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Resumo: O paradigma intruso-residente vem sendo intensamente
empregado em estudos para avaliar a memdria de reconhecimento social em roedores.
Tipicamente, ratos adultos (residentes) sdo expostos a dois encontros de 5 minutos cada com
um mesmo intruso juvenil ou com juvenis diferentes; o intervalo entre encontros & usualmente
30 minutos. A quantidade de comportamentos sociais do residente, no segundo encontro,
em relacdo a um intruso familiar & substancialmente menor do que o observado no primeiro
encontro, o que ndo ocorre quando o segundo encontro envolve um juvenil novo; esse resultado
caracteriza memoria de reconhecimento social. Neste estudo discutimos achados recentes sobre
os tipos de comportamentos usualmente incluidos nas categorias social e ndo-social, a influéncia
da fase temporal, a interferéncia de rotinas laboratoriais na meméria de reconhecimento social,
modalidades sensoriais usualmente empregadas por roedores no processamento de informacgoes
na memdria social e alternativas adicionais para o estudo da socialidade em roedores.

Palavras-chave: Paradigma intruso-residente. Comportamento social. Rato. Comportamentos
sociais investigativos. Comportamentos sociais agonisticos.

Ainvestigacdo dos mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares vinculados
aos comportamentos sociais em modelos animais tém contribuido para o entendi-
mento de comportamentos complexos como a relacdo de dominancia-subordinacao,
comportamentos sexuais e os de agressdo. Esses comportamentos tém como pano
de fundo lembrancas de encontros sociais passados, também conhecidas como me-
morias de reconhecimento social.
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1.1 Comportamentos sociaise memoériadereconhecimento
social

Relagdes sociais sdo construidas e mantidas a partir de interacdes
entre individuos. O reconhecimento de um individuo como integrante
de um dado grupo social &€ fundamental para o funcionamento do grupo.
Ha vantagens adaptativas na formacédo de grupos sociais. Por exemplo, (1)
animais em grupos sdo atacados menos frequentemente do que animais
solitarios, (2) o desgaste fisico para alcancar e abater uma caga & menor,
pois varios animais se engajam na busca e perseguicao da presa resultan-
do em maior eficiéncia, e (3) a convivéncia com animais senis proporciona
aos mais jovens a aprendizagem, por imitacdo, de tarefas essenciais para a
sobrevivéncia como a caca ou outras informacdes importantes como local
de acudes que nao secam em periodos de estiagem prolongada (Slater,
2000). Mecanismos envolvidos na construcao e manutencao de relacbes
sociais vém sendo investigados em experimentos de laboratério por meio
de tarefas que permitem controlar os fatores que interferem no estabele-
cimento dessas relagdes.

Tentativas sistematicas de identificar comportamentos sociais em
roedores levaram a categorizacdo de intera¢des definidas como compor-
tamento de “luta” (“fighting behavior”) (Davis, 1933; Hall & Klein, 1942). Na
década de 1960, estudos baseados também em observagcdes comporta-
mentais de animais definiram a postura “agressiva” (Grant & Mackintosh,
1963). No mesmo ano, Grant (1963) realizou uma andlise minuciosa das
posturas observadas em encontros sociais de ratos entre 75 e 120 dias de
idade, ao longo de sessbées de 15 minutos, e relatou 60 tipos diferentes de
posturas, incluindo as categorias “agressao” e “luta’ Grant (1963) ressaltou
a ocorréncia de posturas representativas de “atividade deslocada” (“displa-
cement activity”). Essas posturas aparentemente irrelevantes do ponto de
vista da interacdo social eram assumidas pelos animais quando dois com-
portamentos nao relacionados estavam fortemente estimulados concomi-
tantemente, ou ainda em situacgdes de frustracao (Grant, 1963).Isto & com-
portamentos como beber, comer, escavar, auto-catacao (“self-grooming”),
“postura de lado” em relacdo ao outro animal (“sideways posture”), entre
outros, exibidos fora de seu contexto apropriado seriam, segundo Grant
(1963), indicativos de “atividades deslocadas”

Posteriormente, sugeriu-se que os comportamentos sociais pode-
riam ser classificados em quatro categorias principais, incluindo compor-
tamentos sociais de investigacdo, contato direto,comportamentos atentos
(“attentive behaviors”) e comportamentos “do tipo”agressivo.Os comporta-
mentos sociais de investigacdo incluem aqueles nos quais um rato obtém
informacodes sobre o outro cheirando e lambendo, ou mesmo utilizando
suas vibrissas para obter informacées de natureza tatil (Popik & van Ree,
1998); nesses animais, a investigacao anogenital parece extremamente im-
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portante para a aquisicao de informacoes sobre o co-especifico (Popik &
van Ree, 1998). Contatos sociais diretos incluem passar por cima ou por
baixo do co-especifico, montar e catacao social (“social grooming”) (Popik
& van Reg, 1998). Comportamentos atentos incluem aproximacao e perse-
guicao do co-especifico. Comportamentos do tipo agressivo incluem mor-
discadas,“chutes” e posturas ameacadoras (Popik & van Ree, 1998).

Atualmente, na tentativa de simplificar a analise dos comportamen-
tos sociais em roedores de laboratério, tém-se observado o tempo que os
animais permanecem préximos ao seu co-especifico (Sekiguchi, Wolterink,
& van Reg, 1991b; Burman & Mendl, 2000; Ferguson, Aldag, Insel, & Young,
2001; Ferguson et al., 2000). Esse tipo de padronizagao simplifica a anélise
comportamental, inclusive pela possibilidade de se utilizar métodos auto-
matizados de registro. Porém, ela limita a analise de informacdes sobre a
natureza dos comportamentos eliciados no encontro social e seu possivel
significado, restringindo a compreenséo dos fatores que contribuem para
a interacao social.

Tem sido comum, em estudos sobre memoéria de reconhecimento
social, a observacao dos padrées comportamentais exemplificados nas Fi-
guras1e?2.
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Figura 1. Fotografias exemplificando comportamentos sociais usualmente
observados em estudos sobre memodria de reconhecimento social. (A)
Investigacdo anogenital (o rato da direita cheira e lambe a regido anogenital
do co-especifico). (B) Investigacdo da cabeca (o rato da esquerda cheira e
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lambe a cabeca do animal da direita). (C) Investigacdo do corpo (o rato da
esquerda cheira e lambe o corpo do animal da direita). (D) Comportamentos
agressivos (o rato da esquerda exibe uma postura ameacadora, conhecida
como postura ereta (“upright”) ou ataca o animal da direita). (E) Perseguir (o
rato da direita caminha atras do rato da esquerda buscando aproximar-se do
mesmo). (F) Comportamento de dominancia (o rato posicionado em cima do
outroo segura em posicao de subordinacdo com o dorso voltado ao solo).
Fonte: arquivo préprio.

Figura 2. Fotografias exemplificando comportamentos nao sociais usualmente
observados em estudos sobre memaria de reconhecimento social. (A) Cheirar
o ambiente e levantar-se (o rato da esquerda cheira as paredes da caixa
enguanto o dadireita levanta-se nas patas posteriores,apoiando a pata anterior
na parede da caixa). (B) Levantar-se e auto-catagdo (o rato da esquerda exibe
comportamento de levantar-se nas patas posteriores apoiando a pata anterior
na parede da caixa e o rato da direita exibe comportamentos de auto-catagdo).
(C) Levantar-se (o rato apresenta comportamento de levantar-se nas patas
posteriores, sem qualquer apoio das patas dianteiras).

Fonte: arquivo proéprio.
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Moura, Meirelles e Xavier (submetido) e Moura, Venkitaramani, Ta-
shev, Lombroso e Xavier (submetido) mostraram que a analise dos com-
portamentos exemplificados nas Figuras 1 e 2 permitem revelar a memoria
de reconhecimento social em ratos. Esses autores mostraram ainda que o
tempo de exibicao de alguns desses comportamentos durante a interacdo
social difere em animais residentes e intrusos; animais residentes exibem
maior quantidade de comportamentos sociais e animais intrusos exibem
maior quantidade de comportamentos ndo sociais. Por fim, esses estudos
mostraram que ha vantagens em distinguir pelo menos duas sub catego-
rias de comportamentos sociais, a primeira caracterizada pelos comporta-
mentos sociais investigativos e a segunda pelos comportamentos sociais
agonisticos, que sao diferentemente afetadas pelos contatos sociais pré-
vios (ver adiante). Muitos mamiferos exibem a habilidade de discriminar in-
dividuos da mesma espécie. Contudo, diferentes grupos de animais fazem
uso de pistas distintas para esse reconhecimento.Humanos e primatas ndao
humanos fazem uso preferencial de pistas visuais e auditivas para discrimi-
nar e identificar co-especificos; ja roedores parecem basear-se principal-
mente em informacgdes de natureza olfatdria.

