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RESUMO

Roedores expostos ao estresse de derrota social exibem respostas hormonais,
comportamentais e autonémicas denominadas reacdes de defesa. Este estudo buscou realizar
uma validacdo comportamental de um teste de aversdo ao contexto gerada por derrota social.
Noventa e oito camundongos Suicos albinos machos foram habituados por 10 minutos durante
trés dias consecutivos a um aparato contendo uma toca ligada a um tanel, o qual leva a uma
superficie com duas partes iguais divididas por uma tela de arame: Superficies A (local das
interacOes sociais com contato fisico) e superficie B (local das interagdes sociais sem contato
fisico). A toca, o tlnel e a Superficie A sdo separados entre si por portas-guilhotina. Do 4° ao
7° dia, os animais foram distribuidos em: (a) grupo controle (expostos a intera¢do social com
coespecificos ndo agressores), (b) grupo derrotado (expostos a interacdo social com um
coespecifico dominante). Nestas interacbes, um camundongo agressor ou nao agressor era
colocado na superficie B separado do outro animal pela tela de arame por 5 minutos, seguida
de derrota social ou interacdo ndo agressiva na superficie A por 3 minutos e, em seguida, 0s
agressores ou ndo agressores eram colocados na superficie B por mais 5 minutos. Seguindo o
mesmo protocolo, porém em um novo contexto (caixa de interagdo social com o
coespecifico), o grupo (c) controle - novo contexto (interagdo social com coespecifico nao
agressor), e o grupo (d) derrotado - novo contexto (interacdo social com um coespecifico
dominante). No 8° dia, todos os animais foram individualmente re-expostos ao aparelho por
10 minutos, sem a presenca do coespecifico, porém contendo uma por¢do da maravalha da sua
gaiola de alojamento do agressor ou do ndo agressor. No terceiro dia de Habituacéo e no dia
da reexposicdo, as seguintes medidas foram registradas: frequéncia de entradas e tempo gasto
na toca, tunel e superficie A; frequéncia e tempo de levantamentos e de grooming; tempo total
de SAP e tempo de escavar na superficie. Quando comparados a fase de habituacdo, no oitavo
dia o grupo derrotado teve uma diminuicdo de levantamentos, do tempo de permanéncia na
superficie A e de escavar a maravalha, bem como aumento na frequéncia e no tempo de
grooming na toca e na frequéncia de esticadas SAP total. A analise dos resultados néo revelou
quaisquer sinais de evitagdo ao ambiente nos animais do grupo controle, grupo derrotado-
novo contexto ou grupo controle-novo contexto. Nossos resultados mostraram que o emprego
de quatro derrotas sociais antecedidas por ou seguidas de exposicdo sensorial (porém, sem

contato fisico) ao oponente agressor provoca aversdo condicionada ao contexto do embate.

Palavras Chaves: Derrota social, aversdo contextual, medo contextual, pistas ambientais,

condicionamento, interagéo agressiva.



ABSTRACT
Rodents exposed to social defeat stress exhibit hormonal, behavioral, and autonomic

responses called defense reactions. This study sought to conduct a behavioral validation of a
context aversion generated by social defeat test. Ninety-eight male albino Swiss mice were
habituated for 10 minutes for three consecutive days to an apparatus, containing a tunnel-
bound burrow, which leads to a surface (divided by a wire mesh) that has two parts of the
same dimensions : Surfaces A (site of social interactions with physical contact) and surface B
(location of social interactions without physical contact). The burrow, the tunnel and the
surface A are separated from each other by guillotine doors. From the 4th to the 7th day, the
animals were distributed in: (a) control group (animals exposed to social interaction with non-
aggressive conspecific), (b) defeated group (animals exposed to social interaction with a
dominant conspecific), exposed to 5 minutes of sensory interaction. In this interaction an
aggressor or non-aggressor mouse was placed on surface B separated from the other animal by
the wire mesh, followed by social defeat or non-aggressive interaction on surface A for 3
minutes. Subsequently, aggressive or non-aggressive animals were placed on surface B for a
further 5 minutes, to the adapted test of interaction with the conspecific (same context where
they were habituated). Following the same protocol, but in a new context (social interaction
box), group (c) control - new context was exposed to social interaction with a non - aggressive
cospecific, and group (d) defeated - new context was exposed to interaction with a dominant
co-specific. On the eighth day, all animals were individually exposed to the Adapted test of
interaction with the conspecific for 10 minutes, without the presence of the coespecific, but
containing a portion of the sawdust of their housing cage. On the third day of Habituation and
on the Day of Reexposure, the following measures were recorded: frequency of entrances and
time spent in the burrow, tunnel and surface A; frequency and time of rising and grooming;
SAP total time and time to dig on the surface. When compared to the Hab stage, on the eighth
day the GD had a decrease of rising, the permanence time on surface A and excavation of the
sawdust, as well as increase in the frequency and time of grooming in the burrow and in the
frequency of total SAP stretched. Analysis of the results did not reveal any signs of
environmental avoidance in GC, GDn or GCn animals. Our results showed that the use of four
social defeats preceded by or followed by sensory exposure to the aggressor opponent causes

aversion conditioned to the context of the clash.

Key words: Social defeat, contextual aversion, contextual fear, environmental cues,

conditioning, aggressive interaction.
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1. INTRODUCAO
1.1. Ansiedade

A ansiedade pode ser definida como um estado emocional qualificado subjetivaente
como desagradavel, acompanhado por sentimento de apreensdo, inseguranca, (NUTT, 1990),
seguido de um repertorio de respostas comportamentais e autonémicas (ex.: liberacdo de
horménios e neurotransmissores), que preparam 0 organismo para responder a uma possivel
ameaca ao organismo (ALBARRACIN et al., 2008). Estas respostas tém uma relevancia
adaptativa, favorecendo a execucdo de condutas de sobrevivéncia do individuo (PRATT,
1992; GRAEFF, 1999a, GRAEFF, 1994b; GRAEFF e GUIMARAES, 2012c). Embora a
ansiedade seja um conjunto de respostas que aumentam atencdo e faca com que melhore
desempenho nas tarefas cotidianas, pode se tornar mal adaptativa, quando estas respostas séo
apresentadas frente estimulos que ndo apresentem um perigo, causando mal-estar no individuo
e mudancas no desempenho das tarefas habituais, tornando-se uma condicdo patoldgica
(PRATT, 1992; BRANDAO, 2001).

De acordo com a quinta versdo do Manual de Estatistica e Diagndstico de Doencas
Mentais (DSM-V, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V),
elaborado pela Associagdo Americana de Psiquiatria, 0 medo € a resposta emocional a ameaca
iminente real ou percebida, enquanto a ansiedade € caracterizada como estado emocional
desagradavel, subjetivamente negativo, orientada a identificar eventos futuros que tenha
potenciais sinais de perigo, mas sem que se tenha controle ou predicdo da ameaca; € a
ansiedade é uma resposta antecipada da ameaca futura (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, (2014); ALBARRACIN, et al., (2008); BARLOW, (2002); MINEKA,;
OEHLBERG, (2008); PRATT,(1992)). O DSM-V classifica a ansiedade em diferentes
transtornos, como ansiedade generalizada, fobias especifica, agorafobia ou transtorno de
ansiedade social entre outras. Por exemplo, a ansiedade social é caracterizada por medo ou
ansiedade intensa que aparece em relacdo a situacGes sociais nas quais a pessoa € exposta ao
possivel julgamento por outros, temendo mostrar sintomas de ansiedade que podem ser
avaliados negativamente pelos observadores.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que o 3,6% da populagdo mundial
apresentava ansiedade em 2015, além de mostrar uma maior prevaléncia em mulheres com
4,6% em comparacdo com os homens (2,6%). A OMS tambem estimou que o continente com
maior quantidade de casos registrados € no sudeste asiatico, com 23 %, seguido das Ameéricas,

com 21% dos casos totais. Dentro das Américas, o Brasil, em 2015, foi o pais com maior
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namero de casos, com 9,3% da populacédo total diagnosticados com transtorno de ansiedade
(Organizagdo Mundial da Saude, (2017)). A alta prevaléncia de transtornos de ansiedade, tem
promovido inumeras pesquisas com a finalidade de compreender sua base neurofisiologica
(SORREGOTI et al., 2018; FARIA et al.,, 2016; GUIMARAES et al., 1991) e realizar
andlises farmacol6gicas pré-clinicas, como potenciais tratamentos, permitido o

desenvolvimento de protocolos de classificagdo diagndstica, como 0 DSM-V.

