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VELOSO, André Wilson Nazareth. Curso temporal e distribuicdo regional da autolimpeza de
ratos em resposta a diferentes estressores ambientais. 2012. 50p. Dissertagdo (Mestrado em
Analise do Comportamento) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina (PR), 2012.

RESUMO

A autolimpeza (grooming) de roedores ¢ um padrio fixo de acdo compartilhado
funcionalmente entre varias espécies animais, ocupando uma funcdo prioritaria de
higienizagdo do corpo. Além disso, o grooming tem sido apontado como um tipo de coping
comportamental envolvido em contingéncias estressantes e alguns aspectos desse
comportamento tém sido abordados na pesquisa de estresse e ansiedade. No entanto, poucos
trabalhos tém se dedicado a estudar como as variaveis ambientais modulam o grooming. O
presente estudo objetivou investigar como estressores ambientais diferentes alteram o
grooming e quais padroes desse comportamento sdo formados por essas alteragdes. Para isso,
40 ratos foram submetidos sequencialmente a cinco testes (Labirinto em Cruz Elevado [LCE],
Teste do Enterramento de Bolas-de-Gude [TEB], Extingdo Operante [EXT], Contexto do
Medo Condicionado [CMC] e Imobilizagdo [P-IM]) conhecidos por seus efeitos
estressantes/ansiogénicos sobre o comportamento. Uma sessao prolongada de 30 minutos foi
adotada em todos os testes ¢ os dados foram analisados pelo curso do tempo e distribuigao
regional do grooming (rostral e corporal). As medidas convencionais de cada teste foram
observadas em fungdo de fornecer suporte comparativo para as medidas de grooming. O
grooming no LCE e no TEB tendeu a ascender ao longo do tempo, enquanto houve queda da
explora¢do (LCE ¢ TEB), da avaliagdo de risco (LCE) e do tempo de escavagdo (digging —
TEB). Isso permitiu caracterizar a curva ascendente de grooming como uma resposta de
habituacdo ao contexto. Adicionalmente, essa curva foi atribuida ao prolongamento de
grooming corporal ao decorrer da sessdo. O grooming na EXT foi drasticamente suprimido.
Essa supressdo do grooming foi atribuida a (1) ativagdo do sistema de inibigdo
comportamental subjacente a frustracdo provocada pelo ndo-refor¢amento e a (2)
permanéncia das varidveis estressoras (privagdo de agua e contexto frustrante) durante a
sessdo. O CMC provocou uma alternancia constante entre o congelamento e o grooming
durante a sessdo. Isso permitiu inferir que esse contexto manteve-se ansiogénico durante a
maior parte do tempo. Em consequéncia, o CMC bloqueou a ascensdo da curva de grooming e
observou-se que isso foi devido a um atraso /impedimento no prolongamento do grooming
corporal. A P-IM, apresentou um pico de atividade exploratoria e de grooming no inicio da
sessdo, ambos tendendo ao declinio ao longo do tempo. Como houve um surto agudo de
congelamento apos o pico de exploracdo, foi inferido que a imobilizagdo deve ter aumentado
a aversdo a novidade da caixa de observagdo. Assim como no CMC, o grooming foi impedido
de ascender. Comparado aos contextos de exposi¢do a novidade sem estresse prévio (i.e., LCE
e TEB), o impedimento no prolongamento de grooming denota um prejuizo da habituacdo ao
contexto na P-IM. Tomados em conjunto, os resultados mostraram que o grooming corporal
foi o maior responsavel pela variagdo na duragdo do grooming em resposta aos diferentes
contextos. Esses resultados ressaltam a importancia de sessdes prolongadas para a avaliagdo
do grooming, assim como sua utilidade para a investigagdo da ansiedade e do estresse em
resposta ao contexto.

Palavras-chave: Modelos animais. Ansiedade. Habituagdo. Grooming. Estresse. Curso
temporal.
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ABSTRACT

Rodent grooming is a fixed action pattern functionally shared among several animal species
which plays a primary function of body surface care. In addition, the grooming has been
considered as a type of behavioral coping involved in stressing situations. Some aspects of
this behavior has been discussed in the stress and anxiety research. However, few works have
been devoted to study how environmental variables modulate grooming. The objective of the
present study was to investigate how different environmental stressors change grooming and
what is the direction of that change. Thus, 40 rats were subjected sequentially to five
procedures (Elevated Plus Maze [EPM], Marble Burying Test [MBT], Operant extinction
[EXT], Contextual Fear Conditioning [CFC] and immobilization [P-IMO]) known by their
stressing or anxiogenic effects on behavior. Extended 30-min sessions were adopted in all the
tests. Data were analyzed regarding their time course and the regional distribution grooming
(rostral or body components). Conventional measures of each test were recorded in order to
provide elements for interpreting grooming results. Along the session, grooming in the EPM
and MBT increased while exploration (EPM and MBT), risk assessment (EPM) and digging
(MBT) declined. Such results suggest that grooming increases can be seen as an instance of
contextual habituation. In addition, the changes in the duration of grooming along the session
were found to be mostly in virtue of the changes in its body component. Grooming in the
EXT was found to be importantly decreased. Such grooming suppression could be attributable
to: (1) behavioral inhibition involved in frustration resulting from nonreinforcement and; (2)
the stressing variables (water deprivation and frustrating context) being present during the
whole session. During the CFC, alternation between freezing and grooming was found along
the session. Therefore, it seems that this context kept its aversiveness most of the time.
Further, grooming was found to be decreased in this test and that can be explained by the low
levels of the body component. In the P-IMO session, exploration and grooming were high in
the beginning, and then declined. As high freezing was found to follow the greater exploration
period, immobilization apparently increased the aversiveness of the novel box. Just as in the
CFC, grooming remained at low levels. As compared to the contexts of novel environment
exposure without previous stress (i.e., EPM and MBT), the low grooming levels found in the
P-IMO seem to indicate a disturbed habituation process. Together, these results show that the
body component account for most of the variation in grooming duration to the different tests.
These results also suggest that lengthy sessions can be heuristic in identifying factors
regulating grooming and its usefulness in the investigation of context induced anxiety and
stress.

Key-words: Animal models. Anxiety. Habituation. Grooming. Stress. Time course.
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1 INTRODUCAO

1.1 MODELOS ANIMAIS: CRITERIOS DE VALIDACAO E UTILIZACAO DE MEDIDAS

COMPORTAMENTAIS

Modelos animais podem ser definidos como preparagdes experimentais em
uma espécie para os propositos de estudar fendmenos que ocorrem na mesma ou outra espécie
(Geyer & Markou, 1995). Um modelo animal de transtornos do comportamento intenta
simular ou modelar condigdes humanas presentes nos transtornos como, por exemplo, a
topografia comportamental, uma possivel etiologia ou processo neurobioldgico envolvido.
Apesar disso, nem sempre um modelo é capaz de simular todos os aspectos, € nem € preciso
que assim seja para ser considerado valido (Geyer & Markou, 1995; Graeff, 2005a; Hinde,
1977).

Existem critérios para a validacdo de um modelo que, tendo sido projetado
para um proposito de investigacdo, t€m de ser satisfeitos. Os critérios de validade mais
conhecidos sdo os de validade preditiva, de construto, etioldgica, convergente, discriminante
¢ de face (Geyer & Markou, 1995). Dentre eles, trés podem ser destacados (Graeff, 2005a)
como os mais importantes: Previsibilidade (Validade Preditiva), Analogia (Validade de Face)
e Homologia (Validade de Construto). Os outros critérios terminam por estar envolvidos em
segundo plano (“embutidos” aos outros) na constru¢ao do modelo. O que ndo quer dizer que
todos tém de ser preenchidos.

Um modelo possui alta validade preditiva quando sua medida
comportamental sofre efeitos de agentes farmacologicos (1) que sdo eficazes na atenuacao de
certas condigdes psicopatologicas em humanos, ou que (2) agravam tais condi¢des, como
também quando (3) ndo sofre efeitos de fArmacos que sdo conhecidos por serem ineficazes
nessas mesmas condi¢des (Graeff, 2005a). Como exemplo, o Labirinto em Cruz Elevado ¢ um
modelo bem validado e conhecido de ansiedade. Baseado sobre a tendéncia de ratos em evitar
espagos abertos, o labirinto ¢ contruido no formato de uma cruz deitada, mas erguida do chao
o suficiente para evitar que o rato escape. A cruz ¢ formada por dois bragos abertos e dois
fechados. Os bracos fechados tendem a ser mais explorados do que os abertos. Em uma sessao
de cinco minutos nesse modelo, drogas ansioliticas aumentam o tempo gasto nos bragos
abertos do labirinto. Ao contrario, drogas ansiogénicas reduzem o tempo gasto nesses bragos
(i.e., o modelo atende as condi¢des 1 e 2 acima mencionadas). Outras drogas ndo eficazes em

combater ansiedade, ndo surtem efeito sobre o comportamento no modelo (Graeff, 2005b).
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Como o critério de validade preditiva exige correspondéncia entre os efeitos
de farmacos tanto em um transtorno quanto no modelo animal, tal critério ¢ frequentemente
baseado em isomorfismo farmacologico (Geyer & Markou, 1995), isto ¢, o modelo é validado
por ser sensivel a drogas distintas, mas com fungdes semelhantes (e.g., fluoxetina e
paroxetina, ambos efetivos na reducdo de ansiedade em administragao cronica).

A validade de face (analogia) ¢ obtida quando os comportamentos
simulados no modelo sdo semelhantes aos comportamentos tipicos em um transtorno (Geyer
& Markou, 1995; Graeft, 2005a). Por exemplo, o modelo do desamparo aprendido possui face
similar a0 que ocorre com pacientes depressivos. Dado que pacientes tem seus repertorios
comportamentais gerais reduzidos e, no modelo animal, os ratos também reduzem seus
repertorios gerais (e.g., congelamento e baixa mobilidade), pode-se dizer que tal modelo
possui validade de face. Mas alguns modelos ndo se assemelham a qualquer comportamento
tipico de transtornos e ainda assim s3o validos. Este é o caso de modelos de transtornos
psicoéticos, com os quais reproduzir comportamentos encobertos, como os delirios, ou outros
caracteristicos, como paranoia, seria praticamente impossivel. Consecutivamente, qualquer
comportamento que decline em frequéncia ou tempo, mediante a introducdo de agentes
neurolépticos, poderia tornar-se a medida comportamental valida para o modelo. Isto, desde
que farmacos conhecidos por elevarem comportamentos psicOticos tenham o efeito de
aumentar tal medida comportamental.