Nos ultimos 60 anos foram realizados diversos estudos envolvendo
memoria de reconhecimento social em roedores de laboratério (Dantzer,
Bluthe, Koob, & Le Moal, 1987; Engelmann, Wotjak, & Landgraf, 1995; Grant,
1963; Popik, Ventulani, Bisaga, & van Ree, 1991; Thor & Holloway, 1982).Esses
estudos vém mostrando que roedores sao capazes de modular a quan-
tidade de comportamentos sociais de acordo com a familiaridade com
o co-especifico. Ratos sao também capazes de discriminar a maravalha
usada (suja), i. e,, previamente utilizada como forracao de gaiola, oriunda
de diferentes animais; por exemplo, sdo capazes de identificar maravalha
usada oriunda de fémeas e machos, e também maravalha usada oriunda
de um animal cuja maravalha foi investigada anteriormente em relacdo a
oriunda de um animal cuja maravalha usada nunca foi investigada (Sawyer,
Hengehold, & Perez, 1984). Esse tipo de resultado levou a sugestao de que
roedores exibem “assinaturas olfatérias” (Carr, Yee, Gable, & Marasco, 1976)
que seriam cruciais para a formacdo de grupos sociais, e também na de-
marcacao de territorios.

Ha um consenso de que feromoénios possuem propriedades impor-
tantes para a memoria de reconhecimento social. Feromoénios sao secreta-
dos por glandulas localizadas em diferentes locais do corpo; em roedores,
principalmente na regiao anogenital. Também tem sido sugerida a presen-
ca de feromonios na urina (Karlson & Luscher, 1959). O reconhecimento do
individuo por meio dessas substancias parece possibilitar a formacao de
pares, reconhecimento de familiares e o estabelecimento de hierarquias
de dominancia (Ferguson, Young, & Insel, 2002; Maaswinkel, Baars, Gispen,
& Spruijt, 1996; Young, 2002).
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Thor e Holloway (1982) mensuraram, em ratos, a quantidade de
comportamentos sociais direcionada a um co-especifico familiar ou des-
conhecido, e sugeriram que esse indice pode ser utilizado para investigar,
indiretamente, a memoéria de reconhecimento social. Ratos sexualmente
maduros,denominados residentes,foram expostos a dois encontros suces-
sivos,de 5 minutos cada,com um mesmo rato juvenil,denominado intruso;
o intervalo de tempo entre os encontros foi 10, 20, 40 ou 80 minutos, em
grupos independentes de animais. A quantidade de comportamentos so-
ciais do residente em relagao ao intruso no segundo encontro foi substan-
cialmente menor em relacdo ao observado no primeiro encontro, quando
o intervalo de tempo entre as sessdes foi 40 minutos ou menos, mas ndo
quando o intervalo de tempo foi 80 minutos. Num segundo experimento,
esses autores avaliaram se essa reducao da quantidade de comportamen-
tos sociais estaria relacionada a identificacdo do intruso ou meramente a
um fendmeno de habituacao ou “fadiga social” Isso envolveu a exposicdo
de ratos residentes a um primeiro encontro com um intruso juvenil, se-
guido de um segundo encontro com o mesmo intruso juvenil ou com um
intruso juvenil diferente; o intervalo de tempo entre os encontros foi 10
minutos. O comportamento social dos residentes foi registrado no primei-
ro e no segundo encontros. Os residentes exibiram menor quantidade de
comportamentos sociais (1) no segundo encontro com o intruso familiar
em relagdo ao primeiro encontro com esse mesmo intruso, replicando os
resultados do experimento anterior, e (2) no segundo encontro com um
intruso familiar em relacdo a um segundo encontro envolvendo intruso di-
ferente. Aléem disso, a quantidade de comportamentos sociais no segundo
encontro envolvendo intruso diferente nao diferiu daquela exibida no pri-
meiro encontro. Juntos, esses resultados permitiram descartar a hipétese
de que houve habituacao ou fadiga social, sugerindo que o fendbmeno esta
relacionado com a identificacdo do intruso previamente encontrado. Thor
e Holloway (1982) mostraram também que a quantidade de comporta-
mentos sociais exibida pelos intrusos juvenis foi substancialmente menor
do que aquela exibida pelos residentes adultos e que os juvenis também
revelaram memoria de reconhecimento social; porém, a duracao desta me-
moria ndo ultrapassou cerca de 4 minutos. Depois desse estudo seminal,
diversos outros autores passaram a utilizar o“paradigma intruso-residente’
como ficou conhecido, para investigar a memoria de reconhecimento so-
cial em roedores.

Diversos testes comportamentais tém fornecido indicacées de que a
memoria de reconhecimento social em roedores envolve informacdes de
natureza olfatoéria.

Por exemplo, o teste habituacdo-discriminacgdo baseia-se no reconhe-
cimento de co-especificos por meio de odores (Halpin, 1974). Numa pri-
meira fase o animal é exposto a um odor de um co-especifico até que ocor-
ra habituacao, identificada pela reducao da investigacao olfatéria. Numa
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segunda fase, o animal & exposto concomitantemente ao odor familiar e
a um odor desconhecido. Observa-se, usualmente, que os animais investi-
gam mais o odor desconhecido, sendo capazes de discrimina-lo do fami-
liar,apds sucessivas apresentacdes deste ultimo. No teste de discriminagdo
condicional de odores oriundos de co-especificos (Bowers & Alexander, 1967),
0s animais sdo recompensados quando respondem em presenca de um
odor e nao recompensados quando respondem em presenca do odor de
outro co-especifico.Se os animais aprendem a tarefa,depreende-se que sdo
capazes de detectar e discriminar que os odores sao diferentes. Note que
este teste difere do teste de habituacao-discriminacao, ja que a exposicdo a
ambos os odores leva a habituacdo e a familiaridade, mas como apenas um
dos odores sinaliza a possibilidade de otencao da recompensa quando ha
emissao da resposta, ha necessidade de identificar qual é o odor presente.
No teste de persisténcia do comportamento social investigativo observa-se
que a persisténcia da investigacdo social de um co-especifico é reduzida
quando ha exposicdo prévia ao odor oriundo do co-especifico presente,
em relagado a investigacdo social direcionada a um co-especifico presente
cujo odor nao foi apresentado previamente, sugerindo que o animal tenha
detectado uma diferenca entre os co-especificos (Carr, Krames, & Costanzo,
1970; Sawyer, Hengehold, & Perez, 1984).Também o “efeito de Bruce” (“Bruce
effect”), i.e., 0 bloqueio gestacional observado quando uma fémea prenhe
é exposta ao odor de um macho que nao corresponde ao seu par (Bruce,
1959; Bruce & Parrott, 1960; Parkes & Bruce, 1961), ressalta que roedores sao
capazes de realizar a discriminagao social.

Uma das principais vantagens no uso deste tipo de testes comporta-
mentais para investigar a memoria relaciona-se ao fato de que a resposta
dos animais independe de reforcadores ou punicao imediatos do com-
portamento, dependendo apenas da tendéncia natural de ratos investiga-
rem seus co-especificos (Gheusi, Bluthe, Goodall, & Dantzer, 1994b; Thor &
Holloway, 1982; Gheusi, Bluthe, Goodall, & Dantzer, 1994a). Comportamen-
tos sociais manifestos ao longo de encontros sucessivos entre residentes
e intrusos, separados por determinados intervalos de tempo, constituem
a base do paradigma intruso-residente. Geralmente, o rato residente in-
vestiga vigorosamente o intruso durante o primeiro encontro e, no caso
da formacao de uma memodria de reconhecimento social, ha reducao dos
comportamentos sociais durante o segundo encontro com o mesmo in-
truso (Figura 3). Como vimos acima, esse efeito & dependente do intervalo
de tempo entre o primeiro e o segundo encontros.
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Figura 3. Representacdo esquematica do paradigma intruso-residente e dos
resultados usualmente observados. Num primeiro encontro (A e C) um
intruso (representado pelo roedor menor) é apresentado ao rato residente
(representado pelo rato maior) ao longo de 5 minutos. Num segundo
encontro, realizado 30-40 minutos depois,0 mesmo intruso (B) ou um intruso
diferente (D) é apresentado ao rato residente ao longo de 5 minutos. A
quantidade de comportamentos sociais observados nessas condigdes
experimentais € mostrada nos graficos a direita. A reducdo da quantidade
de comportamentos sociais do primeiro para o segundo encontros com o
mesmo intruso (colunas A e B, respectivamente) é interpretada como
evidéncia de memoria de reconhecimento social. A auséncia de reducdo na
quantidade de comportamentos sociais do primeiro para o segundo
encontros com intrusos diferentes (colunas C e D, respectivamente) sugere
que o efeito anterior ndo esta associado a habituacao.

