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RESUMO

A memoria episodica € um tipo de memoria declarativa rica em contexto espacial e
temporal. Estudos tém demonstrado uma memodria similar a episodica em alguns
animais, baseada em critérios que podem ser mostrados por meio do comportamento, e
tais como os eventos (“o qué”) que ocorreram em um devido local (“onde”) e num
determinado espago de tempo (“quando”). Para ser considerada uma memoria similar a
episddica, estes aspectos comportamentais devem ser evocados de forma integrada e
associativa, ndo havendo a possibilidade de se recordar cada aspecto separadamente.
Sabe-se que o contexto social exerce influéncia sobre as capacidades cognitivas e
comportamentais em diferentes espécies, mas apesar de sua importancia, o contexto
social tem recebido pouca atencdo da neurociéncia e muitos estudos tém sido
direcionados para o entendimento dos processos neurais do comportamento por meio de
pesquisas com seres humanos ou animais isolados. Neste trabalho, nés procuramos
avaliar o impacto do ambiente social no desempenho da memdria similar a episédica em
ratos Wistar em uma tarefa adaptada de memaria similar a episodica integrativa dos trés
aspectos comportamentais. Para tal, utilizamos 26 ratos Wistar machos, mantidos em
condicdes controladas e divididos em trés grupos: controle, experimental unitario e
experimental diade. Esta tarefa é realizada em uma arena circular e é baseada no
paradigma da novidade. Foram realizadas trés sessdes na tarefa: a sessdo de amostra 1,
amostra 2 e teste.Os animais do grupo experimental diade conseguiram integrar os trés
critérios episodicos na sessdo de teste da tarefa, enquanto que os animais do grupo
controle e experimental unitario ndo foram capazes. A perspectiva do presente trabalho
foi a de se desenvolver um desenho experimental que venha a encorajar a emergéncia de
comportamentos analogos ao comportamento natural do rato, que é uma espécie

explorada como modelo animal.

Palavras chave: Memoria similar a episddica; Contexto Social; ratos



ABSTRACT

Episodic memory is a type of declarative memory rich in spatial and temporal context.
Studies have shown episode-like memory in some animals, criteria that can be shown
through behavior, such as events ("what™) that occurred in a proper location (“where™)
and in a certain space of time ("when"). To be considered an episodic-like memory,
these behavioral aspects should be evoked in an integrated and associative way, not
having the possibility to remember each aspect separately. It is known that the social
context influences cognitive and behavioral capacities in different species, but despite
its importance, the social context has received little attention from neuroscience and
many studies have been directed towards the understanding of the neural processes of
behavior, for research with humans or isolated animals. In this study, we sought to
evaluate the impact of the social environment on episodic-like memory in Wistar rats.
For this, we used 26 male Wistar rats, kept under controlled conditions and divided into
three groups: control, experimental unit and experimental dyad. This task is performed
in a circular arena and is based on the novelty paradigm. Three sessions were performed
in the task: the session of sample 1, sample 2 and test each. The animals of the
experimental dyad group were able to integrate the three episodic criteria in the task test
session, whereas the animals of the experimental unit and control group did not succeed.
The present work is in line with the current trend in the field of neuroscience to conduct
experimental designs that will encourage the emergence of behaviors analogous to the

natural behavior of exploited species as animal models.

Keywords: Episodic-like memory; Social context; rats
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1. INTRODUCAO

A capacidade de navegar no espaco € fundamental para a sobrevivéncia da
maioria dos animais e, por isso, recebeu muita atencdo na biologia e psicologia. Os
meios pelos quais 0s animais navegam e representam as propriedades espaciais do
mundo foram investigados a partir de varias perspectivas (Brown, 2011), incluindo a
neurociéncia (Thinus-Blanc, 1996; Jeffery, 2003).

Dentre as &reas da neurociéncia, a memoria € inegavelmente uma das
habilidades cognitivas mais investigadas. Squire & Kandel (2003) descrevem a
memoria como um sistema que se subdivide em explicita e implicita. A memoria
explicita refere-se aquela que € evocada conscientemente pelo sujeito, ja a memdria
implicita ndo necessita de um processo consciente para acontecer (Squire & Zola,
1996). A memoria explicita ainda pode ser subdividida em memoria semantica, e
memoria episodica, a primeira identifica um evento antigo sendo possivel saber do qué
se trata, e a segunda, permite identificar o evento e saber onde e quando ocorreu
(Tulving, 2002).

De acordo com Tulving (2002), a memoria episddica é um tipo de memoria
explicita rica em contextos temporais e espaciais que representam onde e quando um
determinado evento aconteceu.

Estudar a cognicdo espacial em animais tem sido realizado quase que
exclusivamente com memorias correspondentes a estimulos fisicos, como localizagdes
de objetos e pistas espaciais por meio da exploracdo (Gallisteu, 1990). A exploracéo é
um processo pelo qual os animais se orientam no tempo e no espago. Este processo
cognitivo é especifico a espécie e baseia-se na coleta de informagfes sobre o meio
ambiente (Weiss, Segev & Eilam, 2015). Esta informacdo é entdo usada para
estabelecer uma espécie de representacdo ambiental do meio ambiente, que tem sido
denominada "mapa cognitivo" (Tolman, 1948), e sugerido ser codificada no hipocampo
(O'Keefe & Nadel, 1978).

A presenca de um companheiro frequentemente facilita a exploragdo e
aprendizagem (Stowe et al., 2006). Animais em grupos (diades ou mais) mostraram-se
mais ativos em um ambiente novo, exibiram menor neofobia, e exploraram mais objetos
completamente novos quando comparados a animais sozinhos (Hughes, 1969; Menzel,
1971; Meaney & Stewart 1979; Beck & Chow, 1984; Griffiths & Foster, 1998; Schuett
& Dall 2009; Ward, 2011).
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O contexto social exerce influéncia sobre as capacidades cognitivas em
diferentes espécies. Apesar de sua importancia, o contexto social tem recebido pouca
atencdo da neurociéncia, principalmente devido ao maior enfoque dos estudos em

modelos animais em isolamento (Hasson et al., 2012).
1.1 Comportamento Social

Diversos animais, incluindo-se os ratos Wistar, sdo naturalmente socidveis, de
modo que as interagfes sociais afetam o comportamento destas espécies, influenciando
também os processsos cognitivos (Galef & Giraldeau, 2001).

Um dos comportamentos que o contexto social exerce influéncia é o
comportamento de forrageio. Comportamento de forrageio € um comportamento
especifico da espécie que envolve a busca de alimentos, bem como o transporte (Sherry,
1990).

Muitos estudos sugerem que o comportamento de forrageio envolve funcgdes
cognitivas mais elevadas, como a tomada de deciséo baseada no esforgo. Os organismos
que tomam a decisdo ideal requerem a avaliacdo dos custos e beneficios das potenciais
escolhas (Day et al., 2010). Para os animais que se alimentam ativamente, encontrar e
ingerir o alimento exige um processo complexo que requer uma sequéncia de escolhas:
(1) quando realizar o forrageamento; (2) para onde ir procurar o alimento, e (3) quais
alimentos ingerir e o que evitar comer (Valone, 1989).

Muitas espécies de animais forrageiam em grupos. Individuos nesses grupos
podem obter informacdes sobre a localizacdo espacial dos alimentos a partir dos seus
companheiros de grupo (Gariepy et al., 2014). A vantagem que um animal obtém ao
estar em grupo é que multiplos membros analisam o ambiente, aumentando, assim, as
chances de encontrar alimento (Krebs et al., 1972, Beauchamp, 1998).

O forrageio cooperativo pode beneficiar a eficiéncia da busca, e 0 ambiente
social pode facilitar a abordagem de novos alimentos, 0 nimero de alimentos que um
individuo pode explorar, aumentar sua taxa de forrageamento e, a0 mesmo tempo, as
possibilidades de encontrar alimento (Valone, 1989).

Dependendo da espécie e da motivagdo do animal, os individuos se
aproximam e investigam o ambiente com diferentes laténcias e por periodos variaveis
por meio da exploragdo (Day et al., 2003; Mettke-Hofmann et al., 2002; Stoéwe et al.,
2006).
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O comportamento exploratorio é a coleta de informacdes sobre alimentos,
objetos e aspectos do ambiente que ndo satisfazem necessidades imediatas (Renner,
1990). A exploragdo € importante para que os animais possam adquirir informacdes
sobre as caracteristicas do ambiente, as quais influenciam direta ou indiretamente a
sobrevivéncia e a reproducdo. No ato de explorar, os animais adquirem informacGes
sobre os locais de alimentacdo, distribuicdo dos alimentos, esconderijos, rotas de fuga
ou companheiros potenciais (Barnett, 1958; Barnett, 1981; Renner, 1988; Heinrich,
1995; Schwagmeyer, 1995). A espécie Rattus norvegicus, da qual deriva a linhagem
Wistar, quando em vida livre, ocupa ambientes complexos que requerem que O0S
individuos naveguem por obstaculos, manipulem objetos, evitem predadores e lidem
com circunstancias para maximizar o acesso ao alimento e parceiros sexuais (Schallert
& Woodlee, 2005).