Também, um modelo pode apresentar validade de construto (homologia). O
processo de validacdo do construto ¢ o mesmo de um procedimento cientifico geral para o
desenvolvimento e testagem de teorias (Geyer & Markou, 1995). Portanto, o construto que
baseara o modelo deve ser experimentalmente derivado. Por exemplo, estudos de
neuroimagem e lesdo implicam o cortex orbito-frontal na fisiopatologia dos comportamentos
compulsivos em humanos (Hugo, van Heerden, Zungu-Dirwayi, & Stein, 1999). Se num
modelo animal, a lesdo do cortex orbital de ratos, correspondente ao cortex orbito-frontal em
humanos (Uylings, Groenewegen, & Kolb, 2003), resulta em aumento de comportamentos
compulsivos pelo animal, entdo, o0 modelo e a condi¢do humana serdo homodlogos porque
possuem similaridade quanto aos mecanismos de indugdo e sistema neural. O que significa
que o modelo tera validade de construto.

Justamente porque um modelo raramente consegue abranger todos os
principais critérios de validade (Graeff, 2005a; Geyer & Markou, 1995), pesquisas

envolvendo um transtorno ndo podem depender de um inico modelo animal. Isso porque cada
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critério de validade atende aspectos especificos do transtorno ou seu tratamento. Desse modo,
outros modelos também podem ser usados de comparagao para fornecer validade ao modelo
construido. Este é o papel dos critérios de validade convergente ¢ validade discriminante, e
sdo requisitos na validagdo do construto. Se um modelo animal base ¢ eficaz em medir
ansiedade de modo correlato ao outro modelo de comparagdo que também mede ansiedade,
entdo temos convergéncia entre os dois modelos e, portanto, o0 modelo base tem boa validade
convergente. Ao contrario, se esse mesmo modelo base ¢ capaz de medir ansiedade, mas nao
depressao (que ¢ a medida de modelo de comparacdo), entdo o modelo base ¢ discriminante
do modelo de comparacao e, assim, possui boa validade discriminante. Portanto, a validade
convergente e discriminante sao medidas dependentes das quais pode ser inferida a validade
do construto.

Por ultimo, um modelo animal tera validade etioldgica desde que as
condi¢des que induzem o fendmeno no modelo sejam as mesmas que induzem aspectos no
transtorno (Geyer & Markou, 1995). Esse critério ¢ estritamente ligado ao de validade de
construto. Desde que seja possivel identificar a homologia entre o modelo animal e o
transtorno em humanos, um construto pode dar pistas sobre a etiologia do transtorno. Um
modelo baseado etiologicamente poderia superar qualquer modelo baseado no tratamento
(i.e., isomorfismo farmacoldgico), visto que o proprio modelo direcionaria o tratamento a ser
utilizado, e ndo o contrario (Geyer & Markou, 1995). Contudo, as etiologias dos transtornos
do comportamento ndo estdo bem estabelecidas e, por isso, existe uma grande dificuldade em
construir um modelo baseado etiologicamente. Como cada modelo intenta investigar aspectos
especificos de um transtorno, os critérios de validade serdo aplicaveis em funcao do que o
modelo pretende avaliar. Entdo, um modelo animal valido ¢ aquele capaz de investigar o que
ele foi projetado para investigar (Geyer & Markou, 1995).

Os modelos animais dividem-se em comportamentais, farmacolégicos e
genéticos (Man, Hudson, Ashton, & Nutt, 2004), classificados, desta forma, pelo modo com
que os comportamentos-alvo, caracteristicos de um transtorno, sao induzidos no modelo. Seja
por introdugdo de um farmaco afetando algum sistema neurotransmissor, pela alteracdo
enzimdtica de algum gene codificador de um sistema ou pela manipulacido experimental de
variaveis ambientais. Como o comportamento ¢ produto de um processo evolutivo, modelos
etoldgicos tém grande potencial para responder a questdes sobre os efeitos bioquimicos e
aspectos comportamentais correspondentes a um transtorno (Morrisson & McKinney, 1977).

J4

Assim, sendo que a medida etoldgica é o comportamento proprio de uma espécie, a
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generalizacdo entre espécies torna-se possivel (Fairbanks, 1977) porque o comportamento
estudado num transtorno ¢, em sua origem, adaptativo do ponto de vista evolutivo (Fairbanks,
1977; Gray & McNaughton, 2000a). O comportamento de limpeza (cleanliness) ou mesmo
lavagem (washing), por exemplo, foi selecionado evolutivamente para muitas espécies ao
combater organismos residentes na sujeira, elevando, assim, as probabilidades de
sobrevivéncia. Da mesma forma, a checagem (checking) deve ter evitado que muitos filhotes
fossem predados. Mas mesmo na auséncia aparente de sujeira ou de predadores, tais
comportamentos podem ocorrer e serem mantidos. Ainda assim, sdo evolutivamente
adaptativos por estarem prevenindo potenciais acontecimentos perigosos ou aversivos (Gray

& McNaughton, 2000a).

1.2 A AUTOLIMPEZA DE ROEDORES (GROOMING) E SUA FUNCIONALIDADE PARA OS MODELOS

ANIMAIS

O comportamento de grooming ¢ um padrdo fixo de agdo compartilhado
funcionalmente entre varias espécies animais. Esse comportamento tem sido observado, por
exemplo, em varios mamiferos como nos roedores (Berridge K. C., 1990) e felideos (Eckstein
& Hart, 2000), bem como em artropodes ¢ em aves, ocupando uma funcdo evolutiva
prioritaria de “cuidado com a superficie do proprio corpo” (Spruijt, van Hooff, & Gispen,

1992).

Figural— Prototipo do padrdo estereotipado de grooming: Os quatro desenhos dos ratos estdo
posicionados na sequéncia cronologica, da esquerda pra a direita, das quatro fases do
grooming estereotipado. Fase 1: série de fortes movimentos simétricos em forma de
elipse ao redor do nariz. As patas direita e esquerda seguem alternandoentre trajetorias
de movimentos maiores € menores. Fase 2. série de movimentos unilaterais, cada
movimento envolvendo uma pata, que alcancam até as vibrissas mistaciais abaixo dos
olhos. Os ratos costumam fazer movimentos hibridos das Fases 1 e 2, em que uma pata
faz o movimento unilateral da Fase 2, enquanto a outra pata faz um curto movimento
eliptico da Fase 1. Fase 3: série de movimentos amplos bilaterais feitos
simultaneamente com ambas as patas friccionando com a parte superior da cabega.
Patas se estendem por tras em direcdo ao pescoco e ddo a volta para cima, ascendendo o
suficiente para passar por cima das orelhas, deslizando juntas, em seguida, em dire¢do a
frente do rosto. Fase 4: movimentos prolongados de lambidas do corpo (retirado e
adaptado de Berridge, Aldridge, Houchard, & Zhuang, 2005).
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Adicionalmente, observou-se em algumas espécies de roedores que, em
muitas das vezes, essa “higienizagdo” ¢ executada numa ordem de a¢des de forma rigida. Isso
levou o grooming a ser considerado como um fenétipo comportamental estereotipado
(Berridge, Fentress, & Parr, 1987; Berridge K. C., 1990). Alguns estudos demonstraram que
os roedores tendem a apresentar um conjunto de movimentos sequenciais € ritmicos
anatomicamente distribuidos (Berridge K. C., 1990; Berridge, Fentress, & Parr, 1987;
Fentress, 1988), seguindo uma combinacdo de quatro fases (Berridge, Aldridge, Houchard, &
Zhuang, 2005) (ver Figura 1).

Em geral, as chances de o grooming ser apresentado pelo animal sdo
estocasticas. Em especial, algumas evidéncias tém mostrado que o grooming ¢ um
comportamento “auto-facilitado”, no sentido de que ¢ muito mais provavel que o animal
alterne ou prolongue os diferentes atos de grooming se ele ja esta engajado nesse
comportamento. Nesse sentido, um primeiro ato de grooming funciona como um estimulo
para um proximo ato de grooming (Bressers, et al., 1995b). Em termos probabilisticos, uma
vez que o animal inicia um episddio de grooming, ha uma forte tendéncia de que ele persevere
numa fase até fazer uma transi¢do para o elemento comportamental proximo na sequéncia de
grooming estereotipada (Bressers, et al., 1995a; Fentress, 1988; Berridge, Fentress, & Parr,
1987), mesmo que algum elemento seja saltado (e.g., dos [1°] movimentos com as patas
dianteiras [salta as fricgdes do rosto e das orelhas] para [2°] as lambidas no corpo).

Para além da modulacdo periférica, as variagdes mais estereotipadas de
grooming parecem ocorrer em fun¢do do controle central (Spruijt, van Hooff, & Gispen,
1992). Foi demonstrado que camundongos que tiveram suas patas dianteiras amputadas pouco
apos o nascimento, quando adultos mostraram movimentos caracteristicos de grooming facial
(movimentagdo de ombros combinada a movimentos de cabega e piscadas) similares aos dos
camundongos intactos (Fentress, 1973). O que sugere um forte componente enddégeno no
controle do grooming. Isso parece de especial importdncia para a compreensdo dos
mecanismos centrais da regulagdo desse comportamento.

Em particular, o grooming pode ser induzido pela administracdo do
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) no nucleo paraventricular hipotalamico (Gispen &
Isaacson, 1981; Isaacson, Hannigan Jr., Brakkee, & Gispen, 1983; Jolles, Rompa-Barendregt,
& Gispen, 1979a). Também vérios outros peptideos com mecanismos de ac¢do distintos como
a vasopressina, a oxitocina, a prolactina, a substancia P, o fator de liberagdo de corticotrofina

(CRF), entre outros [ver (Spruijt, van Hooff, & Gispen, 1992)] podem induzir grooming em
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ratos e camundongos. Ademais, essas indu¢des farmacoldgicas podem mostrar padroes desse
comportamento com topografias especificas ao tipo de substancia administrada, indicando que
diferentes mecanismos neurais estdo envolvidos na regulagdo dos diferentes padrdes de
grooming (Bressers, et al., 1995a; Bressers, et al., 1995b; Greidanus, et al., 1985).