Fonte: arquivo proéprio.

Ha peculiaridades na memoria de reconhecimento social que, apa-
rentemente, a distingue de outros tipos de meméaria. Por exemplo, sua du-
racdo € maior do que a da memoria operacional, mas menor do que uma
memodria do tipo espacial ou aversiva. Isso tem levado alguns autores a
caracteriza-la como um tipo especifico de memodria, distinto de outros ja
descritos na literatura da area (Ferguson et al., 2002).

A literatura sobre memoria de reconhecimento social em ratos as-
sume que ela corresponde a um tipo de memoaria de curta duracao, em
funcao dos resultados obtidos no paradigma intruso-residente.|sto &, ratos
residentes expostos por 5 minutos a um intruso exibem (1) reducao dos
comportamentos sociais quando o segundo encontro com o mesmo in-
truso é realizado cerca de 30 a 40 minutos depois e (2) a mesma quantidade
de comportamentos sociais quando o segundo encontro com 0 mesmo
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intruso é realizado 2 horas ou mais depois. Esse tipo de resultado tem leva-
do diversos autores a assumirem que a memoria de reconhecimento social
duraria cerca de 60 minutos (e.g., Dantzer et al., 1987; Dantzer, Koob, Bluthe,
& LeMoal, 1988; Popik et al. 1991; Sekiguchi, Wolterink, & van Ree, 1991b;
Sekiguchi et al., 1991a; Dantzer, Engelmann, & Landgraf, 1994; Popik & van
Ree, 1998).

Houve tentativas de aumentar a duracdo da memoria de reconheci-
mento social em ratos. Por exemplo, a duracao do primeiro encontro com
o intruso, usualmente de 5 minutos, foi aumentada pela inclusdo de en-
contros adicionais, cada um deles de 5 minutos, realizados a intervalos de
tempo varidveis, dependendo do estudo (e.g., Dantzer et al., 1987; Sekigu-
chi et al., 1991a; Squires, Peddle, Milway, & Harley, 2006). Assim, a exposi¢do
do residente a dois encontros sucessivos de 5 minutos cada com o mes-
mo intruso levou a um aumento da duracdo da memoria de reconheci-
mento social para 2 horas. Por outro lado, a exposicao do residente a dois
encontros sucessivos com intrusos distintos comprometeu a memoéria de
reconhecimento social em relacdo ao primeiro intruso, mesmo quando o
intervalo de tempo entre o primeiro e o terceiro encontros foi de apenas 30
minutos (Dantzer et al., 1987). Nesta mesma linha de raciocinio, Sekiguchi
et al. (1991b) aumentaram a exposicdo ao intruso por meio do aumento
da duracao do primeiro encontro para 30 minutos ou por meio de seis en-
contros com duracao de 5 minutos cada entremeados por intervalos de 10
minutos;a memoria de reconhecimento social foi avaliada 24 horas depois.
Em ambos os casos, nao houve qualquer indicio de memaria de reconhe-
cimento social. Sekiguchi et al. (1991b) realizaram 6 exposi¢des por dia do
mesmo intruso ao rato residente, cada exposicdo com 5 minutos de du-
racdo, ao longo de 4 dias; o teste foi realizado no quinto dia. Novamente,
0s animais nao revelaram qualquer indicio de reconhecimento do intruso
quando o intervalo entre os encontros sociais durou 24 horas (Sekiguchi et
al., 1991a; Sekiguchi et al., 1991b). Portanto, a exposicdo ao intruso por 30
minutos continuos ou por 2 horas divididas em 6 encontros de 5 minutos
cada por dia, ao longo de 4 dias, ndo aumentou a duracdo da memoria de
reconhecimento social para 24 horas.

Moura et al. (submetido), utilizando o paradigma intruso-residente,
expuseram grupos independentes de ratos a um co-especifico adulto por
0,083 (5 minutos), 0,5 (30 minutos), 2, 24 e 168 horas; 24 horas depois es-
ses ratos foram apresentados ao mesmo intruso ou a um intruso diferente,
numa sessao de 10 minutos. O tempo investido por cada animal exibindo
comportamentos sociais, incluindo (1) investigacao da regido anogenital
(ANO), (2) investigacao da cabeca (HEA), (3) investigacdo do corpo (BOD),
(4) perseguicao do co-especifico (FOL), (5) comportamentos de dominan-
cia (DOM), e (6) comportamentos agressivos (AGR) (neste ultimo caso, que
nao comprometam a integridade fisica dos animais), e também comporta-
mentos nao sociais, incluindo (7) cheirar o ambiente (ENV), (8) levantar-se
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nas patas trasseiras (rearing) (REA) e (9) auto-catacao (self-grooming) (GRO)
foi registrado. Adicionalmente a tradicional analise de variancia para medi-
das repetidas (ANOVA), os autores utilizaram uma analise de componentes
principais (“Principal Component Analysis; PCA).No conjunto, os resultados
demonstraram inequivocamente, e contrariamente ao preconizado na li-
teratura dessa drea, que ratos exibem memoria de reconhecimento social
que se mantém por pelo menos 24 horas, quando a duracao do primeiro
encontro € igual ou maior do que 2 horas de exposi¢ao continua ao intruso
adulto. Os resultados mostraram ainda que ha vantagens na categoriza-
cdo dos comportamentos sociais em duas subcategorias, a de comporta-
mentos sociais investigativos e a de comportamentos sociais agonisticos,
sendo a primeira mais apropriada para se avaliar memoria de reconheci-
mento social em ratos em relacdo a comumente adotada soma das duas.
O presente estudo ressalta também a importancia de se definir meméria
de reconhecimento social ndo apenas em funcdo da reducao da investiga-
¢ao social em direcdo ao intruso familiar, critério comumente adotado na
literatura da area, mas também em func¢do do aumento da investigacao
social em direcao ao intruso diferente; ou seja, € da comparacao da quan-
tidade de comportamentos sociais investigativos direcionada aos intrusos
familiar e diferente que se extrai informacdes seguras sobre a expressao da
memoria de reconhecimento social. Finalmente, este estudo revelou que a
PCA se constitui numa ferramenta com grande potencial para revelar rela-
¢Oes significativas entre as variaveis mensuradas neste tipo de estudo, que
usualmente nédo sdo reveladas pela estatistica tradicional.

1.2 Memo¢ria de reconhecimento social e fase temporal

E notdria a existéncia de processos temporais envolvendo variaveis
fisiolégicas, neurais e comportamentais entre os seres vivos (Halberg, 1969).
Diversos animais modificam seu comportamento ao longo do ciclo de 24
horas, exibindo uma alternancia entre atividade e repouso. Nao raro pro-
cessos comportamentais complexos, incluindo aprendizagem e memoria,
sofrem influéncia desta variacdo circadiana (e.g., Davies, Navaratnam, & Re-
dfern, 1973; Holloway & Wansley, 1973; Wansley, & Holloway, 1976).

A influéncia de fatores temporais sobre a memoaria de reconheci-
mento social também foi objeto de investigacdes. Por exemplo, Reijmers,
Leus e Burbach (2001) testaram ratos em diferentes momentos do ciclo
claro-escuro, utilizando uma versao adaptada do paradigma intruso-resi-
dente.No primeiro encontro, os intrusos foram expostos aos residentes por
5 minutos. No segundo encontro, realizado 10 ou 25 minutos depois do
primeiro, houve nova exposicao de 5 minutos ao mesmo intruso ou a in-
trusos diferentes.Esses encontros foram conduzidos em quatro momentos
diferentes do ciclo claro-escuro (nos “zeitgeber” 3,9, 15 e 21). Os resultados
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obtidos nesse estudo levaram a conclusdo de que ndao ha modulacdo tem-
poral sobre a memoria de reconhecimento social em ratos.

