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reexpostos a um contexto associado a derrota social. 2019. 57 p. Dissertacdo de Mestrado,
Programa de Pds-Graduagdo em Analise do comportamento, Universidade Estadual de
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RESUMO

O grooming em roedores tem sido proposto como uma medida promissora de ansiedade, ndo
tendo, porém, sua microestrutura detalhadamente avaliada em situacfes-testes de exposicdo a
uma ameaca potencial. Ndo teve também seus parametros associados a distancia e direcao
defensivas — fatores explicativos sobre comportamentos defensivos em roedores. Justifica-se,
assim, a andlise do grooming na reexposicao do camundongo ao contexto onde a derrota social
por um coespecifico agressivo ocorreu. Camundongos foram submetidos a trés fases
experimentais em um aparato com trés compartimentos: toca, tunel e superficie. Nos trés
primeiros dias, 0s animais exploraram o aparato vazio durante 10 minutos (Fase 1 —
Habituacao). No quarto dia, os sujeitos do Grupo-N&o-Derrotado foram confinados junto a um
coespecifico ndo-agressivo, enquanto os sujeitos do Grupo-Derrotado permaneceram com um
coespecifico agressivo até a ocorréncia de interacdo agressiva (Fase 2 — Derrota social). No
quinto dia, os animais foram reexpostos ao aparato vazio durante 10 minutos (Fase 3 — Teste
de reexposicdo). As seguintes medidas foram analisadas durante a Fase 3 quanto a sua
ocorréncia na toca e superficie: medidas espago-temporais — frequéncia de entradas, tempo em
cada compartimento e laténcia para atingir a superficie; e medidas de grooming — total de
episodios, porcentagem de transicdes incorretas, duracdo total, frequéncia de cadeias
estereotipadas e duragdo de grooming rostral e caudal. Foram conduzidos trés estudos: no
Estudo 1, foram comparados animais derrotados e ndo-derrotados. No Estudo 2, dentre 0s
derrotados, comparou-se animais que apresentaram alta (grupo Alta-Ansiedade) e baixa (grupo
Baixa-Ansiedade) frequéncia de SAP. No Estudo 3, avaliou-se o grooming dos animais do
grupo Alta-Ansiedade quanto a distancia e diregdo defensivas. Os resultados do Estudo 1
mostraram que animais derrotados e ndo-derrotados diferiram quanto a laténcia para atingir a
superficie e a porcentagem de transi¢des incorretas ocorridas na superficie, indiciando maior
ansiedade no primeiro grupo. No Estudo 2, os animais dos grupos Baixa e Alta-Ansiedade
apresentaram diferentes niveis de responsividade ao procedimento realizado e variacGes
comportamentais interpretadas como diferentes estratégias de coping. No Estudo 3, os animais
do grupo Alta-Ansiedade exibiram maiores indices de grooming no espaco protegido (toca)
voltados para a fonte de ameaca potencial (superficie), o que pode apontar para um estado de
ansiedade e vigilancia. Conclui-se que alteragdes especificas nas medidas de grooming parecem
informativas sobre o estado de ansiedade em determinados grupos de animais no procedimento
de reexposi¢cdo ao ambiente de derrota social. Os dados também demonstram que o grooming
parece participar das estratégias de coping exercidas por roedores diante de situacOes
potencialmente ameacadoras e tem a sua ocorréncia modulada pelos fatores distancia e direcéo
defensivas.

Palavras-chave: Ansiedade. Grooming. derrota social. Distancia e dire¢do defensivas. Coping.
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ABSTRACT

Grooming in rodents has been proposed as a promising measure of anxiety, but its
microstructure has not been thoroughly evaluated in test situations of exposure to a potential
threat. It also did not have its parameters associated with defensive distance and defensive
direction — explanatory factors about defensive behaviors in rodents. This justifies the analysis
of grooming in the reexposure of the mouse to the context where social defeat by an aggressive
co-specific occurred. Mice were subjected to three experimental phases in an apparatus with
three compartments: home chamber, tunnel and surface. In the first three days, the animals
explored the empty apparatus for 10 minutes (Phase 1 — Habituation). On the fourth day, the
Non-Defeated Group subjects were confined to a nonaggressive co-specific, while the
Defeated-Group subjects remained with an aggressive co-specific until aggressive interaction
occurred (Phase 2 — Social Defeat). On the fifth day, the animals were reexposed to the empty
apparatus for 10 minutes (Phase 3 — Reexposure Test). The following measures were analyzed
during Phase 3 for their occurrence in the home chamber and surface: spatiotemporal —
frequency of entries, time in compartments and latency to reach the surface; and grooming
measures — total of bouts, percentage of incorrect transitions, total duration, frequency of
stereotyped chains, and rostral and caudal grooming duration. Three studies were conducted: in
Study 1, defeated and non-defeated animals were compared. In Study 2, among the defeated
animals, we compared animals that presented high (High-anxiety group) and low (Low-anxiety
group) frequency of SAP. In Study 3, the grooming of animals from the High-Anxiety group
was evaluated for defensive distance and direction. The results of Study 1 showed that defeated
and non-defeated animals differed in terms of latency to reach the surface and percentage of
incorrect transitions in surface, indicating greater anxiety in the first group. In Study 2, the
animals of the Low and High-Anxiety groups presented different levels of responsiveness to
the procedure performed and behavioral variations interpreted as different coping strategies. In
Study 3, animals in the High-Anxiety group exhibited higher rates of grooming in the protected
area (home chamber) facing the potential threat source (surface), which may point to a state of
anxiety and vigilance. It is concluded that specific changes in grooming measures seems
informative about the state of anxiety in certain groups of animals in the procedure of re-
exposure to the environment of social defeat. The data also show that grooming seems to
participate in rodent’s coping strategies exerted in potentially threatening situations and has its
occurrence modulated by defensive distance and defensive direction.

Keywords:  Anxiety. Grooming. Social defeat. Defensive distance. Defensive direction.
Coping.
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Apresentagéo

A fim de explorar as relacGes entre grooming e ansiedade, serdo discutidos na introdugéo
alguns pontos considerados chave. Inicialmente, serd dado um panorama geral sobre o que
constitui a ansiedade normal e patoldgica. Serdo discutidos, também, os critérios de validacado
dos modelos animais de ansiedade, bem como 0s seus principais aspectos. Posteriormente,
serdo apresentados os principais comportamentos defensivos observados em situagdes de
ameagca real ou potencial, assim como a definic¢éo de distancia e dire¢éo defensivas — conceitos-
chave para uma distin¢do entre medo e ansiedade. Por fim, serd discutida a autolimpeza
(grooming) de roedores e sua potencial relevancia no estudo da ansiedade animal, enfatizando

os achados sobre a interferéncia do estresse de situagdes de derrota social sobre o grooming.
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1 Introdugéo

A ansiedade faz parte do funcionamento humano normal e patolégico, constituindo-se
de um conjunto de respostas cognitivas, comportamentais e fisioldgicas de um individuo frente
a situacOes que sinalizam a possibilidade de ocorréncia de eventos aversivos. As respostas
fisiologicas associadas a ansiedade incluem taquicardia, sudorese, palpitacBes, nauseas,
sensacdo de formigamento e tremores. As respostas comportamentais estdo relacionadas a
agitacdo psicomotora e hipervigilancia, ao passo que 0s aspectos cognitivos abrangem
pensamentos associados a catdstrofes iminentes, presenca de doencas, fracasso e
constrangimento social (Graeff, 2012; Nutt, 1990).

As respostas emocionais relacionadas a ansiedade podem ser adaptativas ao contexto,
de tal modo que possam favorecer o desempenho do individuo em tarefas cognitivas e motoras
(de Carvalho-Netto, 2009). Porém, quando excessiva, persistente e desproporcional ao evento
que a desencadeou, a ansiedade produz sofrimento significativo e compromete o funcionamento
social e ocupacional, sendo considerada, portanto, um Transtorno de Ansiedade (Graeff, 2014).

De acordo com a ultima versdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (American Psychiatric Association, 2014), a ansiedade patoldgica ocorre em um
conjunto de transtornos que diferem entre si em relacéo as situacdes temidas ou evitadas, bem
como pelo contedido dos pensamentos a elas associadas. Algumas dessas condi¢des incluem as
Fobias, o Transtorno de Ansiedade Generalizada e o Transtorno de Panico — quadros estes que
tendem a responder a tratamentos farmacoldgicos (Baldwin et al., 2005) e psicoterapicos
especificos (para uma revisdo das terapias validadas, ver Society of Clinical Psychology,
Division 12 of the APA, 2016).

Segundo estimativas de 2016 da Global Burden of Disease, o Brasil é o pais com o
maior indice de Transtornos de Ansiedade no mundo, atingindo cerca de 9,3% da populacéo

(Vos et al.,, 2016). O quadro se associa ao elevado indice de medicalizagdo, estando 0s
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ansioliticos entre os trés tipos de farmacos mais consumidos no pais (Brasil, 2011). Tais
aspectos tém impulsionado o desenvolvimento de novas pesquisas experimentais que permitam
a compreensdo dos quadros de ansiedade. Algumas dessas pesquisas sdo realizadas com
“modelos animais”.