No ambito dos padroes estereotipados de grooming, estudos recentes tém
focado sobre as razdes pelas quais um episodio ¢ interrompido ou descontinuado (Enginar,
Hatipoglu, & Firtina, 2008; Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kalueff & Tuohimaa, 2005a; Kalueff
& Tuohimaa, 2005b; Kalueff & Tuohimaa, 2005c) mostrando que investigacdes desses
aspectos podem ser Uteis na pesquisa com modelos animais de estresse e ansiedade. Além
disso, o grooming tem sido considerado como um estilo de coping comportamental a desafios
estressantes/ansiogénicos (Spruijt, van Hooff, & Gispen, 1992). Nesse contexto, poucos
trabalhos atuais tém se dedicado a estudar como o grooming responde as variaveis ambientais
[e.g., (Estanislau, 2012; Kalueff & Tuohimaa, 2005b; Komorowska & Pellis, 2004; van Erp,
Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994)]. Dentre esses poucos, van Erp e cols. (1994)
estudaram o curso temporal do grooming em resposta a alguns estressores ambientais e
observaram que a severidade do estressor mais atrasa que facilita a ocorrencia de grooming.
No entanto, os ratos expostos ao estressor mais severo utlizado naquele estudo (confronto
com um coespecifico dominante) fizeram mais grooming do seus controle apds 20 minutos de
tempo decorrido. Isso indica que, mais do que atrasar o grooming, o encontro com o
coespecifico atrasou o declinio de grooming como observado no ratos controle.
Adicionalmente, o grooming induzido por novidade é conhecido por aumentar gradualmente
ao decorrer do tempo [e.g., (Jolles, Rompa-Barendregt, & Gispen, 1979a; Jolles, Rompa-
Barendregt, & Gispen, 1979b; van Erp, Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994)] e esse
fendmeno foi sugerido como indicador da habituag¢ao ou reducdo de excitagdo (dearousal) em
resposta a novidade (Komorowska & Pisula, 2003). Desse modo, esses achados concordam
com a ideia de que o grooming pode emergir como uma forma de coping a eventos
estressantes.

Portanto, o presente estudo objetivou investigar como diferentes tipos de
estressores alteram o grooming e quais padroes desse comportamento sdo formados por essas
alteragdes. Dado o fato de que diferentes estressores provocam aumento no grooming, fica a
pergunta sobre se as caracteristicas do aumento sdo semelhantes ou diferentes a depender do
tipo de estressor. A fim de responder a essa pergunta, o presente trabalho usou estressores

envolvendo diferentes processos comportamentais, a saber: exploragdo de ambiente novo,
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frustracao, medo e ansiedade potencializada por estresse. Para tanto, foram utilizados cinco
conhecidos paradigmas-teste (i.e., Labirinto em Cruz Elevado [LCE], Teste do Enterramento
de Bolas-de-Gude [TEB], Extincdo Operante [EXT], Contexto do Medo Condicionado
[CMC] e Imobilizacao [P-IM]) conhecidos por seus efeitos estressantes/ansiogénicos sobre o
comportamento. Uma sessdo prolongada de 30 minutos foi adotada em todos os testes e os
dados foram analisados pelo curso do tempo e distribuicdo regional do grooming (i.e.,
grooming rostral e corporal). As medidas proprias de cada teste foram observadas em fungao

de fornecer suporte comparativo para as medidas de grooming.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 SUJEITOS

Quarenta ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos adultos pesando 250 —
300 gramas foram obtidos de uma coldnia da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Eles
foram mantidos no biotério do Departamento de Psicologia Geral e Analise do
Comportamento (PGAC/CCB) dessa mesma universidade, sob um ciclo claro-escuro de 12/12
horas (luzes as 7:00 h) e temperatura de 23 + 2° C. Foram colocados 5 ratos por gaiola
pléstica (40 cm x 34 cm x 17 cm) forrada com cepilho. Comida e dgua estiveram disponiveis
ad libitum. Nenhuma manipulagdo relativa ao experimento ocorreu antes de pelo menos uma
semana de habituagdo dos animais ao biotério. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Psicologia Experimental e Psicobiologia (PGAC/CCB/UEL — sala 256). Todo
o procedimento experimental foi conduzido de acordo com as recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncia e Comportamento, por sua vez, baseadas nas recomendagdes do
US National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals ¢ com a
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagio Animal da UEL (CEUA/UEL 68/12,
processo n° 29267.2001.20).

Tabela 1 — Delineamento Experimental.

FASE 1 FASE 2 2
Periodo 1 Sequéncia | e > Periodo 2 é %
S 1 Tremo RPB | LCE + 7 dias = S ‘g
Q 9 2 + 2 dias ....... I gﬂ TEB + 7 dias = 2 3
- 5 3 CRF 18| EXT +7 dias S S 9
g |F 4 +7dias ... 1& |  CMC +7 dias g g g
& 5 | Inicio FASE2 | P-IM & ~

Siglas: RPB = resposta de pressdo a barra; CRF = Refor¢amento Continuo; LCE = labirinto em cruz elevado;
TEB = teste do enterramento de bolas-de-gude; EXT = extingdo operante; CMC = contexto do medo
condicionado; P-IM = observacao pés-imobilizagao.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O delineamento experimental estd sumarizado na Tabela 1. A pesquisa foi

conduzida em duas fases consecutivas. A Fase 1 corresponde a um periodo de treinamento e a

Fase 2 corresponde ao periodo de experimentacdo. Essas duas fases consecutivas foram
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conduzidas utilizando 20 ratos por vez. Apds o término da Fase 2 (com os primeiros 20 ratos),
um nova etapa foi iniciada, utilizando-se os 20 ratos restantes submetidos ao mesmo
tratamento.

Na Fase 1, o comportamento dos ratos foi modelado, sob privacao de agua
por 48 horas, a resposta de pressdo a barra em uma Caixa de Skinner padrdo (Eltrones,
modelo ELT — 02), em funcdo de atender a um dos procedimentos da Fase 2 (i.e., a Extingao
Operante). Dois dias apds a modelagem, sob a mesma privagao, foi realizada uma sessao de
reforcamento continuo (CRF) da resposta de pressdo a barra, encerrada apds o rato ter sido
saciado (i.e., apés dez minutos decorridos sem que rato pressionasse a barra). Uma semana
apo6s o término desse procedimento, a Fase 2 foi iniciada.

Na Fase 2, cinco testes foram utilizados na seguinte sequéncia: 1° —
Labirinto em Cruz Elevado (LCE), 2° — Teste do Enterramento de Bolas-de- gude (TEB), 3° —
Extingdo Operante (EXT), 4° — Contexto do Medo Condicionado (CMC) e 5° — Imobilizagao
(P-IM). Os mesmos ratos foram submetidos a todos os testes. Cada teste foi conduzido em
quatro dias, utilizando 5 ratos por dia (5 ratos x 4 dias). Foram adotados intervalos de sete
dias entre os testes. Os experimentos foram realizados entre 14 e 18 horas em uma sala
preparada para cada teste (com iluminacdo de 168 lux aproximadamente). Com excecdo do
LCE, os ratos foram aclimatados por uma hora antes do inicio do experimento na propria sala
de testagem (a aclimatagdo anterior ao LCE foi feita no ambiente da antessala da sala de
testagem). Ao final de cada sessdo, o rato testado foi levado para outra gaiola plastica (40 cm
x 34 cm x 17 cm) e mantido distante dos ratos que ainda nao tinham sido testados para evitar
a transmissdo de pistas olfativas de estresse. Todas as sessdes dos testes foram gravadas com

uma camera filmadora digital.

2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

2.3.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado é um aparato de madeira constituido por quatro
bracos erguidos a 50 centimetros do chdo formando uma cruz. Dois bragos do labirinto (50
cm x 10 cm) sdo fechados com planos perpendiculares (40 cm) as bordas do braco. Os dois
outros bracos sdo abertos (50 cm x 10 cm) e bordeados com acrilico até a altura de 01 cm. No

centro entre os bracos, ha um quadrado plano (10 cm x 10 cm) ligando os bragos abertos e
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fechados. Cada rato foi colocado no quadrado central com a face voltada para um dos bracos
fechados e filmados por 30 minutos com uma camera posicionada a 2.4 metros do chao.

As medidas registradas foram 1) Frequéncia e Tempo de Entradas nos
Bracos: quando o rato entra com quatro patas dentro de um brago fechado ou aberto. As
entradas sdo dadas por terminadas quando o rato, ao sair de um brago, coloca as quatro patas
dentro do quadrado central; 2) Frequéncia da Avaliacao de risco (stretched-attend postures —
SAP): quando o rato estica o corpo mantendo as patas traseiras fixadas no mesmo local e

retorna a posi¢@o de origem; 3) Grooming: ver sessao “Medidas do Grooming™.

2.3.2 Teste do Enterramento de Bolas-de-gude (TEB)

O TEB consiste em expor o rato a uma gaiola nova com serragem até a
altura de 05 cm e bolas-de-gude espalhadas por sobre a mesma. As bolas-de-gude enterradas
tém sido consideradas como um marcador de ansiedade em roedores, especialmente porque o
nimero de bolas enterradas ¢ reduzido apds um tratamento ansiolitico (Broekkamp, Rijk,
Joly-Gelouin, & Lloyd, 1986; Njung'e & Handley, 1991). Contudo, a contagem de bolas ao
longo da sessdo mostra-se pouco informativa para os propositos do presente trabalho.
Alternativamente, as bolas-de-gude enterradas tém sido consideradas um marcador da
intensidade do comportamento de escavacdo (digging) em camundongos (Gyertyan, 1995;
Thomas, et al., 2009). Em concordancia, algo similar foi observado nos ratos do nosso
experimento, sendo que, em uma andlise preliminar, o total de bolas enterradas obteve altas
correlagdes com os padrdes de escavacao (Correlagao de Spearman [n = 40]: bolas enterradas
vs tempo de escavacdo: r = 0,808; p < 0,01 — bolas enterradas vs frequéncia de escavagdo: r =
0,789; p < 0,01 — frequéncia vs tempo de escavagdo: r = 0,911; p < 0,01). Dada a alta
consisténcia interna entre as medidas do TEB, o tempo de escavagdo foi adotado como
marcador padrao do efeito ansiogénico do teste.

