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Resumo

As interacBes agressivas entre animais co-especificos tém sido amplamente
utilizadas como uma fonte etoldgica de estresse social para se estudar alguns aspectos
da ansiedade social. Por meio deste trabalho, nés utilizamos um novo protocolo
experimental com objetivo de desenvolver um novo paradigma comportamental para o
estudo da ansiedade social. Camundongos foram expostos a um aparato adaptado a
partir do teste de exposicdo ao rato (TER) e este era composto por trés regides
interconectadas: toca, tinel e a superficie. Os animais foram expostos ao aparato
experimental por cinco dias consecutivos, sendo os trés primeiros dias para habituacao
ao aparato (habituacdo 1, 2 e 3) e no quarto dia ocorria a interacdo social entre co-
especificos (ndo agressiva para os animais do “grupo ndo derrotado” e agressiva para 0s
animais do “grupo derrotado”). No quinto e ultimo dia experimental os animais eram
reexpostos ao aparato durante 10 minutos e 0s seguintes comportamentos eram
avaliados: tempo de permanéncia e frequéncia de entrada nas trés regides do aparato
(toca/tunel/superficie), frequéncia do comportamento stretched attend posture (SAP)
nas trés regides do aparato, tempo realizando o comportamento de auto-limpeza nas trés
regibes do aparato, frequéncia de levantamento na superficie e laténcia em segundos
para o0 animal adentrar a superficie ap0s ser reexposto ao aparato. A analise fatorial foi
empregada neste estudo com objetivo de tracar o perfil comportamental de
camundongos socialmente derrotados (N=90) quando reexpostos ao aparato
experimental onde a interacdo agressiva ocorreu; nds também comparamos o perfil
comportamental de camundongos ndo derrotados (GND, N=89) e socialmente
derrotados (GD, N=90) quando reexpostos ao contexto onde a interacdo social (ndo
agressiva ou agressiva) ocorreu por meio do Teste t de Student. A analise fatorial final

apresentou quatro fatores que juntos representam 72,09% da variancia total: o fator 1 foi



carregado com o tempo gasto na toca e na superficie do aparato, além do tempo
realizando auto-limpeza na toca; enquanto o fator 2 foi carregado com tempo gasto no
tlnel e o total de entradas nos trés compartimentos do aparato (toca, ttnel e superficie).
O fator 3 foi carregado com a frequéncia de SAP no tinel e na superficie; e o fator 4 foi
carregado apenas com a laténcia para atingir a superficie. O teste t de Student indicou
que camundongos socialmente derrotados levaram mais tempo para atingir a superficie
do aparato e passaram mais tempo realizando auto-limpeza na toca quando comparados
aos camundongos ndo derrotados. Juntos, esses resultados sugerem que 0 aumento na
laténcia para atingir a superficie e no tempo realizando auto-limpeza na toca foram
condicionados ao contexto por meio de uma Unica derrota social, entretanto ndo houve
condicionamento para medidas classicas tais como aversdo espacial e medidas de

avaliacdo de risco (como o SAP).



Abstract

Aggressive interactions between conspecific animals have been used as an
ethological source of social stress to study some aspects of social anxiety. Through this
work we used a new experimental protocol in order to develop a new behavioural
paradigm in the study of social anxiety. Mice were exposed to an apparatus adapted
from rat exposure test (RET) and it consisted of three interconnected regions: home
chamber, tunnel and surface area. Animals were exposed to the experimental apparatus
for five consecutive days, being the first three days for habituation to the apparatus
(habituation 1 , 2 and 3) and on the fourth day occurred the social interaction between
conspecifics (not aggressive for animals from "non-defeated group™ and aggressive for
animals from “defeated group”). On the fifth and final experimental day the animals
were re-exposed to the apparatus for 10 minutes and the following behaviors were
assessed: frequency of entries and time spent in the three regions of the apparatus (home
chamber/tunnel/surface area), frequency of the stretched attend posture (SAP) behaviour
in the three regions, time spent on self-grooming in the three regions, frequency of
rearing in the surface area and latency to reach the surface area once the animals were
re-exposed to the experimental apparatus. Factor analysis was used in this study to
trace the behavioural profile of socially defeated mice (n=90) when re-exposed to the
apparatus where the aggressive interaction occurred; we also compared the behavioural
profile of non-defeated (n=89) and defeated (n=90) mice when re-exposed to the
context where social (non-aggressive or aggressive) interaction occurred, using
Student’s t test. Final factor analysis yielded 4 factors that together represent 72.09% of
total variance: factor 1 was loaded with time spent in the home chamber and in the
surface area and self-grooming in the home chamber, while factor 2 loaded on time

