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FLORINDO, lury. Grooming como marcador ndo-invasivo de estresse agudo por
contencdo em ratos. 41f. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Analise do Comportamento) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O grooming de roedores é um comportamento de limpeza que pode frequentemente ser
melhor explicado considerando o contexto em que ocorre, podendo ser exacerbado por
eventos como estressores ambientais ou novidade. Mesmo havendo uma relacdo conhecida
com o stress, muitos estudos negligenciam o grooming enquanto medida comportamental.
Entretanto, pesquisas apontam que o grooming pode prover dados sobre a ansiedade e
estresse. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivos investigar o efeito de diferentes
duraces de contengdo de movimento e diferentes intervalos de tempo entre contencgéo e teste
(em uma caixa de acrilico) no grooming de roedores. Foram utilizados 70 ratos da linhagem
Wistar, submetidos & contencédo de 15, 30 e 120 minutos. Os animais submetidos a contengédo
foram isolados individualmente em um aparato de rede de arame de formato cénico, moldado
ao corpo do animal, de modo a restringir seus movimentos das patas e cabeca, impedindo que
gire em torno de si. Apos o intervalo (0 ou 20 min), foi realizado o teste em uma caixa de
acrilico, em que o animal foi colocado no centro e permaneceu por 20 minutos. Ndo foi
encontrada distribuicdo normal nos dados (teste de Shapiro-Wilk) por isso foram realizadas
analises estatisticas ndo-paramétricas(teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).
Como resultado, imediatamente apds um periodo de duas horas de contencdo de movimentos,
0s ratos apresentaram aumento na atividade de grooming em relagdo ao grupo controle. Os
resultados indicam relacdo entre o estresse causado pela contencdo e o aumento na duragéo de
grooming. O tempo minimo de sessdo para a ocorréncia significante de grooming é de 10
minutos. Ja o tempo de contencdo minimo recomendado para ocorréncia do comportamento
de grooming é de duas horas.

Palavras-chave: Grooming. Estresse. Contencdo. Ansiedade.



FLORINDO, lury. Grooming as a noninvasive marker of acute restraint stress in rats.
41p. 2015. Dissertation (Master degree in Behavior Analysis) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Rodent grooming is a cleaning behavior witch is often best explained by the environmental
context, may be exacerbated by events such as environmental stressors or novelty. Even
though it’s long known relationship with stress, grooming is frequently neglected in
behavioral studies investigating stress, anxiety and fearfulness. However, some studies
indicate that grooming can provide useful information about these issues. Accordingly, the
present study aimed to investigate the effect of different movement restraint durations and
different time intervals between restraint and testing (in an acrylic box) in rodent grooming
Wistar male rats (n = 70) were either restrained in a wire mesh for 15, 30 or 120 min. The
animals subjected to restraint were individually isolated in an apparatus of cone-shaped wire
mesh, molded the animal's body, in order to restrict their movements of the legs and head,
preventing rotate around each other. After the interval (0 to 20 min), the test was carried out
in an acrylic box where the animal was placed in the center and stood for 20 minutes. The
duration of grooming behavior was recorded in respect to its regional distribution (rostrum or
body). Stereotyped chains (a rostrocaudal sequence of movements) were also recorded. There
was no normal distribution of data (Shapiro-Wilk test) by that it was performed non-
parametric statistical analysis (Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test).As a result,
immediately after a period of two hours of restraint movements, the rats showed increased
grooming activity compared to the control group. Significant differences between the group
and the control R12010 in body grooming and often stereotypical chains were found. The
results indicate the relationship between the stress of restraint and increased grooming
duration. The minimum time for the session significant occurrence of grooming is 10 minutes.
Already the minimum restraint time recommended for the occurrence of grooming behavior is
two hours.

Keywords: Grooming. Stress. Restraint. Anxiety.
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Introducéo

O objetivo dos modelos animais comportamentais é promover a compreensao da
condicdo modelada e elucidar seus mecanismos de acdo (Geyer &Markou,1995). De
acordo com Fernandez, Mello Cruz e Branddo (2006) é possivel correlacionar transtornos
de ansiedade com respostas apresentadas por animais frente a situacdes estressoras ou de
perigo. Nesse sentido, modelos animais comportamentais sdo criados com o objetivo de
simular situacBes permitindo a investigacdo dos aspectos etioldgicos e formas de

tratamento relacionados a transtornos de ansiedade.

Modelos animais de ansiedade que utilizam diversos comportamentos de defesaque
investigam comportamentos que ndo precisam ser aprendidos,sdo preferéncia de grande
parte da comunidade cientifica, na medida em que ndo envolvem situacdes de treino,
apresentam baixo custo e tém sessdes de curta duragdo. O grooming de roedores, apesar de
negligenciado pela maioria da comunidade cientifica, se enquadra nesta categoria de
comportamento evem sendo investigado por alguns pesquisadores(Velozo 2012; Estanislau
2012; Capechi 2002; Kalueff e Touhimma 2005; Kalueff e Touhimaa 2005b;Berridge

1990; Van Hoof e Gispen 1992) como um possivel marcador de ansiedade.

De acordo com Greer e Capechi (2002) o groomingé um comportamento inato
encontrado na maior parte das espécies, incluindo humanos, descrito como um padrao-fixo
de acdo com funcdo primaria de higiene e cuidados da pele.Entretanto este é um
comportamento que pode ser melhor explicado descrevendo o contexto em que ocorre

(Spruijt, Van Hoof e Gipsen 1992).