Deve-se ressaltar, porém, que nesse estudo de Reijmers et al. (2001)
houve marcada diferenca nas condi¢des foticas em que animais de dife-
rentes grupos foram testados. Isto &, animais testados na fase ativa encon-
travam-se no escuro e eram testados também no escuro, ao passo que
animais testados na fase inativa encontravam-se expostos a luz, sendo tes-
tados também sob luz. Segundo Marques e Waterhouse (1994), a luz pode
exercer um efeito inibitorio na expressao de diferentes comportamentos
em animais com habitos de vida noturnos, permitindo questionar a com-
parabilidade dos resultados desses diferentes grupos. Em outras palavras,
teria sido preferivel realizar os testes em fases circadianas distintas, porém,
em grupos de animais oriundos de condig¢des féticas similares.Outra possi-
vel restricdo ao estudo de Reijmers et al.(2001) refere-se ao fato de que es-
ses autores utilizaram apenas os intervalos de 10 ou de 25 minutos entre o
primeiro e o segundo encontros, i.e., intervalos de tempo que usualmente
resultam no aparecimento da memaria de reconhecimento social. Assim,
os autores parecem ter partido do pressuposto de que haveria prejuizo da
memodria de reconhecimento social em determinados momentos do ciclo
temporal, mas nao consideraram a possibilidade de que pudesse haver au-
mento de sua duracao dependendo do momento do ciclo temporal em
que o teste foi realizado.

Pittendrigh (1965) descreveu uma condicdo experimental de con-
trole temporal que possibilita a realizacdo desse tipo de experimento: o
fotoperiodo esqueleto.lIsto €,a0 invés de sincronizar os animais a um ritmo
de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, sdo usados dois pulsos de luz de
30 minutos cada nos extremos da fase ativa dos animais, entremeados de
fases de 11 a 12 horas de luz ténue, para sincronizar os animais ao ciclo de
24 horas (Pittendrigh, 1965). Dessa forma animais de diferentes grupos po-
dem ser testados em fases circadianas distintas, mas sob condicdes féticas
similares.

Moura, Gimenes-Junior, Valentinuzzi e Xavier (2008) avaliaram se a
memoria de reconhecimento social € influenciada pela fase temporal do
ritmo circadiano em que os testes sao realizados. Grupos independentes
de ratos sincronizados a um fotoperiodo esqueleto foram testados numa
variante do paradigma de habituacao-desabituacdo, em dois momentos
diferentes do ciclo circadiano, sob as mesmas condicoes féticas. A sincro-
nizacdo dos animais ao fotoperiodo esqueleto envolveu sua exposicao a
sucessivas sincronizacdes féticas que incluiram, inicialmente, o ciclo claro/
escuro de 12/12 horas,a substituicao da fase escura por luz ténue e,entdo,a
introducdo do fotoperiodo esqueleto. Esse esquema fético garantiu a ma-
nutencédo do ritmo de inatividade/atividade dos animais; porém, diferen-
tes grupos testados nas fases inativa e ativa encontravam-se em condi¢coes
féticas idénticas. Assim, foi possivel avaliar o desempenho dos diferentes
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grupos de animais em diferentes momentos do ciclo circadiano, porém,
nas mesmas condicdes de iluminacao, garantindo a comparabilidade dos
resultados. Grupos independentes de ratos foram submetidos a cinco en-
contros com intrusos juvenis por dia, cada encontro com duracao de 5 mi-
nutos, ao longo de 4 dias; o primeiro encontro de cada dia ocorreu duas
horas depois do inicio da fase inativa para alguns grupos ou duas horas de-
pois do inicio da fase ativa para outros grupos, e o intervalo de tempo entre
os encontros de cada dia foi 30 ou 60 minutos, dependendo do grupo.No
primeiro e segundo dias, o intruso juvenil apresentado foi o mesmo em
cada encontro; diferentemente, no terceiro e quarto dias o intruso juvenil
apresentado foi diferente em cada encontro.Os resultados mostraram que
a expressdao de comportamentos sociais estd sujeita a modulacdo tempo-
ral. Alem disso, essa modulacao parece depender do intervalo de tempo
entre os encontros, uma vez que os animais testados na fase inativa com
intervalos de 60 minutos entre as sessdes exibiram maior quantidade de
comportamentos sociais em relacdo aos demais grupos. Assim, a modu-
lacdo temporal deve ser levada em consideracdo no planejamento de ex-
perimentos para avaliar ndo apenas a memoaria de reconhecimento social,
mas também a sociabilidade em ratos.

1.3 Interferéncia na memoaria de reconhecimento social

Rotinas laboratoriais podem influenciar o comportamento dos ani-
mais e também seu desempenho em testes de memoria.

O isolamento social de ratos em idade precoce, além de critico para
o desenvolvimento do sistema nervoso, se reflete em diversos comporta-
mentos do animal adulto (Anisman, Zaharia, Meaney, & Merali, 1998; Caldji,
Diorio, & Meaney, 2000). Da mesma forma, o acondicionamento de apenas
um animal por gaiola apés o desmame induz significativas alteracdes no
comportamento adulto (Einon & Morgan, 1977; Jones, Robbins, & Marsden,
1989). Alteracoes na reatividade emocional de roedores causadas pelo iso-
lamento social tém reflexos na atividade locomotora (Gentsch, Lichtstei-
ner, Frischknecht, Feer, & Siegfried, 1988; Wilkinson, Killcross, & Humby, 1994;
Domeney & Feldon, 1998), defecacdo (Holson, Scallet, Ali, & Turner, 1991),
neofobia (Hall, Humby, Wilkinson, & Hobbins, 1997a; Hall, Humby, Wilkinson,
& Hobbins, 1997b),aumento dos comportamentos agressivos em relagcdo a
co-especificos (Wongwitdecha & Marsden, 1996), aumento dos comporta-
mentos agressivos ao serem manipulados (Hatch, Balazs, Wilberg, & Grice,
1963), no condicionamento de preferéncia a lugares (Coudereau, Debray,
Monier, Bourre, & Frances, 1997), na inibicdo pré-pulso (“pre-pulse inhibi-
tion") (Day-Wilson, Jones, Southam, Cilia, & Torrerdell, 2006), no condiciona-
mento classico aversivo ao contexto (Rudy, 1996; Coudereau et al.,, 1997) e
na memoria espacial (Pacteau, Einon & Sinden, 1989). Nao surpreende, por-
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tanto, que ratos socialmente isolados vém sendo utilizados como modelo
para o estudo da ansiedade (Parker & Morinan, 1986) e da neofobia.

Em estudos envolvendo o paradigma intruso-residente os residen-
tes eventualmente sao isolados socialmente por uma semana antes dos
testes; alega-se que o objetivo dessa manipulagdo seja estimular os com-
portamentos sociais (Thor & Holloway, 1982; Ferguson et al., 2001). Porém,
tem havido relatos de que o isolamento social de camundongos pode pre-
judicar a aprendizagem e memoria, inclusive a memoria de reconhecimen-
to social, particularmente quando o intervalo de tempo entre encontros €
prolongado (Kogan, Frankland, & Silva, 2000).

Burman e Mendel (2000) mostraram que determinadas rotinas labo-
ratoriais podem influenciar o desempenho de ratos no paradigma intruso-
residente.Estes autores expuseram ratos a dois encontros sociais, cada qual
com 5 minutos de duracdo, com um mesmo co-especifico; o intervalo de
tempo entre os encontros foi 15 minutos. Neste intervalo de tempo foram
realizadas manipulacées experimentais, ao longo de 5 minutos, iniciadas
5 minutos depois do primeiro encontro. Essas manipulacdes incluiram (1)
segurar o animal na mao por 5 segundos a intervalos regulares de 15 se-
gundos, (2) exposicdo a um novo intruso, (3) transferéncia para uma caixa
menor onde permaneceram por 5 minutos, (4) transferéncia para uma cai-
xa de mesmo tamanho onde permaneceram por 5 minutos e (5) auséncia
de manipulacdo, como condicdo controle. As condicdes 1,2 e 3 levaram a
prejuizos na memoria de reconhecimento social. Os autores ressaltaram
que nuances experimentais COmo o0 excesso ou mesmo a auséncia de ma-
nipulacdo dos animais, a limpeza das gaiolas antes, durante ou apés os ex-
perimentos, podem influenciar o desempenho dos animais.

