjunto, esses
resultados sugerem reducdo da ansiedade dos animais quando da restricdo dos
movimentos da cabeca durante o posicionamento do pescoco no orificio do cadeira de
primatas, o que nos leva a presumir que houve reducdo gradativa do estresse relacionado
a tarefa por parte dos animais. Todavia, ndo é possivel afirmar categoricamente a reducéo
dos niveis de estresse sem termos realizado dosagem de cortisol nesses animais. Estudos
anteriores, em diferentes espécies de primatas, apresentam dados contraditérios acerca
das relacGes entre apresentacbes comportamentais e elevacdo dos niveis de cortisol
(Kelly, Stonemetz et al. 2009, Novak, Hamel et al. 2013). N&o obstante, € importante
notar que estes estudos sdo focados em manifestacdes comportamentais especificas
utilizadas como indicativos de estresse e que incluem a apresentacdo de comportamentos
estereotipados e de autoflagelamento. No presente estudo ndo detectamos a apresentacdo
de tais comportamentos em nenhuma das fases experimentais e como a taxa de
aprendizado dos animais apresentou-se satisfatdria, assumimos que 0s niveis de estresse
foram mantidos em padrbes ndo significativos para induzir respostas fisiologicas que

pudessem alterar o funcionamento neuroldgico. Efeitos importantes da elevacdo dos
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niveis de cortisol sobre o desempenho cognitivo no aprendizado em primatas foram
demonstrados (Lyons, Lopez et al. 2000) e medidas dos niveis de cortisol em primatas
durante o periodo de treinamento para rotinas experimentais demonstraram aumento dos
niveis sistémicos desse horménio durante a fase inicial de treinamento, seguido de
reducédo gradual e retorno aos niveis basais com pelo menos trés semanas de treinamento

em Macaca mulatta (Lee, Shin et al. 2013).

Estudos aplicando treino por reforcamento positivo para aprendizagem de testes
motores em Macaca fascicularis observaram o alcance do platé de aprendizagem ap6s 3
meses de treinamento diario (3 a 5 vezes por semana), com 0 minimo de 70 sessdes para
alcance de resultados significativos nos animais experimentais com melhor taxa de
aprendizado (Kaeser, Chatagny et al. 2014). Outros trabalhos demonstraram resultados
mais rapidos na aquisi¢cdo dos comportamentos desejados, utilizando combinacdo de
reforcamento positivo e reforcamento negativo em Macaca mulatta (McMillan, Perlman
et al. 2014). E importante ressaltar que o uso de reforcamento negativo em primatas é
bastante questionavel do ponto de vista ético e pode atuar como fator estressor,
comprometendo a validade de resultados dependentes de outras variaveis fisiologicas e
comportamentais em questdo (Wergard et al. 2015).Um treino realizado com
reforcamento puramente positivo envolve a ndo coercdo do animal, de modo que o
progresso acontece de acordo com o curso natural do mesmo e, caso o animal ndo exiba
um determinado comportamento, sem consequéncias negativas, o que de certa forma
reduz a praticidade da abordagem por conta do tempo para aprendizado mais prolongado

quando comparado com outras técnicas (Prescott, 2010).

Ensaios aplicando reforcamento positivo em Callithrix jacchus demonstraram que
0s animais treinados apresentam reducdo das respostas comportamentais a fatores
estressores quando comparados a animais que nao receberam o treinamento (Bassett,
Buchanan-Smith et al. 2003) em estudos com amostras sanguineas de animais cativos
demonstraram que variaveis fisiologicas relacionadas ao estresse podem ser afetadas
positivamente ou até mesmo prevenidas pelo treinamento com reforcamento positivo
(Lambeth, Hau et al. 2006).

Primatas apresentam repertério comportamental variado decorrente de
processamentos psicoldgicos complexos e o conhecimento do repertorio comportamental
caracteristico da espécie em questdo é relevante na interpretagdo dos resultados. Por

exemplo, em espécies que estabelecem hierarquia social é sabido que os machos alfa sdo
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mais susceptiveis a apresentacdo de respostas comportamentais a fatores estressores
(Sapolsky 2005). Sabemos que 0s macacos do género Sapajus exibem tipica hierarquia
social, com ocorréncia de individuos dominantes: machos e fémeas alfa (Morton, Lee et
al. 2013). No presente ensaio, 0 individuo M1 apresenta constituicdo corpérea mais
robusta quando comparado a M2 e M3, bem como exibe claramente padrdes de
comportamento sugestivos de dominancia (e.g. vocalizagdes mais elevadas, movimentos
mais bruscos, postura mais elevada). Se estes fatores sdo responsaveis pelas diferencas
nos padrdes de aprendizagem aqui observados, € uma questdo que demanda investigacdes
mais detalhadas.