De acordo com Berridge, Aldridge, Houchard e Zhuang (2005) os movimentos de
grooming sdo ordenados sequencialmente e incluem cadeias sintaticas, que envolvem cerca

de 25 movimentos diferentes, divididos em 4 fases. A fase | consiste numa série de 5 a 10
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movimentos elipticos de friccdo das patas no focinho e nas vibrissas e dura por volta de 1
segundo. A fase Il é de curta duracdo (cerca de 0.25 segundos) e consiste de 1 a 4
movimentos de patas unilaterais. A fase 11l consiste de 1 a 5 movimentos com ambas as
patas dianteiras na regido das orelhas. Segundo os autores, é a fase com 0s movimentos
mais estereotipados e dura de 1 a 4 segundos. A fase 4 € composta por movimentos

prolongados de lambidas de regifes ventrais e laterais do tronco.

De acordo com Berridge (1990) ha uma tendéncia em roedores de seguir a cadeia
comportamental sintatica; nesse sentido, para o roedor apresentar a fase 4, existe grande
probabilidade de desempenhar as fases anteriores. Quando o roedor apresenta a cadeia

sintatica de maneira rigida e completa é chamada de super estereotipia sequencial.

Muitos estudos negligenciam o groomingenquanto medida comportamental,
contudo os estudos deKalueff e Touhimma 2005; Estanislau 2012; Komorowska e Pisula
2003; Berridge et al. 2005sugerem que o grooming pode prover dados sobre a ansiedade e
estresse. Estanislau, Ramos, Ferraresi, Costa, de Carvalho & Batistella (2011) em um
estudo que avaliou ansiedade correlacionando o labirinto em cruz elevado seguido de nado
forcado mostraram que 0s animais que apresentaram menor tempo nos bracos abertos, ou
seja, considerados com maior nivel de ansiedade foram o0s mesmos animais que

apresentaram maior dura¢do no comportamento de grooming.

Ogroomingfoi sugerido comouma resposta de enfrentamento (coping) frente a
estimulos estressores (Spruijt, van Hoof, & Gispen, 1992).Komorowska e Pisula
(2003)apontam que o componente corporal do grooming seria uma medida mais sensivel
da resposta de enfrentamento a eventos estressores e um indicativo de acomodacdo aos
estressores ambientais (dearousal), em oposi¢do ao componente rostral do grooming, que

se mostra pouco sensiveis a tais eventos.De acordo com Gispen e lIsaacson (1981)
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ogroomingpode ser induzido pela administracdo de hormonio adrenocorticotrofico.
Contudo, Bressers, et al., (1995) apontam que o groominginduzido de formas
farmacologicas pode apresentar mudancas na ordem da cadeia sintatica, bem como

diferentes topografias do comportamento.

Em um estudo, Estanislau,Diaz-Moran, Cafiete, Blazquez, Tobefa, e Fernandez-
Teruel(2013) fizeram uma série de apontamentos em relacdo aos contextos em que o
grooming pode ocorrer: a) 0 grooming é suprimido quando o evento aversivo estad em
curso; b) o grooming corporal tende a aumentar em ambientes novos; ¢) grooming rostral
tem maior chance de ocorrer quando o evento aversivo tem a possibilidade de ocorrer.
Segundo Marroni (2005) existem trés principais contextos em que 0 grooming pode
ocorrer. O primeiro deles é a resposta a contaminacao, como o contato dos ratos com fezes.
O segundo é uma resposta em contexto em que ha conflito comportamental; o terceiro
contexto e mais relevante para o presente estudo é o grooming como resposta a exposi¢do

de eventos estressores.

Estresse e Grooming

De acordo com Graeff (2007) a definicdo de estresse & baseada na observagédo de
que diferentes tipos de condicdes fisicas ou psicologicas que ameacam a homeostase do
organismo eliciam 0 mesmo conjunto de alteragcdes corporais. Esta definicdo € baseada no
conceito de sindrome de adaptacdo geral, desenvoldida por Hans Selye (1936). Segundo
Zuardi (2014)o estresse pode ser definido como um estado antecipado ou real de ameaca
ao equilibrio do organismo (homeostase); o organismo entdo, tenta restabelecer o
equilibrio através de um conjunto de respostas fisiologicas e comportamentais. Do ponto
de vista comportamental, as respostas basicas a um estressor sdo enfrentamento, evitacao

ou passividade; os modelos animais entdo, podem utilizar procedimentos para investigar 0s



13

diferentes efeitos de contextos estressores nestas respostas basicas (Margis, Picon, Cosner

e Silveira 2003).

E possivel avaliar o estresse através respostas hormonais ou imunoldgicas. Para
Ghaidi (2010) as respostas ao estresse sdo mediadas pelo sistema nervoso autdnomo (SNA)
e pelo eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA). O SNA é o responsavel pela resposta
imediata a exposicao ao estressor, provocando alteracdes nos estados fisioldgicos através
da inervacdo dos o¢rgdos; € possivel que o organismo tenha a frequéncia cardiada
aumentada, por exemplo, através da liberacdo de noradrenalina nas terminacdes dos versos
simpaticos e adrenalina, pela estimulacdo simpatica das células da medula da glandula
adrenal. Os glicocorticéides como o cortisol em humanos e a corticosterona em roedores,
sdo liberados pelo HPA e participam do controle da homeostase e da resposta do

organismo ao estresse.

De acordo com Rivera (2002) vérias condi¢gdes podem causar estresse no animal,
como novidade, estimulos indutores de medo, situacGes de conflito e incapacidade de
realizar determinados padrdes de comportamento. Segundo Borges, Goncgalvez-Luiz e
Domingos (2009) o estresse pode ser descrito como uma reagdo psicofisioldgica que tem
sua origem na resposta de confronto do organismo com estimulos que ameacem sua
homeostase, ou seja, um evento acompanhado de mudangas bioguimicas e
comportamentais relacionadas tanto a alteracdo deu um acontecimento estressante, quanto
a acomodacao dos seus efeitos. Nesse sentido, qualquer situa¢do que possa gerar um estado
emocional forte, levando a uma quebra da homeostase exigindo algum tipo de adaptacéo,

€ considerada um estressor.