Os modelos animais consistem em manipulagdes experimentais que visam simular uma
psicopatologia humana em animais de laboratdrio. Possibilitam, dessa forma, a elucidacéo de
mecanismos fisioldgicos e comportamentais relacionados a determinadas condi¢des clinicas,
sobretudo, os transtornos mentais (Geyer & Markou, 1995). Ressalta-se, no entanto, que dada
a dificuldade em simular funcdes psicoldgicas complexas em animais, a criagdo de um modelo
requer um processo de validagdo que permita aferir em que medida determinado teste pode ser
empregado com este fim (Graeff, 2012).

Dentre os critérios de validagdo de modelos animais, trés sdo frequentemente
empregados: validade de face, validade preditiva e validade de constructo (Willner, 1984). (a)
A validade de face refere-se as similaridades entre os comportamentos exibidos pelo animal e
os sinais clinicos de um transtorno (Graeff, 2012). Aponta-se como limitacdo do critério o fato
de que comportamentos similares entre espécies ndo necessariamente implicam em uma mesma
etiologia (Geyer & Markou, 1995). (b) A validade preditiva refere-se ao potencial do modelo
em prever os efeitos de intervencdes terapéuticas ja efetivas; no &mbito farmacoldgico, traduz-
se na sensibilidade do modelo a fArmacos que geram atenuagdo ou agravo dos sintomas, bem
como na insensibilidade a drogas que néo afetam os sintomas do mesmo quadro (Graeff, 2012).
Por fim, (c) a validade de construto refere-se a eficcia do modelo em simular os processos
fisiopatologicos e contextuais presumivelmente envolvidos na causalidade de um transtorno
(Geyer & Markou, 1995).

De modo geral, os modelos animais de ansiedade simulam situacGes aversivas, podendo

dividir-se em: modelos de condicionamento e modelos etolégicos (Rodgers, Cao, Dalvi, &
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Holmes, 1997). Os modelos de condicionamento envolvem aprendizagem, podendo-se citar o
condicionamento pavloviano de medo ao contexto, o procedimento de supressdo condicionada,
entre outros. Os modelos etoldgicos, por sua vez, caracterizam-se por situagcdes aversivas
naturais da espécie e que ndo envolvem treino, como a exposicdo a ambientes novos e
ameacadores, exposicdo a predadores e coespecificos agressivos, entre outros (Cruz &
Landeira-Fernandez, 2012). As respostas fisioldgicas, enddcrinas e/ou comportamentais
exibidas pelos animais nessas condi¢gdes sdo utilizadas como medidas de ansiedade, por
apresentarem expressivo grau de equivaléncia com as medidas de ansiedade estudadas em seres
humanos (Blanchard, Blanchard, & Rodgers, 1991).

Os parametros comportamentais dos modelos de condicionamento supracitados
englobam respostas de pressdo a barra em um paradigma operante de supressdo condicionada,
resposta de congelamento e sobressalto ou de esquiva ativa e passiva em procedimentos que
envolvem o condicionamento contextual aversivo, entre outros. J& os pardmetros etoldgicos
abrangem comportamentos tipicos da espécie, como o enterramento defensivo, a vocalizacdo
ultrassonica (Graeff, 2012) e o esticar-se para avaliar o risco (Stretching Attend Posture — SAP)
(Blanchard et al., 1991).

As medidas etoldgicas sdo exemplos de comportamentos defensivos frente a ameacas
reais ou potenciais, sendo semelhantes entre diversos mamiferos e possuindo funcdo de
sobrevivéncia (Blanchard, 1997; Yang et al., 2004). A partir da analise desses comportamentos,
uma distingdo entre medo e ansiedade foi estabelecida pelo casal de pesquisadores Blanchard e
Blanchard: o medo decorreria da presenca real da ameaca, ao passo que a ansiedade decorreria
da presenca potencial da mesma (e.g., Blanchard & Blanchard, 2008).

Os comportamentos defensivos de roedores variam de acordo com os fatores
situacionais, as caracteristicas da ameaca e a distancia entre o animal e a ameaca (distancia

defensiva) (Blanchard, 1997). Desse modo, quando o estimulo ameacador é detectavel (e.g.,
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predador ou um coespecifico agressivo), algumas reacdes de defesa sdo esperadas: (a) Fuga —
acdo predominante caso exista uma rota de fuga no ambiente; (b) Congelamento — resposta
induzida quando a fuga nao é possivel; (c) Ameaca Defensiva — rea¢des frente a aproximacéo
crescente da ameaca (i.e., vocalizagdo ultrassonica e exibicdo dos dentes); e (d) Ataque
Defensivo — resposta diante do contato iminente com a ameagca (saltar e morder o oponente na
regido dos olhos e focinho) (Blanchard & Blanchard, 1988). Essas rea¢des — sobretudo a fuga
e 0 ataque defensivo — sdo caracteristicas de medo, de tal forma que s&o representativas do
quadro de panico de seres humanos (Blanchard, Griebel, & Blanchard, 2001).

Por outro lado, quando a fonte de ameaca € ambigua ou potencial (e.g., odores e sons
associados a presenca de um predador ou coespecifico agressivo), os animais tendem a realizar
comportamentos conhecidos como “avaliagdo de risco”, de modo a investigar o foco do perigo.
Esses comportamentos envolvem a inibicdo de atividades ndo defensivas, como alimentacéo e
cuidados com a prole, priorizando a aproximacdo cuidadosa em direcdo a fonte de ameaca
potencial, o escaneamento visual e olfativo do ambiente e a postura esticada (Blanchard et al.,
1991). Tais reacOes sdo caracteristicas de ansiedade, podendo corresponder aos quadros tipicos
de ansiedade humana, como o Transtorno de Ansiedade Generalizada (Blanchard et al., 2001).

Adicionalmente ao modelo proposto pelo casal Blanchard, Gray e McNaughton (2000)
estabeleceram uma distingdo entre medo e ansiedade baseada no conceito de dire¢éo defensiva.
Segundo os autores, 0 medo opera quando o animal se afasta de uma situacdo ameacadora
(fuga), enquanto a ansiedade ocorreria quando o animal se aproxima da fonte de perigo
(avaliagéo de risco). No segundo caso, a ansiedade passa a ser compreendida como resultante
de um conflito entre dois objetivos opostos: aproximacao-afastamento. Uma vez que o conflito
é estabelecido, o afastamento é normalmente favorecido em detrimento da aproximacéo, de

modo a proteger o animal (McNaughton & Corr, 2004).
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Ressalta-se a existéncia de um comportamento que pode ocorrer durante e
principalmente apds situacdes aversivas, o grooming (Estanislau, 2012; Kalueff et al., 2016). A
relacdo entre o grooming e os comportamentos defensivos €, no entanto, pouco conhecida.
Destaca-se, portanto, a relevancia de desenvolverem-se estudos que estabelecam tal relacéo,
dada a atencdo que o grooming tem recebido nos ultimos anos enquanto medida de ansiedade

e potencial indicativo de “des-excitagdo” (dearousal) do roedor frente a situacdes ansiogénicas.

1.1 Grooming e ansiedade

O comportamento de grooming consiste em um conjunto de respostas inatas e
complexas dirigidas a superficie corporal, como o cocar-se, esfregar-se e lamber-se (Spruijt,
Van Hooff, & Gispen, 1992), estando presente em diversas espécies. Em roedores, 0 grooming
atua na termorregulacdo, higienizacdo do pelo e socializagdo (quando dirigido a um
coespecifico). No entanto, o aspecto que mais tem se destacado é a sua relacdo com o contexto
estressor em que ocorre (e.g., exposicdo a novidade ou a predadores), tornando-o
potencialmente informativo nos estudos sobre ansiedade animal (Estanislau, 2012; Kalueff &
Tuohimaa, 2004; Kalueff et al., 2016).

Destaca-se, por exemplo, que diferentes niveis de aversividade parecem produzir
diferentes efeitos sobre o grooming (Fernadndez-Teruel & Estanislau, 2016). Tanto a auséncia
(Bolles, 1960) como a alta aversividade (Berridge, Aldridge, Houchard, & Zhuang, 2005;
Estanislau et al., 2013) produzem baixos indices, enquanto niveis moderados como a exposi¢do
a novidade (e.g., no Teste do campo aberto ou Labirinto em cruz elevado), a habituagdo a esses
contextos ou a pré-exposicao a condigdes estressoras (e.g., apds confinamento em um brago
aberto do LCE ou restrigao fisica) resultam em niveis elevados de grooming (Escorihuela et al.,
1999; Estanislau, 2012; Veloso, Filgueiras, Lorenzo, & Estanislau, 2016).