spent in the tunnel and total entries in the three compartments of the apparatus (home



chamber, tunnel and surface area). Factor 3 was loaded with SAP frequency in the
tunnel and in the surface area; and factor 4 was loaded only with latency to reach the
surface area. Student’s t test showed that socially defeated mice spent more time to
reach the surface area and performing self-grooming in the home chamber when
compared to non-defeated mice. Together, these results suggest that the increase in the
latency to reach the surface area and self-grooming in the home chamber were
conditioned to a single social defeat, but there were no conditioning for classical

measures such as: place aversion and risk assessment behaviour (SAP).
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1. Introducéo

1.1. Estresse social e ansiedade

Diversas especies de animais, incluindo os seres humanos, vivem em ambientes
sociais altamente complexos e com hierarquias bem estabelecidas. Dentro desse
contexto, os membros de um grupo social apresentam diferentes tipos de interagoes
entre si; enquanto alguns individuos sdo menos expostos a interacdes agressivas, outros
enfrentam niveis altos e persistentes de agressao e esta representa uma fonte intensa de
estresse social (MARTINEZ; PHILLIPS; HERBERT, 1998).

Animais submetidos a interacGes agressivas com co-especificos e que se
reconhecem submissos apresentam varias alteracdes fisiolégicas e comportamentais
(MARTINEZ; PHILLIPS; HERBERT, 1998). Dentre as alteracdes fisiologicas
destacam-se (a) a ativacdo de sistemas neuroenddcrinos como eixo hipotalamo —
pituitaria — adrenal (eixo HPA) e eixo hipotalamo — pituitaria — gonodas (eixo HPG)
(HERBERT, 1987), as quais causam, respectivamente, elevacdo de niveis plasmaticos
dos horménios adrenocorticotrofina (ACTH), cortisol, corticosterona, f-endorfina e
reducdo de hormdnios androgenos (BLANCHARD et al., 1995; HUHMAN et al., 1990;
RAAB et al., 1986); (b) aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial, alteracbes
do ritmo circadiano da frequéncia cardiaca e da temperatura corpérea (TORNATZKY;
MICZEK, 1993); (c) prejuizo na funcdo imunoldgica e reducdo da resisténcia dos
individuos a doencas (BEDEN; BRAIN, 1982; FLESHNER et al., 1989; HARDY et al.,
1990). A derrota social também apresenta consequéncias sobre o comportamento dos
animais, tais como: reducdo do comportamento de exploracdo no paradigma de campo
aberto (KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991; RAAB
et al, 1986); inibicho do comportamento agressivo e sexual, aumento do

comportamento  de  submisséo (ALBONETTI, FARABOLLINI, 1994;
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KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991; VAN DE POLL
et al., 1982; YOSHIMURA,; KIMURA, 1991); e aumento de medidas indicadoras de
ansiedade no labirinto em cruz elevado (RODGERS et al., 1995).

A ansiedade é caracterizada como um estado emocional qualificado subjetivamente
como desagradavel, acompanhado por sentimento de apreensdo, inseguranca e um
conjunto de alteraces fisiologicas e comportamentais (NUTT, 1990). Para Schmitt e
Kapczinski (2004), a ansiedade pode ser apontada como um sentimento responsavel
pela sobrevivéncia da espécie humana e parece ser um consenso que esse estado
emocional confere valor adaptativo entre as diversas espécies.