De acordo com Radley, Kabbaj, Jacobson, Heydendael Yehuda e Herman (2013) a

adaptacdo frente ao estresse fisico ou psicoldgico é uma grande prioridade para todos 0s
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sistemas biologicos. Nesse sentido, a selecdo natural favoreceu um conjunto eficiente de
sistemas que mantém a integridade fisioldgica, mesmo nas mais exigentes condi¢des de
bloqueio. A estratégia adaptativa recruta sistemas que atuam como efetores rapidos e
atrasados, e estratégias para limitar ou evitar a exposicdo ao estressorA maioria das
respostas ao estresse envolve a utilizagdo de recursos para se adaptar as condicbes
adversas. Geralmente, os padrdes de resposta tendem a se adequar a ameaca predominante;
por exemplo, as respostas ao estresse agudo geralmente declinam logo ap6s o estressor ser

retirado.

Segundo Franci (2005) os estressores podem ser dividos em agudos (Unicos,
intermitentes porém curtos e exposicdo em tempo limitado) ou crénicos (duracdo
prolongada, intermitente e prologada ou exposi¢do continua). Segundo Blanchard e
Blanchard (1986) diferentes niveis de ansiedade levam a diferentes padrdes de respostas
defensivas. Se o contexto for uma novidade (como a exposi¢do em um novo ambiente) o
animal ird apresentar mais comportamentos relacionados com avaliacdo de risco, como o

rearing (erguer-se apoiado pelas patas traseiras) e aumento na locomocao.

Uma maneira de avaliacdo do estresse é através de medidas de comportamento,
como marcadores ndo-invasivos. Uma vantagem desta alternativa € a rapidez e baixo custo
de procedimento e possibilidade de estabelecer analogias com os transtornos. De acordo
com Rivera (2002) varios sdo os marcadores ndo-invasivos de estresse em roedores, como
alteragdes no consumo de alimentos, agressividade, vocalizacdo, defecacdo e postura. Na
medida em que o grooming € um comportamento que ndo precisa ser aprendido é
facilmente detectavel, sua escolha enquanto marcador de ansiedade e estresse pode

contribuir para um modelo animal eficaz.
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Spruijt, Van Hoof & Gispen, (1992) apontam que 0 grooming pode ser modulado
por diferentes contextos. Um destes contextos é a expoosi¢cdo do animal a diferentes tipos
de estresse. Um estudo de Kalueff e col. (2009)mostrou que o estresse agudo pode ser
responsavel pela alteracdo na ocorréncia dogrooming e na ruptura de sua padronizacao. No
mesmo estudo, ratos foram submetidos a um procedimento chamado pelos autores de
estresse social induzido, uma exposi¢do do animal com um co-especifico, que resulta na
submissé@o, ou subordinacdo de um dos animais; comoresultado, os ratos subordinados
apresentaram maiores niveis de ansiedade e padrdes desorganizados dos comportamentos

de grooming, o que segundo os autores, indicam um marcador de estresse social.

Nunes, Pezzato e Hoshino (2012) realizaram um estudo em relacionando o
grooming com a privacdo de sono paradoxal.Inicialmente, os animais foram mantidos em
uma gaiola viveiro com maravalha com a funcéo de sujar o pelo dos animais. Logo apds,
os animais foram foram colocados individualmente em uma caixa de acrilico por 15
segundos e expostos a um ruido de alta intensidade por 60 segundos. O grau de limpeza
corporal deratos com niveis altos de ansiedade foi comparado ao ratos controles, apos 96
horas de privacdo de sono paradoxal. Como resultado, os animais mais limpos, foram os
que apresentaram “wild running” durante o teste sonoro (deslocamento em alta velocidade
na caixa, saltos e rearing)enquanto os ratos resistentes a estimulacdo sonora estavam mais
sujos. Segundo os autores, os dados sugerem que o grooming pode ser entendido como
componente de um repertdrio de comportamentos ansiosos com funcao tranquilizadora que
0 cuidar do corpo apresenta, visto a elevada dependéncia que os ratos apresentam na

deteccdo de informacéo sensorial, principalmente através do toque e olfato.

Drogas podem modelar o estresse e o0 grooming. Um estudo deSpasojevic,
Gavrilovic, Varagic e Dronjak (2007) avaliou o efeito da administragéo cronica de uma

dose baixa de diazepam, um benzodiazepinico, sobre 0 comportamento de groomingem
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ratos expostos ao isolamento social por 21 dias.Foram encontrados varios efeitos incluindo
mudanca de peso do animal, defecacdo e miccdo. A administracdo de 0.2 mg/kg produziu
efeitos ansioliticos em comportamentos distintos do grooming (defecacdo, miccéo,
freezing) e em alguns aspectos da microestrutura do comportamento de grooming. Os
resultados mostraram que o isolamento social reduziu a duragcdo do grooming e prolonga o

periodo de tempo para inicio do grooming.

D’Aquila, Peana, Carboni e Serra (2000) investigaram a interacdo entre o estresse
moderado de restricdo, estresse leve crénico e a administracdo de desipramina, um
antidepressivo triciclico. O estresse moderado consistiu em expor 0s seguintes estressores
em uma ordem aleatéria: privacdo de comida, agua e mudanca de ratos na gaiola duas
vezes na semana e iluminacdo do biotério no periodo noturno e isolamento, uma vez na
semana. A restricdo consistiu em imobilizar os ratos em um cilindro plastico por 1 hora por
dia, imediatamente apds a administracdo de desipramina. Tanto a restricdo como o estresse
crénico tiveram duracdo de sete semanas. Os animais que foram expostos a restricdo de
movimento tiveram aumento no grooming; ja os ratos que também sofreram restricdo mas
receberam desipramina apresentaram uma duracdo menor no tempo total de grooming.
Quanto aos animais expostos ao estresse crénico, a desipramina aumentou a atividade de
grooming. A atividade exploratdria foi reduzida pelo estresse crénico leve, independente
do tratamento medicamentoso; ja em relacdo aos grupos expostos ao estresse de restricao,

nédo foram encontradas alteracdes.