A exploracdo esta intimamente relacionada ao conceito de neofobia, que pode
reduzir a exposicdo ao perigo, mas também restringir o comportamento exploratorio,
uma vez que a novidade ou as mudancas no ambiente podem desencadear
comportamentos exploratorios, bem como as rea¢fes neofobicas (Barnett, 1958; Menzel
etal., 1961; Wolfe, 1969; Cowan, 1977).

A relagdo da neofobia com a exploracdo se da pelo fato de que os individuos
sO exploram se estiverem interessados em um objeto, sendo 0 mesmo verdadeiro para a
evitacdo. Assim, os objetos ndo podem ser explorados nem evitados por puro
desinteresse ou falta de relevancia percebida. Consequentemente, a neofobia foi
definida como "a evitagdo de um objeto ou outro aspecto do ambiente apenas porque
nunca foi experimentado e é diferente do que foi experimentado no passado do
individuo™ (Stoéwe et al., 2006).

A presenca ou auséncia de membros do grupo também pode influenciar a
resposta de um individuo a novos estimulos. A presenca ou auséncia de congéneres
pode modular as respostas fisiologicas e comportamentais a novidade, por exemplo, 0
confronto com um novo ambiente ou um objeto anteriormente desconhecido em um
ambiente familiar (Apfelbeck & Raess, 2008). Um estudo demostrou que embora nédo
h& diferenga nos niveis basais de corticosterona entre ratos machos alojados em grupos
ou individualmente, os machos alojados individualmente expressam concentracdes mais
elevadas de corticosterona apds o confronto com um ambiente novo em relacdo aos
alojados em grupo (Bartolomucci et al., 2003). Foi visto que algumas espécies de

passaros quando sdo confrontados com um objeto novo ao lado de seu prato familiar de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5299477/#eth12580-bib-0002
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alimentacéo, eles geralmente mostram uma reacdo neofobica que pode ser medida como
a laténcia para se aproximar e se alimentar (Greenberg & Mettke-Hofmann, 2001). Em
tal situacdo, os periquitos (Melopsittacus undulates) ou tentilhdes zebra (Taeniopygia
guttata) se alimentam mais facilmente na presenca de seus companheiros do grupo do
que quando sozinhos (Coleman & Mellgren, 1994; Soma & Hasegawa, 2004).

Os animais podem influenciar o comportamento uns dos outros de diferentes
maneiras, e a interagdo social, por si sO, é considerado um processo capaz de promover
alteracdes comportamentais de grande valor adaptativo (Galef, 1996). A aprendizagem
social é um fator que afeta a eficiéncia da exploracdo. Os individuos em grupo podem
aprender novas habilidades, aumentar a qualidade dos recursos, obtendo informagoes
provenientes de suas proprias atividades e ou de outros individuos por meio da
aprendizagem social. Individuos em grupo podem adquirir informagdes mais
rapidamente e a um custo mais baixo (Clark & Mangel, 1984; Clark & Mangel,
1986; Giraldeau et al., 1994; Giraldeau, 1997)

1.3 Aprendizagem Social

A capacidade do animal em guardar informacGes relacionadas as interacdes
para com os demais recebe o termo de aprendizagem social (Wills et al., 1983). Esta
pode ser classificada em dois eixos experimentais, sendo eles o efeito de audiéncia e o
efeito de coagdo (Zajonc, 1965). O primeiro € a experiéncia vivenciada a partir da
observacao do comportamento espectadores passivos, enquanto que o segundo refere-se
ao comportamento na presenca de outros individuos que realizam atividade semelhante
(Lipina & Roder, 2013).

O efeito de audiéncia abrange uma gama comportamentos,como a facilitacéo
social — capacidade de realizar detrminada acfes especificas apenas na presenca de
outras pessoas — até 0s mais complexos, como instruir. A facilitacdo social, pois, define
um comportamento particular com maior facilidade de resposta na presenca de
membros da mesma espécie, e ndo em isolamento (Lipina & Roder, 2013).

A aprendizagem social, ou aprender com os outros, fornece um meio pelo qual
0s animais podem adquirir informacGes adaptativas sobre seu ambiente de forma répida
e eficiente. A aprendizagem social estd subjacente a rapida difusdo de novas variantes
comportamentais, a variacdo interpopulacional do comportamento e as tradi¢des

culturais, em animais (Kendal et al., 2009).
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Um estudo recente demonstrou que o nivel de atividade de ratos em diades foi
maior que quando testados isoladamente. Ratos em duplas viajaram em velocidades
mais altas e em angulos maiores quando em comparagcdo com Seu comportamento
sozinhos,o que indica a presenca de um componente social na exploracdo espacial do
ambiente (Weiss, Segev& Eilam, 2015). Também foi demonstrado que pares de ratos
consanguineos com 0 mesmo genotipo ou com genotipo diferente obtiveram memoria
reforcada no teste de reconhecimento de objetos, enquanto animais treinados
individualmente apresentaram menor desempenho na tarefa (Lipina& Roder, 2013).

A familiaridade é um modulador importante no aprendizado social, visto que
seres humanos e outros animais sdo mais provaveis de aprender com individuos
familiares do que com estranhos (Horn, Range & Huber, 2013). Este fenémeno pode ser
observado em outras espécies (Horn, Range & Huber, 2013). Por exemplo, Guppi
aprendeu uma rota de natacdo para alimentos significativamente mais rapido quando o
demonstrador era familiar (Swaney et al.,2001).

A dominé&cia é outro aspecto que também influencia no aprendizado. Por
exemplo, galinhas aprenderam com maior eficiéncia com galinhas dominantes do que
com galinhas desconhecidas ou subordinadas (Nicole & Pope, 1999). Os recursos
disponiveis para um individuo sdo bastante dependentes do seu status. Individuos
dominantes frequentemente exploram as descobertas de subordinados (Baker et al.,
1981; Caraco et al., 1989; Stahlet al., 2001). Consequentemente, a exploracdo pode ser
desvantajosa para os membros subordinados e, certamente, rentavel para os dominantes
(Rohwer & Ewald,1981).

1.4 Contexto Social x Emocgéao

O ambiente social também tem sido reconhecido como um grande modulador
emocional. No entanto, temsido negligenciado que o contexto social apresenta
importancia dentro dos aspectos emocionais (Lipina & Roder, 2013).

O impacto do ambiente social foi ilustrado no comportamento de ratos que
foram cololocados junto a um rato robdtico, e que reagiram de forma diferente de
acordo com o "estado emocional" do rob6, que poderia ser agressivo, amigavel ou
neutro (Shi et al., 2013).

A expressdo “aspecto social da emocao™ significa o fato de que quando um
animal encontra-se em um determinado estado emocional, isto pode ser percebido por

outros individuos (principalmente da mesma espécie) e 0 seu comportamento pode
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mudar em resposta a esta percepcdo (Spinka, 2012). Para Reddy & Trevarthen (2004),
ndo existem emocgdes trancadas dentro de um individuo, e as emogfes provocam
respostas no sistema nervoso simpatico dos demais individuos. No entanto, o aspecto
social das emogdes tem sido pouco abordado em estudos com animais ndo-humanos, em
que a abordagem € direcionada para como as emog¢des acontecem dentro do animal e
como eles as preparam para a sua acdo individual (Spinka, 2012).

A maior parte das pesquisas estdo focadas nos estados afetivos de valéncia
negativa, tais como dor, medo, ansiedade, tristeza, desamparo, frustracdo, raiva ou
tédio, e sua relacdo com o sofrimento dos animais (Dawkins, 1990; Janczak, Pedersen
& Bakken, 2003; Greiveldinger, Veissier & Boissy, 2011).

H& a hipdtese de que as atividades dentro de um grupo formam lagos em seu
interior, acarretando em uma partilha de emoc¢do e em um estado afetivo que pode, de
fato, contribuir para relacdes sociais positivas, resultando em efeitos benéficos para o
bem estar fisico e mental dos animais (Galindo, Newberry & Mendl, 2011; Hennessy,
Kaiser & Sachser, 2009).

As respostas comportamentais estdo sendo estudadas em roedores em alguns
contextos, tais como: exploracao, aprendizagem, busca de novidade e memdaria (Blaser
& Rayser, 2015).

1.5.1 Memoria Episddica

O conceito de memoria episddica foi apresentado na década de 1970 pelo
cientista Endel Tulving (1972, 1985, 2002) e, ao longo das ultimas décadas, vem
evoluindo com as descobertas baseadas nos estudos de neurociéncias (Castro &
Gudwin, 2009).

A memoria episodica € a capacidade de o ser humano recordar fatos passados,
podendo realizar uma “viagem no tempo”, ou seja, a sua capacidade de lembrar os
componentes "o qué", "onde" e "quando" em um Unico episodio. Para que isto ocorra,
faz-se necessario que trés condicdes sejam realizadas: percep¢do de tempo subjetivo,
autoconsciéncia e consciéncia autonoética (Tulving, 2002).