Os ratos foram retirados de suas gaiolas e colocados individualmente em
uma gaiola plastica (17 cm x 28 cm x 12 cm) forrada com cinco centimetros de maravalha e
com 8 bolas de gude (2,5 cm de diametro) distribuidas em sua area. A sessdo foi filmada com
uma camera posicionada a 2.4 metros do chdo durante 30 minutos. Apos isso, os ratos foram
devolvidos as suas gaiolas. As categorias comportamentais mensuradas foram: 1) Nimero de
bolas-de-gude enterradas: ao final da sessdo, as bolas ndo cobertas pela serragem foram

contadas e subtraiu-se pelo numero total de bolas dispostas no inicio da sessdo (e.g.; 8 [bolas
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totais] — 3 [bolas descobertas] = 5 [bolas enterradas]); 2) Frequéncia e Tempo de Escavacao
(digging): mover a maravalha com as patas; 3) Locomog¢do: nimero de quadrantes cruzados
(subdivisdo do espago da caixa em quatro quadrantes); 4) Grooming: ver sessao “Medidas do

Grooming”.

2.3.3 Extingao Operante (EXT)

O procedimento de extingdo operante consiste em suspender o reforcamento
de um comportamento previamente fortalecido (i.e., pressdo a barra ndo mais resulta em
liberacao de agua). Os ratos, previamente privados de dgua por 48 horas, foram retirados
individualmente de suas gaiolas e colocados em uma Caixa de Skinner padrio (Eltrones,
modelo ELT — 02) suspensa a 0.5 metros do chdo. Para favorecer a observagdo detalhada, um
espelho foi adaptado debaixo da caixa de modo a refletir o interior da Caixa de Skinner
através de seu fundo gradeado. A sessdo foi filmada com uma camera posicionada
frontalmente a um metro de distdncia. A sessdo iniciou em um esquema de refor¢camento
continuo de 15 pressdes a barra (CRF 15). Atingida a décima quinta resposta de pressao
reforcada, a barra foi desativada (extingdo operante). A partir de entdo, um periodo de 30
minutos foi utilizado para observagao. Apds isso, os sujeitos foram retornados as suas gaiolas.
As categorias comportamentais mensuradas foram 1) Taxa de resposta de pressdo a barra e

2) Grooming: ver sessdo “Medidas do Grooming™.

2.3.4 Contexto do Medo Condicionado (CMC)

O paradigma-teste ¢ referente ao procedimento de Condicionamento
Pavloviano de Medo Contextual (Jaffard, Bontempi, & Menzaghi, 2001). Esse procedimento
foi realizado na mesma Caixa de Skinner utilizada na “Extin¢do Operante” para evitar o efeito
de ambiente novo (foram usados os mesmos aparatos de espelho e filmagem descritos no
procedimento anterior).

Duas sessdes foram realizadas. Na primeira sessdo, os ratos foram
colocados na caixa e foram disponibilizados dez minutos para exploragao livre. Apds esse
intervalo, um choque elétrico (0,6 mA, 1 s) foi liberado e o sujeito permaneceu mais 30
minutos na caixa. Apds isso, 0s sujeitos retornaram as suas gaiolas. A segunda sessdo

aconteceu 24 horas apo6s a primeira sessdo. Os ratos foram novamente colocados na caixa,
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mas nenhum choque foi liberado. Os ratos permaneceram por 30 minutos no equipamento e
retornaram as suas respectivas gaiolas.

As categorias comportamentais mensuradas foram 1) Tempo de
Congelamento: estado de paralisagdo ou imobilidade; 2) Frequéncia de Levantar-se: quando
o0 rato ergue-se apoiado sobre os membros traseiros e 3) Locomogao: niumero de quadrantes
cruzados (subdivisdo do espago da caixa em quatro quadrantes); 4) Grooming: ver sessdo

“Medidas do Grooming™.

2.3.5 Observagdo Pds-Imobilizagao (P-IM)

Esse procedimento ¢ uma adaptagdo de uma metodologia de estresse agudo
induzido por imobilizagdo de movimentos (Yamada, Santo-Yamada, & Wada, 2003). No
entanto, nosso método de imobilizagdo difere quanto a estrutura geométrica do aparato
imobilizador. No referido estudo, os autores utilizaram um caixa justa feita de tela de arame
(wire mesh cage). Ja nesta pesquisa, utilizou-se um imobilizador feito de tela de arame em
formato conico, porém moldavel ao corpo do rato. Isso permitiu ajustar de maneira em que o
animal ndo pode girar em torno de si mesmo e nem se mover.

Imediatamente apés trinta minutos de imobilizagdo, o rato foi colocado em
uma caixa de vidro transparente (30 cm x 30 cm x 60 cm) suspensa a 0,5 m do chdo para o
periodo de 30 minutos de observacdo. Essa caixa de vidro foi vedada em trés laterais com
papel fosco de coloragdo bege. A quarta lateral e o fundo foram deixados descoberta para a
filmagem. A sessao foi filmada com uma camera posicionada a 01 m de distancia com a lente
voltada para frente da caixa de vidro. Assim como nos dois procedimentos anteriores, um
espelho foi adaptado debaixo da caixa de vidro.

As categorias comportamentais mensuradas foram 1) Tempo de
Congelamento: estado de paralisagdo ou congelamento; 2) Frequéncia de Levantar-se:
quando o rato ergue-se apoiado sobre os membros traseiros; 3) Locomog¢ao: numero de
quadrantes cruzados (subdivisdo do espaco da caixa em quatro quadrantes); 4) Grooming: ver

sessdo “Medidas do Grooming™.



23

2.4 MEDIDAS DO GROOMING

O comportamento de grooming foi mensurado em todos os testes quanto a
sua frequéncia e tempo. Duas categorias de grooming foram criadas (grooming rostral e
grooming corporal) referindo-se as regides do corpo onde o animal se limpa. Assim, as quatro
fases do padrdo de agdo do grooming (Berridge, Aldridge, Houchard, & Zhuang, 2005) foram
distribuidas para compor essas duas categorias (como descritas no trabalho de Komorowska
& Pellis, 2004):

1 — Grooming rostral: movimentos de friccdo com as patas dianteiras
(incluindo lambidas nessas patas) em direcao ao nariz, focinho, cabeca e orelhas.

2 — Grooming corporal: toda acao direcionada a limpeza dos pelos ou pele
corporais, incluindo as partes laterais e ventrais do tronco, os genitais e a cauda. As cogadas
no corpo (seguidas de lambidas) com as patas traseiras (scratching) também foram
consideradas pertencentes a essa categoria.

Parar qualquer dessas agdes de grooming (i.e., nao grooming) foi
considerado como uma interrup¢do e marcado quanto a frequéncia e ao tempo. Um episddio
de grooming foi, portanto, composto pela soma do tempo de grooming rostral, de grooming
corporal e de interrup¢cdes menores do que 5 segundos. Interrupgdes maiores do que 5
segundos marcaram um novo episoédio de grooming. O tempo total de grooming foi obtido

pela soma do tempo de todos os episodios.
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3 ANALISE ESTATISTICA

A fim de se estudar o curso temporal das respostas comportamentais aos
testes, os 30 min de cada sessdo foram divididos em seis blocos com duracao de 05 min. Uma
analise preliminar dos dados foi realizada para verificar se os mesmos seguiam uma
distribuicao normal (teste de Kolmogorov-Smirnov). Para analisar os dados divididos por
“Blocos da Sessdo”, foi utilizado o teste de Friedman, seguido pelo teste post hoc de Dunn,
quando os dados ndo seguiram uma distribui¢do normal. Para os dados normais, foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) a um fator para medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc
de Newman-Keuls. O teste pareado de Wilcoxon foi utilizado para a comparagao de pares de
dados ndo normais. O teste t pareado de Student foi utilizado para a comparagdo de pares de

dados normais. Para todos os casos, foi adotado um intervalo de confianga de 95% (p < 0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 CURSO TEMPORAL DA RESPOSTA A CADA TESTE

4.1.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os resultados obtidos no LCE estdo representados na Figura 2. Apenas
metade dos ratos sairam para os bracos abertos, provavelmente como um efeito do
procedimento anterior (Hogg, 1996) de modelagem de resposta de pressdo a barra. Portanto, a
exploragdo dos bragos abertos nao foi utilizada como medida padrao de ansiedade. O teste de
Friedman revelou diferencas significativas entre blocos da sessdo quanto a frequéncia de
entradas nos bragos fechados (Fr = 99,64; p < 0.0001) e quanto a frequéncia de SAP na area
protegida (Fr = 100,7; p <0.0001). Analise post hoc mostrou que a frequéncia de entradas nos
bracos fechados no Bloco 1 foi maior do que todos os outros blocos, seguido pelo Bloco 2 que
foi maior do que os Blocos 5 e 6. A frequéncia de SAP na area protegida nos Blocos 1 e 2 foi
maior do que nos Blocos 3, 4, 5 e 6. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os
outros blocos (Figura 2B). Nenhum efeito significante do bloco da sessdo foi encontrado
sobre a porcentagem de tempo nos bracgos abertos (Figura 2A).