J& no que se refere a caracterizacdo dos episddios de grooming em roedores, estes

tendem a ocorrer em uma sequéncia cefalocaudal: movimentos na regido do focinho, face e
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cabeca do animal, que progressivamente dirigem-se ao corpo, cauda e genitais (Kalueff &
Tuohimaa, 2004). Cabe ressaltar que, em cerca de 10-15% desses episodios, ocorrem cadeias
sintaticas ou estereotipadas (Kalueff et al., 2016), compostas de quatro fases rigidamente
organizadas (i.e., patas dianteiras, focinho, cabeca e corpo) (Berridge et al., 2005). Tais
caracteristicas levaram o grooming a ser também considerado como um potencial modelo
animal do Transtorno Obsessivo-Compulsivo de seres humanos (Berridge, 1990; Berridge,
Fentress, & Parr, 1987; Maio, Filgueiras, Cunha, & Estanislau, 2014). Destaca-se, por fim, a
interferéncia que estressores exercem na sequéncia cefalocaudal: interrupcgdes dos episddios,
transi¢cOes incorretas e mudancas na distribuicdo do comportamento em diferentes regides do
corpo do animal (Kalueff & Tuohimaa, 2005b; Komorowska & Pellis, 2004; Veloso et al.,
2016).

Alguns estudos indicam que determinados componentes do grooming podem possuir
significados distintos. O componente rostral — acdo de limpeza dirigida a cabega e as patas do
animal — por exemplo, aumenta a sua frequéncia em alguns contextos ansiogénicos (Estanislau,
2012; Kalueff & Tuohimaa, 2005b). JA o componente caudal — acdo de limpeza dirigida ao
corpo, patas, cauda e genitais — parece aumentar tardiamente em testes de ansiedade, o que pode
indicar habituacdo ao contexto (Estanislau et al., 2013; Veloso et al., 2016).

No que se refere aos aspectos neurobioldgicos que relacionam o grooming e o estresse,
pode-se citar que a duracdo do grooming aumenta via administracdo de diversos peptideos,
como o hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) no nucleo paraventricular hipotalamico (para
uma revisdo, ver Spruijt et al., 1992). Uma vez que o grooming esté relacionado a neurobiologia
do estresse e aumenta em determinados contextos, sugeriu-se que este tem como funcao reduzir
a excitagédo (dearousal) do roedor frente a estressores ambientais (Spruijt et al., 1992). Salienta-
se, contudo, que esse aumento é tardio, dado que inicialmente o grooming é inibido pelo

estressor (van Erp, Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994).
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Um estressor que tem sido investigado nos estudos sobre o grooming é o de derrota
social. Diferentes modelos animais sdo utilizados no intuito de gerar a derrota ou status de
subordinagdo em roedores. Algumas caracteristicas comuns entre esses modelos incluem o uso
de ratos ou camundongos machos — devido as relagdes hierarquicas estabelecidas entre esses
animais em seu ambiente natural — e a exposi¢cdo ao ataque fisico por um coespecifico
(Martinez, Calvo-Torrent, & Pico-Alfonso, 1998). Um modelo de derrota social amplamente
utilizado consiste no paradigma Residente-Intruso, no qual um animal intruso € introduzido em
uma gaiola com um coespecifico residente, sendo o primeiro comumente derrotado/agredido
pelo segundo (Bartolomucci, Fuchs, Koolhaas, & Ohl, 2009).

A avaliacdo da duracdo total do grooming nas situagOes de derrota social tem
apresentado resultados divergentes, dependendo do procedimento empregado e do nivel de
aversividade envolvido. Por exemplo, o efeito na duragcdo do grooming em estudos que
avaliaram a derrota social continua ou intermitente variam entre si — i.e., maior ou menor
duracdo dessa resposta (e.g., Ahanou & Drinkenburg, 2016; Raab et al., 1986; Tornatzky &
Miczek, 1993). Ja estudos que fazem uso de uma Unica derrota tém demonstrado maior duracdo
do grooming entre os animais subordinados (e.g., van Erp et al., 1994), tal como na pesquisa
de Crestani, Cipriano, e Nunes-de-Souza (2018), que serviu de base para o presente estudo.
Ressalta-se, contudo, que tais trabalhos n&o investigaram os efeitos desse estressor na
microestrutura do grooming.

Entre os poucos trabalhos com tal enfoque, pode-se citar o estudo de Kalueff e
Tuohimaa (2004), no qual o estresse induzido por um encontro com um coespecifico
desconhecido aumentou a frequéncia e duragdo do grooming em camundongos, bem como a
porcentagem de transicGes incorretas e de episddios interrompidos. A derrota social cronica em

camundongos (Denmark et al., 2010) também resultou em indices elevados de transi¢des
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cefalocaudais incorretas e de grooming rostral, sugerindo que esses animais apresentaram
maiores niveis de estresse.

Por fim, sintetiza-se que o grooming é uma medida promissora de ansiedade que pode
desempenhar um papel de dearousal do animal — resposta essa que é estereotipada e que
também pode guardar correspondéncias com o TOC de seres humanos. Ressalta-se, porém, que
este ndo teve sua microestrutura adequadamente avaliada em situagdes-teste que envolvam a
exposicdo a uma ameaca potencial. Tampouco teve tais pardmetros associados aos fatores
“distancia” e “dire¢dao” defensivas, de modo a possibilitar uma maior compreensdo das
possiveis relaces entre o grooming e os comportamentos defensivos tipicos de roedores. Tais
fatos justificam, por fim, a andlise do grooming em um procedimento caracterizado pela
reexposi¢cdo do animal a um contexto onde ocorreu a derrota social por um coespecifico

agressivo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar as relagbes entre grooming e ansiedade em camundongos reexpostos a um

contexto onde ocorreu a derrota social.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos da presente pesquisa foram:

a)

b)

d)

Estabelecer comparagfes entre as medidas espago-temporais de camundongos
socialmente derrotados e dos que ndo foram submetidos a interacdo agressiva,;
Avaliar o comportamento de grooming nos grupos de camundongos socialmente
derrotados e nos que ndo foram submetidos a interacdo agressiva;

Avaliar a relagdo entre os comportamentos defensivos e o0 grooming nos
camundongos socialmente derrotados que apresentam comportamentos que indicam
maior e menor ansiedade (ver secdo 3.6);

Avaliar a relagdo entre os comportamentos defensivos e o grooming quanto a
distancia e direcdo defensivas nos camundongos socialmente derrotados que

apresentam comportamentos que indicam maior ansiedade (ver se¢do 3.6).



21

3 Materiais e Métodos

O trabalho desenvolvido consistiu em uma colaboracdo com o Laboratério de
Neuropsicofarmacologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Araraquara. A partir
das filmagens do experimento efetuado por Crestani et al. (2018), realizou-se uma coleta de
dados a fim de contemplar os objetivos do presente estudo. Para tanto, foram estabelecidos
novos critérios de divisdo da amostra total original (ver se¢do 3.6), bem como parametros
comportamentais detalhados em torno da medida de grooming (ver se¢éo 3.5.1) — parametros

estes ndo incluidos na analise original.

3.1 Sujeitos

Cento e setenta e nove (N=179) camundongos Suicos machos adultos, com peso entre
30 e 35 gramas, foram obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP
— Campus de Botucatu). Os animais foram alojados no biotério do Laboratério de
Neuropsicofarmacologia (FCF/UNESP) e mantidos sob condi¢6es controladas de temperatura
(23£1°C) e luminosidade (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00). Gaiolas de polipropileno
(41cm x 34cm x 16¢cm) foram utilizadas para abrigar grupos de 9 a 10 animais, 0s quais tiveram
livre acesso a agua e alimento, exceto durante os periodos de teste.

A presente pesquisa ndo foi submetida a avaliacdo ética em pesquisa com animais, dado
que o experimento sobre o qual se baseia j& havia recebido a devida aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), Campus Araraquara, protocolo CEP/FCF/CAr n° 47/2013.
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3.2 Escolha do coespecifico agressor

Durante a habituacdo dos animais as condicbes de biotério, um observador treinado
identificou os camundongos dominantes de cada gaiola, definidos como os animais que
apresentavam comportamentos espontaneos de agressao dirigidos aos seus coespecificos. Esses
camundongos foram mantidos isolados em gaiolas individuais (28 x 17 x 12cm) por pelo menos

quatro semanas, a fim de intensificar seu comportamento agressivo.

3.3 Aparato experimental

O equipamento experimental utilizado consistiu em uma adaptacéo do aparato do Teste
de Exposicdo ao Rato (Rat Exposure Test — RET), desenvolvido e posteriormente validado pelo
grupo de pesquisa de Blanchard e Blanchard (Yang et al., 2004). Este aparato possui trés
compartimentos conectados entre si: toca, tinel e superficie (Figura 1). A (a) toca (7 x 7 x
12cm) consiste em uma caixa de acrilico preto coberta por uma tampa; um lado da camara é
feito de acrilico transparente, a fim de facilitar as filmagens. A (b) rea de superficie (23 x 24
x 21cm) é uma gaiola de policarbonato transparente coberta por uma tampa de policarbonato
preto. A toca é conectada a area de superficie por um (c) tinel de tubo de acrilico transparente

(4,4cm de didmetro, 13cm de comprimento e elevado 1,5cm acima do piso das duas camaras).
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Figura 1. llustracdo do aparato experimental, composto pela toca (home chamber), tanel
(tunnel) e area de superficie (surface). Retirado de Crestani et al. (2018).