O tempo subjetivo refere-se a condi¢do de um individuo capaz de diferenciar e
conceituar passado, presente e futuro. A autoconsciéncia (self) é relativa a capacidade
do individuo de se reconhecer como um ser unico, diferente do restante do mundo. Por

sua vez, a consciéncia autonoética traduz a capacidade de um individuo em se
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reconhecer como 0 mesmo, seja no passado ou no presente e, além disto, ser capaz de
planejar o que fara em um futuro proximo ou distante (Tulving, 2002).

Para Tulving (2002), a memoria episodica € uma excecédo singular fornecida pela
capacidade humana de relembrar acontecimentos passados, sendo animais ndo-humanos
incapazes de utilizar esses trés critérios fenomenologicos.

Alguns pesquisadores focados em evidéncias comportamentais para a memdria
episddica em animais definiram um conjunto de critérios que sdo considerados
importantes para a concepcao de paradigmas validos de memdria episddica em animais
(Karte-Teke et al., 2006; Griffiths & Clayton, 2001; Pause et al., 2013).

A primeira tarefa utilizada em animais com o objetivo de avaliar a integracdo
desses elementos foi aplicada por Clayton & Dickinson (1998) em passaros scrub jays
(corvideos) submetidos a uma tarefa com intervalo de tempo. O proposito deste estudo
foi avaliar se 0s passaros eram capazes de recordar onde as sementes ou larvas foram
escondidas. Clayton & Dickinson (1998) propuseram que esses animais possuem uma
memoria similar a episodica, tendo, portanto, habilidades para integrar e lembrar 0s
elementos “o qué, quando ¢ onde” de eventos pessoais, 0 que pode ser inferido de seu
comportamento. Sendo assim, modelos animais de memoria episddica tém sido

utilizados com sucesso em uma gama de investigacoes.

1.6 Tarefas de reconhecimento de objetos

Os ratos e camundongos apresentam um comportamento de forrageio por
alimento, fazendo com que sempre explorem alguma novidade no ambiente em que se
encontram. Os roedores sdo 0s animais mais utilizados em pesquisas de memdria
episddica, principalmente ratos e camundongos, por serem de facil manutenc&o,
reproducdo e manuseio (Ennaceur & Delacour, 1988; Dere et al., 2005; Kart-Teke et al.,
2006).

Este comportamento natural de exploracdo dos roedores levou ao surgimento de
varios estudos com o propdésito de estudar a memdria episodica por meio de tarefas
comportamentais de forma associativa e ndo associativa. Nas tarefas associativas ocorre
integracdo de pelo menos dois dos elementos “o qué” “quando” e “onde”. Nas ndo-
associativas, entretanto, a énfase da exploracdo do animal é dada em apenas um desses
elementos. Para que seja explorada e concretizada a memoria episodica em modelos

animais faz-se necessaria a integracdo dos trés elementos na mesma tarefa, o que foi
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estabelecido em ratos por Kart-Teke et al. (2006). Neste trabalho, avaliamos o impacto

do ambiente social no desempenho da meméria similar a episddica em ratos Wistar.
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2. JUSTIFICATIVA

A historia evolutiva das espécies sociais, como € o caso do rato Wistar (Rattus
norvergicus), envolve pressdes decorrentes ndo apenas da dimensao fisica, mas também
da dimensédo social. Assim, o comportamento do rato é adaptado para lidar com um
ambiente complexo e dindmico, que inclui os desafios do mundo fisico e os individuos
do grupo como problemas ecologicamente relevantes (Koolhas, Boer & Buwalda,
2005). Entretanto, a maioria dos estudos em neurociéncia encontra-se focada no
comportamento de forma isolada, negligenciando o contexto social e suas contribuigdes,
ou seja, ignorando a prépria natureza da espécie. Sabe-se que 0 contexto social tem sua
relevancia e é capaz de modular e modificar habilidades cognitivas e emocionais. Isto
ocorre, muitas vezes, simplesmente na experiéncia do contato com o outro ser, gerando
diversas respostas (Adolphs, 2009). Uma das habilidades cognitivas que recebe atengéo
da neurociéncia €, indubitavelmente, a memdria. Segundo a perspectiva da neurociéncia
comportamental, o estudo da cognicdo e sua maquinaria neural subjacente é a base para
o0 entendimento de patologias oriundas do sistema nervoso (Szechtman & Eilam, 2005).

Neste trabalho, pretendemos demonstrar a contribui¢do do contexto social como
facilitador no desempenho de tarefas de memoria episddica. Por meio desta
confirmacdo, pretendemos fornecer mais informacdes ao estudo da memdria episédica
dentro de uma perspectiva social, contribuindo para medidas terapéuticas sociais, de
baixo custo e facil aplicacdo. Ademais, ndo ha na literatura registros de estudos com a
formagdo da memoria similar & episddica utilizando-se o intervalo de 24 horas, sendo
este protocolo também inédito para o nosso laboratério. Assim, o presente estudo
pretende demonstrar a facilitacdo social na aquisicdo e retencdo de informacoes

utilizadas pelos animais no &mbito da tarefa de memdria similar a episddica.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adolphs%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18771388
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a contribuicdo do contexto social na memdria similar a episddica em

ratos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

a) Verificar se a presenca de um individuo do grupo social afeta 0 desempenho dos
ratos Wistar em uma tarefa de memdria similar a episddica, por meio da
utilizacdo de um intervalo maior do que o comumente aplicado entre a
codificacdo e a evocacdo;

b) Verificar se a presenca de um individuo do grupo social influencia no padrdo de
exploracdo apresentado pelos ratos Wistar em uma tarefa de memoria similar a
episodica;

c) Verificar o efeito da hierarquia social no desempenho dos ratos Wistar em uma
tarefa de memoria similar a episodica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 26 ratos Wistar machos (divididos em 3 grupos), com idade
entre trés e quatro meses, pesando entre 240 e 365g, e mantidos em uma sala com
temperatura controlada (24 + 1°C). Os ratos foram alojados em gaiolas plésticas que
medem 30 cm de comprimento x 37 cm de largura e 16 cm de altura, em grupos de trés
ou quatro por gaiola. Os animais foram submetidos a um ciclo claro-escuro de 12:12 h
(com luzes acesas as 06:00h) e todas as tarefas foram realizadas na fase clara do ciclo,
entre 11 h e 17 h. A luminosidade média durante a realizacdo dos procedimentos
experimentais foi de 11lux. Agua e comida foram fornecidas ad libitum. Os animais
foram fornecidos pelo o Biotério Prof. Dr. Thomas George da Universidade Federal da
Paraiba, e todos os protocolos foram tratados de acordo com os principios éticos e
regidos pela Lei Arouca do uso de animais em pesquisa (n° 11.794/08), que buscam,
sobretudo, o ndo sofrimento. A presente pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica
no Uso de Animais — CEUA — da Universidade Federal da Paraiba (CEUA N°
092/2015).

4.2 Delineamento experimental

Os procedimentos experimentais tiveram duracdo de dez dias (Figura 1C). Ap6s
completar os trés meses de idade, todos os animais passaram pelo protocolo de
manipulacdo, que os mantinha em contato com o experimentador por 15 minutos,
durante cinco dias. Nos trés dias seguintes, passaram por habituacGes ao campo aberto,
em sessOes diarias de 10 minutos. Nas sessfes de habituacdo, os ratos foram expostos a
uma arena circular, medindo 60 cm de didmetro e 40 cm de altura, com pistas proximais
localizadas em quatro pontos das paredes da arena (Figura 1A) e pistas distais
localizadas na parede da sala, como representado na Figura 1B. Essas pistas foram
mantidas durante todo o experimento. Todas as sessdes foram gravadas por meio de
uma webcam (modelo C270 HD, Logitech) com o software Debut. Os videos foram
posteriormente analisados pelo software de rastreamento, o Ethowacther (UFSC,
Brasil).
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Figura 1. (A) Campo aberto circular com pistas proximais. (B) Uma das pistas distais
dispostas nas paredes da sala de experimentos. (C) Esquema ilustrativo da tarefa

comportamental de memdria similar & episodica.

Foram utilizados quatro modelos de objetos no experimento, com quatro cépias
cada, sendo todos os modelos do mesmo material (plastico), com textura, cores e formas
diferentes, como mostrado na Figura 2. Os objetos mediam de (5 a 15 cm) de altura,
largura de (5 a 10 cm), cor (vermelho, amarelo e rosa), textura (rugosa, lisa e aspera) e

forma. Ao final de cada sessdo, os objetos eram limpos com alcool (05%).
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Figura 2. Cdpias dos quatros objetos utilizados nas sessdes de amostras e teste.

4.2.1 Descrigao dos grupos

Os animais foram divididos em trés grupos: controle (n=9), experimental
unitario (n=8) e experimental diade (n=8). Esses animais ndo apresentavam grau de
parentesco entre eles. Os mesmos foram alojados 15 dias antes do experimento para
uma adaptacdo social e de forma a garantir a interacdo das duplas dos grupos
experimental unitario e experimental diade.