Segundo Darwin (1872), em seu livro "A expressdo das emoces no homem e nos
animais"”, o homem compartilharia com seus ancestrais algumas respostas emocionais basicas.
Posteriormente, uma série de estudos conduzidos por Blanchard e colaboradores (1991b)
mostraram evidéncias de que estados de ansiedade em humanos apresentam correlacdes com
0s mecanismos de defesa de animais diante de estimulos ameagadores ou situacdes de perigo
(BRAGA, 2010). Blanchard e colaboradores (1993c) propuseram os conceitos de distancia
defensiva, em que as estratégias de defesa eliciadas dependem da fonte de perigo (se real ou
potencial) e da rota de fuga [se distante (fuga ou congelamento) ou proxima (luta)].
McNaughton e Gray, nos anos 2000, propuseram o sistema de modulagdo comportamental,
composto por diferentes estruturas encefélicas hierarquicamente distribuidas, controlando as
respostas do organismo e tem como base comportamental os principios de condicionamento
classico pavloviano, em que as respostas condicionadas sdo o resultado da associacdo entre
um estimulo neutro (que naturalmente ndo evoca respostas fisioldgicas e comportamentais) e
um estimulo incondicionado (que produz respostas inatas no sujeito) (RODGERS, et
al.,1997a).

Neste ponto, o sistema de modulacdo comportamental € integrado por trés sistemas
encefalicos fundamentais, o sistema fuga/luta/congelamento (SFLC), e o sistema cerebral de
aproximagdo (SCA) e o sistema de inibicdo comportamental (SIC), (McNAUGHTON;
GRAY, 2000). O SFLC estd relacionado com estimulos de puni¢do, emitindo
comportamentos de esquiva do estimulo, como congelamento, fuga ou luta. Estas respostas
sdo moduladas por estruturas que estdo nos extremos do eixo rostro-caudal como amigdala,
hipotdlamo medial (HM) e matéria cinzenta periaquedutal do mesencéfalo (MCP) (TOVOTE;
FADOK; LUTHI, 2015; KEENEY et al., 2014), além de estimular o cortex e estruturas
adrenais a sintetizarem e secretarem glicocorticoides (cortisol, em humanos; corticosterona,
em roedores), 0s quais tém um papel importante por promoverem acgdes catabolicas em seus
tecidos alvos, aumentando a disponibilidade energética para o desenvolvimento de

respostas frente ao estimulo/situacdes aversivas (GRAEFF; HETEM, 2004d).
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A ativacio do sistema de inibicdo comportamental (SIC), estd envolvido o sistema
septo-hipocampal, relacionado com o aspecto cognitivo, provocando inibi¢do de motor, além
de aumentar seu nivel de vigilancia e atencdo (GRAEFF; HETEM, 2004) a amigdala, relacionada
com 0s aspectos neurovegetativos da ansiedade e o cortex pré-frontal(McNAUGHTON e
GRAY, 2000; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015)

Ja no sistema cerebral de aproximacdo (SCA), proposto por McNaughton e Gray
(2000), é ativo como resposta da ativacdo do SIC e do SFLC, produzindo um conflito de
aproximacao ou evitacdo do estimulo, gerando desse jeito, ansiedade, seria o0 encarregado de
dirigir o animal a recompensas ou a omissdo da punicdo, tem como objetivo, satisfazer
demandas bioldgicas, como a procura por alimento ou por sexo, e também permite a
discriminacdo de ambientes que estejam relacionados com recompensa ou puni¢do, optando
pela protecdo do organismo de possivel dano. Tem sido estudado neste sistema o papel da via
dopaminérgica mesolimbica, composta principalmente pelo sistema dopaminérgico na area
tegmentar ventral (VTA), e as suas projecoes até o nucleo accumbens (NAc) (BERTON e t
al., 2006).

1.2. Ansiedade e Modelos Animais

Nos estudos da neurobiologia da ansiedade tém sido utilizados modelos animais, com
destaque para 0s com roedores, como ratos e camundongos, que se baseiam em respostas
comportamentais condicionadas e incondicionadas. Modelos de medo condicionado tém sido
ferramentas muito importantes para o estudo da neurobiologia das emocdes e da expresséo de
medo em individuos humanos e ndo humanos (GILMARTINI; BALDERSTON;
HELMSTETTER, 2014). Especificamente, os modelos animais de condicionamento aversivo
sdo geralmente caracterizados pelo uso de estimulos pouco comuns no entorno ecolégico das
especies utilizadas, por exemplo, os choques elétricos administrados nas patas (CARLSON et
al., 1993), esquiva ativa/passiva ou testes de conflito, aversdo condicionada ao sabor
(CURRAN, K. P.; CHALASANI, 2012; RODGERS et al., 1997a; QUINN e FANSELOW
2006; MINEKA e OEHLBERG, 2008). Isso leva a busca por estimulos com caracteristicas mais
etoldgicas ou incondicionadas, como exposi¢do ao campo aberto, labirinto em cruz elevado,
exploracdo livre (RODGERS et al., 1997a), interacOes residente-intruso (COOPER et al.
2017), exposicdo ao predador (PERROT-MINNOT; BANCHETRY; CEZILLY 2017) e a
aversdo ao contexto causada por um confronto com um predador. Por exemplo, por meio de

um protocolo com carateristicas etoldgicas, envolvendo respostas ndo condicionadas e
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programadas filogeneticamente, exibidas por ratos diante de estimulos olfativos do predador
(gato), Staples (2010) observou a manifestacdo de respostas defensivas, como congelamento e
a expressao da proteina FOS em estruturas como o nucleo leito da estria terminal, area septal
lateral ventral e nucleo paraventricular do hipotdlamo (LEDOUX, 2014; ARMARIO;
ESCORIHUELA; NADAL, 2008).

Em contrapartida, sabe-se que, em seu ambiente natural, os roedores tém uma
formagé&o social hierarquicamente estruturada (CROWCROFT; ROWE, 1963), integrada por
sujeitos dominantes, que exibem comportamentos agressivos. Estudos prévios tém
demonstrado gque roedores machos, que exibem respostas comportamentais agressivas quando
sdo expostos a coespecificos do mesmo sexo, inibem comportamentos agressivos dos
coespecificos, provocando aumento das respostas de submissdo, em que movimentos de
agressao sdo substituidos por de defesa ativa (ex., andar para trds) ou passiva (ex.,
congelamento), além de também levarem a diminuicdo de locomocdo e a perda de peso
(ALBONETTI; FARABOLLINI, 1994). Neste sentido, o paradigma de derrota social, como o
conflito entre coespecificos, estabelece uma relacdo dominante-subordinado (TOTH;
NEUMANN, 2013; DE BOER, 2018).

Nesse sentido, 0 interesse por estabelecer protocolos em que os animais exibem um
repertorio vasto de comportamentos tem a finalidade de estudar vias de sinalizacdo e farmacos
que alteram desde medidas mais robustas como as espago-temporais, até outras mais sutis,
como comportamentos de avaliagdo de risco. Além da importancia do nivel de estresse basal
na expressédo de tais comportamentos, tem sido sugerido que a exposi¢do cronica ao estresse
de naturezas diversas repercute no aparecimento de comportamentos relacionados com
ansiedade ou medo. Por exemplo, roedores submetidos ao estresse cronico apresentam reacoes
defensivas potencializadas quando expostos a estimulos aversivos (FRANKLIN et al., 2017;
VENZALA etal., 2012; RAZZOLLI, et.al., 2011; LUMLEY, et.al., 2000; LUKAS, 2011).