Zimprich, Garret, Deussing e col. (2014) apresentaram um teste ndo-invasivo
avaliando a responsividade de estresse em camundongos no campo aberto. O procedimento
consistiu em imobilizar os camundongos em pequenos tubos de plasticode 50 ml
ventilados e a seguir submeté-los ao teste de campo aberto por 5 minutos. Para avaliar qual

duracdo de estresse levaria a mudangas comportamentais, 0s pesquisadores aplicaram
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diferentes duracGes de estresse por restricdo de comportamentos: 15minutos, 50 minutos e
2 horas. Apenas a imobilizacdo de duas horas, levou a um aumento robusto na locomocao
e comportamentos de rearing(levantar-se). Nesse sentido, a locomogédo e 0 comportamento
de rearing em campo aberto ap6s um episédio de estresse agudo podem ser utilizados
como indicadores ndo-invasivos de estresse.Contudo, 0 comportamento de grooming nédo

era o foco de analise dos pesquisadores.

Mostofsky e Buynitsky (2009) elaboraram um artigo de reviséo sobre o estresse de
contencdo. De acordo com 0s autores, a contencdo ou imobilizacdo estdo entre os métodos
mais utilizados para a inducdo de estresse em animais por se tratar de um procedimento
indolor, com baixo custo, facil execucdo, e ndo causa nenhuma debilitacdo duradoura no
animal. Segundo 0s mesmos autores, 0s procedimentos de contencdo limitam os
movimentos de membros especificos; ja a imobilizacdo é descrita como a reducédo do raio
de locomocgdo do animal, como alocando-os em pequenos discos, por exemplo. Entre os
métodos de contencdo mais utilizados estdo: envolver todo o animal em um cone plastico
rigido; envolver todo o animal em redes de arame ou envolver todo o animal em um tecido,

com varias camadas.

SituacOes de estresse podem ser moduladoras do comportamento de grooming.O
prolongamento das sessdes mostra que eventos aversivos alteram tanto o curso temporal
quanto a distribuicdo anatémica (rostral e corporal) dosepisddios de grooming (Estanislau
2012, Van Erpet al., 1994). No entanto, por ser um comportamento que pode aparecer
mesmo com o animal calmo, ainda é necessario estabelecer plenamente a forma que o
grooming assume no estresse. Nesse sentido, 0 presente projeto teve por objetivo;
a)Investigar os efeitos do grooming induzido por estresse de restricdo de movimentos; b)
investigar o efeito de diferentes duragbes de contencdo de movimento e diferentes

intervalos de tempo entre restricio e o teste em wuma caixa de acrilico.
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Material e Método
Sujeitos
Foram utilizados 70 ratos da linhagem Wistaralojados no biotério do Departamento
de Psicologia Geral e Andlise do Comportamento (PGAC) da Universidade Estadual de
Londrina. Os ratos ficaram em ciclo claro/escuro 12/12 horas (luzes acessas as 7:00 h), em
temperatura controlada (23°+ - 2°) sob regime ad libtum de &gua e comida. Os

procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL 084/2014).
Protocolo de Estresse

Os ratos foram distribuidos em sete grupos (tabela 1) com o intuito de produzir
diferentes niveis de estresse nos animais. Foram utilizadas trés medidas de restri¢do,
representadas por “R” (R15 minutos, R30 minutos e R120 minutos) e dois intervalos de
tempo entre a restrigdo e o teste na caixa de acrilico, representados por “I”’ (10 minutos e
120 minutos). Os grupos foram divididos em Controle, R15 10, R30 10, R120 10, R15 120,
R30 120, R120 120. O tempo de restricdo foi baseado no estudo de Zimprich, Garret,

Deussing e col. (2014).

Depois de retirados do biotério, os ratos foram habituados por 30 minutos a uma
sala adjacente a sala de testes.Apos a habituacdo, cada rato foi isolado individualmente em
um aparato de tela de arame de formato cénico, moldado ao corpo do animal, de modo a
restringir seus movimentos das patas e cabecga, impedindo que gire em torno de si. Em
seguida foram pendurados verticalmente com a cabeca para cima, em um suporte de
madeira por um tempo determinado, de acordo com 0 grupo pertencente (exceto o grupo
controle que foi manipulado diretamente da caixa familiar, para o teste na caixa de

acrilico). A tela de arame e a posicéo vertical de permanéncia foram escolhidaspor permitir
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evitar que a defecacdo sujasse os pelos do animal. Em seguida, foi realizado o teste em
uma caixa de acrilico, com as medidas de 30cmx30cmx30cmem que o animal foi colocado
no centro caixa e permaneceu por 20 minutos. Um espelho foi disposto embaixo da caixa,
para melhor registro das sessfes.As sessbes foram registradas com uma filmadora Sony.

Apbs a realizacdo do experimento, os ratos foram alojados novamente no biotério.

Tabela 1 - Descri¢éo sumarizada do procedimento experimental

Grupo 1 2 3 4 5 6 7

Restricdo Controle 15 30 120 15 30 120
(min)

Intervalo Controle 0 0 0 20 20 20
T — (min)

Tabela 1. Delineamento Experimental: a linha “Restri¢do” indica a quantidade de tempo em minutos em que
0 animal esteve imobilizado na rede de arame. A linha Intervalo/Teste indica o intervalo de tempo em que o
animal foi submetido a caixa familiar com maravalha entre o isolamento na rede e o teste de observagdo na

caixa de acrilico.