Nas ultimas décadas tém ocorrido progressos significativos no conhecimento da
estrutura dos sistemas neurais relacionados com os estados de ansiedade (BRAGA,
2010). Pesquisas pré-clinicas apontam que o0s estados de ansiedade em humanos
apresentam correlacbes com 0s mecanismos de defesa de animais quando diante de
estimulos ameacadores ou situacdes de perigo (BRAGA, 2010). Sabe-se que tais
comportamentos de defesa envolvem dois sistemas encefalicos que apresentariam papel
fundamental na ansiedade: o sistema cerebral de defesa (SCD) e o sistema de inibicéo
comportamental (SIC) (GRAEFF; HETEM, 2004).

O sistema cerebral de defesa (SCD) engloba um conjunto de estruturas nervosas
que se dispéem longitudinalmente no encéfalo, composto pela amidala, hipotalamo
medial (HM) e matéria cinzenta periaquedutal (MCP). A amidala estabelece conexdes
com 0 neocortex e estruturas mais profundas do sistema limbico, atuando como uma
interface sensdrio-emocional. Assim, esta estrutura é responsavel por avaliar e
classificar o tipo e o grau do estimulo em questdo e entdo transmiti-lo para HM e MCP
(GRAEFF; HETEM, 2004; TEIXEIRA-SILVA et al., 2004). A MCP seleciona e

organiza reacGes comportamentais e fisioldgicas de defesa apropriadas, ao passo que
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HM regula o funcionamento da hipdfise. Esta Ultima, por meio da liberacdo do
hormdnio corticotrofico (ACTH), estimula o cortex das adrenais a sintetizar e secretar
glicocorticdides (cortisol). O cortisol promove a¢des catabdlicas em seus tecidos alvos
de maneira a aumentar a disponibilidade energética para o desenvolvimento de
respostas frente ao estimulo/situacdo em questdo (GRAEFF; HETEM, 2004).

O sistema de inibicdo comportamental (SIC) tem como principal substrato
neural o sistema septo-hipocampal, o qual pode ser ativado pela exposi¢do do animal a
sinais condicionados, sinais de punicéo, frustracdo, exposicdo a estimulos ameacadores
ou a situagdes novas. Quando ativado, o sistema septo-hipocampal provoca inibicdo de
qualguer movimento que o animal esteja realizando, além de aumentar seu nivel de
vigilancia e atengdo, preparando-o para iminente acdo vigorosa (GRAEFF; HETEM,
2004). Quando o estimulo ao qual o animal foi exposto é compativel com a situacao
esperada, o sistema septo-hipocampal apresenta-se em estado de checagem e o controle
comportamental ndo ¢ exibido pelo SIC; entretanto quando o estimulo ao qual o animal
€ exposto ndo € compativel com a situacdo esperada, o sistema septo-hipocampal
apresenta-se em estado de controle e o SIC gera a inibicdo comportamental, tendo como
resultado final o aumento da vigilancia e atengdo ao meio ao qual o animal encontra-se
exposto (GRAEFF, 1994; TEIXEIRA-SILVA et al., 2004).

Em 2000, os pesquisadores Jeffrey Gray e Neil McNaughton desenvolveram
uma nova proposta, a qual sintetizou as evidéncias disponiveis sobre o SIC e SCD em
um terceiro elemento: o sistema cerebral de aproximacdo (SCA). Esse novo sistema
proposto é encarregado de dirigir o animal a objetos que satisfacam demandas
biologicas, como busca por alimento e sexo, cujo consumo € prazeroso.
Anatomicamente, 0 SCA compreende o sistema dopaminérgico ascendente que inerva o