Primatas também tendem a ser sensiveis ao nimero de pessoas no ambiente, sendo
ideal o treinamento ser realizado com somente um ou dois pesquisadores, medida adotada
no presente estudo. A interacdo constante dos animais com a mesma equipe permite o
reconhecimento de caracteristicas comportamentais individuais dos animais que podem
influenciar o aprendizado devido a preferéncias, seja por recompensas seja por
pesquisadores, uma vez gque 0s primatas também sdo capazes de reconhecer 0s humanos,
0 que pode afetar os resultados dos testes de acordo com o pesquisador que esta aplicando
(Waitt, Buchanan-Smith et al. 2002). A ocorréncia de uma melhor relacdo entre
pesquisador-primata por sua vez tende a reduzir a apresentacdo de comportamentos
anormais, dada a reducéo do estresse associado a manipulacéo e interacdo com o humano,
e deve ser buscada no sentido de reduzir a variabilidade dos dados induzida por estresse,
além de aumentar a seguranca da equipe de trabalho reduzindo a probabilidade de les6es
por comportamento agressivo dos animais (Rennie and Buchanan-Smith 2006) bem como

proporcionar maior conforto e bem-estar para o animal.

6.2. O staircase test e tabuleiro de Brinkmann sdo eficazes na determinacdo da

lateralidade em Sapajus apella

No presente estudo, investigamos a hipotese de que 0s parametros observados nos
staircase test e tabuleiro de Brinkmann podem ser instrumentos para predizer a
preferéncia e/ou dominancia manual em primatas da espécie Sapajus apella. Os dois
testes que aplicamos revelaram resultados consistentes, porém ndo necessariamente
complementares relacionados as conclusdes do presente estudo, o que reforca a distin¢ao
proposta anteriormente por Chatagny et al (Chatagny, Badoud et al. 2013) acerca da
distingdo dos atributos de preferéncia e dominancia manual em primatas. Diferencas

significativas de desempenho intermanual foram observadas em ambos os testes para
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todos os animais, sendo que os parametros analisados apresentam maior sensibilidade a
deteccdo de preferéncia ou dominancia manual, sendo desta forma utilizados para a

analise dos resultados de cada teste.

O staircase test analisa a coordenag@o motora geral do membro superior, havendo
a necessidade de regulagdes de contragdes musculares dos grupamentos flexores,
extensores, adutores e abdutores dos membros superiores (direito e esquerdo) para o
movimento de alcance de objetos em diversas alturas, em posi¢do aduzida ou abduzida
do braco, dependendo do degrau no qual a recompensa esta sendo recuperada e da versdo
do aparato utilizada (aducgéo para a versao valley e abducéo para a verséo hill), juntamente
com 0s movimentos precisos de pegada proporcionados pela fina coordenacdo da

musculatura distal.

O tabuleiro de Brinkman, por sua vez, analisa de forma mais direta o desempenho
de coordenacdo motora fina do ato motor complexo de pegada em pinga, em posicoes
vertical e horizontal. Dada a liberdade de movimentacdo do brago proporcionada pelo
teste, que o diferencia do staircase test, 0s movimentos de pegada em pinga podem ser
realizados na postura de brago que se fizer mais confortavel para o animal, e.g. havendo
variacdes interindividuais claramente observaveis especialmente quando da recuperacdo
de recompensas dos slots horizontais, que podem ser feitos tanto em posi¢cdo de desvio

radial quanto em posicéo de desvio ulnar (Kaeser, Chatagny et al. 2014).

Ambos 0s testes sdo altamente intuitivos e aproveitam as habilidades motoras e o
comportamento natural dos primatas. O staircase test apresenta pequena necessidade de
habituacdo, na qual o animal percebe apds algumas tentativas a impossibilidade de
recuperacdo de todas as recompensas de um determinado pela utilizacdo do membro
contrario. O tabuleiro de Brinkman, por sua vez, pode ser utilizado com macacos nédo
treinados, que podem facilmente realizd-lo e imediatamente iniciam a retirada das
recompensas comestiveis dos compartimentos do tabuleiro quando colocados de frente a
este. A analise em duas fases distintas do tabuleiro de Brinkman foi realizada neste estudo

a fim de proporcionar clareza entre as analises de preferéncia e dominancia manuais.

Dos parametros comportamentais analisados, alguns sdo claros indicativos da
preferéncia enquanto outros tendem a indicar de forma mais categorica o fenbmeno de
dominancia manual (Tabela 4). Conforme anteriormente mencionado, a preferéncia

manual indica o lado primeiramente escolhido pelo animal para a realizacdo de uma
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determinada tarefa, enquanto a dominancia reflete o lado com o qual o animal apresenta

melhor desempenho motor. (Kaeser, Chatagny et al. 2014).

Os resultados obtidos revelaram diferentes sensibilidades dos testes empregados
para deteccdo dos atributos de preferéncia e dominancia manuais. Os resultados dos
parametros apresentaram concordancia na determinagéo dos fend6menos de preferéncia e
dominancia em todos os parametros analisados para todos os animais, enquanto os dados
do tabuleiro de Brinkman revelaram padrdes mistos de determinacgéo de lateralidade tanto
para 0s parametros indicativos de preferéncia como para os parametros indicativos de
dominéncia manual (Tabela 4).