Dessa forma, uma experiéncia de derrota parece ser relevante para a ativacdo de
mecanismos de defesa antecipatérios, criando uma a associagdo entre um estimulo aversivo e
um estimulo sem valor emocional, que posteriormente provoca novas respostas de medo,
como a inibicdo comportamental (ALBONETTI; FARABOLLINI, 1994; RODGERS;
RANDALL 1986b; FANSELOW, 1994). Isto demonstra ser um modelo importante para o
estudo de mecanismos relacionados com a ansiedade. De forma complementar, De Oliveira

Crisanto et al. (2015) verificaram uma ativacdo neuronal no circuito hipotaldamico similar em
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camundongos Suicos albinos ao serem expostos a pistas olfativas de gato. Da mesma forma,
tem sido estudado e demonstrado no TER (teste em que o camundongo é exposto ao predador
(rato), validado por Yang el. al. (2004), que este modelo é eficaz em mostrar comportamentos
como avaliacdo de risco. Tal como no modelo presa-predador em que o rato é exposto ao
gato, a exposicdo de camundongos ao rato (no TER) resulta na ativacdo do sistema
hipotalamico de defesa (MARTINEZ et al., 2008). Ao lado disso, os comportamentos
defensivos de camundongos expostos ao TER respondem ao tratamento com farmacos
ansioliticos e ansiogénicos (CAMPOS et. al., 2013; VARMAN e RAJAN, 2015; LORIVEL ;
ROY e HILBER, 2014).

Os resultados de um estudo prévio realizado em nosso laboratério (CRESTANI,
2015), mostraram que as medidas espaco-temporais (entradas e tempo de permanéncia nos
diferentes compartimentos do aparato) nao foram afetadas com um Unico episddio de conflito
entre coespecificos. Por outro lado, houve um aumento significativo do grooming
(comportamento de auto-limpeza) na toca apresentado pelo grupo derrotado socialmente,
sugerindo um aprendizado associativo em que a toca figuraria um local seguro para a
expressdo desse comportamento. Neste mesmo estudo, os autores sugerem alternativas para
tornar o protocolo de derrota social mais robusto, como aumentar 0 nimero de encontros
agressivos ou adicionar mais pistas ambientais, para facilitar a aprendizagem contextual. Ja
em um paradigma baseado na derrota social com pistas olfativas, como a presenca da
maravalha do agressor, De Oliveira (2015) demonstrou que o odor da maravalha do agressor é
suficiente para que os animais apresentem medo contextual, com efeito em medidas espaco-

temporais (tais como tempo de permanéncia) no contexto onde o animal foi atacado.

Com a finalidade de gerar medo ao contexto, diversos estudos tém proposto ajustes
metodologicos relacionados a conduta social de roedores expostos a intera¢des agressivas. Por
exemplo, Meduri, Farnbauch e Jasnow, (2015) e Dulkaet al. (2015) submeteram camundongos
C57Bl/j quatro vezes ao dia, por dois dias consecutivos, a interacdo social fisica por 5
minutos, seguida por 55 minutos de interacdo sensorial (exposi¢cdo ao agressor sem contato
fisico) e, ap0s 24 horas, quando os sujeitos foram expostos ao teste de interacdo social, houve
evitacdo da investigacdo social. J& Favoretto, Macedo e Quadros (2017) expuseram
camundongos Suicos as derrotas episédicas por 10 dias, no paradigma residente-intruso, onde
cada ensaio tinha 5 minutos de estresse sensorial, um periodo de 5 minutos de interagéo fisica
e finalmente 5 minutos de estresse sensorial, observando que o contato sensorial (antes e

depois da derrota social) mostra-se suficiente para promover déficits sociais de longo prazo no
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teste de investigacao social.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como hipotese que um protocolo baseado
na derrota social, com nimero maior de confrontos entre coespecificos, acrescido de interacdo
sensorial (exceto o fisico), é capaz de gerar aprendizagem associativa, bem como se 0 uso de
pistas ambientais neste contexto favorece a aversao contextual. Dessa forma, pretendemos
padronizar e validar em nivel comportamental o emprego de um protocolo no qual seja
possivel mensurar aversdo ao contexto tanto por meio de medidas espaco-temporais [como
tempo de permanéncia no local aversivo (local de interagdo agressiva)], quanto por meio de

medidas complementares, como grooming ou aquelas relacionadas a avaliacéo de risco.

2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar se um numero maior de confrontos fisicos, baseado em um protocolo de derrota
social, acrescido de interacdo sensorial entre coespecificos sem contato fisico, € capaz de
gerar aversdo condicionada ao contexto.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar as respostas comportamentais de animais re-expostos ao mesmo contexto onde foram

derrotados, avaliando se ha associagdo aprendizagem associativa erando aversao contextual.

Avaliar se a derrota social provoca aversdo generalizada a ambientes ndo pareados com a

agresséao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 108 camundongos Suigos albinos machos, provenientes do biotério
central da Universidade Estadual Paulista — UNESP. Oitenta e um camundongos (25-359)
foram considerados sujeitos experimentais e alojados em caixas-moradias (41 cm X 34 cm X
16 cm) em grupos de 10 individuos. Doze camundongos, considerados coespecificos ndo
agressores (25-35g), moraram na caixa moradia dos sujeitos experimentais e foram utilizados
para as interacOes ndo agressivas. Dez animais foram utilizados para o treinamento prévio dos
agressores e Vinte animais (47-73 g) foram considerados como dominantes e utilizados nas

interacdes agressivas.

Todos os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (23 + 1°C) e
luz (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 07:00), com acesso ao alimento e a agua a vontade -
ad libitum, exceto durante os curtos periodos de teste. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Araraquara, protocolo CEP/FCF/CAr n° 40/2016, o qual

cumpre as diretrizes brasileiras e internacionais para o uso e o bem-estar dos animais.

3.1.1 Escolha do Agressor

No periodo de habituacdo as condicbes do biotério local do Laboratério de
Neuropsicofarmacologia, um observador identificou 0s camundongos considerados
coespecificos dominantes (definido como o sujeito que exibe comportamentos espontaneos de
agressdo) (ROBAYO, 2013), 20 animais foram isolados em caixas moradia individuais (28 x
17x 12 cm) por, no minimo, 4 semanas. O metodo de isolamento foi feito para intensificar o
comportamento agressivo, tal como descrito por Valzelli (1985) e Engler et al. (2005),
igualmente foi escolhido por ter sido utilizado anteriormente  no laboratério de
neuropsicoldgica demostrado ser um método efetivo para aumentar os comportamentos
agressivos.

A caixa dos animais agressivos (em isolamento) era limpa a cada 20 dias,
garantindo que na semana de experimento a maravalha tivesse o cheiro do agressor. Os
animais foram treinados como pardmetros de escolha do agressor passaram no minimo por

duas interacbes agressivas com um conespeficifico ndo agressor (10 conespeficicos nao
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agressores utilizados s para treinamento do agressor) um dia antes do ensaio experimental,
sendo escolhidos aqueles com laténcia de até 30 segundos para emissdo da primeira mordida
[contato do focinho do agressor com o corpo do coespecifico, exibindo movimentos maxilares
e introduzindo os dentes através da pele do coespecifico (ROBAYO, 2013)]. Vinte e quatro
horas antes do confronto com 0s sujeitos experimentais. O primeiro dia de interacdo, 0s

agressores foram habituados por 20 min ao aparelho experimental antes de fazer as interacdes.

3.2 EQUIPAMENTO

3.2.1 Teste adaptado de interacdo com os coespecificos
O aparato experimental utilizado no experimento 1 (Figura 1) é Adaptado do teste de
interacdo com o coespecifico (CRESTANI; CIPRIANO; NUNES-DE-SOUZA , 2017),
que por sua vez € uma adaptacdo do teste de exposicdo ao rato [do inglés, rat exposure test
— RET (YANG et al., 2004)]. Este aparato foi escolhido por sua praticidade na hora de
fazer observacao de diferentes comportamentos além das medidas classicas de locomocao.
Igualmente, este aparelho foi escolhido em comparacdo com o teste de preferencia por um
lugar, por suas dimensdes, especificamente as dimensdes da toca, este local ao ser menor

que a superficie de interacdo, oferece maior protecdo para ao camundongo.