nacleo accumbens, o qual desempenha papel importante na fisiopatologia da
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esquizofrenia e dependéncia psicoldgica a drogas. Por meio dessa nova proposta, o
estado de ansiedade passa a ser definido como uma emocao resultante de um conflito,
no caso, o classico conflito aproximagdo-esquiva e o papel de detectar conflito entre o
SCD e o SCA ¢ atribuido ao septo-hipocampo. Uma vez em acdo, este detector
promove as mesmas manifestacdes atribuidas anteriormente ao SIC, como inibicdo da
atividade corrente, aumento da vigilancia e direcdo da atencdo a fontes potenciais de
perigo. Entretanto, uma funcdo adicional é atribuida a esse complexo; a capacidade de
enviesar a decisdo para a esquiva, resolvendo assim o impasse entre impulsos
contrérios, optando pela protecdo do organismo de possivel dano. Por meio desse
construto teorico € possivel estabelecer uma clara distingdo entre ansiedade e medo
(GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Até um determinado nivel a ansiedade pode favorecer o desempenho de tarefas
motoras e cognitivas, mas passa a ser indesejada, ou patologica, quando interfere com o
comportamento normal do individuo (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). A patologia é
definida a partir do momento em que o sofrimento provocado pela ansiedade trouxer
prejuizo a pessoa, em funcdo de comportamentos de fuga e esquiva de situacdes
importantes da vida académica, social e profissional do individuo (ANDRADE;
GORENSTEIN, 1998). Nesse caso, as reacfes manifestadas sdo denominadas
Transtornos de Ansiedade e sdo consequéncias de disfuncBes nos sistemas encefalicos
gque modulam as reacdes de defesa (BRAGA, 2010).

Dados do Estudo Multicéntrico Brasileiro de Morbidade Psiquiatrica (EMB),
realizado em trés areas urbanas (Brasilia, S80 Paulo e Porto Alegre), utilizando os
critérios diagndsticos do DSM-III (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders 111) (ALMEIDA-FILHO et al., 1992, 1997), constataram que a ansiedade e as

fobias constituem os principais problemas de saide mental da populacéo brasileira, com
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prevaléncias globais variando de 8% a 18%. Segundo dados estatisticos brasileiros, até
0 ano de 2011, 15.626 brasileiros receberam aposentadoria em decorréncia de
transtornos mentais e comportamentais, 0 que resulta em um gasto anual de mais de 17
milhdes de reais. Neste mesmo ano, 198.743 brasileiros receberam auxilio pelo mesmo
motivo, com custo anual de quase 197 milhdes de reais (ANUARIO ESTATISTICO
DA PREVIDENCIA SOCIAL, 2011). Ainda, de acordo com Lepine (2002), os
transtornos de ansiedade s&o os transtornos psiquiatricos mais prevalentes na populacéo.
Dessa maneira, tais transtornos contribuem com grande parcela dos gastos
governamentais com auxilios a individuos afetados por transtornos mentais e de
comportamento.

De acordo com a quinta versdo do Manual de Estatistica e Diagndstico das
Doencas Mentais (DSM-V, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders V), elaborado pela Associacdo Americana de Psiquiatria (American
Psychiatric Association, 2013) e a Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10) da
Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization, 1982), os transtornos de
ansiedade estdo classificados em categorias diagndsticas, que sdo agrupadas em cinco
grupos de transtornos: transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de panico,
transtorno obsessivo-compulsivo, transtornos fébicos, e transtorno de estresse pos-

traumatico.

1.2. Ansiedade social e modelos animais

O transtorno de ansiedade social, também chamado de fobia social no DSM-V, é
atualmente reconhecido como um transtorno de ansiedade com prevaléncia
significativa, consideraveis comorbidades e sérias consequéncias (RAJ; SHEEHAN,

2001; TOTH; NEUMANN, 2013). Trata-se do terceiro transtorno psiquiatrico
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incapacitante mais comum, superado apenas pelo abuso de substancias e transtorno
depressivo maior (KESSLER et al., 1994).

A principal caracteristica do transtorno de ansiedade social € 0 medo excessivo de
ser examinado e avaliado negativamente por outras pessoas na vida social. A condicao é
tipicamente relatada em situacdes tais como: falar em frente a grupos pequenos ou
grandes de pessoas, conversar com desconhecidos ou pessoas com autoridade, ter que
ser assertivo, ter que confrontar comportamentos de outras pessoas, namorar, participar
de festas, utilizar banheiro publico, ser observado enquanto come, escreve ou trabalha.
Em alguns casos, a reacdo a situacdo fobica manifesta-se como ataques de panico (RAJ;
SHEEHAN, 2001).