Tabela 4. Lateralidade individual demonstrada pelos animais para parametros de preferéncia e dominéncia

manuais.
Parametro
Teste Atributo Comportamental Lateralidade
Observado
M1 M2 M3
Laténcia de primeira
A . E NS

Preferéncia Recompensa
Staircase Uso de mdo trocada E D D
Dominancia Tempo total de teste E D D
Perda de recompensa E NS NS
o Laténcia de primeira NS NS

Preferéncia Recompensa
1 Fase Uso de mdo trocada D E NS
Dominancia Tempo total de teste D NS E
Tabuleiro de Perda de recompensa E E D
Brinkman Preferéncia Laténcia de primeira NS E

Recompensa

2 Fase Recompensas
L NS D

Dominancia recuperadas

Perda de recompensa NS D E

Aparentemente, o staircase test, por necessariamente forcar o posicionamento e o
estabelecimento de uma trajetéria motora mais complexa, exigindo maior coordenacao
visuomanual por parte do animal (o aparato € confeccionado em acrilico transparente para
tal), apresentou uma maior sensibilidade na determinacdo da lateralidade em primatas.
Apesar de sua execucdo nao representar ato motor tdo distante do ethos do animal, sua
maior complexidade exige posicionamento correto dos membros superiores para 0
sucesso no movimento de recuperacdo das recompensas, podendo assim servir como fator
de normalizacdo de condicBes permitindo uma analise mais acurada e eliminando ruidos
provenientes de estratégias e adaptacdes motoras tanto posturais como de membros
superiores. Por sua vez, o tabuleiro de Brinkman, por permitir maior liberdade de

movimentacao e uso de estratégias motoras diferentes para recuperagdo das recompensas,
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pode adicionar ruido na determinacdo dos fendmenos de preferéncia e dominancia
manuais. Todavia, analisando os dados em conjunto, podemos determinar a lateralidade
dos sujeitos experimentais que podem vir a servir como informagdes importantes na

tomada de decisdes experimentais para experimentos com lesdes motoras unilaterais.

Dados de variabilidade interindividual demonstram melhor desempenho de M1 na
segunda fase do tabuleiro de Brinkman. Nessa fase, a apresentacdo do tabuleiro em
posicdo mediana em relacéo ao corpo do animal, bem como a ndo restricdo para o uso de
um dos membros deixando o animal livre para a escolha pode ter influenciado nos
resultados experimentais. Os dados obtidos no staircase test para 0 mesmo sujeito
demonstram clara preferéncia e dominancia do MMSS do lado esquerdo para todos 0s
parametros analisados, enquanto que na segunda tabuleiro de Brinkman os resultados séo
ndo significativos para qualquer dos parametros analisados, o que sugere um ruido
provocado pela avidez do animal na recuperagcdo das recompensas que, nesse desenho
experimental, favorece o uso bilateral simultaneo para garantir agilidade e dada a baixa
complexidade do teste motor, podem ser responsaveis pela reducédo de sensibilidade do

teste aplicado nessas condicdes.

Ainda, para a primeira fase do teste de Brinkman, a laténcia de primeira
recompensa parece nao ser um elemento sensivel para deteccdo de lateralidade pelo
mesmo motivo, ndo tendo revelado significancia para dois dos trés sujeitos analisados.
Dada a clara restricdo do membro contralateral para a execucao da tarefa, a laténcia neste
caso sera mais um indicativo da avidez do animal pela recompensa do que por uma
preferéncia de iniciacdo do teste com um determinado membro, diferentemente do
observado no staircase test, que apesar de garantir o ndo sucesso de retirada de todas as
recompensas de um determinado lado utilizando a mao contralateral a sua execucao,

permite ao animal a livre escolha do lado para iniciacdo do teste.

No contexto da especificidade motora e dominancia manual, forte influéncia é
exercida pelo tamanho do objeto e pelo tipo de pegada sobre o desempenho no teste de
Brinkman. Em humanos, por exemplo, um estudo focado em pegadas de precisao
identificou pelo menos sete tipos de pegada envolvendo o pélex e diversas combinagdes
e posturas assumidas em relacdo aos outros digitos (Wong and Whishaw 2004). Como
ndo analisamos detalhadamente estes padrdes de forma altamente detalhada no presente
estudo, tendo somente observado a predominancia de pegada em pinca envolvendo o

polex e o segundo quiroractilo e relacdo aos outros tipos de pegada que em sua maioria
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foram representadas por pegadas envolvendo o segundo quirodéctilo e combinacdes
variadas de outros dedos da mesma mé&o ou mesmo a médo oposta, ndo podemos afirmar
em que extensdo as diferencas individuais de padréo de pegada entre 0s macacos podem
ter influenciado a variabilidade dos dados aqui descritos.

N&o obstante, ndo podemos sugerir a presenca de padrdes inconclusivos ou
discrepantes entre preferéncia e dominancia ou mesmo ambidestria para 0S sujeitos
experimentais, dadas as observacdes anteriores e o fato de tais discrepancias terem sido
apresentadas somente nos resultados do teste de Brinkman. Dessa forma, é razoavel
presumir que a utilizacdo do staircase test apresenta maior sensibilidade para
determinac&o de lateralidade por preferéncia e dominancia manuais em primatas. Apesar
disso, o tabuleiro de Brinkman ainda constitui 0 método mais utilizado na literatura para
analise de lateralidade em estudos com primatas (Brinkman 1984, Chatagny, Badoud et
al. 2013, Kaeser, Chatagny et al. 2014).