Ml Ty

Tunnel

" Superficie

LA L LLL

Toca

Figura 1 - Teste de interacao com o coespecifico. Esquema do aparelho com os diferentes
compartimentos, utilizado para o modelo de aversdo ao contexto gerado por interacdo agressiva.
Adaptado a partir do “teste de exposicdo ao rato” validado por Yang et. al (2004). (modificado de

CRESTANI e colaboradores 2017).
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O aparato tem uma toca (7 X 7 x 12 cm) ligada a um tanel (4,4 cm de didmetro, 13 cm
de comprimento e 1,5 cm acima do assoalho) que leva a uma superficie dividida em duas
partes por uma divisoria de metal pela qual os sujeitos-teste tém acesso, por meio do olfato,
audicao e visdo, aos sinais sensoriais do coespecifico ndo agressivo ou agressivo. As medidas
da superficie foram reduzidas na metade do RET, garantindo a confrontacdo entre os
conespecificos num menor tempo, diminuindo o tempo de exploragdo do aparalho. Para
separacdo dos compartimentos ha portas-guilhotina. As medidas da superficie foram
reduzidas na metade em comparacdo das utilizadas no protocolo validado por Yang, com a
intencdo de aumentar a probabilidade de interagdo social. Sendo as dimensdes da superficie:
superficie A (11,5 x 12 x 10,5), onde ocorriam as intera¢cBes sociais agressivas e nao
agressivas, e superficie B (11,5 x 12 x 10,5), compartimento de alocacdo dos coespecificos
agressivos ou ndo agressivos antes ou ap0Os cada interacdo na superficie AA experiéncia de
convivéncia com o animal agressivo colocado na superficie B tem como finalidade ser uma
forma de estresse psicologico ao animal teste, uma vez que ndo permite contato fisico direto

entre 0s animais.
3.2.2 Caixa de interacao social

O aparato experimental utilizado no protocolo 2 (Figura 2) € uma caixa de interagdo
social, com uma superficie dividida em duas partes por uma divisoria de metal pela qual os
sujeitos-teste tém acesso, por meio do olfato, audicdo e visdo, aos sinais sensoriais do
coespecifico ndo agressivo ou agressivo. As quatro paredes e o chdo do aparelho séo de cor
branca e as dimensdes da superficie sdo: superficie A (11,5 x 12 x 17), onde ocorriam as
interacOes sociais agressivas e ndo agressivas, e superficie B (11,5 x 12 x 17), compartimento
de alocagdo dos coespecificos agressivos ou ndo agressivos antes ou ap6s cada interacdo na

superficie A.

CECEEL L

7 A

+ Superficie Superficie

Figura 2. Ambiente novo de interacdo social com o coespecifico. Esquema do aparato
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com a superficie A e B, utilizado para fazer interacGes sociais sensoriais e derrotas sociais.

3.3. PROTOCOLO

As sessdes experimentais foram feitas na fase clara do ciclo de luz claro/escuro, sob
iluminacdo de uma lampada de 80w, a uma intensidade de 15 lux no assoalho do aparato.
Antes do inicio da sessdo, 0s animais experimentais foram levados para uma antessala, onde

passavam por um periodo de 20 minutos de ambientacao as condi¢Ges experimentais.

3.3, 1. Experimento 1. Avaliacdo comportamental de camundongos antes
(habituacdo) e apds (Re-Exposicdo ao contexto) as interacdes ndo agressiva
(situacdo controle) e agressiva (derrota social).

Fase de habituacéo (dias 1-3): Os animais passaram pela fase de habituacdo (Hab) nos
trés primeiros dias, com um intervalo de 24 horas entre as exposi¢es. Os sujeitos foram
levados para sala experimental e posicionados na toca, onde ficavam confinados por 30
segundos, com 0 acesso ao tunel bloqueado por uma porta-guilhotina (anteparo de metal),
para garantir que os animais se acalmassem logo apds a manipulacdo do experimentador e a
locomocdo ndo fosse afetada. Na sequéncia, a porta-guilhotina era retirada e os sujeitos
podiam explorar os diferentes compartimentos do aparato (toca, tunel e superficie A) durante
10 min. Para que os sujeitos fossem habituados a todas as condigdes do aparato presentes nas
demais etapas, incluindo a maravalha como pista ambiental, em todos os dias, na superficie

havia maravalha nova. Este procedimento foi repetido por trés dias.

Fase de interacdo (dias 4-7): Para a fase de interacdo, os sujeitos foram separados
aleatoriamente, tendo em conta o tempo de permanéncia na superficie A no terceiro dia de
Hab. Sendo distribuidos em : (a) grupo controle GC (animais expostos a interagdo social com
coespecificos ndo agressores em presenca de maravalha da sua caixa moradia) e (b) grupo
derrotado GD (animais expostos & interacdo social com um coespecifico dominante, que exibe
comportamento agressivo, exposto a maravalha da caixa moradia do agressor). Do quarto ao
sétimo dia os animais-teste foram expostos a interagdes com o coespecifico, com intervalo de
24 horas entre as sessfes. Todos os sujeitos foram individualmente colocados na toca por um
periodo de 30s, quando, era retirada a porta-guilhotina, permitindo ao animal acesso ao tunel e
a superficie A. Com auxilio de outra porta-guilhotina colocada na entrada do tanel, o
experimentador, entdo, confinava o animal-teste na superficie A. Em seguida, introduzia-se na
superficie B um coespecifico, agressor ou ndo, para 0 grupo derrotado e controle,

respectivamente. Essa interacdo, sem contato fisico direto, perdurava por 5 minutos. Apos
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esse periodo, o coespecifico (ndo agressor ou agressor) era introduzido na superficie A, onde
interagia com o animal-teste por 3 minutos (tempo determinado pela laténcia de mordida do
agressor multiplicada por 3) independentemente de apresentar feriadas com sangrado, se o
sujeito apresentava feridas profundas, o procedimento de eutanésia era realizado como foi
feito por Polanco, L., & Vargas, C. (2011). Em seguida, o coespecifico era recolocado na
superficie B por mais 5 minutos. Este procedimento era repetido por quatro dias consecutivos
(dias 4-7). Os animais do GD foram expostos a um agressor diferente todos os dias, com a

finalidade de n&o se habituar ao agressor sujeito, nem ao cheiro da maravalha.

Reexposicdo (Dia 8): Vinte e quatro horas ap6s a quarta interacdo, todos 0s animais
foram expostos livremente, uma Unica vez, ao aparato, sem a presenca de um coespecifico,
por um periodo de dez minutos com a maravalha da caixa-moradia do coespecifico utilizado
na fase de interacdo. Assim, todos os sujeitos tinham a possibilidade de explorar os diferentes
compartimentos do aparato (toca, tunel e superficie A) durante 10 minutos. O aparato foi
limpo com alcool 20% e seco com um papel toalha entre cada animal exposto ao aparato.

3.3.2. Experimento 2. Avaliagdo comportamental de camundongos antes
(Habituacdo) e apds (Re-Exposicao) interacGes ndo agressivas (controle) ou

agressivas (derrota social) ocorridas em outro ambiente.

Fase de habituacdo (dias 1-3): Na fase de habituacdo os animais foram expostos as
mesmas condi¢cdes experimentais descritas para o experimento 1, tendo trés dias de

habituacdo, com um intervalo de 24 horas entre exposi¢oes.

Fase de interacdo (dias 4-7): Para a fase de interacdo, os sujeitos foram separados
aleatoriamente, tendo em conta o tempo de permanéncia na superficie A no terceiro dia de
Hab. Assim, do quarto ao sétimo dia, os animais-teste foram expostos a interacbes com o
coespecifico ndo agressivo (GC) ou agressivo (GD), em uma caixa nova (ver Figura 2),
diferente daquela usada na habituacéo e re-exposi¢éo. O intervalo de tempo entre cada sesséo

de interacdo social foi de 24 horas.

Como pista ambiental para o Grupo Controle novo (GCn) (animais expostos a interacao
social com coespecificos ndo agressores — ambiente novo), havia a maravalha da sua caixa
moradia na superficie A, enquanto o grupo derrotado ambiente novo (GDn) (animais expostos
a interacdo social com um coespecifico dominante, que exibe comportamento agressivo- novo

contexto). Todos os sujeitos foram individualmente colocados na superficie A. Em seguida,
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introduzia-se na superficie B um coespecifico, agressor ou ndo, para os grupos derrotados e
controle, respectivamente. Essa interagdo, sem contato fisico direto, perdurava por 5 minutos.
Apds esse periodo, o coespecifico (ndo agressor ou agressor) era introduzido na superficie A,
onde interagia com o animal-teste por 3 minutos (tempo determinado pela laténcia de mordida
do agressor multiplicada por 3) independentemente de apresentar feriadas com sangrado, se 0
sujeito apresentava feridas profundas, o procedimento de eutanésia era realizado como foi
feito por Polanco, L., & Vargas, C. (2011) Em seguida, o coespecifico era recolocado na
superficie B por mais 5 minutos. Este procedimento era repetido por quatro dias consecutivos
(dias 4-7). Os animais do GDn foram expostos a um agressor diferente todos os dias, tal como

descrito no experimento 1.