Os melhores resultados de tratamentos para esse transtorno séo obtidos por meio de
terapia cognitivo-comportamental (FEDOROFF; TAYLOR, 2001), a qual geralmente é
combinada com medicamentos inespecificos originalmente desenvolvidos para
depresséo e transtornos generalizados de ansiedade, tais como antidepressivos, beta-
blogueadores e benzodiazepinicos (TOTH; NEUMANN, 2013). Dados sugerem que 0
tratamento farmacologico crénico de pacientes com transtorno de ansiedade social
melhora continuamente o quadro sintomatoldgico e que o indice de reincidéncia é alto
apos interrupcdo do uso dos medicamentos, de maneira que o tratamento cronico
mostra-se como uma alternativa interessante para o tratamento desse transtorno (VAN
VLIET; DEN BOER; WESTENBERG, 1994). Assim como muitos outros transtornos
de ansiedade, o transtorno de ansiedade social é provavelmente causado por uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais, incluindo tracos herdados, desequilibrio
de neurotransmissores, atividade encefalica alterada e eventos cotidianos negativos

(TOTH; NEUMANN, 2013).
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A alta prevaléncia dos transtornos de ansiedade, bem como seus sintomas
incapacitantes tém impulsionado estudos para a compreensdo de suas bases neurais e
para a analise pré-clinica de potenciais farmacos para o tratamento desses transtornos.
Os modelos animais constituem o eixo central das pesquisas pré-clinicas da
neurobiologia das desordens psiquiatricas e sdo empregados tanto como ferramentas de
triagem na busca de novos agentes terapéuticos, quanto como simulacdes para buscar
conhecer quais 0S mecanismos responsaveis por determinados comportamentos
emocionais (FILE, 1992; GREEN; HODGES, 1991; GRIEBEL, 1995; HANDLEY,
1991; LISTER, 1990; RODGERS; DALVI, 1997; STEPHENS; ANDREWS, 1991;
TREIT, 1994). Atualmente, sdo utilizados mais de 30 modelos animais de ansiedade,
embora alguns se baseiem em respostas fisiologicas (hipertermia) ou endocrinas
(medicdo de corticosterona plasmatica) ao estresse, a maioria se baseia em
comportamentos naturais (RODGERS et al., 1997).

Os modelos comportamentais sdo convenientemente classificados em respostas
condicionadas (esquiva ativa/passiva, testes de conflito, aversao condicionada ao sabor)
ou incondicionadas (exposi¢do ao campo aberto, labirinto em cruz elevado, exploracdo
livre) ao estimulo (RODGERS et al., 1997).

Do ponto de vista comportamental, j& € bem estabelecido que os animais sdo
capazes de apresentar diversas reacdes de defesa em resposta a ameacas externas, por
exemplo, quando ha& exposicdo a um predador ou um agressor co-especifico
(EDMUNDS, 1974). Em mamiferos, como ratos, tais comportamentos classicamente
compreendem congelamento (freezing), fuga, ataques defensivos e até mesmo
simulacdo de morte (imobilidade tonica), sendo que tais respostas sdo dependentes tanto
da iminéncia da ameaca (RATNER, 1967) quanto da oportunidade de fuga

(BLANCHARD et al., 1990).
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Ademais, em situacOes de perigo potencial (por exemplo, quando o animal avista
um predador, mas 0 mesmo ja ndo se encontra mais presente) tem sido descrito que
ratos de laboratério (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989) e camundongos
(BLANCHARD et al., 1995) apresentam um grupo de comportamentos coletivamente
denominados como “avaliagdo de risco”. Tais respostas originalmente identificadas em
sistemas de tocas construidas de maneira especial sdo caracterizadas por aproximacdes
cuidadosas até a superficie onde anteriormente localizava-se um predador: i) exploragdo
cuidadosa de areas perigosas como nas entradas dos tdneis, ii) posturas de esticar o
corpo (stretched attend posture — SAP) e/ou de andar agachado (flatback) direcionadas
para areas de perigo e iii) apresentacdo de comportamentos de SAP e/ou flatback
quando 0s animais reentram na area de perigo.

Diversos modelos animais tém sido apresentados na tentativa de elucidar melhor o
desenvolvimento do transtorno de ansiedade social (RAJ; SHEEHAN, 2001). Todos
eles baseiam-se na preferéncia de roedores em passar tempo com outro animal co-
especifico ao inves de ficar sé ou na preferéncia de explorar estimulos sociais em vez de
ndo sociais (BERTON et al., 2006; FILE; HYDE, 1978; LUKAS et al., 2011).