De um modo geral, testes que envolvem tarefas de grande habilidade sdo mais
sensiveis a deteccdo da dominancia manual, enquanto testes de baixa complexidade
motora tendem a revelar mais claramente a preferéncia manual. O tabuleiro de Brinkman
é largamente utilizado para estudos da determinacéo de lateralidade em primatas (Liu and
Rouiller 1999, Freund, Schmidlin et al. 2009, Kaeser, Wyss et al. 2010), enquanto o
staircase test € menos frequentemente descrito (Santisakultarm, Kersbergen et al. 2016).
Enguanto o staircase permite uma avaliacdo da coordenacdo motora de forma global
incluindo coordenacdo combinada de diversos masculos da méo e braco, o tabuleiro de
Brinkman analisa de forma mais direta a pegada em pinga, que pode ser associada a
estratégias motoras variadas envolvendo méo e braco. Ndo obstante, as analises aqui
aplicadas em ambos os testes ndo apresentam alto grau de sensibilidade a diferencas sutis
de desempenho provocados por diferentes graus de desenvolvimento motor ou diferencas
individuais na coordenacdo motora fina (Kaeser, Chatagny et al. 2014). Analises
anteriores do desempenho de macacos no tabuleiro de Brinkman demonstraram a
existéncia de diferencas interindividuais consideraveis em estratégias e habitos motores,
que influenciam a precisdo e os padrdes de realizacdo do teste em primatas (Kaeser,
Chatagny et al. 2014), semelhantes as diferencas de padrées motores individuais

observadas em humanos desde a infancia (Kakebeeke, Caflisch et al. 2013).

No presente estudo optamos pela aplicagdo de um protocolo de curta duragéo para

a determinacéo da lateralidade dos animais, de modo observar o padrdo motor natural dos
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animais ndo influenciado pelo aprendizado motor e consequente aumento de performance
de coordenacdo motora induzida pelos testes (Kaeser, Chatagny et al. 2014). E sugerido
que macacos aprendem ou refinam a preferéncia manual pela experiéncia motora, sem
diferencas observaveis no aprendizado pelos hemisférios ipsi- e contralateral a méo de
preferéncia (Chatagny, Badoud et al. 2013, Kaeser, Chatagny et al. 2014), diferentemente

dos humanos onde a dominancia manual € uma caracteristica congénita (Warren 1980).

A andlise dos padrdes motores nas sequéncias temporais de retirada das
recompensas revelou a reducdo gradativa na variabilidade das sequéncias, demonstrando
que, mesmo havendo curta duracdo nas analises, especialmente nas Gltimas cinco sessdes
observa-se uma clara indicacdo do estabelecimento de habito motor para a realizagédo do
teste (Chatagny, Badoud et al. 2013, Kaeser, Chatagny et al. 2014), refletido na reducéo
dos valores de variabilidade e na clara reducéo dos pontos de intersec¢do nas trajetorias
motoras realizadas (Figura 13), um fator que deve ser considerado quando da analise de
resultados experimentais envolvendo desordens motoras incluindo abordagens
terapéuticas para 0s mesmos. A criacdo de habitos motores certamente sera refletida no
tempo de execucdo dos testes, revelando melhoria de desempenho, e ndo necessariamente
reflete melhora de capacidade de coordenacdo ou desempenho motor diretamente
relacionado aos substratos neurais do aparelho locomotor, envolvendo todavia em seu

estabelecimento estratégias cognitivas associadas (Haith and Krakauer 2018).

O fendmeno de preferéncia manual tem sido demonstrado em diversas espécies
de primatas. Porém, de forma distinta ao caso humano, onde 90% da populacéo € destra
(Raymond and Pontier 2004), as porcentagens e a direcdo da lateralizacdo variam
grandemente entre primatas (Papademetriou, Sheu et al. 2005) de acordo com a espécie
e populacdo (Murata, Higo et al. 2008), sendo acentuada com a idade ou pelo treinamento
de tarefas motoras (Zhao, Hopkins et al. 2012). Investigac6es anteriores demonstraram
que resultados discrepantes com relacdo a preferéncia manual em primatas podem ser
resultados da especificidade dos testes e parametros para sua determinacdo. De um modo
geral, a complexidade do teste empregado parece desempenhar um papel importante
(Spinozzi, Lagana et al. 2007, Uomini 2009). Um fator importante a considerar concerne
ao fato de a maior parte dos estudos ndo fazer distin¢do entre os atributos de preferéncia
e dominancia manual, caracterizando apenas como preferéncia manual a apresentacéo de
um desempenho superior de uma mdo em relacdo a outra. Assim, tais discrepancias

podem apenas refletir diferencas na documentacdo dos fendmenos de preferéncia e
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dominéncia, que ja foram demonstrados ndo serem necessariamente correspondentes

entre primatas, mesmo humanos (Chatagny, Badoud et al. 2013).