Cada grupo realizou a tarefa de maneira distinta. O grupo controle passou pelos
processos de habituagéo, treinos e teste, sempre individualmente; o grupo experimental
unitario passou pelos processos de habituacdo em diade e amostras e teste
individualmente; o grupo experimental diade passou pelos processos de habituacéo,

amostras e teste, sempre em diade.
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4.2.2 Teste de dominancia

Antes de iniciar a habituacdo, as duplas formadas pelos grupos experimental
unitario e experimental diade passaram pelo teste de dominéncia de tubo, a fim de
averiguar o animal dominante e o submisso. Durante o teste, cada dupla foi colocada
nas extremidades opostas do tubo; devido a largura do tubo, os ratos ndo puderam
passar um ao lado do outro. O rato dominante fez o rato submisso sair do tubo; quando
um animal apresentou as quatro patas fora do tubo, foi declarado o submisso, e 0 animal
que permaneceu dentro do tubo foi declarado o dominate, determinando a hierarquia
social (Fei Wan et al., 2014).

4.2.3 Tarefa de memdria similar a episddica

A tarefa foi adaptada da tarefa de memoria do tipo episddica desenvolvida por
Kart-Teke et al. (2006). E importante destacar que o nosso protocolo replicou a tarefa
episddica de Kart-Teke et al. (2006), com modificacdes. O intervalo de tempo utilizado
entre os treinos e teste foi modificado de 50 minutos para 24 horas. A tarefa é composta
por duas amostras e um teste, sendo desenvolvida em um campo aberto circular, com
duracdo de cinco minutos. Na primeira amostra, foram dispostos quatro objetos iguais
(A) e apds 1 hora de intervalo foi feita a segunda amostra com quatro objetos diferentes
(B). Destes, dois se mantiveram em coordenadas espaciais ja ocupadas por objetos As e
dois foram localizados em coordenadas espaciais diferentes. Na sesséo de teste, 24
horas apds a segunda amostra, o animal foi colocado no campo aberto com quatro
objetos, todos ja apresentados, sendo dois recentes (B) e dois antigos (A) e, entre eles,
dois foram deslocados (A2 e B2) e dois mantidos em posicOes estacionérias (Al e B1),
conforme apresentado na (Figura 3). A tarefa avalia os critérios comportamentais “o
qué”, “quando” e “onde” por meio da caracteristica natural dos roedores de detectar
novidade em protocolos associativos que excluem a possibilidade da exploracao
dissociada entre os trés aspectos (Gilbert, Kesner & Lee, 2001; Kart-Teke et al., 2006).

O padréo de exploracdo apresentado pelos animais é de explorar mais o objeto
“Al1” do que o “B1” e, mais o objeto “B2” do que o “B1” (Kart-Teke et al., 2006;
Inostroza et al., 2013), demonstrando padrdes das tarefas ndo associativas para
“quando” e “onde” respectivamente. Pode-se demonstrar uma memoria similar a
episodica somando estes dois padroes ao padrao de “A1>A2”, onde ocorre integragao
da memoria para “o qué”, “onde” (“B2>B1”) e “quando” (“A1>B1”). Foi considerada

exploracdo quando o animal direcionou o focinho ao objeto, no minimo 02 cm e, o
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animal apresentou interesse em explorar o objeto. N&do se considerou exploragcdo a
aproximacgédo do animal ao objeto sem um foco visual ou seu apoio no objeto para

explorar o ambiente.

Amostra 1 Amostra 2 Teste

Figura 3. Esquema ilustrativo da tarefa comportamental de memaria similar a

episodica.

Para cada objeto foram calculadas uma taxa de exploracdo e um indice de
discriminacgdo de objetos. A taxa de exploracdo é uma medida que mostra a exploracdo
de um objeto em relacdo a exploracdo de todos os objetos somados, enquanto a
discriminacdo € uma medida que demonstra quanto um objeto foi explorado em relagéo
ao outro. A primeira gera um valor entre 0 e 1 e a segunda um valor entre -1 e 1, onde
um valor negativo significa que a varidvel escolhida para a comparacdo foi menos
explorada do que a variavel subtraida. A figura ilustra como as duas medidas sdo

construidas:

Taxa de Indice de
exploracéo discriminagao

X RS
T AT K+Y

Valorentre-1e 1

ValorentreOe 1 )
O valordoacaso é 0
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Figura 4. llustracdo da construcdo das medidas de taxa de exploracdo e indice

de discriminagéo.
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5. RESULTADOS
5.1 Indices de discriminacéo

Para os indices de discriminacdo comparamos os resultados através de uma
ANOVA [3x3] de medidas repetidas e os dados foram extraidos da fonte Grennhouse-
Geisser, uma vez que néo foi evidenciada esfericidade. Foi encontrado efeito principal
para os grupos [F(2) = 4,361, p = 0,025; n?= 0,284] e para os indices [F(2,44) = 7,922, p
= 0,003, n? = 0,20], sendo encontrada uma tendéncia para interacdo entre ambos
[F(2,44) = 0,608, p = 0,068, n>=0,192].

Também comparamos os resultados dos indices de discriminagdo em relacdo ao
acaso com um teste t de uma amostra. O grupo experimental diade apresentou
resultados estatisticamente significativos para os trés aspectos: temporal [t(7) = 2,798, p
= 0,043; dz = 0.87]; espacial [t(7) = 2,498, p = 0,041; dz = 0.87] e integracdo [t(7) =
2,697, p = 0,031; dz = 0.76].0 grupo experimental unitario apresentou resultados
estatisticamente apenas para dois aspectos: o espacial [t(7) = -3,703 p =0,008; dz =
1.33] ; integracdo [t(7) = -3,900, p = 0,006; dz = 1.39]; e néo para o temporal [t(7) = -
0,569, p = 0,587; dz = 0.19]. O grupo controle apresentou apenas para 0 aspecto de
integracdo; [t(8) = -0,743 p =0,048; dz = 0.77] e ndo para 0 espacial e temporal [t(8) = -
0,743, p = 0,478; dz = 0.87]; t [t(8) = -0,656, p = 0,530; dz = 0.21]. Apenas 0 grupo
experimental apresentou memoria similar a episédica integrando os trés componentes

(“o qué-quando-onde™). A figura a seguir ilustra os resultados:
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Figura 5. Indice de discriminacio dos objetos na sessdo de teste para 0s grupos
controle, experimental unitério e experimental diade. Os graficos representam a média e
0 erro padrao.

5.2 Tempo total de exploracdo

O tempo total de exploracdo dos objetos ao longo das sessdes e 0s grupos foram
analisados utilizando-se ANOVA [3x3], e os resultados foram extraidos da fonte
Grennhouse-Geisser. Foram encontrados resultados estatisticamente significativos para
o efeito principal de grupo [F(2): 4,710; p = 0,020; n?p= 0,300] e para as sessdes
[F(2,44): 14,276 p = 0,00 n?*p= 0,394], mas nédo para interagdo entre “sessdo X grupo”
[F(4,44): 1,124; p=0,357 n*p= 0,093]. De acordo com o post hoc de Sidak, o grupo
experimental diade teve um tempo total maior de exploracdo dos objetos quando
comparado ao grupo controle [p=0,024]. Também foi evidenciado um tempo menor de
exploracdo dos objetos na sesséo de teste quando comparado com a amostra 1 e amostra
2 [p=0,00; p=0,006; respectivamente]. A figura a seguir ilustra os resultados

encontrados para o tempo total de exploracéo:
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Figura 6. Tempo total de exploracdo para as sessdes de amostra 1, amostra 2 e teste
comparado entre os dois grupos. Os gréaficos representam a média e o erro padrdo.

5.3 Hierarquia Social

A hierarquia social foi analisada nos grupos experimental unitario e diade, a fim
de averiguar o comportamento de dominancia e submissao comparados ao tempo total

de exploracéo ( sessdes de amostras e teste) e indices de discriminacao (teste).

5.3.1 Hierarquia Social x Tempo Total de Exploragdo

Para analise utilizou-se ANOVA [3x2] e os resultados foram extraidos da fonte
Grennhouse-Geisser. Foi encontrado resultado estatisticamente significativo para sessao
[F(2,28): 7,923; p=0,002; n?p= 0,361], mas ndo para efeito principal de grupo [F(1):
0,809; p = 0,384; n?p= 0,005], assim como para a interacdo ‘“‘sessOes X hierarquia
[F(2,28): 0,069 p = 0,927; n?p= 0,055]. De acordo com o post hoc de Sidak, foi

encontrada diferenca estatisticamente significante quando comparado a sesséo de teste
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comparado com a amostra 1 e amostra 2 [p=0,011; p=0,024; respectivamente]. A sintese

dos dados pode ser vista na Figura 7.

amostra_01
amostra_02
teste

Dominancia

Figura 7. Sessdo de amostra 1, amostra 2 e teste para 0s grupos experimental unitario e
experimental diade. Os graficos representam a média e o erro padrao.