O aparato do RET sofreu modificagdes de modo a ser utilizado para gerar a derrota
social e status de subordinacdo em metade dos camundongos. No aparato original (Yang et al.,
2004), a area de superficie é dividida em dois compartimentos de tamanhos iguais por uma tela
de malha de arame, impedindo o contato direto entre os animais. No protocolo experimental
realizado, essa tela foi retirada e o contato entre 0 camundongo agressivo e 0 subordinado

possibilitado.

3.4 Procedimento

O protocolo experimental foi dividido em trés fases realizadas durante a fase clara do
ciclo (08:00 — 14:00 h), sob iluminacéo de uma lampada de 100W, conforme segue:
a) Fase 1 — Habituac&o: a fase de habituacdo ocorreu durante os trés primeiros dias
em intervalos de 24 horas. Durante esse periodo, cada camundongo era colocado na
toca e podia explorar todo o aparato vazio durante 10 minutos. Os dados obtidos no
terceiro dia determinaram a distribuigdo dos animais em dois grupos experimentais

equivalentes, de acordo com a laténcia (em segundos) para que 0s camundongos
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atingissem a area de superficie. Na sequéncia do procedimento, um viria a ser o
Grupo-Derrotado (n=89) e o0 outro 0 Grupo-Nao-Derrotado (n=90).

b) Fase 2 — Derrota social: no quarto dia, cada camundongo era posicionado na
toca e podia explorar livremente o aparato. Ao atingir a area de superficie, o animal
era confinado nesse compartimento e um coespecifico — agressivo ou ndo-agressivo
— era introduzido no local. Os animais do Grupo-Derrotado foram alocados junto a
um coespecifico agressivo, de modo que a interacdo agressiva ocorresse. Os ataques
eram interrompidos assim que 0 sujeito experimental apresentasse postura de
submisséo — i.e., elevar o corpo sobre as patas traseiras, estender as patas dianteiras
em direcdo ao agressor, retrair a cabeca e arquear as orelhas (Bartolomucci et al.,
2009) — por pelo menos cinco segundos ou apds cinco minutos de interacdo
agressiva sem demonstracdo de tal postura. Ja os camundongos do Grupo-Nao-
Derrotado foram confinados junto a um coespecifico ndo-agressivo (habitante de
sua mesma gaiola) durante cinco minutos. Essa fase teve por objetivo promover o
processo de condicionamento contextual aversivo nos animais do Grupo-Derrotado,
por meio da associagdo do estressor de derrota social com a area de superficie.

c) Fase 3 — Teste de reexposi¢ao: no quinto dia, cada camundongo era colocado na
toca e podia explorar o aparato vazio durante 10 minutos.

Em cada uma das fases supracitadas, o aparato experimental foi higienizado com
solucgéo de Etanol (20%) e seco com toalhas de papel de modo a evitar pistas olfativas entre 0s
sujeitos. As filmagens do experimento foram realizadas por meio de uma camera de video
acoplada a sala de testes. O registro das medidas comportamentais foi executado por um
observador treinado utilizando-se o software X-Plo-Rat, desenvolvido por Chaim e Morato

(2005).
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3.5 Medidas comportamentais

Os parametros comportamentais avaliados compreenderam medidas espago-temporais
e de grooming. As medidas espaco-temporais incluiram frequéncia de entradas e tempo
despendido em cada compartimento do aparato (toca, tunel e superficie), além da laténcia (em
segundos) para o animal atingir a area de superficie. As medidas de grooming estdo descritas
na secdo 3.5.1. Todas as medidas foram analisadas durante a Fase 3 do protocolo experimental

(i.e., Teste de reexposi¢éo).
3.5.1 Avaliagé&o do grooming

O comportamento de grooming foi mensurado quanto a frequéncia e tempo dos
episodios, que podem conter ou ndo estereotipias (i.e., cadeias estereotipadas). Em todos os
episodios foram registrados quatro tipos de movimentos (fases) que compdem a cadeia

estereotipada (Figura 2), tal como descrita por Berridge et al. (2005):
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Figura 2. Prototipo da cadeia estereotipada de grooming. Os desenhos do camundongo seguem
uma sequéncia cronolégica (da esquerda para a direita), cada um representando uma das quatro
fases da cadeia de grooming. Fase 1: série de fortes movimentos simétricos em forma de elipse
ao redor do focinho; as patas dianteiras geralmente se alternam como trajetdrias de movimentos
maiores e menores. Fase 2: série de movimentos unilaterais, cada um efetuado por uma pata,
que atingem as vibrissas mistaciais abaixo dos olhos. Os camundongos costumam realizar
movimentos hibridos das Fases 1 e 2, nos quais uma pata faz 0 movimento unilateral da Fase
2, enquanto a outra faz um curto movimento de elipse da Fase 1. Fase 3: série de movimentos
bilaterais realizados simultaneamente por ambas as patas. As patas se estendem para tras e para
cima, elevando-se o suficiente para passarem pelas orelhas e, em seguida, descendo juntas em
direcdo a face do animal. Fase 4: movimentos de lambidas nas regides ventrais e laterais do
tronco que se estendem a cauda do animal, conforme a sequéncia tipica cefalocaudal dos
episddios de grooming. Retirado de Berridge et al., 2005.
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O registro do grooming de acordo com as quatro fases da cadeia estereotipada deu
suporte para a analise da frequéncia de transi¢BGes corretas e incorretas. Transi¢cGes corretas
seguem uma sequéncia estritamente cefalocaudal (fases 0-1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-0; “0” corresponde
a ndo-grooming), ao passo que transi¢des incorretas sdo caracterizadas pela omisséo ou
inversdo de uma ou mais fases. A frequéncia de cadeias estereotipadas também foi registrada.

O grooming também foi avaliado segundo duas divisdes: rostral e caudal (Estanislau et
al., 2013; Komorowska & Pellis, 2004). O tempo somado das fases 1, 2 e 3 da cadeia
estereotipada correspondeu ao grooming rostral, ao passo que o tempo somado da fase 4
correspondeu ao grooming caudal. Um episodio de grooming consistiu na soma de tempo de
toda atividade de grooming realizada e de interrupcbes menores que cinco segundos;
interrupgdes maiores que cinco segundos marcaram um novo episédio; o tempo total de
grooming consistiu na soma do tempo de todos os episodios.

As medidas de grooming supracitadas foram utilizadas para comparacgdes intra e
intergrupos (ver secdo 3.6), tendo como parametro a sua ocorréncia na toca, tinel e superficie

do aparato experimental.

3.6 Delineamento experimental

A avaliacdo das relacGes entre grooming e ansiedade em camundongos reexpostos a um
contexto onde ocorreu a derrota social foi realizada mediante trés estudos. A Figura 3 apresenta
uma ilustracdo do delineamento original (Crestani et al., 2018), seguido das analises realizadas

para a presente pesquisa.



27

Crestaniet al.

(2018)
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Figura 3. Representacdo do delineamento experimental original (Crestani et al., 2018) e das
analises realizadas para a presente pesquisa (Estudos 1, 2 e 3).

a) Estudo 1 — Grupo-Derrotado vs. Grupo-N&o-Derrotado: 15 camundongos do

b)

Grupo-Derrotado e 15 do Grupo-N&o-Derrotado foram randomicamente
selecionados para esta primeira analise. Os animais de cada grupo foram
comparados quanto as medidas espacgo-temporais e de grooming anteriormente
descritas (comparagéo intergrupos).

Estudo 2 — Alta-Ansiedade vs. Baixa-Ansiedade: dois extremos (cada um com
aproximadamente 12% da amostra original) do Grupo-Derrotado formaram dois
novos grupos: grupo Alta-Ansiedade (n=11), que abrangeu os animais que
apresentaram maior frequéncia do comportamento de esticar-se para avaliar o risco
(SAP) e grupo Baixa-Ansiedade (n=11), composto por aqueles que exibiram menor
frequéncia de SAP. Nos casos em que animais de um mesmo grupo apresentaram a
mesma frequéncia de SAP, um segundo critério foi empregado para desempate:
menor ou maior tempo de permanéncia na superficie (para o grupo Alta-Ansiedade
e Baixa-Ansiedade, respectivamente). Os dados de frequéncia de SAP e tempo na

superficie encontram-se no Apéndice. Os grupos foram comparados quanto as
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medidas espago-temporais e de grooming ja descritas (comparacdo intergrupos).
Além disso, foi realizada uma comparacdo intragrupo de modo a verificar se haviam
diferencas entre as medidas espacgo-temporais e de grooming quanto ao seu local de
ocorréncia — i.e., na toca ou superficie do aparato experimental.

c) Estudo 3 — Distancia e direcdo defensivas: os camundongos da analise anterior
que compuseram o grupo Alta-Ansiedade (n=11) foram avaliados quanto a distancia
e direcdo defensivas e a ocorréncia de grooming em cada um desses parametros
(comparacao intragrupo). A distancia defensiva refere-se a distancia na qual o
grooming ocorre em relacdo a fonte de ameaca potencial (i.e., na toca ou superficie
— ambiente presumivelmente mais ansiogénico). Ja a direcdo defensiva teve como
parametro a ocorréncia de grooming na toca com o animal voltado a fonte de ameaca
potencial ou em oposicdo a ela (i.e., direcdo do focinho em relacdo a area de

superficie onde ocorreu o evento estressor).