Ainda, fatores ambientais, culturais e de aprendizagem podem estar envolvidos na
apresentacdo dos atributos de lateralizacdo, e.g. o aprendizado pela repeticdo de um teste
motor pode afetar os resultados de testes de lateralidade em primatas (Fagot and Vauclair
1991, Chatagny, Badoud et al. 2013). Humanos, por exemplo, possuem um amplo
repertério motor aprendido, especialmente considerando habilidades bimanuais, nas quais
a méo de preferéncia executa 0 componente mais complexo da tarefa, enquanto a outra
mao desempenha papel de estabilizacdo. Habitos complexos (e.g. enfiar a linha no buraco
de uma agulha) tendem a favorecer a médo com melhor performance motora (dominante),
0 que induz a coeréncia entre preferéncia e dominancia em humanos. Em primatas nao
humanos, as tarefas bimanuais naturais consistem em tarefas motoras simples (e.g.
descascar uma fruta ou quebrar uma noz), que ndo representam grandes desafios a
coordenacdo motora fina e podem justificar a maior discrepancia entre preferéncia e
dominancia manuais observadas nessas espécies. Existem teorias discordantes acerca da
homologia ou ndo da lateralizacdo cerebral entre humanos e primatas bem como da
influéncia de fatores ambientais, organizacao cortical e influéncias genéticas sobre tal
fendmeno (Hepper, Shahidullah et al. 1991, Papademetriou, Sheu et al. 2005, Hopkins,
Phillips et al. 2011, Kinoshita, Matsui et al. 2012, Gotts, Jo et al. 2013, Kakebeeke,
Caflisch et al. 2013, Kaeser, Chatagny et al. 2014), havendo portanto a necessidade de

investigacGes mais profundas nesse cenario.

6.3 A injecdo intracerebral de 6-OHDA pode ser utilizada para inducdo de

HemiParkinsonismo em Sapajus apella.

Até o presente momento, a inducdo de parkinsonismo unilateral por 6-
OHDA em Sapajus apella ndo foi relatado na literatura, sendo o presente estudo esforco
inédito nesse modelo experimental. Para avaliar as diferencas em termos de apresentacao
sintomatica da doenca de Parkinson, utilizamos dois protocolos de inducéo, focados em
diferentes modelos de degeneracdo da substancia negra do mesencéfalo: 1) degeneracéo
dos terminais dopaminérgicos para inducdo de neurodegeneracdo retrograda nas vias
nigroestriatais (Rodrigues, Gomide et al. 2003, Perlbarg, Lambert et al. 2018) e 2)
degeneracdo da substancia negra e vias nigroestriatais (Jeon, Jackson-Lewis et al. 1995).
Ambos o0s protocolos induziram déficits motores nos animais a partir da primeira semana

pos-cirurgia de injecdo de 6-OHDA, com escores de UPDRS maiores observados no
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segundo protocolo de inducdo. A partir da primeira semana de observacdo, ambos o0s
animais demonstraram dificuldade de iniciagdo do movimento, alteragdes na coordenagéo
motora grossa e fina, dificuldade de escalada na gaiola, hipocinesia, alteragdes posturais,
bradicinesia e rigidez. O animal submetido a intervencdo pelo segundo protocolo
demonstrou ainda alterac6es na marcha e locomogéo dentro da gaiola. Em nenhum dos
protocolos foram observados tremores, seja de repouso ou de intencdo. Esses dados
corroboram observagdes anteriores analisando diversos protocolos para indugdo de
parkinsonismo em primatas que demonstram que, tanto em modelos utilizando 6-OHDA
como modelos utilizando outras toxinas sdo capazes de induzir sintomas motores em
primatas, com excecdo do tremor (Emborg 2007). Até o presente momento nao existem

relatos da observacgéo de tremores em modelos primatas de parkinsonismo.

Apos a primeira semana de analise clinica, observamos que nos dois protocolos
de inducdo, os sintomas motores observados comegaram a ser ndo mais aparentes,
diminuindo o0s escores totais bruscamente nas semanas duas semanas seguintes, e
continuaram diminuindo até a sexta semana de avaliagdo. Essa remissdo dos sintomas
motores ja havia sido demonstrada em protocolos de inducédo unilateral por 6-OHDA em
outras espécies de primatas, com reducdo dos sintomas motores em saguinos apds cerca
de 10 semanas pos intervencdo (Eslamboli, Baker et al. 2003), em protocolo semelhante
ao primeiro protocolo utilizado no presente estudo, com injecées intraestriatais induzindo
0 quadro degenerativo. Apesar da remissdo sintomatica, os autores observaram clara
reducdo da reatividade a tirosina hidroxilase na substancia negra dos animais injetados.
Podemos sugerir, com base nos sintomas apresentados, recuperagdo e especialmente
reaparecimento gradativo dos sintomas ap0s a 122 semana no segundo animal, que o
protocolo que aplicamos foi suficiente para inducdo de parkinsonismo em fases iniciais,

com progressdo insidiosa, caracteristica das fases iniciais observadas em humanos.

A partir da 12a semana, M2 apresentou novamente déficits na coordenagdo motora
fina, bradicinesia em determinados movimentos, rigidez, balanco corporal, dificuldade na
escalada e na resposta de iniciacdo de movimento. M1 ndo apresentou 0s mesmos déficits
posteriores. Existem dois fatores importantes que podem estar relacionados diretamente
a essas diferencas. Primeiramente, € importante considerarmos a anatomia das projecdes
dopaminérgicas. No segundo protocolo as injecdes da neurotoxina foram realizadas no
nacleo de neurdnios dopaminérgicos e em pontos de suas proje¢des para o estriado. Dado

0 volume e distribuicdo de células neurais na substéncia negra e no estriado, é razoavel
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assumir que as injecdes diretamente no nucleo, dadas as projecdes em padréo semi radial,
deverdo induzir degeneragdo em maior escala quando comparados com os padrbes
degenerativos observados pela degeneracdo retrograda induzida pelas inje¢6es diretas no
nacleo estriado (Zuch, Nordstroem et al. 2000, Nass, Hall et al. 2002, Kaindlstorfer,
Stefanova et al. 2019).