A andlise de variancia a um fator (ANOVA) para medidas repetidas revelou
efeito significante do bloco da sessdo sobre a duragao total do grooming (Fae04; = 5,195; p <
0.001). A analise post hoc mostrou que o Bloco 1 obteve uma menor duragdo do que nos
Blocos 3, 4, 5 e 6. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os outros blocos da
sessao (Figura 2C). O teste de Friedman revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre a
duragdo do grooming corporal (Fr = 45,27, p < 0.0001), mas n3o sobre a duragdo do
grooming rostral (Fr = 10,67; p = 0.0584). A analise post hoc mostrou que a dura¢do do
grooming corporal no Bloco 1 é maior do que nos Blocos 2, 3, 4, 5 ¢ 6. Nenhuma diferenga
significante foi encontrada entre os outros blocos da sessdo. Adicionalmente, o teste pareado
de Wilcoxon mostrou que a duragdo do grooming corporal foi menor do que a duragdo do
grooming rostral no Bloco 1 (W = 814,0; p < 0,0001) ¢ maior no Bloco 3 (W = -449,0; p <
0.0012), no Bloco 4 (W = -539,0; p < 0.0001), no Bloco 5 (W = -523,0; p < 0.0001) e no
Bloco 6 (W =-425,0; p <0.0003) (Figura 2D).
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Figura 2 — Medidas do Labirinto em Cruz Elevado. O eixo x descreve o tempo total da sessdo
dividido em seis blocos de 5 minutos. Os dados estdo representados pela média
(xE.P.M.). 26 p < 0.05 comparado aos Blocos 2, 3,4, 5 ¢ 6; 36 p < 0.05 comparado aos
Blocos 3,4, 5 ¢ 6; 7, p < 0.05 comparado aos Blocos 5 e 6; (Com exce¢do da duragdo
total do grooming [Grafico 2C — teste post hoc de Newman-Keuls], todas as outras
medidas foram comparadas pelo teste post hoc de Dunn); *, p < 0.05 comparado ao
grooming corporal no mesmo Bloco (teste pareado de Wilcoxon).
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4.1.2 Teste do Enterramento de Bolas de Gude (TEB)

Os resultados obtidos no TEB estdo representados na Figura 3. O teste de
Friedman revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre o tempo de escavacdo (Fr =
30,54; p <0.001). A analise post hoc mostrou que o tempo de escavagdo no Bloco 1 foi maior
do que no Bloco 5 e 6, e que no Bloco 2 foi maior do que no Bloco 6. Nenhuma diferenca

significante foi detectada entre os outros blocos (Figura 3A).
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Figura 3 — Medidas do Teste do Enterramento de Bolas. O eixo x descreve o tempo da sessdo de 30
minutos dividido em seis Blocos de 5 minutos. Os dados estdo representados pela média
(xE.P.M.). 26 p < 0.05 comparado aos Blocos 2, 3,4, 5 ¢ 6; 36 p < 0.05 comparado aos
Blocos 3, 4, 5 e 6; *°, p < 0.05 comparado aos Blocos 4, 5 ¢ 6; s p < 0.05 comparado
aos Blocos 5 ¢ 6; °, p < 0.05 comparado ao Bloco 6 (Com excegdo do tempo de escavagio
[Grafico 3A — teste post hoc de Newman-Keuls], todas as outras medidas foram

comparadas pelo teste post hoc de Dunn); *, p < 0.05 comparado ao grooming corporal no
mesmo Bloco (teste pareado de Wilcoxon).
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A ANOVA para medidas repetidas revelou efeito significante do bloco da
sessdo sobre o numero de cruzamentos (Fji193 = 5,195; p < 0.0001). A analise post hoc
mostrou que os cruzamentos foram maiores no Bloco 1 do que em todos os outros blocos, e
no Bloco 2 do que nos Blocos 3, 4, 5 e 6. Nenhuma diferenca significante foi detectada entre
os outros blocos (Figura 3B).

O teste de Friedman também revelou efeito significante do bloco da sessao
sobre a duragdo do grooming corporal (Fr = 27,71; p < 0.0001) e rostral (Fr = 39,70; p <
0.0001), mas ndo sobre a duragdo total do grooming (Fr = 1,465; p = 0.9170). A analise post
hoc mostrou que a duragdo do grooming corporal foi menor no Bloco 1 do que nos outros

blocos. A duragdo do grooming rostral foi maior no Bloco 1 do que nos Blocos 4, 5 ¢ 6, ¢ no
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Bloco 2 foi maior somente do que no Bloco 6. Nenhuma diferenca significante foi detectada
entre os outros blocos. Adicionalmente, o teste pareado de Wilcoxon mostrou que a duragdo
do grooming corporal foi menor do que a duragdo do grooming rostral no Bloco 1 (W =
714,0; p < 0.0001) e maior no Bloco 3 (W = -358,0; p < 0.01), no Bloco 4 (W = -352,0; p
<0.01), no Bloco 5 (W =-471,0; p <0.0001) e no Bloco 6 (W = -450,0; p < 0.0001) (Figura
3D).

4.1.3 Extingdo Operante (EXT)

Os resultados obtidos na EXT estdo representados na Figura 4. O teste de
Friedman apontou efeito significante do bloco da sessdo sobre a frequéncia de resposta de
pressdo a barra (Fr = 102,8; p <0.0001). A analise post hoc mostrou que as pressdes a barra
no Bloco 1 foram mais frequentes do que nos Blocos 3, 4, 5 ¢ 6. O Bloco 2 apresentou uma
frequéncia maior do que nos Blocos 4, 5, 6. A frequéncia de resposta no Bloco 3 foi maior
apenas do que no Bloco 6. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os outros
blocos (Figura 4A).

O teste de Friedman revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre a
duragdo do grooming rostral (Fr =19,19; p < 0,01), mas ndo sobre a duragdo do grooming
corporal (Fr = 7.986; p = 0.1570) nem sobre a duragdo total do grooming (Fr = 6,594; p =
0.2526). A analise post hoc mostrou que a duragdo do grooming rostral no Bloco 1 foi maior
apenas do que o Bloco 3. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os outros
blocos da sessdo. Adicionalmente, o teste de Wilcoxon mostrou que a duragdo do grooming
corporal foi menor do que a duragdo do grooming rostral no Bloco 1 (W =492,0, p <0.0001)
e no Bloco 6 (W = 184,0; p < 0.05) (Figura 4C).
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Figura 4 — Medidas da Extincdo Operante. O eixo x descreve o tempo da sessdo dividido em seis
blocos de 5 minutos. Os dados estio representados pela média (+E.P.M.). °, p < 0.05
comparado ao Bloco 3; *®, p < 0.05 comparado aos Blocos 3, 4, 5 ¢ 6; **, p < 0.05
comparado aos Blocos 4, 5 ¢ 6; ¢, p < 0.05 comparado ao Bloco 6 (teste post hoc de
Dunn); ", p < 0.05 comparado ao grooming corporal no mesmo Bloco (teste pareado de

Wilcoxon).
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4.1.4 Contexto do Medo Condicionado (CMC)

Os resultados obtidos no CMC estio representados na Figura 5. O teste de
Friedman revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre a frequéncia de cruzamentos (Fr
= 87.80; p<0,0001) e sobre a frequéncia de levantar-se (Fr = 49.43, p < 0.0001). A analise
post hoc mostrou que a frequéncia de cruzamentos no Bloco 1 foi maior do que em todos os
outros blocos. A frequéncia de levantar-se no Bloco 1 foi maior do que os Blocos 3, 5¢ 6, ¢
no Bloco 2 foi maior do que nos Blocos 3, 4, 5 ¢ 6. Nenhuma diferenca significante foi

encontrada entre os outros blocos (Figura 5A).
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Figura5— Medidas do Contexto do Medo Condicionado. O eixo x descreve o tempo da sessdo de
30 minutos dividido em 6 Blocos. Os dados estdo representados pela média (+E.P.M.). *°
p <0.05 comparado aos Blocos 2, 3,4, 5 ¢ 6; 3,56 p <0.05 comparado aos Blocos 3, 5 e
6; +°, p <0.05 comparado aos Blocos 4, 5 e 6; > p < 0.05 diferente do Bloco 5:5 p <0.05
diferente do Bloco 6; (com excecdo do tempo de congelamento [Grafico 5B — teste post
hoc de Newman-Keuls], todas as outras medidas foram comparadas pelo teste post hoc de
Dunn); , p < 0.05 comparado ao grooming rostral no mesmo Bloco (teste pareado de
Wilcoxon).
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A ANOVA para medidas repetidas detectou efeito significante do bloco da
sessdo sobre o tempo de congelamento (Fj3.3651= 5,195; p < 0.01). A analise post hoc mostrou
que os Blocos 1, 3 e 4 foram maiores do que o Bloco 6. Nenhuma diferenca significante foi
encontrada entre os outros blocos (Figura 5B).

O teste de Friedman apontou para efeito significante do bloco da sessdo
sobre a duragdo total do grooming (Fr = 14,02; p < 0.05), embora o teste post hoc ndo tenha
encontrado diferencas entre os blocos (Figura 5C). O teste de Friedman também revelou
efeito significante do bloco da sessdo sobre a duragdo do grooming rostral (Fr = 34,18; p <
0.0001) e sobre a duragdo do grooming corporal (Fr = 14,67; p < 0.05). Embora o teste post

hoc ndo tenha mostrado diferengas significantes entre os blocos quanto a duragdo do
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grooming corporal, quanto a duragdo do grooming rostral o Bloco 1 foi maior do que os
Blocos 4, 5 ¢ 6. O Bloco 2 foi maior apenas do que o Bloco 5. Nenhuma diferenca
significante foi encontrada entre os outros blocos. Adicionalmente, o teste de Wilcoxon
mostrou que a duragao do grooming corporal foi menor do que a duragdo do grooming rostral

no Bloco 1 (W = 687,0; p <0.0001) e no Bloco 2 (W =237,0; p <0.05) (Figura 5D).

4.1.5 Observagdo pos-Imobilizagdo (P-IM)

Os resultados obtidos na P-IM estdo representados na Figura 6. O teste de
Friedman revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre a frequéncia de cruzamentos (Fr
=133,8; p < 0.0001) e sobre a frequéncia de levantar-se (Fr = 117,9; p < 0.0001). Tanto para
a frequéncia de cruzamentos quando para a frequéncia de levantar-se, a analise post hoc
mostrou que o Bloco 1 foi maior do que os Blocos 2, 3, 4, 5 e 6, e que o Bloco 2 foi maior do
que os Blocos 4, 5 e 6. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os outros blocos
da sessdo (Figuras 6A).

O teste de Friedman detectou efeito significante do bloco da sessdo sobre o
tempo em congelamento (Fr = 46,74; p < 0.0001). A analise post hoc mostrou que o Bloco 1
foi menor do que o Bloco 2. O Bloco 2 foi maior do que os Blocos 4, 5 ¢ 6. O Bloco 3 foi
maior do que os Blocos 5 e 6. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os outros

blocos da sessdo (Figura 6B).
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Figura 6 — Medidas da Observacao po6s-Imobilizacéo. O eixo x descreve o tempo da sessdo de 30
minutos dividido em 6 Blocos. Os dados estdo representados pela média (+E.P.M.). %, p <
0.05 comparado ao Bloco 2; 26 p < 0.05 comparado aos Blocos 2, 3, 4, 5 ¢ 6; 36 p <0.05
comparado ao Bloco 3,4, 5 ¢ 6; 6 p < 0.05 comparado ao Bloco 4, 5 ¢ 6; 6 p <0.05
comparado aos Blocos 5 ¢ 6; ¢, p < 0.05comparado ao Bloco 6 (teste post hoc de Dunn);

. p < 0.05 comparado ao grooming rostral no mesmo Bloco (teste pareado de
Wilcoxon).
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O teste de Friedman apontou para efeito significante do bloco da sessdo
sobre a duragdo total do grooming (Fr = 29.20; p < 0.0001). A analise post hoc mostrou que
os Blocos 1, 2 e 4 foram maiores apenas do que o Bloco 6. Nenhuma diferenga significante
foi encontrada entre os outros blocos da sessdo (Figura 6C). O teste de Friedman também
revelou efeito significante do bloco da sessdo sobre a duracdo do grooming rostral (Fr =
44,14; p < 0.0001) e sobre a duragdo do grooming corporal (Fr = 18,02; p < 0.01). Quanto a
duragdo do grooming rostral, a analise post hoc mostrou que o Bloco 1 foi maior do que os
Blocos 3, 4, 5 e 6, e que o Bloco 2 foi maior apenas do que o Bloco 6. Quanto a duragdo do
grooming corporal, a analise post hoc mostrou que os Blocos 2 ¢ 4 foram maiores do que o
Bloco 6. Nenhuma diferenca significante foi detectada entre os outros blocos da sessdo.