Esses resultados ressaltam que rotinas laboratoriais devem ser cui-
dadosamente consideradas ao se planejar testes comportamentais para
avaliar memdéria de reconhecimento social, uma vez que os resultados
experimentais podem ser influenciados nao apenas pelas variaveis que o
experimentador julga controlar, mas também por variaveis sobre as quais
nem sempre existe um controle explicito.

Moura et al. (submetido), baseados na demonstracao de Moura et al.
(submetido) de que ratos exibem memodria de reconhecimento social com
duracao de pelo menos 24 horas, hipotetizaram que a auséncia de rela-
tos anteriores sobre a existéncia de memoéria de reconhecimento social de
longa duracdo em ratos poderia estar relacionada a interferéncia retroativa
gerada pelo transporte dos animais residentes da sala de experimentacao
para o biotério, depois da primeira experiéncia com o intruso. Para avaliar
essa hipdtese, os autores expuseram ratos residentes a um co-especifico
adulto por 2 horas e,entao, transportaram esses animais para o biotério 0,5
ou 6 horas depois do término desse primeiro encontro.Vinte e quatro ho-
ras depois, os residentes foram expostos a um segundo encontro com in-
trusos familiares ou diferentes. Os resultados mostraram inequivocamente
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que o transporte dos animais da sala de experimentos para o biotério 0,5
horas apds o primeiro encontro prejudica a memoria de reconhecimen-
to social dos animais, 0 que nao ocorre quando o transporte é realizado 6
horas depois. Esses resultados indicam que deve haver cautela no planeja-
mento de experimentos envolvendo a memdéria de reconhecimento social
que requerem o transporte dos animais da sala de experimentacao para o
biotério; como esse tipo de procedimento é parte da rotina da maioria dos
laboratérios que realizam estudos comportamentais, & importante ter em
mente que esse transporte pode influenciar a memaoria e o desempenho
dos animais.

1.4 Aspectos relevantes da memoaria de reconhecimento
social

Ainvestigacao dos processos neurais subjacentes aos comportamen-
tos sociais tem se valido de diferentes métodos experimentais. A definicao
clara e precisa de um teste comportamental para avaliar determinado con-
junto de funcées é condicdao fundamental para se entender seus processos
neurobioldgicos subjacentes.

Aparentemente,a memoria de reconhecimento social pode ser carac-
terizada como uma entidade Unica. Diferentes laboratérios vém defenden-
do que ela se baseia proponderantemente em informagdes de natureza
olfatéria (Ferguson et al., 2000; Ferguson et al., 2002; Dantzer et al., 1988).

1.4.1 Processamento de informacgées sociais: a¢éo de feroménios?

Nos ultimos 50 anos diversos estudos mostraram uma estreita rela-
cdo entre pistas olfatdrias, comportamentos sociais e memoria de reco-
nhecimento social; embora haja relatos de que os sentidos visual e audi-
tivo (especialmente a vocalizacao ultra-s6nica) também contribuem para
essas funcoes (Lore & Flannelly, 1977; Sales, 1991), ha relativamente poucas
informacoes sobre a natureza dessa contribuicdo. A maioria das pesquisas
na drea de memdria de reconhecimento social em roedores focaliza o sis-
tema olfatério. Duas grandes classes de informacgodes olfatorias sdo citadas:
feromonios e “outros odorantes”.

Feromoénios sdo substancias secretadas por individuos que geram
reacoes especificas, quase estereotipadas, em co-especificos (Karlson &
Luscher, 1959). Ha duas classes de feromonios identificadas pelo seu peso
molecular, uma delas volatil, com baixo peso molecular, e a outra nado vo-
latil, com alto peso molecular. Respostas neuroenddcrinas que resultam
em aceleracdo da puberdade ou mesmo bloqueio gestacional (Bruce &
Parrott, 1960) sdo estimuladas por componentes contidos na urina de co-
especificos do sexo oposto. Comportamentos sociais como atracao sexual,
ou selecao sexual de um individuo e agressao estao vinculados as pistas
quimico-sensoriais de outro co-especifico (Johnston, 1998; Keverne, 1999).
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Roedores exibem dois sistemas para o processamento de informa-
¢Oes olfatdrias, o sistema olfatorio principal e o sistema olfatério acessério.
Os receptores do sistema olfatoério acessério localizam-se no érgao vome-
ronasal, enquanto os receptores do sistema olfatério principal situam-se
no epitélio olfatério. Até meados da década de 90, postulava-se que o sis-
tema olfatério acessoério teria sido selecionado ao longo da adaptacéo a
vida terrestre, e seria dedicado exclusivamente a deteccao de informacoes
feromonais; diferentemente, o sistema olfatério principal seria responsa-
vel pelo processamento de informacdes sobre demais odorantes (Dulac
& Torello, 2003; Moncho-Bogani, Lanuza, Hernandez, & Novejarque, 2002;
Moncho-Bogani, Martinez-Garcia, Novejarque & Lanuza, 2005). Nos ultimos
anos esse postulado vem sendo questionado. Por exemplo, Baxi, Dorries e
Eisthen (2006) argumentaram que sé é possivel admitir que ha equivalén-
Cia entre processamento vomeronasal e processamento feromonal se se
demonstrar (1) que os sinais quimicos feromonais sao processados exclu-
sivamente pelo sistema vomeronasal e (2) que o sistema vomeronasal ndo
medeia outra funcdo que ndo o processamento feromonal. Porém, vem
sendo demonstrado que o sistema vomeronasal responde também a es-
timulos nao feromonais (Buck, 2000; Sam et al., 2001; Trinh & Storm, 2003).
Similarmente, informagdes feromonais também sao detectadas pelo epi-
télio olfatério. Por exemplo, a secrecao vaginal de fémeas de hamster con-
tém feromodnios que eliciam comportamentos sexuais no macho, induzem
sintese de proteina c-fos no nucleo medial da amigdala e area pré-6ptica,
areas envolvidas na iniciacdo da cépula. A destruicao do epitélio olfatério,
mas ndo do érgdo vomeronasal, elimina esse aumento da expressao de
c-fos nessas regibes, indicando que o sistema olfatério principal medeia
essas respostas (Swann, Rahaman, Bijak, & Fiber, 2001). Além disso, tem ha-
vido descricdes de que, em camundongos, ambos os sistemas olfatorios,
o principal e o acessorio, sao estimulados por feromonios e outros odores
(Xu et al., 2005).

Baxi, Dorris e Eisthen (2006) propuseram que moléculas maiores,
nao volateis, seriam detectadas pelo 6rgdao vomeronasal; diferentemente,
moléculas mais leves, volateis, seriam processadas pelo epitélio olfatorio.
Entretanto, hd evidéncias de que moléculas menores também poderiam
ser detectadas pelo 6rgao vomeronasal, quando estivessem ligadas a uma
molécula maior. Roedores exibem uma proteina urinaria principal (“major
urinary protein” - MUP) que atuaria como veiculo olfatério para pequenas
moléculas volateis. Isto &, estas ultimas alcancariam o epitélio olfatério por
meio da ligacdo com essa proteina ndo volatil que, entdo, ativaria o érgdo
vomeronasal. Pouco se sabe sobre como esse complexo seria formado;
admite-se a existéncia de duas moléculas feromonais volateis em camun-
dongos machos, excretadas na urina, a 2,3-dehydro-exo-brevicomin (DHB)
e a 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazole (SBT), que se ligam a MUP (Bacchini,
Gaetani & Cavaggioni, 1992). Haveria uma outra MUP com alta afinidade
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ao SBT na mucosa nasal, 0 que sugere que um ou ambos os feromdnios
sdo transportados ao 6rgao vomeronasal quando ligados as proteinas,
explicando, assim, o feromonio ser considerado uma molécula nao volatil
(Sharrow,Vaughn, Zidek, Novotny, & Stone, 2002).Tanto a DHB quanto a SBT
estimulam o bulbo olfatério acessério apenas na presenca das MUPs (Guo,
Zhou, & Moss, 1997); porém, tem havido relatos de que por¢oes diferentes
do bulbo olfatério acessorio sao estimuladas pelos feromoénios volateis e
MUPs (Brennan, Schellinck, & Keverne, 1999). A DHB e a SBT parecem capa-
zes de eliciar respostas de neurdnios do 6rgdo vomeronasal mantidos in
vitro. E as MUPs também parecem exercer fun¢des vinculadas ao reconhe-
cimento individual (Hurst et al,, 2001). Porém, ndo esta claro se a DHB e a
SBT sao parte do complexo nao volatil com a MUP quando eles entram no
6rgao vomeronasal,ou se a presenca das MUPs é necessdria para a estimu-
lagdo do sistema vomeronasal pela DHB e a SBT.