Ainda, a sobreposicdo de eventos plasticos e degenerativos deve ser considerada
quando da avaliagdo de tais protocolos, uma vez que a 6-OHDA induz degeneracao
progressiva por alteracfes oxidativas que podem ser contrabalanceadas por diversos
mecanismos fisiologicos envolvendo células gliais imunocompetentes, fatores
neurotréficos e elementos indutores de plasticidade cortical que podem estar relacionados
ao proprio ethos do animal (Cicchetti, Brownell et al. 2002, Eslamboli, Cummings et al.
2003, Udupa and Chen 2013). Se ou quais desses fatores podem estar implicados na
remissdo e reapresentacdo sintomatica desses animais € uma questdo que demanda futuras
investigacbes. De um modo geral, as lesdes unilaterais por 6-OHDA nas
vias nigroestriatais no presente estudo parecem mimetizar os graus dois e trés da escala

de Hoehn e Yahr em humanos.
6.4 ImplicacOes

Os aprimoramentos de estratégias para ampla implementacdo dos 3Rs em
pesquisas cientificas incluem amplos esforcos no sentido da substituicdo (replacement),
reducdo e refinamento experimentais. Primatas consistem, ainda, nos modelos
experimentais de maior relevancia clinica e translacional para o desenvolvimento,
avaliacdo da eficacia e seguranca de novas abordagens terapéuticas para diversas

desordens.

Existe um espaco consideravel para o refinamento de procedimentos cientificos,
veterinarios e de criacdo comuns através do uso de treinamento de reforco positivo, que
pode ainda servir como estratégia de enriquecimento ambiental. Primatas sdo animais
altamente treinaveis para tarefas, passando por um periodo de habituacdo para a
realizacdo da tarefam e melhorando seu desempenho de forma crescente ao longo do
treinamento, que tem o efeito de além de melhorar o desempenho na atividade proposta
generalizar o aprendizado para a realizacdo de tarefas similares (Hikosaka, Rand et al.
1995).
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Apesar do amplo uso de cadeiras para primatas para contencdo e transporte,
existem ainda poucas informacfes publicadas acerca dos métodos de treinamento e
habituacéo de primatas para sua utilizagdo, que potencialmente age como fator de inducao
de estresse nos animais, podendo induzir alteracbes comportamentais e fisiologicas que
comprometem a confiabilidade dos dados. A otimizagdo de procedimentos, identificacdo
de possiveis variagcBes necessarias a espécie, a avaliagdo do tempo necessario para
aquisicdo das respostas comportamentais e reducdo do estresse relacionado ao estimulo
constituem elementos essenciais no planejamento experimental garantindo que o
processo de restricdo/contencdo do animal seja 0 mais refinado possivel reduzindo o
estresse e desconforto do animal ao minimo alcangével facilitando um bom desempenho

por parte do animal e na aquisicdo de dados (McMillan, Bloomsmith et al. 2017).

O envolvimento da equipe de cuidado dos animais & um dos fatores importantes
que influenciam todo o processo e validade cientifica dos dados (Westlund 2015).
Interacdes positivas pesquisador-primata podem melhorar o bem-estar dos animais e
aumentar a habilidade dos mesmos em lidar com possiveis fatores estressores (Baker
2004). Quando da implementacao de qualquer protocolo de treinamento para primatas em
ambiente experimental, é importante considerar as diferencas bioldgicas, fisiologicas e
etologia da espécie a ser utilizada, que afetam todos os aspectos da vida do animal no
ambiente de laboratorio (Wolfensohn and Honess 2008), e devem influenciar diretamente
decisdes acerca do tipo de alimento que deve ser oferecido, variaveis ambientais e

procedimentos experimentais.

Como a técnica de treinamento por reforcamento positivo requer um maior tempo
para aquisicdo de estabilizacdo da curva de aprendizagem, em alguns cenarios
experimentais sua implementacédo pode representar um desafio devido a limites temporais
de execucdo de projetos de pesquisa. Obviamente, o tempo e a duracdo do processo de
habituacdo devem variar de acordo com a complexidade do procedimento aprendido e de
sua proximidade com o ethos do animal, bem como da frequéncia de treinamento
(Fernstrom, Fredlund et al. 2009).

O estudo dos atributos de dominancia e preferéncia manual em primatas, para
além de sua importancia na observacdo das similaridades comportamentais e fisiologicas
das espécies com 0s humanos, sdo essenciais em estudos de efeitos de lesdes unilaterais
em modelos experimentais de desordens motoras. Além da determinacdo de hemisfério

preferencial para leséo, a determinagdo de uma linha de base permite a avaliacdo da
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extensdo funcional dos danos com base no desempenho individual do animal. E
importante considerar ainda o efeito que o proprio treino motor para determinacdo de
lateralidade exerce sobre a recuperacdo funcional em ensaios aplicando lesGes,
favorecendo a recuperacdo dos padrdes motores originais do animal, comparados a
animais ndo treinados que tendem gerar estratégias motoras compensatérias (Murata,
Higo et al. 2008, Hoogewoud, Hamadjida et al. 2013).