Adicionalmente, o teste pareado de Wilcoxon mostrou que a duragdo do grooming corporal
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foi menor do que a dura¢do do grooming rostral apenas no Bloco 1 (W = 614,0; p < 0.0001)
(Figura 6D).

4.2 COMPARACAO ENTRE AS DURACOES DE GROOMING DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

Figura 7 — Comparacdo das duragfes de grooming rostral, corporal e total. O eixo x descreve os
cinco testes comportamentais utilizados: Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Teste do
Enterramento de Bolas de Gude (TEB), Extingdo Operante (EXT), Contexto do “Medo
Condicionado” (CMC) e Observagdao poés-Imobilizagao (P-IM). Os dados estdo
representados pela média (£E.P.M.) da (A) duracdo total do grooming e da (B) duragdo
do grooming rostral e corporal em cada teste (n=40). No grafico 7A, *, p < 0.05
comparado a3 EXT e CMC:; *, p < 0.05 comparado & P-IM; *, p < 0.05 comparado a todos
os testes (teste post hoc de Newman-Keuls). No grafico 7B, *, p < 0.05 comparado ao
mesmo elemento de grooming em todos os outros testes; “, p < 0.05 comparado ao
mesmo elemento de grooming no CMC e no P-IM (teste post hoc de Newman-Keuls); °,
p < 0.05 comparado ao Rostral do mesmo teste (LCE ¢ TEB — teste t; EXT — teste de
Wilcoxon).
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A Figura 7 apresenta a (A) duragdo total do grooming ¢ a (B) duragdo do
grooming rostral e corporal. A analise de varidncia a um fator (ANOVA) para medidas
repetidas revelou efeito significante do tipo de teste sobre a duragdo total do grooming
(Fp24.9974,156; p < 0.0001). A analise post hoc detectou que o Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) obteve um resultado maior do que os outros testes, com exce¢do do Teste do
Enterramento de Bolas de Gude (TEB). A dura¢édo total do grooming no TEB foi maior do
que no Contexto do Medo Condicionado (CMC). Inversamente, a duragdo total do grooming
na Extingdo Operante (EXT) foi menor do que em todos os outros testes (Figura 7A).

A ANOVA para medidas repetidas apontou efeito significante do tipo de
teste sobre a duracdo do grooming rostral (Fji5,57= 4,156; p < 0,0001) e sobre a duragdo do
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grooming corporal (Fpa242) = 4,156; p < 0,0001). A analise post hoc mostrou que tanto a
duragdo do grooming rostral quanto a do corporal na EXT foram menores do que nos outros
testes. As duragdes do grooming corporal no LCE e no TEB foram maiores do que nos outros
testes, mas ndo diferiram entre si. Nenhuma diferenca significante foi detectada entre as
duragdes do grooming rostral ou corporal dos outros testes. Adicionalmente, o teste t de para
amostras parecadas mostrou que dura¢do do grooming corporal foi maior do que a duragdo do
grooming rostral no LCE (t=4.017, p <0,001) e no TEB (t =4.805, p < 0,0001), enquanto na
EXT, o teste de Wilcoxon apontou que esse resultado foi inverso (W = 558.0; p < 0,001)
(Figura 7B).

A Tabela 2 mostra comparagdes entre os testes comportamentais do
grooming rostral vs rostral ou grooming corporal vs corporal por bloco da sessdo. O teste de
Friedman (Friedman) revelou efeito significante do tipo de teste sobre o grooming rostral no
Bloco 1 (Fr = 33,15; p < 0.0001), no Bloco 2 (Fr = 27,14; p < 0.0001), no Bloco 3 (Fr =
34,88; p <0.0001), no Bloco 4 (Fr = 18,81; p = 0.0009), no Bloco 5 (Fr=10,58; p=10.0317)
e no Bloco 6 (Fr=11,94; p = 0.0178). A analise post hoc mostrou que o grooming rostral na
EXT foi menor do que em todos os outros testes nos Blocos 1, 2 e 3, e menor do que no LCE
e no TEB no Bloco 4. O grooming rostral na P-IM foi menor do que no LCE somente no
Bloco 6. Apesar de o teste de Friedman ter apontado um efeito significante do tipo de teste

sobre Bloco 5, a analise post hoc nao detectou diferencas.

Tabela2 — Comparagdes entre o grooming rostral ou corporal do mesmo bloco da sessdo de
testes diferentes.

Testes LCE TEB EXT CMC P-IM
Duragéo do grooming
Bloco 1 ROStral 28,51 42,57 30,23 +2,52 1542 42,10° 33,56 +3,90 37,12 £3,04
Corporal 5,31 +1,02 8,56 £2,12 3,92 +0,89 * 7,267 £2,46 " 21,01 £3,59
Bloco 2 ROStral 27,96 +3,12 27,4 3,29 7,11 £1,52° 28,08 +4,29 28,42 +3,75
Corporal 25,94 +5,46 23,79 +3,77 4,95 +1,02 "% 20,11 +4,00 32,26 +5,71
Bloco3 Rostral 23,68 +£3,04 20,95 +3,50 55542,76° 21,98 43,63 20,12 £3.81
Corporal 47,51 +7,22 38,19 +6,40 5,67 +1,37 % 24,66 +5,82 26,71 +5,37
Blocoa ROStral 24,48 +2,56 21,34 +3,58 9,13 £2,68 " 15,27 +3,40 25,32 +4,77
Corporal 57,07 +8,61 47,5 £8,94 6,15+1,56 ° 21,76 £6,49 * 27,9 £5,14
Bloco 5 Rostral 23,85 +3,58 13,52 +2,59 11,91 43,53 13,25 +3,42 15,01 +3,25
oco . .
Corporal 57,13 £10,04 36,83 +6,64 833+1,93"°  21,84+6,96 "  23,69+731"
Bloco s ROStral 16,47 42,71 8,78 +1,64 10,33 +2,37 14,72 +3,80 8,66 £3,46
Corporal 45,46 8,11 48,22 +9,94 4174096 " 13,96 +4,41 " 13,79 +4,70 **

Os
dados estdo representados pela média (+E.P.M). °, p < 0.05 comparado aos outros testes; ', p < 0.05 comparado
a0 LCE; *, p <0.05 comparado ao TEB; *, p < 0.05 comparado a P-IM (teste post hoc de Dunn).
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O teste de Friedman também revelou efeito significante do tipo de teste
sobre o grooming corporal no Bloco 1 (Fr = 19,05; P = 0.0008), no Bloco 2 (Fr =22,56; p =
0.0002), no Bloco 3 (Fr=36,51; p <0.0001), no Bloco 4 (Fr =32,77; p < 0.0001), no Bloco 5
(Fr = 27,07; p < 0.0001) e no Bloco 6 (Fr = 39,20; p < 0.0001). A analise post hoc mostrou
que o grooming corporal na EXT foi menor que no na P-IM no Bloco 1, menor do que no
LCE, no TEB e na P-IM nos Blocos 2 e 3, ¢ menor do que no LCE e no TEB do que nos
Blocos 4, 5 ¢ 6. No CMC, grooming corporal foi menor do que na P-IM no Bloco 1 e menor
do que no LCE e no TEB nos Blocos 4, 5 ¢ 6. Na P-IM, o grooming corporal foi menor do
que no LCE no Bloco 5, e menor do que no LCE e no TEB no Bloco 6. Nenhuma diferenga

significante foi encontrada entre os outros testes.
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5 DISCUSSAO

Este estudo objetivou investigar como contextos estressores diferentes
alteram o grooming e quais padrdes desse comportamento sdo formados por essas alteragoes.
Para isso, o grooming foi subdividido e avaliado quanto a sua distribuigdo regional (i.e.,
grooming rostral e corporal) e temporal nas sessdes. Foram utilizados cinco paradigmas-teste
conhecidos por induzir comportamentos indicadores de estresse/ansiedade em roedores.
Nossos resultados mostraram que a distribuigdo regional do grooming ¢ alterada
diferentemente entre os estressores. Quando a tradicional medida de duragdo total do
grooming ¢ observada, nota-se que os contextos considerados mais estressantes reduziram o
tempo geral de grooming em relacdo a contextos menos estressantes. Ao analisar a
distribuigdo regional do grooming, o presente estudo permitiu observar que essa diferenga
gerada pelos testes se deve muito mais a variagao do grooming corporal que a do rostral.