Reexposicdo (Dia 8): Vinte e quatro horas ap6s a quarta interacdo, os animais foram
expostos novamente ao teste de interacdo ao coespecifico, deixando que 0s animais
explorassem livremente, uma Unica vez, tendo a possibilidade de explorar os diferentes
compartimentos do aparato (toca, tunel e superficie A), por um periodo de 10 minutos, sem a
presenca do coespecifico, e com maravalha da caixa-moradia do ultimo coespecifico ao qual
foi exposto. O aparato foi limpo com alcool 20% e seco com um papel toalha entre cada

animal exposto ao aparato.

Todas as sessdes foram gravadas por uma camera montada de forma frontal ao aparelho.
Os videos foram gravados em cartdo de memdria SD. De oliveira (2015), observou que ao
analisar os 5 primeiros minutos e os 10 minutos de interacdo o perfil foi comportamental se
mantia, dessa forma foram analisados os primeiros 5 minutos da terceira Hab, e a ReE. Os
dados foram analisados por meio do software "X-plo-Rat 2005", desenvolvido pelo
laboratorio do Dr. Silvio Morato da Faculdade de Filosofia, Letras e Ciéncias Humanas da
USP de Ribeirdo Preto-Brasil (o software pode ser baixado livremente em
http://Scotty. FFCLRP.USP.br/X-plo-Rat.html) (TEJADA.; TAVERNA; MORATO, 2017).

Atraveés deste software foi possivel avaliar as medidas espaco-temporais e complementares.

Medidas espago-temporais: Frequéncia de entrada e tempo de permanéncia em segundos nos
diferentes compartimentos (toca, tinel e superficie A). Medidas complementares: Frequéncia
e duracdo de esticadas [do inglés — stretched attend posture (SAP), definido como
comportamento de avaliacdo de risco no qual o animal projeta seu corpo para frente
utilizando as patas dianteiras enquanto as patas posteriores permanecem na posicao inicial do
animal]; frequéncia e tempo, em segundos, de levantamento (do inglés, rearing) na superficie

(definido como o comportamento no qual o animal eleva-se sobre as patas posteriores,


http://scotty.ffclrp.usp.br/X-plo-Rat.html
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permanecendo na posicdo vertical); frequéncia e duracdo em segundos do comportamento
de auto-limpeza (do inglés, grooming) nos trés compartimentos [comportamento definido
como cauteloso, que geralmente segue uma projecao céfalo-caudal (ex., EDMUNDS, 1974)];
tempo de ocultacdo defensiva na superficie A (comportamento no qual o animal escava e/ou

empurra a maravalha na direcdo do agressor).
3.4. ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levene. Nos
casos em gue os dados indicaram significancia, estes foram transformados em log na base 10
ou raiz quadrada. Para os resultados que ndo passaram a prova de homogeneidade mesmo
apos serem transformados em logl0 ou em raiz quadrada, realizou-se a analise nao

paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida ou ndo pelo teste post hoc de Dunn.

Em seguida, os dados homogéneos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
com excecdo do tempo de grooming na toca, que foi analisado por meio do teste Kruskal-
Wallis. Os dados da analise espago-temporal foram submetidos a ANOVA tri-fatorial: [(Fator
1:Local (toca, tunel, superficie); Fator 2: Estimulo (agressor, ndo agressor); Fator 3 de
medidas repetidas: ExposicGes (habituacdo, reexposicdo), os dados de levantamento e
grooming foram analisados por ANOVA bi-fatorial, [Fator 1: Estimulo (agressor — nao
agressor), Fator 2 com medidas repetidas: Exposicbes (Habituagdo - Reexposicdo)]. As
ANOVAS com valores de F e p significativos, seguiram-se pelo teste post-hoc de
comparag¢bes multiplas de Duncan. Valores de p iguais ou inferiores a 5% (0,05) foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1. Resposta comportamental de camundongos antes
(habituacédo) e apos (Re-Exposicdo ao contexto) as interacdes nado agressiva

(situacdo controle) e agressiva (derrota social).

A Figura 3 mostra as medidas espaco-temporais dos animais expostos a quatro
interacdes agressivas (derrotados) ou néo agressivas (controle) na caixa de interagéo social, e
reexpostos ao aparato de teste de interacdo sem a presenca de um coespecifico. Em relacdo ao
tempo de permanéncia (painel A), a ANOVA apontou significancia para o fator local [F2 237
=257.80, P = 0.05], mas ndo apontou significancia para os fatores estimulo e exposi¢do. No
entanto, a analise revelou interacdo entre os trés fatores [F2.37 =16.78, P =0.05]. A andlise
post hoc de Duncan indicou diminui¢cdo no tempo de permanéncia na superficie, para o GD,
na fase de ReE em comparacdo com a Hab [P= 0.008] e na fase de ReE em comparagédo ao
GC [P=0.0001]. De modo contrario, no compartimento “toca”, a analise post hoc revelou um
aumento no tempo de permanéncia dos sujeitos do GD em comparac¢do com sua fase de Hab
[P=0,0002] e com os animais do GC [P=0,0001]. Em relacédo a frequéncia de entradas (painel
B), a estatistica demonstrou uma diferenca significativa apenas para o fator local e fator
exposicio [F 2237 = 49.78 e F 1,37 =74.35, P = 0.05, respectivamente] bem como uma
interacdo entre ambos os fatores [F ;237 =4,50, P =0.05]. A analise post hoc de Duncan
apontou que o0s animais apresentam maior numero de entradas no tunel em comparacdo com a
toca [P= 0.0001] e a superficie [P=0.0001]. O post hoc para interacdo entre local versus

exposicao, apontou uma diferenca no tunel entre a Hab e a ReE [P=0.0001].
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Figura 3- Tempo e frequéncia de entradas
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Figura 3. Efeitos da exposicdo ao coespecifico agressor (N=39) ou néo
agressor (N=42) sobre o tempo de permanéncia (em segundos) (painel A) e
frequéncia de entradas (painel B) e nos diferentes compartimentos do aparato
durante as fases de Hab ou ReE. Barras: média + EPM; *p < 0,05 em comparacgdo a
fase de Hab do GD; + p < 0,05 em comparacdo ao GC; #p < 0.05 comparacdo entre
0s compartimentos.

A Figura 4 mostra a frequéncia e o tempo de auto-limpeza (grooming) exibidos pelos
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animais na toca e na superficie A durante o periodo de Hab e na ReE ao aparato. Para a
frequéncia de grooming na toca (painel A), a ANOVA bifatorial demonstrou efeitos
significativos para os fatores estimulo e exposicdo [F 179 = 4,08, P = 0.05 e F179 = 6,34, P
=0.05, respectivamente]. De maneira similar, o teste apontou significancia no fator exposicéo
para frequéncia de grooming na superficie (painel B) [F 179 = 19,40, P = 0.05]. Tanto para
frequéncia de grooming na toca, quanto para frequéncia de grooming na superficie, houve
interacdo dos fatores exposicdo e estimulo [Toca: F (1,79): 11,34; p<0.05] e superficie [F179 =
6,00, P =0.05]. Kruskal-Wallis revelou diferenca significativa [H =20.5, P = 0.05]. Em relacéo
ao tempo de grooming na superficie (painel D) a ANOVA bi fatorial revelou significancia no
fator exposicdo [F1,79 = 20,12, P = 0.05] e uma interagéo entre fatores [F 1,79 = 5,51, P =
0.05].