3.7 Analise de dados

As comparagdes intra e intergrupos foram realizadas tendo-se como paréametro as
seguintes medidas: espago temporais — frequéncia de entradas na toca, tnel e superficie, tempo
despendido nesses trés compartimentos e laténcia para atingir a superficie; e de grooming —
total de episddios, porcentagem de transi¢des incorretas, frequéncia de cadeias estereotipadas,
duracéo total e duragéo de grooming rostral e caudal. Cabe ressaltar que, para a avaliacdo da
porcentagem de transi¢des incorretas, utilizou-se somente 0s animais que realizaram grooming
nos compartimentos em estudo.

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade, utilizando-se
para isto os testes Shapiro-Wilk e Levene (p>0,01). Dados que ndo atingiram os critérios de
normalidade e homogeneidade foram transformados em raiz quadrada ou logaritmo a fim de

serem normalizados para aplicacdo da estatistica paramétrica. Nos casos em que os dados
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transformados também ndo alcancaram os critérios de normalidade e homogeneidade
estabelecidos, executou-se a estatistica ndo-paramétrica.

No Estudo 1 (comparacao intergrupos), dados que atingiram os critérios de normalidade
e homogeneidade foram submetidos a anélise paramétrica por meio do Teste t de Student para
amostras independentes, ao passo que aqueles que ndo os preencheram foram submetidos a
anélise ndo-paramétrica por meio do Teste U de Mann-Whitney.

No Estudo 2, foram realizadas comparacdes intra e intergrupos. Para a comparagéo
intragrupo, dados normais e homogéneos foram conduzidos a analise paramétrica por meio do
Teste t de Student para amostras dependentes, enquanto aqueles dados que nédo atingiram os
critérios de normalidade e homogeneidade estabelecidos foram conduzidos a anélise néo-
paramétrica mediante o Teste de Wilcoxon para amostras dependentes. Quanto a comparacao
intergrupos, empregou-se o Teste t de Student para amostras independentes nos casos em que
0s dados se mostraram normais e homogéneos, enquanto o Teste U de Mann-Whitney foi
utilizado quando os dados se mostraram n&o-normais e ndo-homogéneos.

No Estudo 3 (comparacdo intragrupo), visto que os dados ndo alcangcaram os critérios
de normalidade e homogeneidade exigidos, esses foram submetidos a analise ndo-paramétrica
por meio do Teste de Friedman, seguido pelo Teste post-hoc de compara¢bes multiplas de
Dunn. Uma vez que poucos animais do grupo Alta-Ansiedade realizaram grooming na
superficie do aparato (ver resultados do Estudo 2, secdo 4.2), a avaliacdo da porcentagem de
transicdes incorretas considerou somente os indices obtidos na toca. Nesse caso, empregou-se
0 Teste de Wilcoxon para amostras dependentes.

Para todas as analises, o nivel de significdncia adotado foi de p<0,05.
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4 Resultados

A apresentacdo dos resultados foi dividida em subsec¢des, conforme cada estudo
realizado. Cabe ressaltar que, ndo havendo registros de grooming no tdnel do aparato, 0s

resultados referentes a esse compartimento ndo foram acrescentados.

4.1 Estudo 1: Grupo-Derrotado vs. Grupo-Nao-Derrotado

Relativo as medidas espago-temporais, 0 Teste t de Student ndo apontou diferencgas
significativas entre o Grupo-Derrotado e Grupo-N&o-Derrotado quanto a frequéncia de entradas
na toca (t(28)=1,276; p>0,05), tlnel (t28=1,308; p>0,05) e superficie (t8=1,347; p>0,05), bem
como no tempo de permanéncia nesses trés compartimentos [toca (t(28=0,904; p>0,05); tunel
(t28)=0,242; p>0,05); superficie (t8)=1,062; p>0,05)]. O mesmo teste identificou diferencas
significativas somente em relacdo a laténcia para atingir a superficie, de modo que os animais
do Grupo-Derrotado apresentaram maior laténcia (t(28=2,845; p<0,05) em relagdo aos do

Grupo-Né&o-Derrotado. Os resultados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Medidas! de frequéncia de entradas e tempo em diferentes compartimentos do aparato
experimental. Estudo 1.

Medidas Grupo-Nao-Derrotado Grupo-Derrotado
N° de entradas na toca 140+£1,7 111+£1,3
N° de entradas no tunel 27,4+ 3,6 21,4+28
N° de entradas na superficie 145+18 112+15
Tempo natoca (S) 226,5 + 34,7 274,2 + 39,6
Tempo no tunel (s) 49,4+ 6,1 51,774
Tempo na superficie () 324,1 £ 30,4 274,0 £ 35,9
Laténcia para atingir a superficie (s) 3,8+05 13,0 + 3,7*

!As medidas estdo apresentadas como médias (+E.P.M.).
* p<0,05 em comparagdo ao outro grupo (Teste t de Student).
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Referente as medidas de grooming que ocorreram na superficie (Figura 4), os Testes t
de Student e de Mann-Whitney ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos
quanto ao total de episédios (Mann-Whitney; p>0,05), duracéo total de grooming (ts=0,517;
p>0,05), frequéncia de cadeias estereotipadas (Mann-Whitney; p>0,05), assim como na durac¢ao
de grooming rostral (tes=1,604; p>0,05) e caudal (Mann-Whitney; p>0,05). Os grupos
diferiram entre si somente em relacdo a porcentagem de transi¢Bes incorretas — essas maiores

entre os animais do Grupo-Derrotado (t0=2,090; p<0,05).
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Figura 4. Medidas de grooming na superficie apresentadas por camundongos previamente
submetidos (n=15) ou ndo (n=15) a derrota social: (A) total de episddios, (B) porcentagem de
transi¢oes incorretas (Grupo-N&o-Derrotado, n=12; Grupo-Derrotado, n=10), (C) duracéo total
de grooming, (D) frequéncia de cadeias estereotipadas, (E) duragéo de grooming rostral e de
(F) grooming caudal. Os dados estéo representados pela média (+E.P.M.) ou mediana (1.1.Q.).

Estudo 1.
*, p<0,05 em comparagao ao outro grupo (Teste t de Student).
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As medidas de grooming ocorridas na toca apresentaram resultados semelhantes aquelas
obtidas na superficie (Figura 5). O Teste t de Student ndo apontou diferencas significativas entre
0s grupos concernentes ao total de episodios (t28)=0,275; p>0,05), duracdo total de grooming
(t28)=1,249; p>0,05), frequéncia de cadeias estereotipadas (tes=1,548; p>0,05), bem como na
duracéo de grooming rostral (t(28=1,007; p>0,05) e caudal (t28)=1,345; p>0,05). A porcentagem
de transicOes incorretas, desta vez, ndo se mostrou uma medida de discrepancia entre os animais

derrotados e ndo-derrotados (t(s)=0,665; p>0,05).
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Figura 5. Medidas de grooming na toca apresentadas por camundongos previamente
submetidos (n=15) ou ndo (n=15) a derrota social: (A) total de episodios, (B) porcentagem de
transicdes incorretas (Grupo-Nao-Derrotado, n=14; Grupo-Derrotado, n=13), (C) duracéo total
de grooming, (D) frequéncia de cadeias estereotipadas, (E) duragdo de grooming rostral e de
(F) grooming caudal. Os dados estdo representados pela média (+E.P.M.). Estudo 1.
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4.2 Estudo 2: Alta-Ansiedade vs. Baixa-Ansiedade

4.2.1 Comparacao intergrupos

Concernente as medidas espaco-temporais (Tabela 2), o Teste t de Student apontou
diferencas significativas quanto a frequéncia de entradas no tanel (teo=2,425; p<0,05) e na
superficie (t@0=3,510; p<0,05), de modo que os animais do grupo Alta-Ansiedade
apresentaram um menor nimero de entradas nesses dois compartimentos em comparacdo aos
do grupo Baixa-Ansiedade. O mesmo teste ndo apontou diferengas significativas entre os
grupos no quesito frequéncia de entradas na toca (t0=1,099; p>0,05).