Luo, Fee e Katz (2003) investigaram a atividade unitaria de neurénios
do bulbo olfatério acessério de camundongos machos, durante a investi-
gacao social; os disparos neuronais foram modulados pelo contato fisico
do macho com a fémea. Isto &, para obter informagdes feromonais parece
necessario que os animais cheirem ativamente o co-especifico, estabele-
cendo contato; ademais, a apresentacao de um camundongo artificial, que
faculta contato mas ndo possui cheiro, nao foi suficiente para eliciar respos-
ta destes mesmos neuroénios.

Também o padrao de ativacdo neuronal de camundongos fémeas
expostos ao odor de machos vem sendo investigado, considerando a ex-
periéncia prévia das mesmas (Moncho-Bogani et al., 2005). Fémeas ingé-
nuas nunca expostas ao odor de macho apresentam expressao de c-fos
no nucleo basal da amigdala apenas quando mantém contato direto com
forragem usada da gaiola de machos; diferentemente, quando expostas
apenas aos odores volateis advindos da maravalha, sem o contato direto
com a mesma, nao houve ativacao dessa regido nervosa.Interessantemen-
te,fémeas com experiéncia prévia ao odor de machos, por exposicao direta
ou indireta (contato com a forragem usada) apresentam ativacao nao sé
do nucleo basal da amigdala, mas de outras regides nervosas sabidamente
envolvidas no sistema de recompensa (Moncho-Bogani et al., 2005). Esses
dados sugerem que a associacdo entre odores volateis e ndo volateis ocor-
rida no primeiro encontro contribui para a ativacao de estruturas do sis-
tema de recompensa no segundo encontro (Moncho-Bogani et al., 2005).
Supostamente, informacgdes sobre odores volateis oriundos do sistema ol-
fatério principal alcangariam regides como o nucleo basal da amigdala, via
conexdes com o cortex entorrinal e cértex piriforme, e seriam integradas
com informacgoes sobre odores feromonais nao volateis, oriundas do sis-
tema olfatério acessorio, que chegariam ao nucleo basal da amigdala por
conexoes diretas (porcao poéstero-medial do nucleo cortical) e indiretas
(nucleo posterior da amigdala).
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Assim, o processamento de informacdes sociais ndo parece depen-
der exclusivamente da informacédo feromonal, pois parece haver um pro-
cessamento extremamente complexo, envolvendo varias fontes de infor-
macado. Aparentemente, ambos os sistemas olfatorios contribuem para a
identificacdo de um co-especifico como familiar ou ndo. Ademais, roedores
nao se valem exclusivamente de informacbes de natureza olfatéria para a
identificacdo de co-especificos; outros sentidos e outras regides encefali-
cas ndo diretamente relacionadas a olfacdo também contribuem para o
reconhecimento social.

1.4.2 Regibes nervosas relacionadas a memoria de reconhecimen-

to social em roedores

A amigdalatem sido associada ao reconhecimento social de roedores
(Maaswinkel et al., 1996; Ferguson et al., 2001). A amigdala € uma estrutura
heterogénea, constituida de varios nucleos que podem ser classificados
anatomicamente,estruturalmente e funcionalmente (Swanson & Petrovich,
1998). Funcionalmente a amigdala pode ser dividida em quatro grandes
grupos: sistema olfatério acessoério, sistema olfatério principal, sistema
olfatério autonémico e sistema fronto-temporal (Swanson & Petrovich,
1998).

O sistema olfatério acessério é composto pelo 6rgdo vomeronasal,
bulbo olfatério acessoério e suas projecdes (1) diretas para estruturas como
o nucleo medial da amigdala e regido pdstero-medial do nucleo cortical
da amigdala, e (2) indiretas para amigdala posterior, hipotdlamo medial,
subiculum ventral, insula agranular e por¢do medial do cértex pré-frontal
(de Olmos, Hardy, & Heimer, 1978; Moncho-Bogani et al., 2002; Swanson &
Petrovich, 1998). Entre as estruturas do sistema olfatério acessorio, apenas
0 nucleo posterior da amigdala nado esta envolvido diretamente no pro-
cessamento de informagdes provenientes do érgdo vomeronasal; diferen-
temente, o nucleo medial da amigdala parece estar fortemente envolvido
no processamento de informacdes oriundas dessa estrutura (Canteras, Si-
merly, & Swanson, 1995; de Olmos et al., 1978; Meredith & Westberry, 2004;
Moncho-Bogani et al., 2002; Swanson & Petrovich, 1998).

O sistema olfatério principal integra informacdes advindas do epi-
télio olfatério, que seguem para o bulbo olfatério principal que, por sua
vez, se projeta diretamente para as por¢des postero-lateral e anterior do
nucleo cortical da amigdala, drea de transicdo pés-piriforme e area amig-
dalo-piriforme, e indiretamente para nucleo posterior da amigdala, porcao
posterior do nucleo basolateral, accumbens e hipocampo, entre outras
(Swanson & Petrovich, 1998).

O nucleo medial da amigdala de roedores vem sendo associa-
do ao comportamento maternal (Fleming, Suh, Korsmie, & Rusak, 1994;
Fleming,Vaccarino, & Luebke, 1980; Sheehan, Paul, Amaral, Numan, & Nu-
man, 2001), comportamento sexual (Coolen, Peters, & Veening, 1997; Do-
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minguez & Hull,2004; Harris & Sachs, 1975;Lehman & Winans, 1982;Lehman,
Winans, & Powers 1980; Petrulis & Johnston, 1999; Rajendren & Moss, 1993),
comportamento de dominancia (“agonistic”) (Bolhuis, Fitzgerald, Dijk, &
Koolhaas, 1984; Kollack-Walker & Newman, 1995; Koolhaas, Schuurman, &
Wiepkema 1980; Luiten, Koolhas, de Boer, & Koopmans, 1985), comporta-
mento de defesa (Savonenko, Filipkowski, Werka, Zielinski, & Kaczmarek,
1999), comportamento agressivo (Vochteloo & Koolhaas, 1987), compor-
tamento social (Stark et al., 1998) e reconhecimento social (Ferguson et al.,
2001; Ferguson et al., 2000).

Estudos envolvendo a inducdo de danos seletivos e a expressdo de
genes, em roedores, possibilitaram a inclusdo de outras regides nervosas
no esquema dos circuitos neurais possivelmente envolvidos na memoria
de reconhecimento social; entre elas citamos a regido retrohipocampal
(Bannerman et al. 2002), hipocampo (Squires et al., 2006), as fibras da via
perfurante (Lemaire, Bohme, Piot, Roques, & Blanchard, 1994), septo medial
(Fournier et al. 1993; Terranova, Perio, Worms, Le Fur, & Soubrie, 1994) e regi-
des frontais (cortex orbitofrontal e giro cingulado anterior). E interessante
notar que essas regides estao direta ou indiretamente relacionadas com
regides que recebem aferéncias dos bulbos olfatérios.

1.4.3 Neurotransmissores que modulam a memdria de reconheci-

mento social

Diversos estudos associam a oxitocina e vasopressina a processos
de memodria (Bielsky & Young, 2004; Dantzer, 1998; de Wied, 1965; de Wied,
1976; de Wied, Van, Wimersma Greidanus, & Bohus, 1974; de Wied, Van Wi-
mersma Greidanus, Bohus, Urban, & Gispen, 1976; Ferguson et al., 2000; In-
sel & Shapiro, 1992).