A aplicacdo de treino motor para deteccdo de lateralidade e sua descrigédo
detalhada em tais estudos adiciona relevancia aos dados no cendrio pré-clinico.
Diferentemente dos roedores, primatas possuem sistema motor e organizacdo cortical
semelhante aos humanos, sendo possiveis analises de destreza manual somente nestes,
tornando os resultados desses estudos mais proximamente aplicaveis ao caso humano.
Ainda, estes testes permitem testar e quantificar o desempenho motor antes e apos a leséo,
fornecendo uma analise realista do dano, o que ndo € possivel no caso humano. O impacto
consideravel da possibilidade de avaliacdo do impacto pré- e pds-lesdo individualmente
foi demonstrado em estudos anteriores (Kaeser, Wyss et al. 2010) e pode permitir, por
exemplo, o estudo das correlagBes entre parametros anatdbmicos, extensdo do prejuizo
funcional, curvas e percentuais de recuperacdo fornecidos por diferentes abordagens

terapéuticas.

A cuidadosa sistematizacdo e descricdo de protocolos de inducdo de
parkinsonismo, especialmente em modelos primatas € de indiscutivel relevancia para o
desenvolvimento de estudos em cenario pré-clinico. Uma das principais diferencas em
relacio a modelos roedores nessa inducdo trata-se da possibilidade de mimetizar
diferentes fases da doenca, uma vez que diferentes estudos tém observado alteracdes e
sintomas caracteristicos de fases distintas da progressao da DP humana (Annett, Martel
et al. 1994, Eslamboli, Baker et al. 2003, Emborg 2007, Garea-Rodriguez, Eesmaa et al.
2016, Ando, Nishime et al. 2017). Em roedores, a inducdo de hemiparkinsonismo, apesar
de poder ser realizada em sitios diferenciados de injecdo conforme realizado no presente
estudo, em geral leva a quadros severos da doenca, que incluem alta taxa de mortalidade
do modelo especialmente em roedores de pequeno porte (Thiele, Warre et al. 2012). As
alteracdes observadas no presente estudo, sugestivas de fases iniciais de parkinsonismo,
indicam que futuras adequac6es de dose/sitio podem ser suficientes para modular a fase
de desenvolvimento do parkinsonismo que se deseja mimetizar para 0s propdsitos

experimentais em questao.
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7. CONCLUSOES

A implementag&o de treinamento por reforcamento positivo é eficaz na inducéo
de comportamentos desejaveis assim como o aprendizado de testes comportamentais em
macacos Sapajus apella. O tempo necessario para aquisi¢cdo de platd de aprendizado é
superior ao observado na aplicacdo de técnicas combinando reforcamento positivo e
negativo. Todavia, o reforcamento positivo afeta positivamente a natureza das relagoes
humano-primata no ambiente do laboratorio, influenciando o bem-estar dos animais e
reduzindo a probabilidade de apresentacdo de respostas comportamentais e fisiologicas
ao estresse, constituindo, assim, importante técnica de refinamento experimental, sendo
necessaria a implementacdo de diretrizes para ampla adocdo de tais medidas nos
protocolos experimentais. Contudo, tais medidas devem considerar as caracteristicas
espécie-especificas bem como a necessidade de esforgos experimentais para a
determinacgé@o das tecnicas mais adequadas, duracdo das sessdes, e discussdao acerca do
impacto do treinamento no ambiente e resultados experimentais em estudos com

primatas.

A determinacdo da lateralidade é fator essencial para estudos aplicando les6es
motoras unilaterais, e deve ser adotada como elemento-guia para decisdes experimentais
em investigacOes acerca dos efeitos de lesdes e tratamentos sobre os danos funcionais a
coordenacdo motora fina e/ou global, configurando rica fonte de dados para a
determinacdo precisa dessas variaveis, porém ainda com limitada descricdo na literatura.
As relacdes observadas nesse estudo adicionam evidéncias a favor dos conceitos e da
separacdo entre os fendmenos de preferéncia e domindncia manual anteriormente
propostos (Fagot and Vauclair 1991, Chatagny, Badoud et al. 2013) que podem impactar
estudos acerca de lesdes e tratamentos em diversas condi¢cbes motoras, bem como

avaliacGes da recuperacdo funcional em primatas.

A inducdo de unilateral de hemiparkinsonismo por 6-OHDA nas vias
nigroestriatais é capaz de induzir sintomas motores caracteristicos das fases iniciais da
DP, com persisténcia de progressao sintomatica de forma mimética a progressdo humana.
O desenvolvimento de modelo de hemiparkinsonismo em primatas permite a observacéo
do principio da reducdo, bem como a melhor interpretacdo dos resultados experimentais
pela reducdo da influéncia de coeficientes de variabilidade biolégica. O protocolo de
inducdo por injecéo intraestriatal apresentou-se menos eficaz na inducdo do perfil

sintomético, demonstrando que os nucleos e vias de projecdo dopaminérgicas configuram
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alvos preferenciais para tais protocolos. A possibilidade de regulacdo dose/sitio de lesdo
para mimetizar diferentes fases da progressdo da doenca configura fator importante para
0 desenho de estudos experimentais para avaliagdo de abordagens terapéuticas ou
elucidacédo de caracteristicas fisiopatoldgicas em diferentes fases da doenca com elevado

potencial translacional.
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9. Anexo