No que tange ao tempo despendido na toca, o Teste t de Student demonstrou diferencas
significativas, de forma que os animais do grupo Alta-Ansiedade passaram mais tempo nesse
local em relagéo aos do grupo Baixa-Ansiedade (t0)=5,256; p<0,05). Quanto ao tempo médio
no tanel, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (t0=1,122; p>0,05).
Por fim, referente ao tempo na superficie, o grupo Alta-Ansiedade despendeu menos tempo
nesse compartimento do que o grupo Baixa-Ansiedade (t(20=5,276; p<0,05).

A laténcia de chegada a superficie apresentou um indice estatistico limitrofe (p=0,062)
quanto ao indice de significancia adotado, o que indica uma tendéncia de maior laténcia entre
0s animais do grupo Alta-Ansiedade em comparacdo aos do grupo Baixa-Ansiedade

(t20=1,970; p>0,05).
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Tabela 2. Medidas! de frequéncia de entradas e tempo em diferentes compartimentos do aparato
experimental. Estudo 2.

Medidas Baixa(?,g\l;lgsedade Altair#s?é)dade
N° de entradas na toca 155+1,8 182+1,6
N° de entradas no tunel 28,9+ 35 17,6 + 3,0*
N° de entradas na superficie 22,3+2,6 10,7 £ 2,0*
Tempo natoca (S) 148,9 £ 19,2 380,7 + 39,7*
Tempo no tunel (s) 61,8+ 7,5 47,2+10,5
Tempo na superficie (s) 389,3+ 24,6 172,0 £ 32,9*
Laténcia para atingir a superficie (s) 6,3+1,8 34,4+£19,1

!As medidas estdo apresentadas como médias (+E.P.M.).
*, p<0,05 em comparagdo ao outro grupo (Teste t de Student).

Os indices de grooming ocorridos na superficie encontram-se na Figura 6. Concernente
ao total de episodios, duragdo total de grooming, frequéncia de cadeias estereotipadas e duragdo
de grooming rostral e caudal, o grupo Alta-Ansiedade apresentou indices inferiores aos do
grupo Baixa-Ansiedade (para todos, Mann-Whitney; p<0,05). A avalia¢do da porcentagem de
transi¢cOes incorretas, por outro lado, ndo apontou diferencas significativas entre 0s grupos

(Mann-Whitney; p>0,05).
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Figura 6. Medidas de grooming na superficie apresentadas por camundongos derrotados que
exibiram comportamentos que indicam maior (n=11) e menor (n=11) ansiedade: (A) total de
episodios, (B) porcentagem de transicOes incorretas (Baixa-Ansiedade, n=10; Alta-Ansiedade,
n=5), (C) duracao total de grooming, (D) frequéncia de cadeias estereotipadas, (E) duracéo de
grooming rostral e de (F) grooming caudal. Os dados estdo representados pela mediana (1.1.Q.).

Estudo 2.
*, p<0,05 em comparagdo ao outro grupo (Teste de Mann-Whitney).
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Referente a ocorréncia de grooming na toca (Figura 7), o grupo Alta-Ansiedade
apresentou indices maiores do que o grupo Baixa-Ansiedade nas seguintes medidas: total de
episodios (t0=4,166; p<0,05), duracdo total de grooming (t0=5,702; p<0,05), frequéncia de
cadeias estereotipadas (t0=5,754; p<0,05), bem como na duragdo de grooming rostral
(to)=4,576; p<0,05) e caudal (t0=4,326; p<0,05). A porcentagem de transigdes incorretas
novamente ndo se mostrou uma medida de discrepancia entre os grupos (Mann-Whitney;

p>0,05).
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Figura 7. Medidas de grooming na toca apresentadas por camundongos derrotados que
exibiram comportamentos que indicam maior (n=11) e menor (n=11) ansiedade: (A) total de
episddios, (B) porcentagem de transicdes incorretas (Baixa-Ansiedade, n=9; Alta-Ansiedade,
n=11), (C) duragéo total de grooming, (D) frequéncia de cadeias estereotipadas, (E) duracéo de
grooming rostral e de (F) grooming caudal. Os dados estéo representados pela média (£E.P.M.)
ou mediana (1.1.Q.). Estudo 2.

*, p<0,05 em comparagdo ao outro grupo (Teste t de Student).
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4.2.2 Comparagao intragrupo

No que diz respeito ao grupo Baixa-Ansiedade, o Teste t de Student demonstrou
diferencas significativas quanto ao local de ocorréncia das medidas espaco-temporais, de modo
que os animais desse grupo realizaram um maior nimero de entradas na superficie e passaram
mais tempo nesse local em comparacdo a toca. Os Testes t de Student e de Wilcoxon nédo
demonstraram diferencas quanto ao local de ocorréncia das medidas de grooming — total de
episodios, porcentagem de transices incorretas, duracdo total de grooming, frequéncia de
cadeias estereotipadas, duracdo de grooming rostral e de grooming caudal. Os resultados

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Medidas® espago-temporais e de grooming avaliadas em camundongos do grupo
Baixa-Ansiedade quanto ao seu local de ocorréncia. Estudo 2.

. Grupp Toca Superficie . Ni_v_eIAde .
Baixa-Ansiedade significancia

Medidas espaco-temporais

Numero de entradas 155+1,8 22,3+2,6 t(0=3,474; p<0,05
Tempo no local (s) 148,9 £ 19,2 389,3+ 24,6 t(0=5,519; p<0,05
Medidas de grooming

Total de episodios 4,0+0,9 93+138 t(10=2,075; p>0,05
% de transic¢des incorretas 80,6 £ 6,6 76,4 +£55 t»=0,814; p>0,05
Duragéo total de grooming 216 +£11,6 47,9+16,9 t10=1,095; p>0,05
Freq. cadeias estereotipadas 1,0£0,3 2,1+0,6 t(10=1,309; p>0,05
Duracéo grooming rostral (s) 3,0 (0,0-5,4) 2,9 (1,6-13,2) Wilcoxon; p>0,05
Duragéo grooming caudal (s) 169+94 40,8 + 14,8 tuo=1,174,; p>0,05

!As medidas estdo apresentadas como médias (+E.P.M.) ou medianas (1.1.Q).

Concernente ao grupo Alta-Ansiedade (Tabela 4), o Teste t de Student apontou
diferencas significativas das medidas espaco-temporais quanto ao seu compartimento de
ocorréncia, de forma que os animais efetuaram um maior nimero de entradas e despenderam
mais tempo na toca em relacdo a superficie. Quanto as medidas de grooming, 0s animais
também apresentaram maiores indices — total de episodios, duracdo total de grooming,

frequéncia de cadeias estereotipadas, duracdo de grooming rostral e de grooming caudal —
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quando estavam na toca, em comparacao a superficie (para todos, Wilcoxon; p<0,05). Aponta-
se como excecdo a porcentagem de transi¢des incorretas, de modo que sua ocorréncia néo

diferiu entre os compartimentos em estudo (Wilcoxon; p>0,05).

Tabela 4. Medidas! espago-temporais e de grooming avaliadas em camundongos do grupo Alta-
Ansiedade quanto ao seu local de ocorréncia. Estudo 2.

Grupo Toca Superficie Nivel de
Alta-Ansiedade P significancia
Medidas espaco-temporais
Numero de entradas 18,2+ 1,6 10,7+ 2,0 t(10=2,749; p<0,05
Tempo no local (s) 380,7 £ 39,7 172,0+ 32,9 t(10=2,889; p<0,05
Medidas de grooming
Total de episodios 11,0 (8,0-17,0) 0,0 (0,0-2,0) Wilcoxon; p<0,05

% de transic¢des incorretas 72,7 (66,7-78,2) 100 (78,1-100)  Wilcoxon; p>0,05
Duragéo total de grooming 142,7 (83,5-266,2) 0,0 (0,0-0,9) Wilcoxon; p<0,05

Freq. cadeias estereotipadas 4,0 (3,0-6,0) 0,0 (0,0-0,0) Wilcoxon; p<0,05
Dur. grooming rostral (s) 15,0 (11,5-26,3) 0,0 (0,0-0,1) Wilcoxon; p<0,05
Dur. grooming caudal (s) 95,6 (46,6-167,8) 0,0 (0,0-0,9) Wilcoxon; p<0,05

!As medidas estdo apresentadas como médias (+E.P.M.) ou medianas (I.1.Q).
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4.3 Estudo 3: Distancia e diregéo defensivas

A Figura 8 apresenta as medidas de grooming avaliadas em camundongos do grupo
Alta-Ansiedade, quando esses estavam na superficie e na toca (nesse ultimo compartimento,
houve a distingdo entre quando o animal estava de costas ou de frente para a superficie).
Referente ao total de episodios, duragdo total de grooming, frequéncia de cadeias estereotipadas
e duracdo de grooming rostral e caudal, os animais exibiram maiores indices dessas medidas
quando estavam na toca de frente para a superficie [Friedman, (p<0,05); Dunn, “Superficie”
vs. “Frente Superficie” (p<0,05) e “Costas Superficie” vs. “Frente Superficie” (p<0,05)]. A
porcentagem de transi¢Oes incorretas, por outro lado, foi maior quando os animais estavam na

toca de costas para a superficie (Wilcoxon; p<0,05).
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Figura 8. Medidas de grooming na superficie e na toca (de costas e de frente para a superficie)
apresentadas por camundongos derrotados (n=11) que exibiram comportamentos que indicam
maior ansiedade: (A) total de episodios, (B) porcentagem de transi¢fes incorretas (indices
obtidos na toca; n=7), (C) duracéo total de grooming, (D) frequéncia de cadeias estereotipadas,
(E) duracao de grooming rostral e de (F) grooming caudal. Os dados estéo representados pela
mediana (1.1.Q.). Estudo 3.

ab, p<0,05 em comparagdo a “Superficie” e “Costas Sup.” (Teste de Friedman e post-hoc de Dunn).