Foi utilizado o sofware X-plo Rat 2005 para o registro das categorias comportamentais,

dividas em:

a) Duracdo doGrooming rostral (movimento de lamber as patas e friccdo no nariz,
vibrissas e orelhas)

b) Duragdo do Grooming corporal (movimentos de lamber e friccionar com as patas e
focinho, outras regides do corpo).

c) Duracéo total doGrooming (grooming rostral e grooming corporal somados)

d) Frequéncia de Cadeias Estereotipadas
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e) Frequéncia da Locomocao (baseada na mudanca de quadrantes da caixa de acrilico

30x30x30)

Anélise de dados
Foi realizado o teste Shapiro-Wilk a fim de verificar se os dados seguiam uma
distribuicdo normal. Todas as medidas falharam no teste de normalidade; por isso, 0s
grupos foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de

Dunn. As diferencas foram consideradas significantes quando p< 0,05.

Resultados

Os resultados estdo dispostos na seguinte ordem: total de grooming, grooming
rostral, grooming corporal, cadeias e locomocdo.Os dados de cada categoria estdo
sequencialmente apresentados em primeiros 5 minutos, primeiros 10 minutos e primeiros

20 minutos de sessao.
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Total de Grooming

Referente ao total de grooming (grooming rostral e grooming corporal) foram encontradas
diferencas significantes nos primeiros 5 minutos de sessdo (H=13 p<0,05). Contudo, 0
teste de Dunn néo indicou diferencas entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem
mesmo entre grupos com a mesma duracdo de restricdo ou com o mesmo intervalo

restricdo-teste.

Em relacdo aos primeiros 10 minutos de sessdo, Foram encontradas diferengas
significantes entre os grupos (H=24.6 p<0,05) porém o teste de Dunn nédo indicou
diferencas entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem mesmo entre grupos com a

mesma duracéo de restricdo ou com 0 mesmo intervalo restricdo-teste.

Em relacdo 20 minutos totais de sessdo, foram encontradas diferencas significantes
entre os grupos (H=28,1 p<0,05). Novamente, o o teste de Dunn ndo indicou diferencgas
entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem mesmo entre grupos com a mesma

duracéo de restricdo ou com 0 mesmo intervalo restricdo-teste.

A seguir, a Figura 1 representa a duracdo do total de grooming em 5, 10 e 20 minutos:
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Figura 1 -Duracdo total do groomingem 5,10 e 20 minutos(mediana, mediana, variacdo interquartil, max-

min)

Ratos foram testados sem qualquer perturbacdo prévia ou apés diferentes intervalos de restricdo (R15, 30 ou
120 min) e com ou sem intervalo (10 ou 20 min) entre a restricdo e o teste.(H=13; H=24; H=17,9 p<0,05)
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Grooming Rostral

Referente ao grooming rostral, foram encontradas diferencas significantes nos
primeiros 5 minutos de sessdo (H=10,8 p<0,05). No entando, o teste de Dunn n&o indicou
diferencas significantes entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem mesmo entre

grupos com a mesma duracgéo de restricdo ou com 0 mesmo intervalo restricao-teste.

Em relacdo aos primeiros 10 minutos de sessdo, Foram encontradas diferencas
significantes entre os grupos (H=17,9 p<0,05). Entretanto, o teste de Dunn ndo indicou
diferencas entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem mesmo entre grupos com a

mesma duracéo de restricdo ou com 0 mesmo intervalo restricdo-teste.

Em relacdo aos 20 minutos totais de sessdo, foram encontradas diferencas
significantes entre os grupos (H=28,1 p<0,05). O teste de Dunn indicou diferencas entre o

grupo R30120 (mediana=98,8) e o Controle (mediana=93,06) com p<0,05.

A seguir, a Figura 2 representa a duracdo do grooming rostral em 5, 10 e 20

minutos:
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Figura 2- Dura¢do do grooming rostral em 5,10 e 20 minutos(mediana, varia¢do interquartil, max-min).
Ratos foram testados sem qualquer perturbacéo prévia ou apds diferentes intervalos de restri¢do (R15, 30 ou
120 min) e com ou sem intervalo (10 ou 20 min) entre a restricdo e o teste. # Diferenca significante no teste

de Dunn (p<0,05);R3010 (mediana=38,8)em rela¢do ao grupo Controle (mediana=93,03)
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Grooming Corporal

Referente ao grooming corporal, foram encontradas diferencas significantes nos
primeiros 5 primeiros minutos de sessdo(H=14.9 p<0,05).0 teste de Dunn indicou

diferenga significante entre os grupos R12010 (mediana=11,775) e o Controle (0)

Em relacdo aos 10 primeiros minutos de sessdo, foram encontradas diferencas
significantes entre os grupos (H=27,7 p<0,05). Novamente, o teste de Dunn indicou
diferenca significante entre os grupos R12010 (mediana=81,76) e o Controle

(mediana=1,596) com p<0,05.

Em relagdo aos 20 minutos totais de sessdo, foram encontradas diferengas
significantes entre os grupos (H=24,4 p<0,05). O teste de Dunn indicou diferencas
significantes entre o grupo R12010 (mediana=231,627) e o Controle (mediana=35,42). Ja
entre os grupos com intervalo 0 minutos, foi encontrada diferengas significante entre

R3010 (mediana=30,96) e R12010 (mediana=231,627)

A seguir, a Figura 3 representa as dura¢Ges do grooming corporal em 5, 10 e 20

minutos respectivamete:
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Figura 3 -Duracdo do grooming corporal em 5, 10 e 20 minutos(mediana, variagdo interquartil, max-
min).Ratos foram testados sem qualquer perturbagdo prévia ou apos diferentes intervalos de restricdo (R15,
30 ou 120 min) e com ou sem intervalo (10 ou 20 min) entre a restricdo e o teste.