5.3.2 Hierarquia Social x Indices de Discriminagio

Para analise utilizou-se ANOVA [3x2] e os resultados foram extraidos da fonte
Grennhouse-Geisser. Foi encontrado resultado estatisticamente significativo para
indices [F(2,28): 4,727; p=0,029; ; n? =0, 252], mas nao para efeito principal de grupo
[F(2,28): 0,179; p = 0,772; ; n? =0, 092], assim como para a interacdo ‘“‘sessdes X
hierarquia [F(1,14): 1,423; p = 0,253; ; n? =0, 013]. Para hierarquia de dominancia foi
encontrado resultado estatisticamente significativo apenas para o indice de integracao
[t(7) = 2,561; p = 0,038; dz = 0.918] e ndo para os indices de espaco e tempo: [t(7) = -
0,528; p = 0,614; dz = 0.169]; [t(7) = -0,830; p = 0,434; dz = 0.292]. Nos resultados
encontrados para a hierarquia de submissdo, também foi encontrado um resultado
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significativo para o indice de integracao: [t(7) = 4, 083; p = 0,005; dz = 1.444], uma
tendéncia para o indice de tempo: [t(7) = 2,213; p = 0,063; dz = 0.770] e ndo foi

encontrado um resultado significativo para o indice de espagco: [t(7) = -0,172; p = 0,868;

dz = 0.048]. A sintese dos dados pode ser vista na Figura 8.
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Figura 8. Hierarquia social para os indices de discriminacdo na sessdo de teste para 0s
grupos experimental unitario e experimental diade. Os graficos representam a média e o

erro padrao.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo verificou a contribuicdo do contexto social na memdria
similar a episddica em ratos Wistar, em uma tarefa adaptada de memdria similar a
episodica integrativa criada por Kart-Teke e colaboradores (Kart-teke et al., 2006;
Binder et al., 2015). Esta tarefa depende da exploracdo de objetos e do reconhecimento
da novidade, comportamento inerente a roedores (Ennaceur & Delacour, 1988), ela
possibilita a analise de trés padroes de exploracao: o padrao espacial (associacao de “o
qué” e “onde”), o temporal (associacdo de “o qué” e “quando”) e o integrativo
(associacdo de todos os aspectos). Nos nossos resultados verificou-se que os animais do
grupo experimental diade que realizaram a tarefa em dupla integraram os trés
componentes episédicos. Para a analise comportamental, avaliamos o desempenho dos
animais em relacdo ao indice de discriminacdo, tempo total de exploracdo dos objetos e

a hierarquia social.
6.1 Indices de discriminacéo

O desempenho dos animais em relacdo ao indice de discriminacdo é realizado
com uma comparagdo entre um objeto e outro e, pode ser utilizada devido a expectativa
de um padrdo de exploracdo especifico atribuido aos objetos, onde o objeto antigo ndo
deslocado deve ser mais explorado que o recente ndo deslocado (padrdo temporal,
Al1>B1l), o objeto recente deslocado deve ser mais explorado que o recente ndo
deslocado (padrédo espacial, B2>B1) e o objeto antigo ndo deslocado deve ser mais
explorado que o objeto antigo deslocado (padrdo integrativo, A1>A2). E importante
destacar que o nosso protocolo replicou a tarefa episodica de Kart-Teke et al. (2006),
com modificagdes. O intervalo de tempo utilizado entre os treinos e teste foi modificado
de 50 minutos para 24 horas. Até entdo, ndo foram encontrados estudos que se
utilizaram da tarefa e obtiveram sucesso com intervalo entre sessdes e teste maior que
uma hora, incluindo estudos do nosso laboratério, que foram realizados com intervalo
de 24h entre a sessao e o teste (dados ndo publicados).

Os animais do grupo experimental diade integraram no intervalo de 24h os
critérios comportamentais episodicos com diferencas estatisticamente significativas para
o indice de discriminacdo, quando comparados ao grupo controle e ao grupo

experimental unitario, em todas as medidas.
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Um estudo anterior demonstrou que a interacdo social durante a exploracdo de
objetos deslocados facilitou a exploragdo desses objetos em camundongos, quando
treinados em duplas em relacdo aos treinados individualmente, resultando em uma
melhora no componente espacial da memdria similar a episddica. Esse mesmo estudo
supde que a aprendizagem social pode reduzir o nivel de corticosterona e melhorar a
memdria similar a episodica (Lipina & Roder, 2013).Também foi descrita uma
facilitacdo social de exploracdo em corvos (Corvus corax), 0S quais mostraram maior
interesse em um novo objeto quando testado em diades no que se refere ao
comportamento em relagdo aos testados individualmente, independente se estavam com
um familiar ou ndo (Stowe et al., 2006).

De fato, existe uma mudanca na atividade e na exploracdo quando ratos sao
introduzidos em um ambiente dentro de um contexto social, em comparacdo com
animais individuais, visto claramente que o resultado encontrado em nosso estudo trata-
se de um achado do contexto social e ndo de um produto de repeti¢fes, uma vez que 0
grupo controle e o grupo experimental unitario que realizaram o teste individualmente
ndo fizeram integracdo dos critérios comportamentais episddicos. Destarte, podemos
deduzir uma importancia do ambiente social na formacdo da memoria similar a

episodica.
6.2 Tempo total de exploragdo

Para o tempo total de exploragdo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos para grupos e sessdes, com diferengas nas comparagdes entre 0 grupo
experimental diade e o grupo controle e entre o teste e as amostras. O grupo
experimental diade apresentou maior tempo de exploracdo em comparacdo ao grupo
controle; e os trés grupos, controle, experimental unitario e experimental diade
apresentaram um maior tempo de exploracdo nas sessdes das amostras € um menor
tempo de exploracao na sessdo do teste.

Alguns estudos corroboram com o nosso resultado encontrado para 0 grupo
experimental diade como Lipina & Roder (2013) relataram que camundongos foram
mais ativos e viajaram mais rapido quando comparados ao Sseu comportamento
individual e que o rearing, comportamento de parametro de exploragdo em roedores, foi
significativamente aumentado em camundongos habituados a um parceiro familiar. Um

estudo tambem demostrou que as atividades dos ratos em diades foram maiores do que
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a dos mesmos ratos quando testado sozinhos, mudancas incluiram maior nivel de
atividade, maior velocidade e maiores angulos de viagem. Quando  testado
individualmente, os ratos tendiam a viajar em apenas uma direcdo (Weiss, Segev &
Eilam, 2015).

Um aumento na atividade de exploracdo foi verificado em girinos do sapo
comum (Bufo bufo), que apresentaram maior atividade quando comparados aos
individuos isolados (Griffiths & Foster, 1998). Esse aumento também foi encontrado em
ratos, na presenca de um congénito (Hughes, 1969; Meaney & Stewart 1979; Beck &
Chow, 1984). O impacto do ambiente social também foi revelado em camundongos
(Mus musculus domesticus), visto que influéncias ambientais e sociais foram téo
importantes quanto a genética na determinacdo do comportamento de locomocao
(Lathe, 2004). Desse modo, todos esses estudos juntamente com 0s nossos achados
indicam que o comportamento social apresenta um fator importante no comportamento
exploratério. Um fator que pode estar implicado com a melhor performance na
memoria similar a episodica dos animais do grupo experimental diade é que a
facilitacdo social foi capaz de alterar o estado motivacional, refletindo nas habilidades
cognitivas dos individuos e possivelmente uma diminui¢cdo da neofobia, indicando que a
presenca de um co-especifico em uma situacdo de novidade teve alguns efeitos de
facilitacdo. Estes achados também foram verificados em outros estudos (Galef, 1996;
Galef & Whiskin, 2001). As fortes tendéncias cooperativas na partilha de riscos numa
situacdo incerta pode ser uma forma de cooperacdo, podendo facilitar a exploracédo de
novos objetos (Moretti, 2015), visto que foram encontrados efeitos de facilitacdo
significativos para a manipulacdo dos objetos nas condi¢des de diade. Alguns estudos
demostraram que ratos sdo capazes de exibir varios tipos de reciprocidade (Rutte et al.,
2007; Dolivo, et al, 2015) até mesmo empatia (Ben-Ami Bartal, Decety, 2011; Sato,
Tan & Tate, 2015) o que supde que esse achado é um indicativo importante de
cooperagao em ratos.

Além do contexto social, outro aspecto que pode alterar a exploragcdo é a
experiéncia, a exposicdo repetida ao mesmo objeto, pode reduzir as laténcias de
aproximac&o, visto que o individuo se torna mais familiarizado com o objeto (Heinrich,
Marzluff & Adams, 1995). Essa reducdo também acontece para a duragdo da exploragéo

apos o objeto ser totalmente explorado (Mettke, 2006). Estes achados estdo de acordo
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com 0 nosso estudo que apresentou uma diminui¢do no tempo total de exploracdo para

0s trés grupos testados, o que pode ser um indicativo de familiaridade.

6.3 Hierarquia Social

A hierarquia é um fendmeno universal entre animais sociais (Fei Wang et al.,
2014). O teste do tubo foi desenvolvido como um paradigma para avaliar a dominancia
em roedores de laboratorio. O animal que forga consistentemente o adversario a retirar-
se € marcado como o dominante do par (Lindzey et al., 1961; Fei Wang et al., 2014).