A vasopressina e a oxitocina sao nonapeptideos que se distinguem
por apenas um aminoacido, sendo encontrados exclusivamente em ma-
miferos. Ambos sao sintetizados no hipotalamo que, por meio de proje-
¢Oes axOnicas,atingem a neurohipdfise. Ha relatos de que também regides
extra-hipotalamicas produzem esses peptideos (de Vries & Buijs, 1983). A
vasopressina e a oxitocina sao considerados hormdnios enddcrinos na pe-
riferia (a oxitocina esta envolvida na contracao uterina durante o trabalho
de parto e também na ejecdo de leite em fémeas) e neurotransmissores/
neuromoduladores centralmente; e seriam imprescindiveis para a memoria
de reconhecimento social em roedores (Insel, 1997).

Parcela significativa dos experimentos que associa a acao central
da vasopressina a memoria de reconhecimento social tem sido conduzi-
da em roedores (Dantzer et al., 1987; Engelmann & Landgraf, 1994; Everts
& Koolhaas, 1997; Ferguson et al., 2001; Ferguson et al., 2000; Popik & van
Ree, 1998; van Wimersma Greidanusvan, Ree, & de Wied, 1983; Young, 2002;
Young, Pitkow, & Ferguson, 2002).
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A administracao sistémica de vasopressina e oxitocina em ratos pro-
move um aumento da duracdo da memoria de reconhecimento social;
Dantzer et al. (1987) mostraram que ratos submetidos a administracdo de
vasopressina logo apds o primeiro encontro com um co-especifico exibi-
ram reducao da quantidade de comportamentos sociais ao mesmo co-
especifico, mas ndo a um co-especifico diferente, num segundo encontro
realizado 2 horas depois. Interessantemente, se ao invés de vasopressina
administra-se um bloqueador de oxitocina, os animais perdem a capacida-
de de reconhecer o intruso mesmo quando o segundo encontro € realiza-
do 30 minutos depois do primeiro encontro.

Também administracdo intra-cerebro-ventricular ou tépica desses
neurotransmissores na regiao septal-lateral, hipocampo ventral e dorsal,
bulbo olfatério,altera a meméria de reconhecimento social (van Wimersma
Greidanus & Maigret, 1996; Dluzen et al., 1998; Le Moal, Dantzer, Michaud,
& Koob, 1987; Engelmann & Landgraf, 1994; Engelmann, Wotjak, Ebner, &
Landgraf, 2000). Isto &, a maioria dos estudos mostram que a vasopressina
facilita o processamento da meméria de reconhecimento social (Dantzer
et al.,, 1987; de Wied et al.,, 1976; Engelmann & Landgraf, 1994; Popik & van
Ree, 1998; van Wimersma Greidanus & Maigret, 1996). Diferentemente, en-
quanto altas doses de oxitocina atenuam a memoaria de reconhecimento
social, doses préximas aos niveis fisiolégicos a facilitam (Popik & Vetulani,
1991; Popik Vetulani, & van Ree, 1992).

Ratos Brattleboro, que néo sintetizam vasopressina, testados no pa-
radigma intruso-residente exibem prejuizo na memoria de reconhecimen-
to social; isto &, a quantidade de investigacao social do intruso familiar e
do intruso novo no segundo encontro nao difere independentemente do
intervalo de tempo entre o primeiro e segundo encontros (Engelmann &
Landgraf, 1994). Interessantemente, a administracdo de vasopressina no
septo dorsolateral destes animais restabelece o reconhecimento social
tipico, ou seja, ha reducao da investigacdo social quando os animais sao
reexpostos ao intruso familiar até 60 minutos depois do primeiro encontro.
Assim, a deficiéncia de vasopressina no septo dorsolateral parece critica
para a memoria de reconhecimento social em ratos.

Outras estuturas nervosas também parecem envolvidas nessa fun-
cdo. Por exemplo, os niveis de vasopressina no septo lateral influenciam a
memoria de reconhecimento social (Bielsky, Hu, Ren, Terwilliger, & Young,
2005; Dantzer et al. 1988). Além disso, enquanto a micro-injecao de vaso-
pressina no hipocampo dorsal bloqueia o reconhecimento de machos da
mesma espécie, micro-inje¢des no bulbo olfatério em ratos machos me-
Ihoram o reconhecimento de co-especificos (Dluzen, Muraoka, Engelmann
& Landgraf, 1998a; Dluzen, Muraoka, & Landgraf, 1998b).

A administracdo topica de oxitocina e de vasopressina no septo dor-
solateral e no bulbo olfatério potencializa a meméria de reconhecimento
social (Popik, Vos, & Van Ree, 1992). Por outro lado, a administracdo de bai-
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xas doses de oxitocina, mas ndo de vasopressina, na area pré-éptica medial
potencializa a meméria de reconhecimento social (Popik, Vetulani, & van
Ree, 1992; Ferguson et al,, 2002).

Manipulagbes genéticas permitiram gerar camundongos que nao
produzem oxitocina, mas que exibem os receptores especificos para este
neurotransmissor. Estes animais exibem marcada deficiéncia da memoaria
de reconhecimento social (Ferguson et al.,2000), ndo obstante sua audicao,
olfacao e orientacao espacial nao exibirem quaisquer alteragdes significa-
tivas. A administracdo de oxitocina no nucleo medial da amigdala, mas nao
no bulbo olfatdrio, antes, mas nao depois, de encontros sociais, levaram a
recuperacao da memoria de reconhecimento social.

Estudos envolvendo genes de expressao imediata em camundongos
“knockout”de oxitocina expostos a encontros sociais com co-especificos re-
velam a ocorréncia de maior expressdo de c-fos no nucleo cortical da amig-
dala, cortex piriforme e septo dorsolateral; diferentemente,em camundon-
gos normais, ha maior expressao de c-fos no nucleo medial da amigdala,
nucleo intersticial da estria terminal e area pré-éptica medial (Ferguson et
al., 2001). O significado destes resultados ainda nao esta totalmente claro.

1.5 Alternativas adicionais para o estudo da socialidade em
roedores

Dentre as alternativas interessantes para se investigar a sociabilida-
de, incluem-se os arganazes (Figuras 5A e 5B), animais que apresentam
subgrupos com comportamentos sociais um tanto distintos. Arganazes
do campo (Microtus ochrogaster) sao altamente socidveis, monogamicos e
cuidam da prole. Diferentemente, arganazes da montanha (Microtus mon-
tanus) sdo a-sociais, poligamicos e ndo cuidam da prole. Ao comparar essas
duas espécies filogeneticamente préximas, Young (2002) observou dife-
rencas na distribuicao de receptores dos neuropeptideos oxitocina e vaso-
pressina que, como vimos, estao relacionados a comportamentos sociais,
nos encéfalos destes roedores. Arganazes do campo apresentam maior
quantidade de receptores de oxitocina no nucleo accumbens e complexo
basolateral da amigdala; em contrapartida, arganazes da montanha apre-
sentam maior quantidade desses receptores no septo lateral (Insel & Sha-
piro, 1992). Receptores de vasopressina do subtipo V1a sdao encontrados
em maior quantidade nos arganazes do campo, no palido ventral e nucleo
medial da amigdala; ja em arganazes da montanha esses receptores situ-
am-se principalmente no septo lateral (Lim, Murphy, & Young, 2004; Insel &
Shapiro, 1992; Young, 2002). Aparentemente, essa localizagao distinta des-
ses receptores no encéfalo pode levar a ativacao de circuitos neurais distin-
tos e, consequentemente, induzir respostas comportamentais diferentes.
Em outras palavras, os arganazes da montanha, por ndo contarem com a
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ativacao de regides encefalicas fortemente relacionadas ao sistema de re-
compensa, ndo exibiriam motivacdo para o contato social.

Esse modelo tem levado a especulacdes sobre as bases neuroanato-
mo-funcionais de pessoas com disturbios sociais,como no caso de autistas.
Pesquisas mostram que o gene que produz o receptor V1a em arganazes
exibe semelhancas em relacdo ao gene AVPR1a de seres humanos, haven-
do indicios apontando que autistas exibem alteracdes neste gene.
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Figura 4. Arganazes do campo (A) e da montanha (B). Arganazes da
montanha e do campo sao similares na aparéncia, porém os do campo sao
altamente afiliativos, preferindo investir maior parte do tempo ao lado de
um co-especifico. (C) Apds cruzamento e co-habitacdo com uma fémea, o
arnagaz macho do campo investe maior quantidade de tempo em contato
com a parceira (coluna preta) do que com uma fémea desconhecida
(coluna branca) (p < 0.05). (D) Diferentemente, arganazes da montanha néao
exibem preferéncia pela parceira, investindo relativamente pouco tempo
ao lado de uma fémea familiar ou uma nova. (E) e (F) Autoradiogramas
ilustrando o encéfalo tipico de um arganaz do campo e da montanha,
respectivamente. Sao evidentes as diferencas entre arganazes do campo e da
montanha no padrao de distribuicdo do receptor de vasopressina. (G) e (H)
Interessantemente, a distribuicdo dos receptores de dopamina sdo similares
nessas duas espécies.