*Diferenca significante no teste de Dunn (p<0,05) em 5, 10 e 20 minutos respectivamente; R12010
(mediana=11,775)eControle (mediana = 0) ; R12010 (mediana=81,76) e Controle (mediana 1,596); R12010

(mediana=231,6) e Controle (mediana=35,4)

#Diferenca significante no teste de Dunn (p<0,05); R12010 (mediana 231,6) e R3010 (mediana=30,9)
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Cadeias Estereotipadas

Referente as cadeias estereotipadas, nos primeiros 5 minutos, foram encontradas
diferencas significantesentre os grupos(H=14,3 p<0,05). No entando, o teste de Dunn n&o
indicou diferencas entre o grupo controle e qualquer outro grupo, nem mesmo entre grupos

com a mesma duracgdo de restricdo ou com o mesmo intervalo restri¢ao-teste.

Em relagdo aos primeiros 10 minutos, foi encontrada diferenca significante entre os
grupos (H=19,4 p<0,05). O teste de Dunn indicou direfenga significante entre o grupo

R12010 (mediana=3) e o grupo Controle (mediana=0).

Nos 20 minutos totais de sessdo, foram encontradas diferencas significante entre os
grupos (H= 25 p<0,05). Novamente, o teste de Dunn indicou diferenca significante entre o

grupo R12010 (mediana=4,5) e o grupo Controle (mediana=1,5)

A seguir, a Figura 4 representa a frequéncia de cadeias estereotipadas nos primeiros

5, 10 e 20 minutos sequencialmente:
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Figura 4 —Frequéncia de cadeias estereotipadas em 5,10 e 20 minutos(mediana, variagcdo interquartil,
max-min). Ratos foram testados sem qualquer perturbagéo prévia ou ap6s diferentes intervalos de restricéo

(R15, 30 ou 120 min) e com ou sem intervalo (10 ou 20 min) entre a restricdo e o teste

*Diferenca significante no teste de Dunn (p<0,05) em 10 e 20 minutos respectivamente;R12010
(mediana=3,0) e Controle (mediana=0) e R120120 (mediana=4,5) e Controle (mediana 1,5)
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Locomocéao
Em relacdo a locomocdo, ndo foram encontradas diferencas significantes entre
grupos por meio do teste de Krustal-Wallis. A Figura 5 representa os resultados
encontrados em 5, 10 e 20 minutos respectivamente:
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Figura 5 —Frequéncia de locomogéo em 5,10 e 20 minutos(mediana, variagdo interquartil, max-min).Ratos
foram testados sem qualquer perturbagdo prévia ou apos diferentes intervalos de restricdo (R15, 30 ou 120
min) e com ou sem intervalo (10 ou 20 min) entre a restricdo e o teste.O teste de Kruskal Wallis ndo indicou
diferencas significantes diferencas entre 0s grupos.
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Discussao

Este estudo teve por objetivo investigar o groomingengquanto marcador ndo-
invasivo de estresse agudo por contengdo.O grooming foi dividido em rostral e corporal.
As cadeias estereotipadas, que consistem em uma sequéncia céfalo-caudal mais rigida nos
comportamentos de grooming, também foram quantificadas. As sessfes tiveram a duragédo
de 20 minutos, na medida em que sessdes de 5 minutos, muitas vezes ndo séo suficientes

para a avaliagdo do efeito de estressores nogrooming (Estanislau. 2012; Velozo, 2012).

Margis, Picon, Cosner e Silveira (2003) apontam que o tipo de resposta do
organismo frente a situacdo estressora depende da magnitude, frequéncia e duracdo do
evento estressor. Para os autores, 0 aumento dos niveis de ansiedade esta relacionado a
frequéncia e duracdo de respostas de ativacdo fisioldgica. Nesse sentido, as variagdes na
duracdo do grooming podem ser consideradas respostas de enfrentamento envolvidas na
diminuicdo da excitacdo (dearousal) e ativacdo fisiologica causadas pelo estresse de

contencéo.

No procedimento, a contencao pela tela de arame (Buynitsky e Mostofsky 2009) foi
a variavel responsavel por produzir estresse aos animais. Esta variavel foi explorada em
diferentes niveis: 15, 30 e 120 minutos de contengdo em complemento com exposi¢do
direta ao teste ou com 20 minutos de intervalo na gaiola familiar.Os intervalos entre
contencéo e teste foram utilizados com o intuito de testar se haveria mudangas nos efeitos
estressores da contencdo.A exposicdo a ambiente novo era inerente a sessdo de teste e foi

aplicada a todos os grupos.

Em todas as categorias de grooming definidas (total, rostral e corporal) 0s grupos
sem intervalo entre a contencdo e o teste apresentaram maior duracdo de grooming em

comparacdo a seus analogos com intervalo. E importante destacar que o grooming ocorreu
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em maior ferquéncia nos primieros 15 minutos de sessdo em todos 0s grupos. Muitos
animais ap0s um periodo de 15 minutos, principalmente os pertencentes aos grupos com
intervalo, mantinham-se deitados e alguns até dormiam nos minutos finais da sessao, o que

pode indicar sinais de habituacdo, o que diminui os niveis de ansiedade.

As maiores duragdes degrooming total, que consiste no grooming rostral somado ao
corporal, foram encontrados nos grupos R12010 e R15I10. O intervalo de 20 minutos foi
suficiente para diminuir as duragdes de grooming nos dois grupos citados. Notou-se pouca
variacdo na duracdo de grooming entre todos os grupos. N&o foram encontradas diferencas
significantes em nenhum dos tempos de analise (5, 10 e 20 minutos). Contudo, foi notado
gue 0 grupo exposto ao estressor mais severo R12010, apresentou maiores taxas de
grooming total. Isso se deve ao fato das altas duragGes de grooming corporal neste grupo.
Nin, Natividade, Pereira, Souza e col (2012) apontam que 0 grooming pode variar em sua
distribuicédo regional de acordo com a intensidade do estresse sofrido. Ao que parece, 0s
resultados deste estudo mostram o aumento da atividade de grooming quando o teste ndo é

seguido de intervalo apds restricao.