A hierarquia social foi analisada nos grupos experimental unitario e diade, a
fim de averiguar o comportamento de dominancia e submisséo durante as sessdes de
amostra e teste. Foi encontrado resultado estatisticamente significativo para a sesséo,
mas ndo para o efeito principal de hierarquia, assim como para a interagao ‘“sessdes x
hierarquia”. Supde-se que o0 resultado encontrado para o efeito de sessdo no nosso
estudo justifica-se pelo fato de o teste de dominancia ter sido realizado antes da primeira
sessdo de habituagdo. Sabe-se que a dominancia é um processo que pode ser estavel ou
ndo, dependendo de alteracBes no plano fisico ou comportamental dos membros do
grupo (Barnard & Burk, 1979), como a presenca de objetos que pode desestabilizar a
hierarquia social, por serem visto como um recurso que precisa ser defendido (Fei Wang
et al., 2014). Outro fator que pode ter influenciado este resultado é 0 mesmo encontrado
para a tempo total de exploracdo, isto é, um indicativo de familiaridade e por isso uma
diferenca durante as sessdes de amostra e o teste.

Desta maneira, nossos dados indicam uma possivel contribuicdo do contexto
social na formacdo da memdria similar a episddica em ratos Wistar, dentro de um
intervalo de 24h, verificada por meio da adaptacao de uma tarefa depende da exploracao
de objetos e do reconhecimento da novidade (Kart-teke et al., 2006; Binder et al.,
2015). Logo, nosso estudo pode contribuir para pesquisas da memdria similar a
episddica, que parece ter o contexto social como um fator importante nos processos

mnemonicos.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, podemos considerar que ratos Wistar
em um contexto social sdo capazes de acessar a memdria similar a episddica com
carater temporal. A realizacdo da tarefa com os ratos em dupla parece ter importancia
para que 0S mesmos acessem a memoria similar a episddica ap6s um intervalo de 24h.
Relatos encontrados em nosso laboratorio com dados ndo publicados j& haviam
demonstrado que ratos que realizaram essa tarefa individualmente com esse intervalo de
24h ndo conseguiram realizar a integragdo dos aspectos “o qué”, “quando” e “onde”. O
presente trabalho esta em consonéncia com a tendéncia atual no campo da neurociéncia
de se conduzir desenhos experimentais que venham a encorajar a emergéncia de
comportamentos anadlogos ao comportamento natural das espécies utilizadas como

modelos animais.
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Titulo: Avaliacdo da Contribuicdo do Contexto Social na Memoria Similar a Episodica em
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Freitas Barbosa

A capacidade de navegar no espaco é fundamental para a sobrevivéncia da
maioria dos animais e, por isso, recebeu muita atengdo na biologia e psicologia. Os
meios pelos quais 0s animais navegam e representam as propriedades espaciais do
mundo, foram investigadas a partir de varias perspectivas (Brown, 2011), incluindo a
neurociéncia (Thinus-Blanc, 1996, Jeffery, 2003).

Dentre as areas da neurociencia, a memdria € inegavelmente uma das
habilidades cognitivas mais investigadas. Squire & Kandel (2003) descrevem a
memdria como um sistema que se subdivide em explicita e implicita. A memoria
explicita refere-se aquela que € evocada conscientemente pelo sujeito, ja a memoria
implicita ndo necessita de um processo consciente para acontecer (Squire & Zola,
1996). A memoria explicita ainda pode ser subdividida em memdria semantica, e
memoria episodica, a primeira identifica um evento antigo sendo possivel saber do qué
se trata, e a segunda, permite identificar o evento e saber onde e quando ocorreu
(Tulving, 2002)

De acordo com Tulving (2002) a memoria episddica € um tipo de memoria
explicita rica em contextos temporais e espaciais, que representa onde e quando um
determinado evento aconteceu.

Estudar a cognicdo espacial em animais tem sido realizado quase que
exclusivamente com memorias correspondentes a estimulos fisicos, como localizagdes
de objetose pistas espaciais através da exploracao (Gallisteu, 1990). A exploracdo é um
processo pelo qual os animais se orientam no tempo e no espago. Este processo
cognitivo é especifico a espécie e se baseia na coleta de informagfes sobre 0 meio

ambiente (Weiss, Segev & Eilam, 2015). Esta informacdo € entdo usada para
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estabelecer uma espécie de representacdo ambiental do meio ambiente, que tem sido
denominado "mapa cognitivo™ (Tolman, 1948), e sugerido ser codificado no hipocampo
(O'Keefe & Nadel, 1978).

A presenca de um companheiro, frequentemente facilita a exploracdo e
aprendizagem (Stowe et al., 2006). Animais em Grupos (diades ou mais) mostraram-se
mais ativos em um ambiente novo, exibiram menor neofobia, e exploraram
maisobjetoscompletamente novos quando comparados a animais sozinhos. (Hughes,
1969; Menzel, 1971; Meaney & Stewart, 1979; Beck & Chow, 1984; Griffiths & Foster
1998; Schuett & Dall 2009; Ward, 2011). O contexto social exerce influéncia sobre as
capacidades cognitivas em diferentes espécies. Apesar de sua importancia, o contexto
social tem recebido pouca atencdo da neurociéncia, principalmente devido ao maior
enfoque dos estudos em modelos animais em isolamento (Hasson et al., 2012). Assim, 0
presente estudo pretende demonstrar a forca da facilitagdo social na aquisicéo e retencao
de informacdes utilizadas pelos animais no ambito da tarefa de memdria similar a

episodica.

1. MATERIAIS E METODOS

1.1 Animais

Foram utilizados 26 ratos Wistar machos (divididos em 3 grupos), com idade
entre trés e quatro meses, pesando entre 240 e 365¢, e mantidos em uma sala com
temperatura controlada (24 + 1°C). Os ratos foram alojados em gaiolas plasticas que
medem 30 cm de comprimento x 37 cm de largura e 16 cm de altura, em grupos de trés
ou quatro por gaiola. Os animais foram submetidos a um ciclo claro-escuro del2:12 h
(com luzes acesas as 06:00h) e todas as tarefas foram realizadas na fase clara do ciclo,
entre 11 h e 17 h. A luminosidade média durante a realizacdo dos procedimentos

experimentais foi de 11lux. Agua e comida foram fornecidas ad libitum.
1.2 Delineamento experimental

Os procedimentos experimentais tiveram duracdo de dez dias. Ap6s completar
o0s trés meses de idade, todos os animais passaram pelo protocolo de manipulagéo, que
0s mantinha em contato com o experimentador por 15 minutos, durante cinco dias. Nos
trés dias seguintes, passaram por habituacdes ao campo aberto, em sessdes diarias de 10

minutos. Nas sessfes de habituacdo, os ratos foram expostos a uma arena circular,
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medindo 60 cm de diametro e 40 cm de altura, com pistas proximais localizadas em
quatro pontos das paredes da arena e pistas distais localizadas na parede da sala, como
representado. Essas pistas foram mantidas durante todo o experimento. Todas as sessdes
foram gravadas por meio de uma webcam (modelo C270 HD, Logitech) com o software
Debut. Os videos foram posteriormente analisados pelo software de rastreamento, o
Ethowacther (UFSC, Brasil). Foram utilizados quatro modelos de objetos no
experimento, com quatro copias cada, sendo todos os modelos do mesmo material
(plastico), com textura, cores e formas diferentes. Ao final de cada sessdo, os objetos

eram limpos com alcool (5%).
1.3 Descri¢do dos grupos

Os animais foram divididos em trés grupos: controle (n=9), experimental
unitario (n=8) e experimental diade (n=8). Esses animais ndo apresentavam grau de
parentesco entre eles. Os mesmos foram alojados 15 dias antes do experimento para
uma adaptacdo social e de forma a garantir a interacdo das duplas dos grupos
experimental unitario e experimental diade.