Figura 4. Frequéncia e tempo de grooming.
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Figura 4. A representacdo gréfica do comportamento de grooming exibido por
animais expostos ao coespecifico agressor ou ndo agressor na fase de Hab e ReE. Os
paineis A e B mostram frequéncia de grooming na toca e na superficie, respectivamente.
Os painéis C e D ilustram o tempo de grooming exibidos na toca e superficie,
respectivamente. Barras: meédia £ EPM; *p < 0,05 em comparacdo a fase de Hab do
GD; +p < 0,05 comparacgdo com a ReE do GC.
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A Figura 5 mostra a soma das frequéncias de SAP (painel A) dos trés
compartimentos, tendo como resultado o SAP total, ao qual foi aplicado o teste Kruskal-
Wallis que apontou diferenca significativa [H=7.8, P = 0.05]. O teste post-hoc de Dunn
revelou uma diferenca significativa intragrupo e entre grupos, apontando aumento de
frequéncia de SAP total do grupo derrotado na fase de reexposi¢cdo em comparagdo com a Hab
[P=0.006] e com o grupo controle na ReE [P=0.006]. Em relac&o aos efeitos da derrota social
sobre o tempo de escavar (painel B), os dados ndo obedeceram a uma distribui¢cdo normal e
foi utilizada a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis [H=7,8, P= 0,05], seguida pelo teste
de comparagBes multiplas de Dunn. A andlise revelou diferenca significativa [P=0.007] e o
teste post hoc confirmou uma diminuicdo do tempo de escavagdo do grupo de animais
derrotados em comparagao a seu préprio tempo gasto durante a Hab, bem como em relacdo ao
tempo do grupo controle na fase de ReE [P=0.05].

Figura 5. Frequéncia de SAP total e tempo de escavar.
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Figura. 5. Frequéncia de SAP total (painel A), tempo de escavar na superficie A
(painel B) nos grupos expostos a coespecificos agressor ou nao agressor. Barras:
média £ EPM; *p < 0,05 em comparacéo a fase de Hab do GD; +p < 0,05
comparacdo com a ReE do GC.
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O tempo e frequéncia de levantamentos podem ser observados na Figura 6. Foi
utilizada a ANOVA bifatorial com medidas repetidas a qual apontou significancia apenas
para o fator estimulo [F179 =6.09, P=0.05] nos pardmetros frequéncia de entradas (painel
A) e tempo de permanéncia (painel B). A mesma andlise ndo apresentou interacdo entre
fatores [P=0.3]. O teste post hoc de Duncan revelou diferenca significativa tanto na
frequéncia de entrada na fase de ReE dos GD em comparacdo com o GC [P=0.02], como
no tempo de permanéncia [P= 0.006].

Figura 6. Frequéncia e tempo de levantamentos
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Figura 6. Frequéncia de levantamentos (Painel A) e tempo de levantamento em
segundos (Painel B) na superficie A exibidos pelos grupos controle e derrotado.

Barras: média £ EPM; + p < 0,05 comparacdo com a ReE do GC.
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4.2. Experimento 2. Respostas comportamentais de camundongos antes (Habituacao) e
apos (Re-Exposicdo) interacbes ndo agressivas (controle) ou agressivas (derrota social)

ocorridas em outro ambiente.

A Figura 7 ilustra as medidas espaco-temporais dos animais submetidos a quatro
interacdes agressivas (derrotados) ou nédo agressivas (controle) em ambiente diferente daquele
usado na Habituacdo e Reexposicao, registradas no momento da reexposicao ao aparato Teste
de interacao, porém sem a presenca de um coespecifico. Em relacdo ao tempo de permanéncia
(painel A), a ANOVA apontou significancia para o fator local [F, 45 = 664, P = 0,0001], mas
ndo apontou significancia para os fatores estimulo e exposi¢cdo. No entanto, a analise revelou
interacdo entre local e exposigéo [F, 45 = 664, P = 0,05]. A analise post hoc de Duncan indicou
gue o GCn e GDn permanecem na maior parte de tempo na superficie na fase de Hab em
comparacdo ao local toca [P= 0.0001] e tunel [P= 0.0001], e na fase de ReE os grupos
permanecem a maior parte de tempo na superficie em comparagdo a toca [P= 0.0001] e ao
tunel [P= 0.0001]. Em relacdo a frequéncia de entradas (painel B), a estatistica demonstrou
uma diferenga significativa apenas para o fator local [F ;45 = 16.28, P = 0.0001]. A analise
post hoc de Duncan apontou que 0s animais apresentam maior nimero de entradas no tunel

em comparagdo com a toca [P= 0.0001] e a superficie [P=0.0001].
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Figura 7. Tempo e frequéncia de entradas nos compartimentos
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Figura 7. Efeitos da submissdo ao coespecifico agressor (N=8) ou ndo agressor (N=9)
em ambiente diferente ao da Habituacdo e Reexposicdo sobre o tempo de permanéncia (em
segundos) (painel A) e frequéncia de entradas (painel B) e nos diferentes compartimentos do
aparato durante as fases de Hab ou ReE. Barras: média £ EPM; #p < 0.05 compara¢do com

toca e superficie.



33

A Figura 8 mostra a frequéncia e o tempo de auto-limpeza (grooming) exibidos pelos
animais do GCn e GDn na toca e na superficie A durante o periodo de Hab e na ReE ao
aparato. Para a frequéncia(painel A) e tempo (painel C) de grooming na toca, a Kruskal-
Wallis, ndo revelou diferenca significativa nos [H=7,81, P=0,25 e H=2,34, P=0,23]. De
maneira similar, ANOVA bifatorial ndo demonstrou efeitos significativos para os fatores.

Figura 8. Frequéncia e tempo de grooming
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Figura 8. A representacdo gréafica do comportamento de grooming exibido
por animais expostos ao coespecifico agressor ou ndo agressor na fase de Hab
e ReE. Os painéis A e B mostram frequéncia de grooming na toca e na
superficie, respectivamente. Os painéis C e D ilustram o tempo de grooming
exibidos na toca e superficie, respectivamente.

A Figura 9 mostra a soma das frequéncias de SAP (painel A) dos trés compartimentos,
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tendo como resultado o SAP total, ao qual foi aplicado 0 ANOVA de duas vias com medidas

repetidas, o qual ndo apontou diferencas ne intergrupo ou entre grupos. Em relacdo aos efeitos

da derrota social sobre o tempo de escavar (painel B), a ANOVA mostrou uma diferenca no

fator exposicdo [F115 = 4.40, P = 0,05]. A analise post hoc de Duncan indicou que o GCn

aumenta o tempo de escavar na fase de ReE com comparacdo da fase de habituagéo [P= 0.01]

e em comparacgdo com o grupo GDn na fase de ReE [P= 0.05].
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Figura 9. Frequéncia de SAP total (painel A), tempo de escavar na superficie A
(painel B) nos grupos expostos a coepecificos agressor ou ndao agressor. Barras: média
+ EPM; *p < 0,05 em comparacdo a fase de ReE do GDn

Figura 10 mostra a frequéncia (painel A) e o tempo (painel B) de levantamentos
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exibidos pelos animais submetidos a quatro interacOes agressivas (derrotados) ou néo
agressivas (controle) em ambiente diferente daquele usado na Habituacdo e Reexposicao,
registrados no momento da reexposicdo ao aparato Teste de interacdo, porém sem a presenca
de um coespecifico. Foi utilizada a ANOVA bifatorial com medidas repetidas a qual apontou
significancia apenas para o fator exposi¢éo para as duas medidas [F1 15 =5.79, P=0.05 e Fy 15
=5, P=0.05, respectivamente] mostrando que o0 GCn e GDn exibe maior frequéncia e tempo de

levantamento na fase de ReE em comparagdo com Hab.

Figura 10. Frequéncia de levantamentos
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Figura 10. Frequéncia de levantamentos (Painel A) e tempo de levantamento em
segundos (Painel B) na superficie A exibidos pelos grupos controle e derrotado. Barras: média
+ EPM; # p < 0,05 comparagdo com a Hab.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo padronizar um teste experimental capaz de gerar
comportamentos defensivos relacionados a aversdo contextual por meio da interacdo agressiva
(derrota social e interacdo com estimulos sensoriais associados ao agressor). Para tanto, dois
experimentos foram conduzidos, levando-se em consideracdo se a derrota social (a) leva os
camundongos a evitarem o contexto associado ao confronto agressivo (Experimento 1) ou (b)

leva os camundongos a evitarem a explorar ambiente neutro e familiar (Experimento 2).