Fonte: Alterado de Lim et al. (2004).

Um modelo comportamental descrito recentemente para o estudo
da memoria de reconhecimento social envolve expor um hamster “resi-
dente” macho a outros dois machos, um deles separado por uma grade
metdlica, evitando assim o contato direto, mas permitindo o transito de
informacoes olfatdrias, visuais e auditivas, e o outro diretamente na caixa
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experimental, o que permite contato direto, inclusive com o aparecimento
de disputas territoriais que permitem identificar um “ganhador” e um “per-
dedor” da disputa. Vinte e quatro horas depois dessa primeira exposicao,
os residentes “perdedores” sao testados num labirinto em “Y”; no final de
um dos bragos é colocado o animal “ganhador” e no final do outro braco é
colocado o animal exposto separadamente pela grade. Os residentes “per-
dedores” preferem o braco do labirinto contendo o animal apresentado
separadamente pela grade ao invés daquele com o qual ele teve contato
direto e para o qual ja perdeu uma disputa territorial (Lai, Ramiro, Yu, & Jo-
hnston, 2005), revelando a memaria de reconhecimento social.

Também a preferéncia alimentar transferida socialmente vem sendo
empregada em estudos sobre a memaria de reconhecimento social. Neste
teste dois animais sdo agrupados pelos dois dias que antecedem os tes-
tes, com o intuito torna-los familiares. Um dos animais, denominado de-
monstrador, é privado de racdo para estimular seu apetite. No momento
dos testes, o demonstrador é transferido para outra sala e recebe, ao longo
de 30 minutos, racdo com odor de chocolate ou canela.Logo a seguir, o de-
monstrador é pareado com o outro rato, denominado observador, por 15
minutos. Entdo, o observador, agora transferido para uma caixa de testes,
€ exposto as duas ragdes, a experimentada pelo demonstrador e a outra.
O observador apresenta marcada preferéncia pela racdo consumida pelo
demonstrador. Testes adicionais revelam que esse efeito nao esta relacio-
nadao a palatibilidade ou odor dos alimentos, nem a exposicdo prévia ao
seu odor, e sim ao pareamento do alimento ingerido pelo demonstrador e
0 encontro social com o mesmo (Galef, Wigmore, & Kennett, 1983).

Conclusao

Ha mais de 25 anos o paradigma intruso-residente tem sido o teste
preferido para estudos sobre a memaria de reconhecimento social em ro-
edores, apesar da crenca generalizada, até recentemente, de que o mesmo
permite avaliar apenas a memoria de reconhecimento social de curta du-
racao (até cerca de 2 horas).

De fato, esse teste apresenta vantagens para o estudo de memoria
de reconhecimento social em roedores, pois (1) a aquisicdo da informacao
critica ocorre em um Unico encontro com o co-especifico e a avaliacdo da
memoria de reconhecimento social envolve apenas uma sessdo de teste,
i.e,,um segundo encontro com o mesmo ou outro co-especifico, (2) o teste
envolve a tendéncia natural dos animais de interagirem socialmente, sem
a necessidade de estimulacao aversiva ou privacdo alimentar ou de dgua
para inducdo da aprendizagem, (3) as exigéncias materiais para a realiza-
cdo dos experimentos sdo relativamente pequenas e (4) sua aplicacdo é
relativamente simples.

MEMORIA DE RECONHECIMENTO SOCIAL EM RATOS 4 PauLa J. Moura E GiLBERTO F. XAVIER



A demonstracdo de que a memodria de reconhecimento social pode
ser mantida por pelo menos 24 horas, correspondendo, portanto, a um
teste relevante para o estudo de meméria de longa duracdo (Moura et
al., submetido; Moura et al, submetido), associada a descoberta de que
rotinas laboratoriais corriqueiras, como o transporte dos animais de vol-
ta ao biotério entre encontros sociais, podem influencia-la, dependendo
do intervalo de tempo de permancéncia na sala de experimentos antes
do transporte (Moura et al, submetido), enfatizam que seus mecanismos
subjacentes exibem um curso temporal definido passivel de interferencia.
Essas demonstracdes abrem diversas possibilidades de investigacao sobre
0s processos subjacentes a essa funcéo crucial, por meio de manipula¢ées
farmacoldgicas, neurais e comportamentais, que poderao contribuir para
nossa compreensao acerca dos processos basicos envolvidos na memoria
e na socialidade. Isso podera contribuir também para o desenvolvimento
de modelos animais voltados para estudos psiquiatricos relacionados a al-
teragdes nas relagdes sociais como a esquizofrenia e o autismo.

Social recognition memory in rats

Abstract: The intruder-resident paradigm has been extensively
employed in studies of social recognition memory in rodents. Typically, adult rats
(residents) are exposed to two 5-min encounters with the same juvenile intruder or
with two different juveniles; the interval between the encounters is 30 min.The amount
of social behaviors exhibited by the resident rats toward the same intruder juvenile
in the second encounter is substantially smaller when compared to both that seen in
the first encounter and that seen toward a different juvenile; these results characterize
social recognition memory.In this study we discuss recent findings related to behaviors
usually included as social and non-social, the influence of the temporal phase on social
behavior, the interference of laboratory routines on social recognition memory,sensory
modalities usually employed by rodents for processing relevant information in the
social memory and additional alternatives to study sociability in these animals.

Keywords: Intruder-resident paradigm. Social behavior. Rats. Social investigative
behaviors. Social agonistic behaviors.

Mémoire de reconnaissance sociale chez les rats

Résumé: Le paradigme intrus-résident a été employée dans
les études de memoire de reconnaissance social chez les rongeurs. Les rats adultes,
nommeés résidents, sont exposés a deux rencontres de 5min chacun, avec un méme
intrus juvénile ou avec des différents. L'intervalle de temps parmi les rencontres est 30
min.Le montant des comportements sociaux du résident, a la deuxiéme rencontre, par
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rapport a un intrus familiaire est sensiblement inférieur a celui observé a la premiére
rencontre, ce qui ne se produit pas lorsque la deuxiéme recontre implique un nouveau
juvenil. Ce résultat caractérise la mémoire de reconnaissance social. Cette étude
discute des récentes conclusions du comportement social et non social, I'influence
de la phase temportelle, I'ingérence dés routines de laboratoire dans cette memoire,
les modalités sensorielles habituellement utilisées par les rongeurs dans le traitement
de l'information sociale dans la mémoire et des solutions alternatifs pour I'étude de la
socialité chez eux.

Mots clés: Paradigme résident-intrus. Comportement social.Rats. Enquéte sociale des
comportements. Comportements sociaux agonistiques.

Memoria de reconocimiento social en ratones

Resumen: El paradigma intruso-residente se viene utilizando
extensivamente en estudios de memoria de reconocimiento social en roedores.
Tipicamente, un ratén adulto (residente) se expone a dos encuentros de 5 minutos
cada uno con el mismo intruso juvenil o con dos juveniles diferentes; el intervalo
entre los encuentros es de 30 minutos. El nimero de comportamientos sociales
en el segundo encuentro exhibido por el residente y direccionado hacia el mismo
intruso es substancialmente menor comparado con el primer encuentro o con un
intruso nuevo; este tipo de disminucién comportamental caracteriza memoria de
reconocimiento social. En este estudio discutimos nuevos resultados relacionados con
los comportamientos sociales y no-sociales,influencia de lafase circadiana, interferencia
de las rutinas de laboratorio en la memoria de reconocimiento social, modalidades
sensoriales empleadas por roedores para procesar informacién relevante a la memoria
social y las alternativas adicionales para estudiar sociabilidad en estos animales.

Palabras clave: Paradigma intruso-residente. Comportamiento social. Ratones.
Comportamientos de investigacion social. Comportamientos agonisticos sociales.
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