Cada grupo realizou a tarefa de maneira distinta. O grupo controle passou pelos
processos de habituagéo, treinos e teste, sempre individualmente; o grupo experimental
unitario passou pelos processos de habituacdo em diade e amostras e teste
individualmente; o grupo experimental diade passou pelos processos de habituacao,

amostras e teste, sempre em diade

1.4 Teste de dominancia

Antes de iniciar a habituacdo, as duplas formadas pelos grupos experimental
unitario e experimental diade passaram pelo teste de dominéncia de tubo, a fim de
averiguar o animal dominante e o submisso. Durante o teste, cada dupla foi colocada
nas extremidades opostas do tubo; devido a largura do tubo, os ratos ndo puderam
passar um ao lado do outro. O rato dominante fez o rato submisso sair do tubo; quando
um animal apresentou as quatro patas fora do tubo, foi declarado o submisso, e o animal
que permaneceu dentro do tubo foi declarado o dominate, afirmando a hierarquia social
(Fei Wan, et al, 2014).
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1.5 Tarefa de memdaria similar a episddica

A tarefa foi adaptada da tarefa de memoria do tipo episddica desenvolvida por
Kart-Teke et al. (2006). E importante destacar que o nosso protocolo replicou a tarefa
episddica de Kart-Teke e colaboradores (2006), com modificacGes. O intervalo de
tempo utilizado entre os treinos e teste foi modificado de 50 minutos para 24 horas. A
tarefa € composta por duas amostras e um teste, sendo desenvolvida em um campo
aberto circular, com duracdo de cinco minutos. Na primeira amostra, foram dispostos
quatro objetos iguais (A) e apos 1 hora de intervalo foi feita a segunda amostra com
quatro objetos diferentes (B). Destes, dois se mantiveram em coordenadas espaciais ja
ocupadas por objetos As e dois foram localizados em coordenadas espaciais diferentes.
Na sessdo de teste, 24 horas apds a segunda amostra, o animal foi colocado no campo
aberto com quatro objetos, todos ja apresentados, sendo dois recentes (B) e dois antigos
(A) e, entre eles, dois foram deslocados (A2 e B2) e dois mantidos em posicoes
estacionérias (Al e B1), conforme apresentado na (figura 1). A tarefa avalia os critérios
comportamentais “o qué”, “quando” e “onde” por meio da caracteristica natural dos
roedores de detectar novidade em protocolos associativos que excluem a possibilidade
da exploracdo dissociada entre os trés aspectos (Gilbert, Kesner& Lee, 2001; Kart-Teke
et al., 2006).

O padréo de exploracdo apresentado pelos animais é de explorar mais o objeto
“Al1” do que o “B1” e, mais o objeto “B2” do que o “B1” (Kart-Teke et al., 2006;
Inostroza et al., 2013), demonstrando padrbes das tarefas ndo associativas para
“quando” e “onde” respectivamente. Pode-se demonstrar uma memoria similar a
episodica somando estes dois padrdes ao padrdo de “A1>A2”, onde ocorre integragdo

da memoria para “o qué”, “onde” (“B2>B1”) e “quando” (“A1>B1”).



52

Amostra 1 Amostra 2 Teste

Figura 1. Esquema ilustrativo da tarefa comportamental de memaria similar a

episodica.

2. Resultados

2.1 Indices de discriminacéo

Para os indices de discriminacdo comparamos os resultados através de uma
ANOVA [3x3] de medidas repetidas e os dados foram extraidos da fonte Grennhouse-
Geisser, uma vez que ndo foi evidenciada esfericidade. Foi encontrado efeito principal
para os grupos [F(2) = 4,361, p = 0,025; n2= 0,284] e para os indices [F(2,44) = 7,922, p
= 0,003, n* = 0,20], sendo encontrada uma tendéncia para interagdo entre ambos
[F(2,44) = 0,608, p = 0,068, n>=0,192].

Também comparamos os resultados dos indices de discriminacdo em relacdo ao
acaso com um teste t de uma amostra. O grupo experimental diade apresentou
resultados estatisticamente significativos para os trés aspectos: temporal [t(7) = 2,798, p
= 0,043; dz = 0.87]; espacial [t(7) = 2,498, p = 0,041; dz = 0.87] e integracdo [t(7) =
2,697, p = 0,031; dz = 0.76]. O grupo experimental unitario apresentou resultados
estatisticamente apenas para dois aspectos: o espacial [t(7) = -3,703 p =0,008; dz =
1.33] ; integracdo [t(7) = -3,900, p = 0,006; dz = 1.39]; e ndo para o temporal [t(7) = -
0,569, p = 0,587; dz = 0.19]. O grupo controle apresentou apenas para 0 aspecto de
integracéo; [t(8) =-0,743 p =0,048; dz = 0.77] e ndo para o espacial e temporal [t(8) = -
0,743, p = 0,478; dz = 0.87]; t [t(8) = -0,656, p = 0,530; dz = 0.21]. Apenas 0 grupo
experimental apresentou memoria similar a episodica integrando os trés componentes

(“o qué-quando-onde™).
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Figura 2. Indice de discriminacio dos objetos na sessdo de teste para 0s grupos
controle, experimental unitario e experimental diade. Os graficos representam a média e

0 erro padrdo.

2.2 Tempo total de exploracéo

O tempo total de exploracéo dos objetos ao longo das sessdes e 0s grupos foram
analisados utilizando-se ANOVA [3x3], e os resultados foram extraidos da fonte
Grennhouse-Geisser. Foram encontrados resultados estatisticamente significativos para
o efeito principal de grupo [F(2): 4,710; p = 0,020; n?p= 0,300] e para as sessoes
[F(2,44): 14,276 p = 0,000 n?p= 0,394], mas ndo para interagdo entre “sessdo x grupo”
[F(4,44): 1,124; p=0,357 n?*p= 0,093]. De acordo com o post hoc de Sidak, o grupo
experimental diade teve um tempo total maior de exploracdo dos objetos quando
comparado ao grupo controle[p=0,024]. Também foi evidenciado um tempo menor de
exploracdo dos objetos na sessdo de teste quando comparado com a amostra 1 e amostra
2 [p=0,000; p=0,006; respectivamente].
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Figura 3. Tempo total de exploracdo nas sessdes de treino e teste para 0S grupos
controle, experimental unitario e experimenta diade. Os gréficos representam a média e

0 erro padrao.

2.3 Hierarquia Social x Tempo Total de Exploracdo

A hierarquia social foi analisada nos grupos experimental unitério e diade, a fim
de averiguar o comportamento de dominancia e submissdo durante as sessbes de
amostra e teste. Para esta analise utilizou-se ANOVA [3x2] e os resultados foram
extraidos da fonte Grennhouse-Geisser. Foi encontrado resultado estatisticamente
significativo para sessdo [F(2,28): 7,923; p=0,002], mas ndo para efeito principal de
grupo [F(1): 0,809; p = 0,384], assim como para a interacdo “sessdes x hierarquia
[F(2,28): 0,069 p = 0,927]. De acordo com o post hoc de Sidak, foi encontrada
diferenca estatisticamente significante quando comparado a sessdo de teste comparado
com a amostra 1 e amostra 2 [p=0,011; p=0,024; respectivamente]. A sintese dos dados

pode ser vista na Figura 4
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Figura 4. Sessdo de amostra 1, amostra 2 e teste para 0s grupos experimental unitario e
experimental diade. Os graficos representam a média e o erro padrao

2.4 Hierarquia Social x indices de Discriminacao

Para andlise utilizou-se ANOVA [3x2] e os resultados foram extraidos da fonte
Grennhouse-Geisser. Foi encontrado resultado estatisticamente significativo para
indices [F(2,28): 4,727; p=0,029; ; n? =0, 252], mas ndo para efeito principal de grupo
[F(2,28): 0,179; p = 0,772; ; n* =0, 092], assim como para a interagdo ‘‘sessdes X
hierarquia [F(1,14): 1,423; p = 0,253; ; n* =0, 013]. Para hierarquia de dominancia foi
encontrado resultado estatisticamente significativo apenas para o indice de integracao
[t(7) = 2,561; p = 0,038; dz = 0.918] e ndo para os indices de espaco e tempo: [t(7) = -
0,528; p = 0,614; dz = 0.169]; [t(7) = -0,830; p = 0,434; dz = 0.292]. Nos resultados
encontrados para a hierarquia e submissdo, também foi encontrado um resultado
significativo para o indice de integracdo: [t(7) = 4, 083; p = 0,005; dz = 1.444], uma
tendéncia para o indice de tempo: [t(7) = 2,213; p = 0,063; dz = 0.770] e ndo foi
encontrado um resultado significativo para o indice de espaco: [t(7) = -0,172; p = 0,868;

dz = 0.048]. A sintese dos dados pode ser vista na Figura 5.
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Figura 5. Hierarquia social para os indices de discriminacdo na sessdo de teste para 0s
grupos experimental unitario e experimental diade. Os graficos representam a média e o
erro padrao.

3. Discussao

O presente estudo verificou a contribuicdo do contexto social na memdria
similar a episddica em ratos Wistar, em uma tarefa adaptada de memdria similar a
episddica integrativa criada por Kart-teke e colaboradores (Kart-teke et al., 2006;
Binder et al., 2015). Esta tarefa depende da exploracéo de objetos e do reconhecimento
da novidade, comportamento inerente a roedores (Ennaceur & Delacour, 1988), ela
possibilita a andlise de trés padrdes de exploracdo: o padrdo espacial (associagdo de “o
que” e “onde”), o temporal (associagdo de “o qué” e “quando”) e o integrativo
(associacdo de todos os aspectos). Nos nossos resultados verificou-se que os animais do
grupo experimental diade que realizaram a tarefa em dupla integraram os trés
componentes episédicos. Para a analise comportamental, avaliamos o desempenho dos
animais em relacdo ao indice de discriminacgdo, tempo total de exploracdo dos objetos e

a hierarquia social.