*, p<0,05 em comparagdo & “Costas Sup.” (Teste de Wilcoxon).
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5 Discussao

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar as relac6es entre grooming e ansiedade em
camundongos reexpostos a um contexto onde ocorreu uma experiéncia de derrota social. Os
resultados foram discutidos em subsecOes, de acordo com cada estudo realizado. Apos a
discussdo dos resultados, apresenta-se uma discussdo geral com os principais achados da
pesquisa, suas limitagcdes e perspectivas para pesquisas futuras que se proponham a investigar

as relagOes entre grooming e ansiedade em contextos associados a derrota social.

5.1 Estudo 1: Grupo-Derrotado vs. Grupo-Nao-Derrotado

Referente as medidas espago-temporais, 0s camundongos do Grupo-Derrotado
apresentaram maior laténcia para atingir a superficie do aparato experimental em relacdo ao
Grupo-Nao-Derrotado. Sustenta-se que a maior laténcia se deve a evitagdo decorrente do
processo de condicionamento contextual aversivo, refletindo o estado de ansiedade dos animais
derrotados. Tal leitura se pauta na analise da medida de laténcia em tarefas de esquiva
passiva/inibitéria, que também fazem uso do processo de condicionamento respondente —
tarefas nas quais 0s animais mais ansiosos apresentam maior laténcia em explorar ambientes
onde sofreram um choque elétrico (Cruz & Landeira-Fernandez, 2012; Tomaz, Silva, Batistéo,
& Castreghini, 2012).

No que diz respeito as medidas de grooming, a porcentagem de transi¢des incorretas
ocorridas na superficie foi maior no Grupo-Derrotado em comparacdo ao Grupo-N&o-
Derrotado. Entende-se que a alteracdo sequencial do grooming é indicativa de ansiedade entre
0s animais derrotados, dado que estudos prévios demonstraram tal alteracdo ap6s a exposi¢do
a diferentes testes de ansiedade — e.g., Teste do labirinto em cruz elevado e Teste de transi¢do

claro-escuro (Kalueff & Tuohimaa, 2004; 2005b) — e sob efeito de diferentes farmacos: 0s
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ansiogénicos promovem a desorganizacgdo sequencial do grooming, ao passo que os ansioliticos
promovem a sua reorganizacao (Kalueff & Tuohimaa, 2005a).

As demais medidas avaliadas na presente pesquisa, tanto as espago-temporais —
frequéncia de entradas na toca, tunel e superficie e tempo despendido nesses trés
compartimentos — como as medidas de grooming — total de episddios, frequéncia de cadeias
estereotipadas, duracdo total e duracdo de grooming rostral e caudal —, ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos. Tais medidas néo serviriam, portanto, para discriminar
camundongos derrotados submetidos a reexposicdo ao contexto de derrota social de
camundongos ndo-derrotados.

Os resultados acima descritos divergem daqueles obtidos por Crestani et al. (2018) em
dois aspectos: no referido estudo, os camundongos derrotados passaram mais tempo na toca e
realizaram mais grooming nesse compartimento (duragdo total). Tais divergéncias podem se
dever ao uso de um menor nimero de animais no presente estudo, o que também configura uma
de suas limitagbes. O propdsito da pesquisa de Crestani et al. (2018) foi investigar o perfil
comportamental de camundongos derrotados e ndo-derrotados por meio de analises fatoriais, 0
que requer amostras consideravelmente grandes. Outro possivel fator de discrepancia é o fato
do grooming ter sido avaliado de maneiras distintas entre os estudos. Cabe ressaltar que, no
estudo de Kalueff e Tuohimaa (2004) que avaliou tanto a duracdo total de grooming como a
porcentagem de transi¢fes incorretas, ambas aumentaram cinco minutos apds a exposi¢do ao
estressor de derrota social, o que coaduna com os resultados de Crestani et al. (2018) e com 0s
da presente pesquisa, respectivamente.

Apesar de ocorrerem em diferentes compartimentos, sugere-se, a partir da discusséo
prévia, que as medidas de grooming que apresentaram um aumento significativo — duracéo total

de grooming no estudo de Crestani et al. (2018) e porcentagem de transi¢fes incorretas na
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presente pesquisa — sdo informativas do estado de ansiedade dos animais do Grupo-Derrotado

frente & reexposigdo ao contexto associado a derrota social.

5.2 Estudo 2: Alta-Ansiedade vs. Baixa-Ansiedade

Para o Estudo 2, os animais do Grupo-Derrotado foram divididos entre dois grupos com
perfis ansiosos distintos, tendo como critério a baixa (grupo Baixa-Ansiedade) e alta (grupo
Alta-Ansiedade) frequéncia do comportamento de SAP — medida considerada representativa do
estado de ansiedade em roedores (Blanchard et al., 1991; Blanchard et al., 2001). Foram
efetuadas, entdo, comparagdes intra e intergrupos no que se refere as medidas espaco-temporais
e de grooming.

A partir da divisdo dos grupos, constatou-se que os animais de cada grupo apresentaram
diferentes niveis de responsividade ao procedimento realizado e estratégias de coping distintas
— isto é, respostas comportamentais apresentadas em situacdes aversivas, cujo efeito consiste
na cessacdo de tais situacdes ou na reducdo do estresse fisiologico por elas produzido
(Wechsler, 1995).

Em estudos prévios, ratos cruzados seletivamente de acordo com as caracteristicas de
rapida (Roman High-Avoidance — RHA) e baixa aprendizagem (Roman Low-Avoidance — RLA)
de respostas de esquiva ativa de duas vias no Teste da shuttle-box (e.g., Bignami, 1965)
apresentaram diferentes indices de respostas comportamentais e neuroenddcrinas (e.g.,
defecacdo, congelamento e corticosterona) quando submetidos a diferentes procedimentos
aversivos, como a exposicdo a novidade, o Teste do medo condicionado e o Teste do campo
aberto (Driscoll et al., 1998; Steimer & Driscoll, 2003). Os animais RLA tendem a apresentar
maiores indices dessas medidas, sendo, portanto, considerados mais ansiosos. Adicionalmente,
admite-se que as diferencas comportamentais entre os grupos refletem estratégias de coping
distintas frente a contextos aversivos (Steimer & Driscoll, 2003; Steimer, La Fleur, & Schulz,

1997).
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Embora tradicionalmente os animais RLA também apresentem maiores indices de
grooming (Escorihuela et al., 1999; Ferré et al., 1995), a maior ou menor ocorréncia desse
comportamento parece variar com o contexto. No Teste do campo aberto e no Teste da placa
perfurada, por exemplo, os animais RLA efetuaram maiores indices de medidas de grooming
(e.g., duracéo total e porcentagem de transi¢des incorretas), ao passo que os RHA efetuaram
menores indices. J& no Teste de esquiva ativa na shuttle-box, um procedimento que pode ser
considerado mais aversivo devido a administracdo de choques elétricos, os animais RHA
efetuaram maiores indices de grooming (e.g., total de episodios e duracdo total) quando
comparados aos animais RLA. Os grupos ndo difeririam entre si quando avaliados em uma
gaiola-viveiro (Estanislau et al., 2013).

Tal como os animais RHA e RLA, os animais Baixa e Alta-Ansiedade do presente
estudo também apresentaram diferentes estratégias de coping e variacbes do grooming de
acordo com o contexto. Assim como 0s RHA, os animais do grupo Baixa-Ansiedade parecem
demonstrar uma estratégia de coping que definimos como “ativo”. Isso se reflete nas medidas
espaco temporais e de grooming: maior nimero de entradas e tempo despendido na superficie
(comparag0es intra e intergrupos), bem como uma tendéncia de menor laténcia para chegar
nesse local. Referente ao grooming, a comparacao intergrupos apontou que o grupo Baixa-
Ansiedade exibiu maiores indices na superficie, excetuando-se a porcentagem de transicdes
incorretas. Ressalta-se, no entanto, que a comparacao intragrupo demonstrou que o grooming
ocorreu indiscriminadamente em todo o aparato — um possivel indicativo de que nenhum dos
compartimentos foi particularmente aversivo aos animais desse grupo.