Escala de Avaliacdo Clinica

Categorias Pontuacdo
[0]:Ausente

Tremor em [1]:Ocasional ou detectado raramente

Repouso [2]:Frequente ou facilmente detectavel

[3]:Continuo e intenso
[0]: Ausente

Tremor em [1]: Raramente detectado, presente durante a acéo

movimento [2]: Amplitude moderada, presente durante a agdo

Congelament

0

Marcha e

locomocao

Coordenacao

motora fina

Bradicinesia

Hipocinesia

Rigidez

Balango
corporal

espontaneo
Balango
Corporal

Induzido

Postura

[3]: Moderada amplitude, pode interferir na alimentacéo
[0]: Desimpedido para mover o corpo e mostrar o uso normal dos membros
[1]):

[2]: O mesmo que em [1], mas os episédios de congelamento tém uma duragdo maior entre 5 e 10

—_—

Dificuldades em comegar a andar ou no inicio de movimentos especificos.

[3]: © mesmo que em [1], mas os episédios de congelamento duram mais de 10 s

[0]: caminha normalmente

[1]: mostra atividade reduzida de caminhada e caminhadas com leve assimetria

[2]: Anda devagar, com assimetria e ocasionalmente arrasta um membro

[3]: ndo é possivel andar

[0]: Capacidade normal de agarrar marshmallows

[1]: Agarra com dificuldade

[2]: Agarra com dificuldade e requer um brago para apoiar opostura ao usar o outro para pegar o marshmallow
[3]: totalmente incapaz de captar marshmallows

[0

[1]: Dificuldades em iniciar movimentos e exibi¢Bes mais suaves e movimentos mais lentos ao alcancar

—_

: Sem dificuldade em iniciar ou executar de forma rapida e precisa movimentos.

marshmallows ou movendo-se espontaneamente

[2]: Retarda o atraso ao iniciar movimentos e mostra um desaceleracdo dos movimentos no alcance e no motor
espontaneo atividade

[3]: totalmente im6vel

[0]: Move-se livremente e esta alerta e responsivo

[1
[2]:

[3]: totalmente imédvel

—

: atividade reduzida, se move com menos velocidade

—

Baixa atividade espontanea, se move quando provocada

[0]: move-se livremente; acBes coordenadas, auséncia de rigidez
[1]:
[2]:

[3]: rigidez severa, nenhum movimento ou movimento aparecem incompletos

—_—

rigidez leve ou rigidez aparente apenas quando outras partes do corpo estdo movendo

—_—

rigidez impressionante, mas alguns movimentos completos séo realizados facilmente

[0]: postura e coordenagao normais

[1]: coordenacdo comprometida, mas é capaz de mudar de quadrupedalismo ao bipedismo sem cair
[2]: coordenagdo comprometida, locomocéo instavel com ocasionais quedas

[3]: De brugos ou deitado em posicéo supina, incapaz de manter qualquer tipo de postura

[0]: postura e coordenagao normais

[1]: coordenagdo comprometida, mas mudancas do quadrupedismo ao bipedalismo, sem cair

[2]: coordenagdo comprometida, locomocéo instavel com ocasionais quedas

[3]: De brugos ou deitado em posicéo supina, incapaz de manter qualquer tipo de postura

[0]: postura normal

[1]:

—_—

postura alterada quando em pé,
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Iniciacdo de
Mocimento

Escalada

Coordenacao
Motora

Grossa

Vocaliza¢do

Expressao

Facial

[2]: postura encurvada, posi¢do anormal do tronco; cabeca anormal postura (pescogo flexionado ou inclinado
para um lado)

[3]: Incapaz de manter a postura, deitado em posicéo supina ou lateral

[0]: resposta de ameaca imediata e robusta

[1]):
[2]: Resposta minima ou muito atrasada, sem ameaca de boca aberta

[

Resposta ligeiramente diminuida ou atrasada, ameacas com abertura boca

[3]: Nenhuma resposta a provocagado

[0]: normal

[1]: sobe com dificuldade. Lenta nos galhos e gaiola em casa malha. Sem cair

[2]: muito comprometido. Sobe galhos e malha de gaiola com grande esforgo. Queda pode ocorrer
[3]: ndo é capaz de subir

[0]:
[1]: Capacidade reduzida para agarrar objetos maiores para suportar o peso corporal

—_

Uso normal do membro ao segurar objetos maiores

[2]: Raramente consegue captar objetos maiores para suportar o peso corporal
[3]: ndo é possivel segurar e segurar objetos / estruturas grandes

[0]: normal

[1]):

—_—

Diminuicdo levemente aparente da expressédo facial (hipomimia)

[2]: Hipomimia moderada com labios separados durante breves momentos

[3]: Face fixa, perda grave ou total da expressdo facial, labios separados em 6 mm ou mais
[0]: quantidade normal

[1]: vocalizagdo espontanea reduzida

[2]: vocalizagdo induzida reduzida

[3]: ausente
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