Nesse sentido, um estressor social, sob a forma de experiéncia de derrota, € um
estimulo potente na ativacdo de mecanismos de defesa (RODGERS; RANDALL,
1986a). Com evidéncias tanto comportamentais (RODGERS; RANDALL, 1986b)
quanto farmacoldgicas (RODGERS; RANDALL, 1987, 1988; RODGERS;
SHEPHERD, 1989, 1992; RODGERS, 1995) é possivel sugerir que a ansiedade é um
fator chave nas reacGes de defesa antecipatérias. Em confirmacao desta hipotese, em
camundongos, a derrota social (e, em menor extensdo, a exposicdo ao odor de um

macho agressivo coespecifico) imediatamente antes da exposi¢do do animal ao labirinto
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em cruz elevado produziu um efeito ansiogénico significativo (RODGERS; COLE,
1993).

Charles Darwin (1872 apud BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1991),
em “A expressdo das emocdes no homem e nos animais”, talhou um fundamento
importante para a visdo que temos hoje de que padrfes defensivos de outras espécies
sdo como precursores evolutivos das reacdes de ansiedade e medo em humanos. Mais
recentemente, diversos estudos clinicos conceituaram os transtornos de ansiedade em
humanos como transtornos de defesa (BECK, 1976; CLARK, 1989; DEAKIN;
GRAEFF, 1991; KIDMAN, 1989), nos quais o fundamento do disturbio é a ativacdo
inapropriada de comportamentos defensivos decorrente da avaliagdo equivocada da
fonte de perigo. Assim sendo, a compreensdo da neurobiologia dos comportamentos
defensivos assume uma importancia particular no estudo da ansiedade e, nesse contexto,
estudos demonstram que existe uma notavel similaridade entre os vertebrados quanto
aos seus sistemas neurais (amidala, matéria cinzenta periaquedutal) envolvidos na
deteccdo de perigo e producdo da resposta defensiva (DAVIS, 1992; DEPAULIS;
BANDLER, 1991). Sendo esses sistemas fortemente conservados evolutivamente, é
possivel afirmar que podemos aprender muito sobre reac6es ao medo e de defesa
humanas a partir de estudo com outras espécies (LEDOUX, 1995).

Levando em consideracdo a alta prevaléncia dos transtornos de ansiedade social em
humanos, o pouco entendimento de sua patologia e a escassa disponibilidade de
modelos animais eficazes para o seu estudo, faz-se importante o desenvolvimento de
novas ferramentas metodoldgicas que busquem entender melhor a neurobiologia dos
transtornos de ansiedade social e que permitam a busca por novos tratamentos para essa

patologia.
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O paradigma comportamental proposto neste trabalho busca, por meio do uso de
uma fonte etoldgica e biologicamente relevante de estresse (interagdo agressiva entre
co-especificos), descrever quais as respostas comportamentais apresentadas por
camundongos socialmente derrotados e reexpostos ao contexto em que tiveram a
interacdo agressiva com um co-especifico; de maneira a avaliar se ocorre 0
condicionamento de respostas comportamentais ao contexto em que 0s animais foram

socialmente derrotados.

1.3. Analise Fatorial

A andlise fatorial € um recurso estatistico cuja funcdo € reduzir uma grande
quantidade de variaveis, que se correlacionam entre si, em um numero menor de
variaveis (denominadas fatores). Assim sendo, ao se detectar alta correlagcdo (positiva
ou negativa) entre algumas variaveis, estas podem ser representadas como um fator
(FIGUEIREDO FILHO; DA SILVA JUNIOR, 2010; LACERDA, 2006). Os resultados
finais da analise fatorial sdo expressos pelo peso (loading) das variaveis em cada fator
extraido, sendo que este peso representa o grau de correlacdo entre a variavel e o fator.
Peso 1,0 representa uma correlacdo perfeita entre a variavel e o fator em questdo,
enquanto um peso <0,4 representa uma baixa correlacio (BOERNGEN-LACERDA;
SOUZA-FORMIGONI, 2000; FIGUEIREDO FILHO; DA SILVA JUNIOR, 2010).
Esta técnica tem sido amplamente utilizada em modelos animais para investigar a
relacdo entre as variaveis comportamentais estabelecidas em um etograma, dessa forma
por meio desse recurso estatistico faz-se possivel tracar o perfil comportamental de

animais em novos paradigmas comportamentais.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral; realizar uma analise etoldgica de um
paradigma de aversdo ao contexto gerada por interacdo agressiva, em camundongos,
com vistas ao estabelecimento e validagdo de uma nova ferramenta metodoldgica para

estudo da ansiedade social.