J& os animais do grupo Alta-Ansiedade, assim como o0s RLA, apresentaram
comportamentos que indicariam estratégias de coping que definimos como “passivo”.
Novamente, isso se reflete nas medidas espaco temporais e de grooming: menor nimero de

entradas e tempo na superficie do aparato, além de maior tempo na toca (comparacao
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intergrupos) e maior nimero de entradas nesse local (comparacdo intragrupo). Relativo ao
grooming, tanto na comparacao intra como na intergrupos os indices mostraram-se maiores na
toca, excetuando-se a porcentagem de transi¢cOes incorretas. Somadas, essas informacdes
podem indicar que os animais do grupo Alta-Ansiedade foram mais responsivos ao
procedimento aversivo realizado.

Uma vez que 0s animais do grupo Baixa e Alta-Ansiedade passaram por um estressor
prévio de derrota social, seguido da reexposi¢cdo ao contexto a ele associado, sugere-se que 0
grooming observado nesses animais pode ter funcdo de dearousal frente ao ambiente
potencialmente aversivo (Spruijt et al., 1992; van Erp et al., 1994). Ressalta-se que essa funcéo
foi exercida em diferentes contextos, a depender do nivel de responsividade do grupo: na toca
pelo grupo Alta-Ansiedade e indiscriminadamente nos compartimentos do aparato pelo grupo

Baixa-Ansiedade.

5.3 Estudo 3: Distancia e diregéo defensivas

No Estudo 3, os camundongos derrotados que compuseram o0 grupo Alta-Ansiedade
apresentaram maiores indices das medidas de grooming (i.e., total de episddios, duracgéo total,
frequéncia de cadeias estereotipadas e duragdo de grooming rostral e caudal) quando estavam
na toca de frente para a superficie. Excetua-se a porcentagem de transi¢des incorretas, que foi
maior quando 0s animais estavam na toca de costas para a superficie.

Considerando o parametro “distancia defensiva”, o grooming ocorreu no local mais
distante (toca) da superficie onde se deu a derrota social, tal como nos estudos de Crestani et
al. (2018) e Gil (2018), embora esses tenham utilizado diferentes grupos de comparacao:
derrotado vs. ndo-derrotado. Entende-se que tal fato se deve ao grooming ndo ser um
comportamento defensivo e de alta prioridade em situacgdes de risco (Estanislau, 2012; Spruijt
et al., 1992). Portanto, na medida em que o animal se aproxima da superficie, esperar-se-ia

observar comportamentos defensivos, como o SAP, que permitiriam que o camundongo
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avaliasse o risco potencial do ambiente. A literatura a respeito do Teste de Exposi¢do ao Rato
(RET), cujo aparato e procedimento foram adaptados para o presente estudo, corrobora a
afirmativa anterior, visto que nesse teste 0 SAP ocorre predominantemente no tanel (Amaral,
Gomes, & Nunes-de-Souza, 2010; Yang et al., 2004).

Ja em relagdo ao parametro “dire¢do defensiva”, a ocorréncia de grooming com o
camundongo voltado a fonte da ameaca potencial (superficie) poderia apontar, de acordo com
a hipotese de Gray e McNaughton (2000), para um estado de ansiedade do animal. De acordo
com 0s autores, a ansiedade ocorre quando 0s animais se aproximam da fonte da ameaga
potencial, presumindo-se, portanto, que esses estdo voltados a tal fonte. A ocorréncia do
grooming no espaco protegido da toca, tal como discutido em relacéo ao Estudo 2, sugere que
0s animais estdo em dearousal (Spruijt et al., 1992; van Erp et al., 1994), a0 mesmo tempo que
se mantém vigilantes — indicando, desse modo, um estado de ansiedade intermediario.

No que se refere a porcentagem de transi¢Ges incorretas, essa medida foi discrepante
devido aos maiores indices observados nos animais quando estavam de costas para a superficie
e ndo de frente para ela, como nas demais medidas. A hipotese para tal discrepancia seria a de
que o dearousal ocorre com o animal voltado a fonte da ameaca potencial, estando, portanto,
em um estado de ansiedade reduzido — o que se refletiu em uma menor porcentagem de

transi¢des incorretas — em relacdo a quando o animal esta de costas para a ameaca.
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6 Discusséao geral

Nos ultimos anos, alguns autores tém apontado que diferentes medidas de grooming
podem ser informativas sobre o estado de ansiedade em roedores (e.g., Estanislau, 2012;
Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kalueff et al., 2016) A partir dos resultados do presente estudo,
demonstrou-se que alteracOes especificas nas medidas de grooming sdo também informativas
sobre o0 estado de ansiedade de determinados grupos de animais no procedimento de
reexposicao ao contexto associado a derrota social.

A porcentagem de transi¢Oes incorretas foi a medida menos consistente entre os estudos.
Dado que os animais derrotados (Estudo 1) apresentaram maiores indices dessa medida na
superficie (ambiente mais ansiogénico), esperar-se-ia que esses indices também fossem maiores
na superficie entre os animais do grupo Alta-Ansiedade (Estudo 2), algo que ndo foi observado
nas comparagdes intra e intergrupos. Essas discrepancias podem se dever ao fato de que, na
avaliacdo da porcentagem de transicdes incorretas em comparagfes intra e intergrupos do
Estudo 2, utilizou-se um baixo nimero amostral: somente cinco animais do grupo Alta-
Ansiedade compuseram a amostra, pois foram os Unicos que realizaram grooming na superficie
do aparato. Tal limitagdo parece ter dificultado a observacdo de possiveis diferengas
estatisticamente significativas.

O uso dos critérios de alta e baixa frequéncia de SAP mostrou-se Util para a distingdo
de animais com diferentes niveis de responsividade ao procedimento realizado e estratégias de
coping distintas (i.e., ativas e passivas), 0 que inclui o préprio grooming. Além disso, esse
comportamento parece ocorrer em diferentes contextos, a depender de caracteristicas prévias
dos animais. Tais dados indicam que o grooming parece participar das estratégias de coping
exercidas por roedores diante de situagfes potencialmente ameagadoras.

O presente estudo teve como diferencial a avaliacdo da ocorréncia de grooming quanto

aos parametros distancia e direcdo defensivas. Destaca-se que, em animais que apresentaram
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caracteristicas que indicam maior responsividade ao procedimento realizado (grupo Alta-
Ansiedade), as medidas de grooming ocorreram no local mais distante (toca) em relacdo a fonte
de ameaca potencial (superficie) e com os animais predominantemente direcionados para tal
fonte, o que aponta para um estado de ansiedade e vigilancia. Esses resultados evidenciam,
portanto, que o grooming pode ser modulado pelos fatores “distancia” e “dire¢ao defensivas”
em contextos de ameaca potencial.

As diferentes medidas de grooming observadas nos Estudos 2 e 3 parecem refletir a
funcdo de dearousal frente a reexposicéo ao ambiente associado a derrota social, 0 que coaduna
com a literatura acerca da funcdo do grooming em diferentes procedimentos aversivos (e.g.,
Estanislau et al., 2013; Komorowska & Pisula, 2003; Veloso et al., 2016). Os achados também
demonstram que tal funcéo foi exercida em diferentes compartimentos, a depender do nivel de
responsividade dos animais.

Por fim, de modo a investigar as possiveis fun¢Ges das medidas de grooming entre 0s
animais derrotados e ndo-derrotados, bem como nos animais dos grupos Alta e Baixa-
ansiedade, seriam relevantes novos estudos que avaliassem os efeitos de agentes
farmacoldgicos ansioliticos e ansiogénicos nesse procedimento. Do mesmo modo, seria
importante efetuar-se alteragdes procedimentais que permitam melhor exploragéo das medidas
avaliadas nesse estudo, tais como os efeitos de um maior numero de derrotas sociais ou do
acréscimo de pistas olfativas do coespecifico agressivo na fase de reexposi¢do. Finalmente,
dado o efeito diferencial que o procedimento produziu sobre os comportamentos dos animais
dos grupos Baixa e Alta-Ansiedade, seria interessante avaliar, de forma exploratoria, os efeitos
desse procedimento nos animais RLA e RHA, observando assim, se esses exerceriam

estratégias de coping analogas as dos animais do presente estudo.
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Apéndice

S7

Distribuicédo dos animais derrotados nos grupos Alta-Ansiedade e Baixa-Ansiedade. Estudo 2.

Grupo Alta-Ansiedade Grupo Baixa-Ansiedade
(n=11) (n=11)
Frequéncia Tempo na Frequéncia Tempo na
de SAP superficie (s) de SAP superficie (s)
9 304.579 0 530,049
8 236.862 0 502,39
7 475 0 429 874
7 102917 0 422 369
6 61.459 0 390471
6 114.882 0 377.351
5 58.112 0 376.012
5 290.768 0 361.856
4 173,142 0 358.853
4 242.042 0 342 545
4 311.183 0 340225