Assim, no Experimento 1, destaca-se o resultado relevante do tempo de permanéncia
nos compartimentos (Figura 3A), em que animais expostos a pistas ambientais olfativas
presentes nos dias das derrotas sociais apresentaram uma diminuicdo do tempo de
permanéncia na superficie na fase de ReE, isto é, no local onde foram feitas as interagdes.
Esta evitacdo pelo lugar onde tem sinais do animal agressor também foi examinada por Berton
et al (2006), os quais observaram em animais expostos a interacfes agressivas por dez dias,
sendo cada dia exposto por 10 minutos de agressao fisica e 24 horas de agressao sensorial, que
ao serem expostos ao modelo de interacdo social 24 horas ap0s as derrotas e depois de quatro
semanas, tém respostas de evitacdo mais robustas em comparacdo aos animais que foram
expostos a um objeto ndo animado. Nossos resultados e outras pesquisas (MACEDO, et al.,
2018) corroboram que existe um deterioro na procura pela interacdo social ap6s da derrota
social. Este perfil comportamental observado em nossos animais foi acompanhado por uma
preferéncia pela regido da toca (aumento do tempo de permanéncia na toca), mostrando assim,
um efeito espelho entre a preferéncia pela toca e a evitacdo da superficie A. Somado a isso, a
diminuicdo na frequéncia e no tempo de levantamento na superficie (Figura 6) parecem
corroborar a reducdo da exploragdo do ambiente com contexto aversivo. Nossos resultados
contrastam aos observados por De Oliveira et al., (2015), em que 0s animais ndo apresentam
evitacdo ao contexto 24 horas apds 0 embate com o agressor, mesmo quando ao contexto é
adicionada a maravalha do agressor. Os resultados de De Oliveira et al., (2015) contrastam
com os apresentados no Experimento 2, (sujeitos ReE ao contexto na qual sdo Hab e expostos
a interacGes sociais num contexto novo), onde os animais de ambos grupos permanecem mais
tempo na superficie, independente da fase ou o estimulo ao que foi exposto (Figura 7A).
Assim, isso mostra que 0s animais que sdo reexpostos (ReE) ao contexto onde foram
agredidos parecem apresentar evitagdo do contexto em comparagdo com animais que Sao
agredidos num contexto novo, revelando que ndo é suficiente ter interacdes agressivas com

maravalha do agressor, é preciso ter estresse psicolégico e ser no mesmo contexto no qual foi
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derrotado para gerar aversdo contextual. Finalmente, este resultado estd acompanhado do
aumento de levantamentos na superficie, na fase de ReE no GCn e GDn (Figura 10) em
comparacdo com Hab do experimento dois, 0 que reafirma que o aumento de levantamentos
esta relacionado com o tempo que gastam os animais na superficie. Nossos resultados indicam
que é possivel que o protocolo experimental proposto no presente estudo seja capaz de gerar

respostas comportamentais defensivas mais robustas, como as medidas espago-temporais.

Além deste resultado, é interessante ressaltar que animais expostos a coespecificos ndo
agressores (Experimento 1), ndo apresentam quaisquer sinais de evitagdo ao ambiente pareado
com a interacdo. Em outras palavras, ndo houve alteracdo no tempo de permanéncia ao
contexto onde foram feitas as interacbes, quando comparados ao perfil comportamental
apresentado no terceiro dia de Hab. Esses resultados sugerem que a diminui¢do do tempo
gasto na superficie, observada durante a ReE ao aparato em ambos experimentos, exibido
pelos animais submetidos a derrota social, é dependente da interacdo com o coespecifico
dominante, e ndo decorrente de uma diminuicdo da atividade geral (ex., locomocéo).
Resultados semelhantes foram previamente relatados por Faturi et al. (2014), em que ratos
expostos ao aparato contendo somente a maravalha do agressor apresentaram averséo ao local

da agresséo.

Também se pode observar que 0s animais expostos as interacbes ndo agressiva ou
agressiva na ReE ao contexto das interacGes ou contexto novo, apresentaram maior frequéncia
de entradas na fase de ReE (Figura 3B; Figura 7B), sendo a frequéncia de entradas no tanel
maior em comparagdo com a toca e a superficie. Esta resposta pode estar relacionada com o
fato de o tunel ser um local de passagem entre 0s outros compartimentos (toca e superficie),
como previamente sugerido por outros autores (CRESTANI, 2017; YANG et. al, 2004).
Portanto, a aversdo a superficie, caracterizada pelo aumento e diminuicdo do tempo gasto na
toca e superficie, respectivamente, observada no GD, ndo decorre da diminuicdo de

exploracdo, pois o0s sujeitos dos diferentes grupos tiveram aumento de locomoc¢ao na ReE.

Ja, em relagcdo ao comportamento de grooming, houve um aumento na sua frequéncia e
tempo na toca, apresentado pelos sujeitos derrotados (Experimento 1), em comparagédo com o
GC, na fase de ReE ao aparato. Este fendmeno ndo foi observado nos GDn e GCn do
Experimento 2. De modo interessante, 0 comportamento de autolimpeza do GD foi menos
expresso na superficie A, durante a ReE ao contexto. O comportamento de grooming parece

ser modulado pelo estresse e ansiedade, sendo visto como um comportamento adaptativo e de
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preparacdo para o estresse (KALUEFF e TUOHIMA, 2005). Em protocolos cronicos de
interacdo agressiva em ratos (KALUEFF et al., 2016a; LUMLEY, 2000) e camundongos
(DENMAK, et, al., 2010), foi mostrada uma elevada resposta de grooming e uma mudanca no
padrdo de movimentos. Adicionalmente, Crestani e colaboradores (2017) sugeriram que 0
aumento da expressdo de grooming esta relacionado com a reducdo de excitagdo ap6s uma
interacdo agressiva, o que poderia indicar como atividade dirigida a aliviar a ansiedade apos
um confronto agressivo (KALUEFF et al., 2016a). Em contraparte, um estudo feito em
camundongos demonstrou uma ativacdo do sistema suprarrenal (catecolaminas) e
posteriormente uma ativacdo adrenocortical, em ambos o0s sexos, isso, com a finalidade de
subministrar a energia suficiente para reagir frente aos estimulos aversivos (QIAO,
2018;DEBEN e BRAIN, 1982; ZHUKOVSKAYA; YANAGAWA.; FORSCHLER, 2013
SPRUNT; VAN HOOFF; GISPEN,1992).

Ainda, 0 aumento de grooming na toca se da acompanhado por aumento na frequéncia
de SAP total na fase de ReE (Experimento 1), aparentemente indicando que a exposi¢ao ao
coespecifico agressor, mas ndao ao coespecifico ndo agressor, produz comportamento
recuperativo em um lugar seguro e aumento de avaliacdo de risco no aparato como um todo,
devido & potencial presenca do agressor no contexto. E importante lembrar que os animais
expostos a interacdo agressiva (Experimento 1) tinham uma predisposicdo espontanea para
realizar SAP quando comparados ao GC na Hab (Figura 5). Neste ponto é importante lembrar
que os camundongos Sdo animais sociais, que vivem em grupos grandes e com organizacao
social hierarquica, fazendo com que no ambiente natural sempre estejam expostos a um
coespecifico dominante, o que promove 0 aumento do SAP nos sujeitos derrotados € mesmo
assim ainda entrem na superficie onde foram derrotados, ou seja, 0s animais aumentam a
frequéncia de SAP, mas ainda exploram o compartimento associado a derrota, resultado
similares foram achados por Carneiro de oliveira e colaboradores 2017 em camundongos
expostos ao RET, onde os animais estressados tém demostrado uma diminuicdo de avaliagao
de risco na area protegida (toca e tunnel) e um aumento nas areas desprotegidas, mostram uma

similitude com 0s nossos resultados, sendo que os animais mesmo assim estejam proximas de senhas

de possivel perigo, exibem comportamentos de avaliagdo de risco.

Nos resultados do Experimento 2, os animais que sdo expostos a coespecifico nao
agressor ou agressor ndo aumentam o tempo de SAP, o que reforca a hipétese de que néo é
suficiente ter agressdes fisicas e sensoriais em presenca de maravalha do agressor para ter

uma aversdo contextual, também é necessario que as agressdes sejam no mesmo contexto do
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ReE para que os sujeitos associem 0s sinais contextuais com as interag0es agressivas e, deste
modo, a aversdo contextual. Outro resultado importante é referente ao GC, o qual ndo
apresentou diminuicdo de frequéncia de SAP na ReE. Esses resultados podem ser comparados
com os obtidos por Crestani e colaboradores (2017), os quais observaram uma diminuicéo de
frequéncia de SAP na ReE no GC, propondo assim, uma valéncia positiva da interacdo nao
agressiva quando os animais sdo expostos ao contexto da interagdo social. Ainda em relacéo
aos resultados obtidos com os animais do GC, pode-se sugerir que o protocolo proposto no
presente estudo reduz a variabilidade na exibicdo das respostas comportamentais registradas

na Hab e na ReE ao aparato, aumentando o rigor do teste.