D’Aquila, Peana, Carboni e Serra (2000) também notaram o aumento de grooming
em um procedimento em que o0s ratos foram expostos ao estresse de restricdo de
movimentos em tubos plésticos durante 1 hora por dia, ao longo de sete semanas. A
administragdo de desipramina diminuiu a ocorréncia de grooming. No entanto, 0s
pesquisadores ndo fizeram a separacgdo entre grooming rostral e corporal e ndo analisaram
cadeias sintaticas. Esses resultados abrem margem para especulacdo do efeito imediato de
uma Unica imobilizacdo e o efeito progressivo de restrigdes repetidas.Qual serd entdo, a
distribuicdo regional de grooming ap6s um regime progressivo de imobilizacdo? O
aumento da restricdo para duas horas didrias em um regime progressivo teria efeito nos

resultados finais? A desipramina diminuiria 0 grooming ap6s um unico procedimento
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deimobilizacdo de duas horas? Essas investigacGes podem ajudar a tracar uma linha sobre

a tolerancia nos efeitos do estresse por restricao.

Em especifico ao grooming rostral, nos experimentos de Velozo (2012), foram
notadas poucas variagdes nos diversos contextos utilizados; labirinto em cruz elevado, teste
de enterramento de bolas, extincdo operante e imobilizacdo.Para Kalueff e Touhimaa
(2005b) e Estanislau (2012) a variacdo de grooming rostral durante a sesséo pode ser um
indicativo de estresse ou ansiedade.Nos resultados do presente estudo, poucas foram as
variagGes de grooming rostral no decorrer das sessdesem todos, com excessdo do grupo
R30120 em 20 minutos. Foi encontrada uma diferenca significante entre R30120 e o
controle ou seja, R30120 apresentou duragdo menor de grooming rostral que o controle.
Estes dados indicam que os efeitos do estresse por restricdo no grooming rostral ndo foram
claramente encontrados. Apesar do grupo R120I0 apresentar maiores duracdes de
groomingrostral, principalmente quando olhamos para o tempo total da sessdo, ndo foram
encontradas diferencas significantes em comparacdo com o controle ou entre ele e seu

analogo com intervalo.

Em especifico ao grooming corporal,foram encontradas maiores duragdes no grupo
R12010. Mesmo nosprimeiros 5 minutos de sessdo, foram encontradas diferencas
significantes entre o grupo R12010 e o controle.Contudo, esta diferenca se deve ao fato de
que nao foi registrada ocorréncia de grooming corporal no grupo controle nos primeiros 5
minutos, o que reforga oargumento de Estanislau (2012) e Velozo (2012) de que sessdes

superiores a 5 minutos possibilitam melhores condi¢des para a observagdo do grooming.

A superioridade do grupo R120I0em relagio ao controle manteve-seno
groomingcorporalem 10 e 20 minutos de sessdo. De acordo com Komorowska e Pisula

(2003) o grooming corporal esta relacionado ao enfrentamento de situacGes estressoras ou
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habituacdo a um contexto estressor. Considerando que o grupo R12010 sofreu maior
periodo de restricdo, este resultado parece légico. Houvedecréscimo na duracdo de
grooming com apenas 20 minutos de intervalo. Isto pode fornecer pistas do efeito de
tolerancia que este tipo de estressor pode oferecer. Para Nunes, Pezzato e Hoshino (2012) a
hipdtese do grooming ter a funcdo de diminuir a ansiedade frente a situac6es de risco pode
ser encontrada na grande dependéncia de detec¢do sensorial dos ratos, através do toque e
olfato.A constatacdo de maiores duracdes de grooming em situacGes estressantes se da na
medida em que 0 aumento dos niveis de alerta, causados por uma situacéo estressora ou de
perigo, sinalizam a necessidade de emissédo de comportamentos defensivos com maior
prioridade. No caso deste estudo, a contencdo pela rede de arame é o evento eliciador de

estresse

Para Fentress (1988) existem situacGes mais provaveis para o aparecimento do
grooming, como o periodo de habituagio ou entre fases opostas de contexto. E provavel
que os efeitos estressores da contencdo sejam transitorios, os quais 20 minutos apos a
imobilizacdo ja ndo estariam mais presentes. Esta afirmacdo corrobora com os resultados
encontrados. Os grupos que tiveram intervalo na gaiola familiar antes do teste na caixa de

acrilico apresentaram menores durag¢fes de grooming e de cadeias sintaticas.

Berridge,Aldridge, Houchard e Zhuang (2005) apontam que as cadeias sintaticas
(ou estereotipadas) podem ser facilmente reconhecidas por uma série de movimentos
divididas em 4 fases. As cadeias sintaticas tém menor probabilidade de ocorrer em
contextos pouco ansiogénicos. Se por um lado, estressores ndo-agudos podem contribuir
para 0 aparecimento de cadeias, 0 excesso de aversividade pode produzir comportamentos
de congelamento no animal. Os resultados deste trabalho, indicam que a restricdo de 2
horas e testagem imediatapromoveram 0 aumento na ocorréncia das cadeias sintaticas; ja

0s outros grupos ndo mostraram semelhante aumento na ocorréncia das cadeias.
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De acordo com Berling et al (2011) e Blanchard e Blanchard (1986) é natural o
aumento de atividade exploratéria em contextos de novidade. O contexto de novidade
compartilhado por todos os grupos foi a exposicdo a caixa de acrilico. Contudo,em relagéo
a locomocdo, ndo foram encontrados diferencas significantes entre os grupos. D’Aquila,
Peana, Carboni e Serra (2000) também ndo encontraram mudancas significantes na
locomocéo no experimento ja citado anteriormente. J& Zimprich el al. (2014) encontraram
diferencas significantes na locomogdo ap6s 2 horas de contencdo em tubos plasticos em

um experimento realizado com camundongos.