Picos de atividade exploratoria foram observados ao inicio da sessdo no
labirinto em cruz elevado (LCE), no teste do enterramento de bolas-de-gude (TEB) e na
observacao pos-imobilizagao (P-IM). Esse ¢ um resultado esperado, uma vez que esses testes
constituem-se ambientes novos para o rato. Entretanto, um pico de exploragdo-locomogao
também foi encontrado no inicio da sessdo no contexto do medo condicionado (CMC), ainda
que aparentemente ndo houvesse qualquer novidade. Mesmo o grooming também apresentou
um padrdo caracteristico de inicio de sessdo independente do tipo de teste. No Bloco 1 de
todos os testes, o grooming corporal esteve sempre rebaixado em relagdo ao grooming rostral.
Esse dado também pode ser observado em outros estudos que avaliaram o efeito de
estressores sobre a distribuigdo regional do grooming num periodo de cinco minutos (Enginar,
Hatipoglu, & Firtina, 2008; Estanislau, 2012; Kalueff & Tuohimaa, 2005b)

Em consequéncia, tais resultados parecem apontar que o inicio de sessdao
exerce um efeito caracteristico devido provavelmente a mudanca de contexto, e ndo
exatamente devido a novidade [cf. (Jolles, Rompa-Barendregt, & Gispen, 1979b; van Erp,
Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994)]. Portanto, se hd um padrdo de a¢do do rato no
inicio da sessdo, indiferenciado em praticamente todos os testes, os minutos iniciais nao
parecem suficientemente informativos acerca do efeito de estressores sobre o grooming
(Estanislau, 2012). Ao que parece, se alguém quer entender como o grooming ¢é afetado

diferencialmente, esta informagao estara contida apds os periodos iniciais de testagem.
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5.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Neste trabalho, apenas metade dos ratos sairam para os bragos abertos. Isso
ocorreu provavelmente como um efeito do procedimento anterior (Hogg, 1996) de
modelagem de resposta de pressdo a barra. Devido a pouca exploracdo de bragos abertos
encontrada, as medidas comportamentais utilizadas para inferir a habitua¢ao a novidade no
LCE foram a avalia¢ao de risco (i.e., stretched-attend postures — SAP) ¢ a locomogao (i.e.,
entradas nos bracos fechados). O SAP e a locomogao tiveram seus picos no inicio da sessao e
declinaram no primeiro terco da sessdo, estabilizando-se a partir do segundo terco da sessao.
Esse declinio gradual parece indicar habituagcdo ao contexto do LCE. Além disso, a queda
desses comportamentos foi acompanhada pelo aumento gradual da duragdo do grooming. A
analise da distribui¢do regional do grooming mostrou que esse aumento gradual pode ser
atribuido ao aumento da duragdo do grooming corporal ao longo da sessdo. De forma
surpreendente, a duragdo do grooming rostral permaneceu estatisticamente inalterada desde o
inicio da testagem.

Esses resultados concordam com pesquisas anteriores que consideram o
aumento gradual de grooming como um sinal de habituagdo ou coping ao estresse provocado
por um ambiente novo (Jolles, Rompa-Barendregt, & Gispen, 1979b; Komorowska & Pisula,
2003; van Erp, Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994). A predominancia de grooming
rostral (Estanislau, 2012; Kalueff & Tuohimaa, 2005b; Komorowska & Pisula, 2003;
Komorowska & Pellis, 2004) junto ao pico de atividade no inicio da testagem (Roth & Katz,
1979) tem sido sugerida como um sinal de excitabilidade (arousal) elevada no inicio da
sessdo. Seria esperado, portanto, que a habituagcdo ao ambiente novo também se expressasse
por meio do declinio do grooming rostral ao decorrer da sessdo (Komorowska & Pisula,
2003). Mas nosso resultado mostrou que o componente rostral do grooming nao variou
durante a sessdo no LCE. Essa diferenca de resultado entre o presente trabalho e outros
estudos se deve provavelmente a procedimentos de categorizacdo ¢ analise do grooming
distintos (Komorowska & Pisula, 2003; Komorowska & Pellis, 2004). De todo modo, se o
aumento gradual de grooming pode indicar habituagédo, isso pode ser atribuido, no contexto

do LCE, ao prolongamento da dura¢do do grooming corporal.
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5.2 TESTE DO ENTERRAMENTO DE BOLAS DE GUDE (TEB)

Um pico de exploracdo espacial (i.e., cruzamentos) seguido de uma
tendéncia ao declinio pode ser observado no TEB. Assim como no LCE, esse declinio de
comportamento exploratorio parece indicar habituacdo ao decorrer da sessdo. Além disso, o
tempo de escavagdo também seguiu uma tendéncia a queda. Se ha uma tendéncia a queda no
comportamento de escavagdo juntamente com a queda de exploracdo ao longo do tempo, ¢
plausivel assumir que, ao longo do tempo, também ha redugdo de excitabilidade ao contexto
do TEB.

Um padrdo similar ao grooming no LCE pode ser observado no TEB.
Estatisticamente, a duragdo total do grooming permaneceu estavel ao longo da sessdo. No
entanto, o curso temporal da distribui¢@o regional do grooming mostrou que, assim como no
LCE, o grooming corporal sobrepds o grooming rostral a partir do segundo ter¢o da sessdo. O
grooming rostral também permaneceu estavel ¢ declinou somente a partir do ultimo tergo da
sessdo. De forma interessante, tanto o LCE quanto o TEB sdo contextos novos e, nesse
sentido, o grooming nesses dois testes pode ser considerado como induzido por novidade.
Dessa forma, se o aumento gradual do grooming pode indicar habituag¢ao ao contexto, entdo a
habitua¢do no TEB parece também ser indicada pelo aumento do grooming corporal. Nesse
sentido, o curso temporal do grooming no TEB parece replicar, em grande parte, o curso

temporal do grooming no LCE.

5.3 EXTINCAO OPERANTE (EXT)

As pressdes a barra na EXT seguiram a conhecida tendéncia ao declinio em
virtude da suspensdo de reforgamento e estabilizaram a partir do segundo ter¢o da sessdo.
Gray & McNaughton, (2000) propuseram a teoria de que o nao-reforcamento de um
comportamento aprendido (i.e., frustracdo) pode participar na ativagdo de um sistema de
inibi¢do comportamental paralelo a mediacdo da ansiedade [ver (McNaughton & Corr,
2004)]. Nesse sentido, a queda na frequéncia de respostas de pressdo a barra encontrada no
presente estudo poderia ser explicada por esse mecanismo. Em acréscimo, a fortalecer essa
no¢do de que a extingdo pode envolver ansiedade, existe a observagcdo de que a extingdo de
um comportamento previamente fortalecido em um esquema de reforcamento continuo pode

ser atrasada por um agonista benzodiazepinico (Buckland, Mellanby, & Gray, 1986).
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De forma interessante, o grooming na EXT foi drasticamente suprimido em
relagdo aos outros contextos. Esse resultado nao pode ser explicado pela concorréncia com a
resposta de pressdo a barra porque a razao média de respostas por bloco ¢ muito pequena para
cobrir cinco minutos de cada bloco da sessdo. Ocorre que na EXT houve a presenca de duas
variaveis estressoras: a auséncia de reforco de uma resposta previamente fortalecida e a
privacdo de agua. Ambas essas varidveis t€m sido relatadas ativar o eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal [e.g., extin¢do: (Boer, Beun, Slangen, & Gugten, 1990; Coover, Goldman,
& Levine, 1971); privagdo de agua: (Kiss, Jezova, & Aguilera, 1994)], podendo, portanto,
serem vistas como estressoras. Sendo estressoras, se poderia esperar que essas variaveis
elevassem o grooming (Spruijt, van Hooff, & Gispen, 1992). Mas porque o grooming foi
suprimido no nosso procedimento? Um primeiro ponto a se considerar ¢ que ratos privados de
agua foram relatados fazer menos grooming em comparagdo a ratos ndo privados,
possivelmente como uma forma de economizar a agua que seria perdida com a saliva (Jolles,
Rompa-Barendregt, & Gispen, 1979a). No entanto, no experimento de Jolles, Rompa-
Barendregt, & Gispen, (1979a), os ratos privados e posteriormente refor¢ados ao pressionar a
barra por agua fizeram tanto grooming na Caixa de Skinner quanto os ratos ndo privados de
agua observados em um ambiente padrdo. Isso porque o grooming na Caixa de Skinner
tendeu a aumentar gradativamente ao decorrer do tempo, paralelamente ao aumento dos
escores de consumo de agua. Diferentemente do nosso experimento, o procedimento de Jolles
e cols. ndo envolveu frustracdo (i.e., ndo-reforcamento). Uma explica¢do alternativa em
relag@o ao que houve com o grooming na EXT ¢ que o ndo-reforgamento, ao ativar o sistema
de inibigdo comportamental (Gray & McNaughton, 2000b), pode ter suprimido o grooming
assim como a resposta de pressdo a barra. Vale ainda notar que tanto o estimulo/contexto
gerador da frustragdo quanto a privacdo de agua estiveram presentes por toda a sessdo. Nesse
sentido, se o grooming pode marcar a redugdo de excitagdo ou a habituagdo a estimulos

ansiogénicos, a permanéncia desses estimulos também pode ter inibido o grooming.

5.4 CONTEXTO DO MEDO CONDICIONADO (CMC)

O congelamento manteve-se estavelmente elevado durante quase toda a
sessao do CMC. Contudo, ndo foi observada uma supressdo de outros comportamentos
equivalente a da primeira sessdo (exposicao ao choque elétrico) do procedimento (dados nao

mostrados). No inicio da sessao do CMC houve um sutil pico de exploracao (i.e., cruzamentos
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e levantar-se) em relagdo ao restante da sessdo, o que pode se relacionar com a aproximacao
defensiva ao CMC (McNaughton & Corr, 2004).

A estabilidade, ao longo da sessdo, da duragdo total do grooming parece
acompanhar a estabilidade da duracdo do congelamento. Esses resultados junto a queda na
exploracdo sugerem uma alternancia entre uma resposta de atengdo/excitabilidade ao contexto
(i.e., o congelamento) (McNaughton & Corr, 2004) ¢ um comportamento relacionado com a
redugdo de excitabilidade (i.e., o grooming) (Spruijt, van Hooff, & Gispen, 1992). Vale notar
que essa alternancia perdurou por toda a sessdo. Em acréscimo, o grooming corporal esteve
rebaixado em comparagdo ao rostral durante o primeiro terco da sessdo. Apesar de o
grooming corporal ter tendido a aumentar, ele ndo chegou a sobrepor o grooming rostral com
o passar do tempo, mesmo que o grooming rostral tenha tendido ao declinio. O que as curvas
temporais da distribuigdo regional mostram é que houve uma estabilizagdo do grooming
corporal junto ao rostral. Se estiver correta a ideia de que o aumento gradual e prolongamento
da duragdo do grooming corporal pode indicar habituagdo/reducdo de excitagdo, entdo o
atraso no prolongamento do grooming corporal observado no CMC pode indicar aversividade
estendida durante a sessdo. Tomados em conjunto, esses resultados levam a inferir que a
organizacdo do grooming observada no CMC representa uma forma de expressdo de
grooming caracteristica de ansiedade prolongada. Nesse sentido, o contexto extensamente
ansiogénico (identificavel pelos altos niveis de congelamento ao longo da sessdo) teve um

efeito de retardar a habituacdo expressada pelo aumento da duragdo do grooming corporal.