Quanto ao tempo de escavar na superficie, nossos resultados indicaram que animais
expostos ao agressor passam 0 mesmo tempo escavando na habituacdo e no retest na
maravalha com sinais olfativos do oponente na superficie A (Figura 5). O aumento de
escavacao no grupo controle é associado com a procura por interagcdo social ndo agressiva, na
maravalha da sua prépria caixa moradia. Estes resultados sdo sugestivos de que a diminui¢éo
do tempo de escavar a maravalha com sinais olfativos do agressor seja uma estratégia de
evitacdo defensiva, lembrando que a superficie A é o Unico compartimento do aparato com

maravalha, ele aumenta o tempo de permanéncia no local que oferece uma maior seguranca.

Este resultado sdo corroborado por aqueles observados na evitacdo, descritos no
Experimento 2 (Figura 9), onde os animais que sdo agredidos DIMINUEN o tempo de
escavar, em comparacdo com o0s animais do grupo ndo agredido e exposto na fase de
interacdes num contexto novo. Em conjunto, como foi indicado em pesquisas anteriores, este
comportamento poderia ser visto como uma estratégia de avaliacdo de risco quando é
associado a auséncia de sinais visual sob uma fonte ambigua de ameaca (PINEL al et, 1994;
CAMPOS et. al., 2013) em comparacdo que quanto se tem uma sinais olfativa e visual. Por
outro lado, tais resultados também sdo sugestivos de que 0s animais expressar comportamento
de exploracdo, na procura de interacdo social num contexto de seguranga no GC, assim, 0s
resultados reforgariam a nossa hipdtese de que as agressdes necessitam ser no contexto para

gerar uma associacdo de diferentes estimulos sensoriais.

O conjunto de alteragdes nos comportamentos dos animais expostos ao contexto na
presenca de pistas olfativa e as derrotas feitas no mesmo contexto apresentados nesse estudo,
mostra a relevancia etologica dessas pistas quando associadas com um estimulo

potencialmente ameagador, indicando que as sinais olfativas poderiam indicar um potencial
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perigo, facilitando a evita¢do social dos animais previamente derrotados (MACEDO, et al.,
2018)) Em resumo, estudos anteriores demonstraram que uma Unica intera¢do agressiva ndo é
suficiente para gerar um condicionamento contextual robusto, sendo necessarias diferentes
pistas ambientais que em conjunto consigam modificar diversas medidas complementais e
espacgo-temporais (CRESTANI et. al., 2017; DE OLIVEIRA, 2015; KRYPOTOS, 2015).

J4, Covington Il1 e colaboradores (2005) mostraram que exposi¢do sucessiva a derrota
social pode levar a0 aumento dos neurotransmissores dopamina e glutamato no CPFm,
tornando esse substrato vulneravel ao estresse. Em contrapartida, no presente estudo
demonstrou-se que um protocolo com mais interacGes agressivas (quatro interacdes, com
intervalo de 24 horas, compostas de interacdo sensorial e interacdo fisica) e pistas olfativas é
capaz de produzir esse condicionamento, demonstrando interessantemente que interacoes
repetidas, mas ndo precisamente de forma cronica, a estimulos aversivos pode gerar aversdo

contextual.

Foram propostos em estudos anteriores (FAVORETTO et al. 2016; CRESTANI, 2017,
LARRIEU, T.; SANDI, C. 2018; FRANKLIN et al., 2017) protocolos com arranjos
experimentais distintos visando obter um condicionamento ao contexto baseado em interagoes
agressivas. Contudo, em razédo das varias inconsisténcias nas respostas do animal agredido, a
literatura ainda ndo apresentou o uso de um teste robusto para se avaliar 0 medo/aversdo ao
contexto. E importante ressaltar que no presente estudo, obteve-se esse condicionamento com
uma interacdo sensorial de 5 minutos antes da interacdo fisica propriamente dita, a qual foi de
um tempo de 3 minutos sem importar se era feita a postura de subimicdo, ja que uma interacéo fisica
intensa faz com que o animal intruso consiga reconhecer 0 sujeito agressor e assegura a
exibicdo de sua postura de submissdo, a qual € fundamental para a caracterizacdo da derrota
social, este tempo também e menor em comparagdo com estudos feitos, por exemplo, com rotocolos
de presa-predador (FEDOROFF; TAYLOR.,200;. CARNEIRO DE OLIVEIRA al et, 2017), residente
intruso (COOPER al et, 2017; LUMLEY, 2000)e preferéncia por um lugar condicionado (HYMEL
al et 2014; RIAD-ALLEN; VAN DER KOQY, 2013), mostrando-se suficiente para gerar uma aversdo
condicionada; a qual foi seguida de nova exposi¢do a interacdo sensorial por 5 minutos.
Igualmente, foi demonstrado que s6 5 minutos de exposicdo posterior a derrota seriam
suficientes para promover déficits de interagdo social, ou seja, diminuicdo de motivacdo na
interacdo social de longo prazo, em um protocolo de interacdes agressivas cronicas (ex., 10
derrotas; Favoretto et al., 2016). Nossos resultados, no entanto, indicam que apenas quatro

interacdes agressivas sdo suficientes para a ocorréncia da aversdo condicionada ao contexto
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do embate.

Finalmente, para proximas pesquisas, seria interessante observar se estas respostas de aversdo
contextual sdo exibidas apoOs vérios dias da exposicdo agressiva, como foi observado por
Favoretto et al. (2016), os quais descreveram ser a derrota social crénica eficaz a induzir
evitacdo social por um periodo de até quatro semanas, igualmente seria de gréo interesse usar
maravalha limpa no local da toca, j& que tem sido demostrado em varios estudos prévios(
referencia) que o ocultamento defensivo (comportamento dos roedores ao empurrar, orvalhar
ou mover materiais em direcdo da ameaca (PINEL al et, 1994)) é importante para o analise de

comportamento defensivo.

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que quatro interacfes sociais agressivas,
de forma sensorial e fisica, na presenca de pistas ambientais, sdo suficientes para gerar
aversdo condicionada ao contexto em camundongos. Essa aversdo contextual é caracterizada
pela evitacdo do local em que ocorreram as interagdes agressivas e pela preferéncia pelo local
que oferece mais seguranca. Ainda, essas alteracdes em medidas classicas utilizadas em
modelos de aversdo ao contexto sdo acompanhadas de alteracdes no grooming, no SAP, nos

levantamentos e no comportamento de escavar.
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Anexo 1. Animais expostos a maravalha nova ou familiar.

Tendo em conta os dados da literatura, foi observado que a maravalha poderia ser uma
pista ambiental importante para a aversdo contextual (FAVORRETO;MACEDO;
QUADRADO,2018), portanto, foi feito um experimento piloto com o objetivo de determinar
a importancia dos sinais olfativos. Animais socialmente derrotados (expostos ao coespecifico
agressor) ou controle (exposto ao com especifico ndo agressor) foram expostos a maravalha
nova (sem sinais olfativos) ou familiar (da caixa moradia do agressor ou coespecifico). Desta
maneira, 0s animais foram expostos as mesmas condigdes experimentais que no experimento
1.

Por meio desde protocolo foi observado que os animais derrotados e expostos a maravalha
do agressor tem uma diminuicdo significativa de tempo de permanéncia na superficie, em
comparacdo com a Hab e em comparagdo com 0s animais derrotados expostos a maravalha
nova. Ja, em relacdo aos animais que foram expostos a coespecifico ndo agressor, nao se
observou uma diferenca entre os grupos. Igualmente ndo se encontrou diferenca quando eram
comparados o0s animais derrotados versus 0s animais controle. Pode-se concluir que a
maravalha com cheiro do agressor seria um sinal olfativo importante para gerar aversdo

contextual, mas ainda n&o é suficientemente robusta.
Figura 11. Tempo de permanéncia de animais expostos a maravalha nova ou do coespecifico.
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Figura 11. Tempo de permanéncia na superficie em animais de grupo controle e grupo derrotado que

foram expostos a maravalha nova ou familiar.