Analisando o experimento como um todo, pode-se constatar que; os animais foram
habituados a sala em que foi realizado o experimento por 20 minutos, dentro da gaiola
viveiro. Logo apo6s, foram submetidos a contencdo (15, 30 e 120 minutos). A contencéo foi
feita de maneira sUbita, 0 que causou em muitos animais, miccdo, defecacdo e tensdo
muscular, sinais de medo e ansiedade (Rivera 2002). Neste ponto, ou o animal foi exposto
imediatamente a caixa de acrilico ou voltou para a gaiola viveiro. Os animais que voltaram
a gaiola viveiro, retornaram a um contexto ja conhecido. Em seguida, foram expostos a
novidade da caixa de acrilico. Sugere-se que o estresse causado pela novidade da caixa seja
mais brando que o causado pela contengdo, na medida em gque 0s mesmos comportamentos
de miccdo, defecacdo e tensdo muscular ndo foram encontrados ao serem colocados na
caixa teste. Estes mesmos grupos apresentaram menor duracdo de grooming e de cadeias
sintaticas nas sessdes. Nesse sentido, passaram pelas situacdes:habituacdo, estresse agudo,
possivel habituacdo e novidade.Como habituacdo, entende-se o cessar ou diminuicdo de
comportamentos de alerta, novidade (rearing, locomoc¢do) e diminuicdo dos niveis de

ansiedade (Bronstein, Neiman, Wolkoff e Levine 1974).

Os animais que néo voltaram para a gaiola viveiro, passaram de uma condicdo de

habituacdo a sala na gaiola viveiro, estresse agudo por contencdo e novidade. Alguns
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animais do grupo R12010 apresentaram 0s mesmos comportamentos de mic¢éo, defecacdo
e tensdo muscular ao serem colocados na caixa de acrilico e também foram os que
apresentaram maiores duracGes de grooming, com destaque para o corporal e maior
numero de cadeias sintaticas.Nesse sentido, os efeitos de habituacdo da gaiola familiar
podem ter diminuido os niveis de ansiedade causados pela contencdo. Na maioria dos
grupos, a sucessdao do estressor agudo para a novidade fez com que 0s animais
apresentassem sinais de habituacdo na caixa de acrilico apds os primeiros 15 minutos de
sessdo, como diminuicdo das duragbes de grooming, sono e diminuicdo da locomocao,
com excessao do grupo R12010. Para estudos futuros, é sugerido que seja feita a coleta de
dados também seja feita nos animais durante o intervalo na caixa familiar. Com isso,
espera-se encontrar dados sobre uma possivel habituacdo e dados sobre o grooming em um

ambiente ja conhecido pelo animal, sem o contexto de novidade da caixa de acrilico.

Em sintese este trabalho proporcionou os seguintes resultados: em relagdo ao tempo
de contencdo, apenas a duracdo de duas horas mostrou-se efetiva para produzir mudancas
significantes no groomingcorporal e na frequéncia de cadeias estereotipadas, 0 que € um
indicativo do envolvimento dogroomingno “dearousal”. Em relagdo ao tempo de sessao,
10 minutos € o tempo minimo recomendado para a investigacdo do grooming, visto que 0s
resultados foram significativamenteparecidos com o tempo de sessdo de 20 minutos. O
intervalo de 20 minutos entre a contencdo e o teste foi suficiente para diminuir
drasticamente a duracdo do grooming em todos os grupos. Em relacdo ao material utilizado
no experimento, as redes de arame se mostraram uma alternativa eficaz e de baixo custo
para a contencdo dos animais. Futuras investigacbes que variem o intervalo entre
contencdo e teste podem fornecer dados sobre a tolerancia e duragéo nos efeitos do estresse

por contencao.
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Considerac6es Finais

Os resultados obtidos replicam parcialmente os resultados de Zimprich el al.
(2014); Imediatamente ap6s um periodo de duas horas de conten¢do de movimentos, 0s
ratos apresentaram aumento na atividade de grooming, composta por grooming rostral,
corporal e cadeias estereotipadas. Em relacdo a distribuicdo regional, o grooming corporal
apareceu como medida de maior relevéncia para o estudo. Contudo, apesar da alta duracédo
de grooming corporal apds a restricdo de duas horas, o intervalo entre a contencao e teste
foi suficiente para suprimi-lo drasticamente, o que pode indicar a curta duracdo do efeito
estressor da contencdo. Ao contrario dos resultados de Zimprich et al. (2014), ndo foram
encontrados efeitos do estresse de restricdo na locomocgédo. Além disso, 15 e 30 minutos de

contencdo néo sdo suficientes para a investigacdo do groomingrostral neste contexto.

O grooming pode ser modulado por diversos contextos, como a privagdo de sono
paradoxal, exposicdo a novidade, medo condicionado, labirinto em cruz elevado, e como
no caso deste estudo, contencdo (Nunes, Pezzato e Hoshino 2012 e Veloso 2012 ) A
variagdo e diferentes configuracdes destes contextos podem ajudar a ressaltar a
importancia do grooming e sua distribuido regional como um marcador de ansiedade de
facil detecgdo, modulagdo e contribuir para investigacdes sobre futuras sobre estresse e

ansiedade.

Em conclusdo, pode se inferir que os resultados obtidos abrem margem para a
realizacdo de novos experimentos, por exemplo,realizando um ndmero maior de sessdes
(re-teste) para analisar a tolerancia dos efeitos estressores da contencéo e a distribuicao
regional de grooming. Por outra perspectiva, € possivel investigaro efeito daadministracao
de drogas benzodiazepinicas na duracdo de grooming corporal, na medida em que esta

categoria de grooming se mostrou mais significante neste procedimento; se isto vier a
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ocorrer, importantes dados sobre o grooming como um modelo de ansiedade e estresse

podem ser encontrados.
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