5.5 OBSERVAGAO POS-IMOBILIZACAO (P-IM)

Ha de se considerar no P-IM duas variaveis estressoras: a imobilizagao
anterior ¢ a caixa de observagdo. Por mais empobrecida de estimulacdo que a caixa de
observagao seja (como descrito na metodologia), ela se constitui um ambiente completamente
novo para o rato. O padrdo observado nas curvas das medidas relativas a exploragdo (i.e.,
cruzamentos e levantar-se) constitui um efeito conhecido da resposta a novidade (Beerling, et
al., 2011; Bindra & Spinner, 1958) e a combina¢ao de outro estressor seguido de novidade
(Katz, Roth, & Carroll, 1981). A literatura relacionada a imobilizagdo mostra queda da
atividade locomotora e da exploracdo de ratos previamente imobilizados em relacdo a ndo
imobilizados [ver (Buynitsky & Mostofsky, 2009)]. Contudo, como nosso delineamento nao

possui um grupo de controle, torna-se impossivel dizer que houve queda ou ascensdo de
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exploragdo. O fato ¢ que houve uma curva descendente de exploragdo e, dessa forma, o pico
de exploracao tipico de inicio de sessdao seguido de uma queda gradual observado (Roth &
Katz, 1979) ¢ mais provavel ser devido a um efeito do contexto novo do que do procedimento
anterior de imobilizagao.

Em contraste, as curvas de grooming ndo se assemelham com as curvas
observadas em contextos de novidade (Jolles, Rompa-Barendregt, & Gispen, 1979b;
Komorowska & Pisula, 2003; van Erp, Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994) como no
LCE e no TEB. Mas diferentemente dos outros procedimentos deste trabalho, na P-IM, a
exposi¢ao ao estressor foi precedente a observagdo. O pico de grooming foi observado no
inicio da sessao seguindo uma tendéncia ao declinio, e ndo a ascensao. Em conformidade com
isso, Jolles, Rompa-Barendregt, & Gispen, (1979b) observaram um resultado similar quando
manipularam ratos anteriormente a exposicdo a um ambiente novo. Esses autores
argumentaram que o “estimulo apresentado antes da observagdo pode aumentar o grooming
imediatamente apds sua remocao, enquanto que o estimulo apresentado durante a observagao
pode prolongar o grooming ao decorrer do periodo de observagdo” (pp. 570). Isso pode
explicar o porque de tanto o grooming corporal quanto o rostral ter tendido ao declinio com
passar do tempo.

Em especifico, seria esperado [e.g. (Komorowska & Pisula, 2003)] que o
grooming corporal ascendesse como uma forma de habituagdo ou coping a novidade. Mas ha
de se considerar que o procedimento prévio de imobilizacdo possa ter tornado o contexto
novo mais estressante (ou tornado os ratos mais ansiosos em resposta a novidade) e, em
consequéncia, ter prevenido o prolongamento de grooming ao decorrer do periodo de
observacado [cf. (Isaacson, Hannigan Jr., Brakkee, & Gispen, 1983)]. O fato de ter havido um
pico de congelamento no segundo e terceiro sexto da sessdo reforga essa ideia. Isso parece
sensato uma vez que a imobilizacdo aguda pode aumentar a sensibilidade da resposta do eixo
HPA a ambientes novos, mas ndo a contextos conhecidos [e. g., (Belda, Fuentes, Nadal, &
Armario, 2008)]. Nesse sentido, o coping ao estresse por novidade, inferido pelo aumento
gradual de grooming corporal no presente estudo, parece ter sido prejudicado pelo

procedimento anterior de imobilizagao.
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5.6 CONSIDERACOES FINAIS

Até o presente momento, tem-se defendido que o grooming corporal parece
ser uma medida mais sensivel da resposta de coping a estressores ambientais. Essa ideia
parece ser ainda mais defensavel quando as duragdes do grooming (i.e., do grooming
corporal, rostral e total) sio comparadas entre os testes. Os contextos que mostraram mais
efeitos ansiogénicos sobre os comportamentos dos ratos tenderam a reduzir o grooming em
comparagdo aos contextos menos ansiogénicos. Por exemplo, a duragdo total grooming no
CMC e na P-IM foram menores do que no LCE. O grooming na EXT foi drasticamente
suprimido. Em contraste, o LCE e o TEB sao claramente os contextos que mais permitem ao
animal se engajar em alguma estratégia de coping comportamental e, de forma interessante,
foram contextos que facilitaram a ocorréncia do grooming. O LCE e o TEB tiveram as
maiores duragdes de grooming e foram similares entre si. Como ja mencionado, ambos esses
testes sao paradigmas que envolvem a novidade como principal estressor e a distribui¢ao
regional do grooming foi semelhantemente sensivel a isso. Embora a duragdo total do
grooming nao tenha sido diferente entre o0 TEB a P-IM, a analise da distribui¢ao regional do
grooming mostrou diferengas claras entre o tipo de grooming ocorrido em cada um desses
testes. Nesse sentido, enquanto a distribui¢ao regional do grooming no TEB foi semelhante no
LCE, a distribui¢ao regional do grooming na P-IM foi similar a encontrada no CMC.

Em especifico, os bragos fechados do labirinto em cruz constituem-se como
um local seguro para o rato e isso parece ter facilitado o grooming que ¢ visto aumentado em
relagdo a maioria dos outros testes. Em acréscimo, o grooming de ratos foi relatado aumentar
em resposta a um tratamento ansiolitico pelo agonista GABA muscimol, enquanto reduziu
em resposta a um tratamento ansiogénico pelo antagonista GABAa bicuculina (Osborne,
Mataga, Onoe, & Watanabe, 1993). No Campo Aberto, o tratamento crénico com o inibidor
seletivo de recaptagdo de serotonina fluoxetina (conhecida por seus efeitos ansioliticos)
também foi relatado aumentar a duragdo de grooming em ratos (Schulz, Buddenberg, &
Huston, 2007) e, em camundongos, esse mesmo efeito foi observado em resposta ao agonista
benzodiazepinico diazepam (Choleris, Thomas, Kavaliers, & Prato, 2001). Em destaque, um
aumento de grooming em resposta ao agonista benzodiazepinico clordiazepdxido também foi
observado em camundongos no labirinto em cruz elevado (Rodgers, Davies, & Shore, 2002).

Um detalhe importante ¢ que em nenhum desses estudos foi feita uma analise detalhada do
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grooming. Fica, portanto, a davida sobre qual tipo de grooming (i.e., rostral ou corporal) foi
facilitado pelo tratamento ansiolitico nesses trabalhos.

Em particular, o alto nivel de grooming no LCE e no TEB observado em
nosso estudo foi claramente devido ao aumento da duragdo do grooming corporal. De forma
interessante, a oxitocina (Drago, Pedersen, Caldwell, & Prange Jr., 1986) e a prolactina
(Drago & Bohus, 1981) foram relatadas aumentar o grooming genital em ratos (que ¢
considerado no presente estudo como um sub-elemento do grooming corporal) e varias
evidéncias apontam que esses neuropeptidios possuem efeitos ansioliticos ou atenuadores
sobre respostas comportamentais € neurais ao estresse (Neumann, Kromer, Toschi, & Ebner,
2000; Neumann, Torner, & Wigger, 2000; Uvnis-Moberg, Ahlenius, Hillegaart, & Alster,
1994; Windle, Shanks, Lightman, & Ingram, 1997; Yayou, Ito, Yamamoto, Kitagawa, &
Okamura, 2010) Ademais, a oxitocina foi relatada diminuir a expressao da proteina c-fos em
regides cerebrais ligadas a modulagdo do eixo HPA (Windle, et al., 2004). Essas evidéncias
parecem indicar que o grooming direcionado ao corpo ocorre quando o animal estd sob um
menor controle de estimulos ansiogénicos. Em acordo com essa ideia, um estudo mostrou que
a duragdo do grooming genital foi maior em um grupo de ratos expostos a um ambiente
escuro (menos estressante) do que os expostos a um ambiente intensamente iluminado (mais
estressante) (Kalueff & Tuohimaa, 2005b).

No presente estudo, a comparagdo da distribuigdo regional do grooming
entre os testes mostrou que o total de grooming rostral foi pouco sensivel aos diferentes
contextos aos quais os ratos foram submetidos (cf. Figura 7B). Alguns estudos tém apontado
que a variagdo quantitativa de grooming rostral pode servir como indice de estresse ou
ansiedade (Estanislau, 2012; Kalueff & Tuohimaa, 2005b; Komorowska & Pisula, 2003). No
entanto, na comparagao entre os testes, nossos dados mostraram que o grooming rostral foi
praticamente invariavel (cf. Tabela 2) tanto nos primeiros cinco minutos de sessdo quanto nos
demais. A EXT parece ser um caso a parte. Por um lado, pode-se observar que houve mais
grooming rostral do que corporal no contexto da EXT. Por outro lado, se considerado que (1)
os estimulos estressores estiveram sempre presentes no contexto da extingdo (i.e., nio-
reforgamento e privagdo de agua) e (2) nos outros testes o grooming corporal pareceu
representar melhor o coping ao estressor, seria sensato pensar que a EXT impediu qualquer
forma de coping comportamental. Em todo caso, se a EXT impediu o grooming sob forma
coping, entdo o extremo rebaixamento de grooming corporal parece representar melhor isso,

mais do que o predominio do grooming rostral.
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Em conclusdo, o presente estudo reforca a concepcdo anterior de que
sessOes curtas sao pouco informativas (e que sessdes mais longas sao necessarias) para se
obter medidas do grooming mais significativas para a avaliagdo de estresse e ansiedade
(Estanislau, 2012). Além disso, como o grooming se mostra como um comportamento de
coping as contingéncias estressoras, um maior foco deveria ser dado a quais aspectos no
grooming representam melhor isso. No caso de nossos resultados, se a progressido de
grooming corporal pode marcar a habituagdo ou redugdo de excitacao (dearousal), seria
presumivel que seu atraso ou supressdo marcasse excitagdo (arousal). Isso se mostra util,
portanto, como uma potente medida na investigagdo de amplos espectros de transtornos
relacionados ao estresse ¢ ansiedade. Pesquisas futuras direcionadas a validagao preditiva

desse modelo de andlise sdo requeridas.
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