3.1 indices de discriminacéo

O desempenho dos animais em relacdo ao indice de discriminacdo é realizado

com uma comparagdo entre um objeto e outro e, pode ser utilizada devido & expectativa
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de um padrdo de exploracao especifico atribuido aos objetos, onde o objeto antigo nédo
deslocado deve ser mais explorado que o recente ndo deslocado (padrdo temporal,
Al1>Bl), o objeto recente deslocado deve ser mais explorado que o recente néo
deslocado (padréo espacial, B2>B1) e o objeto antigo ndo deslocado deve ser mais
explorado que o objeto antigo deslocado (padrdo integrativo, A1>A2). E importante
destacar que o nosso protocolo replicou a tarefa episddica de Kart-Teke e colaboradores
(2006), com modificagdes. O intervalo de tempo utilizado entre os treinos e teste foi
modificado de 50 min para 24 h. Até entdo, ndo foram encontrados estudos que se
utilizaram da tarefa e obtiveram sucesso com intervalo entre sessdes e teste maior que
uma hora, incluindo estudos do nosso laboratério, que foram realizados com intervalo
de 24 h entre a sesséo e o teste (dados ndo publicados).

Os animais do grupo experimental diade integraram no intervalo de 24h os
critérios comportamentais episodicos com diferencas estatisticamente significativas para
o indice de discriminacdo, quando comparados ao grupo controle e ao grupo
experimental unitario, em todas as medidas.

Um estudo anterior demonstrou que a interacdo social durante a exploracao de
objetos deslocados facilitou a exploracdo desses objetos em camundongos, quando
treinados em duplas em relacdo aos treinados individualmente, resultando em uma
melhora na memaria similar a episddica. Esse mesmo estudo supde que a aprendizagem
social pode reduzir o nivel corticosterona e melhorar a memoria similar a episodica
(Lipina & Roder, 2013). Também foi descrita uma facilitacdo social de exploracdo em
corvos (Corvus corax), 0s quais mostraram maior interesse em um novo objeto quando
testado em diades no que se refere ao comportamento em relacdo aos testados
individualmente, independente se estavam com um familiar ou ndo (Stowe et al., 2006).

De fato, existe uma mudanca na atividade e na explora¢do quando ratos sdo
introduzidos em um ambiente dentro de um contexto social, em comparagdo com
animais individuais, visto claramente que o resultado encontrado em nosso estudo
trata-se de um achado do contexto social e ndo de um produto de repeticdes, uma vez
gue o grupo controle e o grupo experimental unitdrio que realizaram o teste
individualmente ndo fizeram integracdo dos critérios comportamentais episodicos.
Destarte, podemos deduzir uma importancia do ambiente social na formacdo da

memoria similar a episodica.
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3.2 Tempo total de exploracao

Para o tempo total de exploracdo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos para grupos e sessdes, com diferencas estatisticas nas comparagdes entre o
grupo experimental diade e o grupo controle e entre o teste e as amostras. O grupo
experimental diade apresentou maior tempo de exploracdo em compara¢do ao grupo
controle e os trés grupos, controle, experimental unitario e experimental diade
apresentaram um maior tempo de exploracdo nas sessbes das amostras e um menor
tempo de exploracdo na sesséo do teste.

Alguns estudos corroboram com o nosso resultado encontrado para o grupo
experimental diade como Lipina & Roder (2013) relataram que camundongos foram
mais ativos e viajaram mais rapido quando comparados ao Sseu comportamento
individual e que o rearing, comportamento de parametro de exploragdo em roedores, foi
significativamente aumentado em camundongos habituados a um parceiro familiar. Um
estudo também demostrou que as atividades dos ratos em diades foram maiores do que
a dos mesmos ratos quando testado sozinhos, mudancas incluiram maior nivel de
atividade, maior velocidade e maiores angulos de viagem. Quando testado
individualmente, os ratos tendiam a viajar em apenas uma direcdo (Weiss, Segev &
Eilam, 2015).

Um aumento na atividade de exploracdo foi verificado em girinos do sapo
comum (Bufo bufo), que apresentaram maior atividade quando comparados aos
individuos isolados (Griffiths & Foster, 1998). Esse aumento também foi encontrado em
ratos, na presenca de um congénito (Hughes 1969; Meaney & Stewart 1979; Beck &
Chow,1984). O impacto do ambiente social também foi revelado em camundongos
(Mus musculus domesticus), visto que influéncias ambientais e sociais foram téo
importantes quanto a genética na determinacdo do comportamento de locomocdo (Lathe
2004). Desse modo, todos esses estudos juntamente com 0s nossos achados indicam que
0 comportamento social apresenta um fator importante no comportamento exploratorio.

Um fator que pode estar implicado com a melhor performance na memdria
similar a episodica dos animais do grupo experimental diade € que a facilitacdo social
foi capaz de alterar o estado motivacional, refletindo nas habilidades cognitivas dos
individuos, possivelmente por meio de uma diminui¢do da neofobia, indicando que a

presenca de um co-especifico em uma situacdo de novidade teve alguns efeitos de
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facilitacdo. Estes achados também foram verificados em outros estudos(Galef, 1996;
Galef & Whiskin,2001). As fortes tendéncias cooperativas na partilha de riscos numa
situacdo incerta pode ser uma forma de cooperacgdo, podendo facilitar a exploragéo de
novos objetos (Moretti, 2015), visto que foram encontrados efeitos de facilitacdo
significativos para a manipulacdo dos objetos nas condicbes de diade. Alguns estudos
demostraram que ratos sdo capazes de exibir varios tipos de reciprocidade [Rutte et al,
2007; Dolivo, et al, 2015) até mesmo empatia (Ben-Ami Bartal, Decety, 2011; Sato,
Tate, 2015)0 que supde que esse achado é um indicativo importante de cooperacdo em
ratos. Além do contexto social, outro aspecto que pode alterar a exploracdo € a
experiéncia, a exploracdo de exposicdo repetida ao mesmo objeto, pode reduzir as
laténcias de aproximacdo, visto que o individuo se torna mais familiarizado com o
objeto (Heinrich, Marzluff & Adams, 1995). Essa reducdo também acontece para a
duracdo da exploracdo apds o objeto ser totalmente explorando, diminuindo assim a
exploragdo (Todt, Hammerschmidt & Hultsch, 1992; Mettke, 2006). Estes achados
estdo de acordo com 0 nosso estudo que apresentou uma diminui¢do no tempo total de

exploracdo para os trés grupos testados, o que pode ser um indicativo de familiaridade.
3.3 Hierarquia Social

A hierarquia € um fendbmeno universal entre animais sociais (Fei Wang, et al
2014). O teste do tubo foi desenvolvido como um paradigma para avaliar a dominancia
em roedores de laboratério. O animal que forca consistentemente o adversario a retirar-
se € marcado como o0 mais dominante do par (Lindzey et al., 1961; Fei Wang, et al
2014).

A hierarquia social foi analisada nos grupos experimental unitéario e diade, a
fim de averiguar o comportamento de dominancia e submissdo durante as sessbes de
amostra e teste. Foi encontrado resultado estatisticamente significativo para a sesséo,
mas ndo para o efeito principal de hierarquia, assim como para a interagdo “sessdes x
hierarquia”. Supde-se que o resultado encontrado para o efeito de sessdo no nosso
estudo justifica-se pelo fato de o teste de dominancia ter sido realizado antes da primeira
sessdo de habituacdo. Sabe-se que a dominancia é um processo que pode ser estavel ou
ndo, dependendo de alteracbes no plano fisico ou comportamental dos membros do
grupo (Barnard & Burk, 1979), como a presenca de objetos que pode desestabilizar a
hierarquia social, por serem visto como um recurso que precisa ser defendido (Fei

Wang, et al 2014). Outro fator que pode ter influenciado este resultado é o mesmo
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encontrado para a tempo total de exploracdo, isto &, um indicativo de familiaridade e
por isso uma diferenca durante as sessdes de amostra e o teste.

Desta maneira, nossos dados indicam uma possivel contribuicdo do contexto
social na formacdo da memoria similar a episodica em ratos Wistar, dentro de um
intervalo de 24h, verificada por meio da adaptacao de uma tarefa depende da exploracao
de objetos e do reconhecimento da novidade (Kart-teke et al., 2006; Binder et al.,
2015). Logo, nosso estudo pode contribuir para pesquisas da memdria similar a
episddica, que parece ter o contexto social como um fator importante nos processos

mnemonicos.

4. Concluséo

De acordo com os resultados apresentados, podemos considerar que ratos Wistar
em um contexto social sdo capazes de acessar a memdria similar a episddica com
carater temporal. A realizacdo da tarefa com os ratos em dupla parece ter importancia
para que 0S mesmos acessem a memoria similar a episddica apds um intervalo de 24h.
Relatos encontrados em nosso laboratério com dados ndo publicados ja haviam
demonstrado que ratos que realizaram essa tarefa individualmente com esse intervalo de
24h ndo conseguiram realizar a integracdo dos aspectos (“o qué”), (“quando”) e
(“onde™). O presente trabalho estd em consonéncia com a tendéncia atual no campo da
neurociéncia de se conduzir desenhos experimentais que venham aencorajar a
emergéncia de comportamentos andlogos ao comportamento natural das espécies

exploradas como modelos animais.
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