2.2. Objetivos especificos
- Investigar e tracar, por meio de analise fatorial, o perfil comportamental de
camundongos socialmente derrotados quando reexpostos ao aparato experimental em

que previamente sofreram a interacdo agressiva.

- Avaliar se uma unica derrota social é capaz de gerar condicionamento de medidas
comportamentais ao contexto em que 0s animais previamente sofreram interacdo

agressiva com um co-especifico.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Suigos machos (30-35g) provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais eram alojados
em caixas-moradias (41 cm x 34 cm x 16 cm) em grupos de 10 individuos e foram
mantidos em condigdes controladas de temperatura (23+1°C) e luz (ciclo de 12/12
horas, luzes acesas as 7 h e apagadas as 19 h). Todos os camundongos eram
experimentalmente ingénuos e as sessdes experimentais foram realizadas durante a fase
clara do ciclo (08:00 — 14:00 h ). Os animais tiveram livre acesso a alimento e agua,
exceto durante os curtos periodos de teste.

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais neste estudo tiveram
inicio apds a aprovacdo desse projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, Campus de Araraquara,

protocolo CEP/FCF/CAr n° 47/2013.

3.2. Escolha do Agressor

Apos a chegada ao biotério local do Laboratério de Neuropsicofarmacologia, 0s
animais foram alojados em grupos de 15 sujeitos em gaiolas viveiro (45 x 28 x 13 cm).
No periodo de habituacdo as condicGes locais, um observador identificou os
camundongos dominantes de cada gaiola (definido como o sujeito que exibe
comportamentos espontaneos de agressdo aos demais da gaiola), que foram isolados em
gaiolas individuais (28 x 17x 12 cm) por, no minimo, 4 semanas, para intensificar o

comportamento agressivo (VALZELLI, 1985).
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3.3. Aparato experimental

O aparato experimental empregado neste estudo foi adaptado a partir do “teste
de exposicdo ao rato” originalmente desenvolvido e validado por Yang et. al (2004)
(Figura 1). O aparato apresenta trés camaras conectadas entre si: toca (7 X 7 x 12 cm),
tinel ( 4,4 cm de didmetro, 13 cm de comprimento e 1,5 cm acima do assoalho) e
superficie (23 x 24 x 21 cm); de maneira a avaliar medidas comportamentais de

avaliacdo de risco e medidas espago-temporais.

Tunnel Surface
(4.4x13cm) (23x24 x21cm)

Fig. 1. Esquema do aparato experimental composto pela toca, tdnel e superficie.

3.4. Procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados durante a fase clara do
ciclo claro/escuro, sob iluminacdo da uma lampada de 100W (iluminacdo de 24 lux no
assoalho do aparato). O aparato experimental era higienizado com alcool 20% e seco
com toalhas de papel entre os testes. Para os registros experimentais, utilizou-se uma
camera horizontal acoplada a monitor de video e DVD. Os comportamentos
apresentados pelos camundongos durante os testes foram analisados e quantificados por
um observador treinado sem conhecimento prévio das condigdes experimentais de cada
individuo (confiabilidade > 0,90). As andlises comportamentais foram realizadas por

meio do software “X-plo-rat 2005, desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Dr. Silvio



25

Morato na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP (o software

pode ser adquirido sem custos no link http://scotty.ffclrp.usp.br/X-Plo-Rat.html).

Os paréametros comportamentais avaliados compreendiam medidas espago-
temporais e medidas complementares. Medidas espaco-temporais séo representadas pela
frequéncia de entrada e tempo gasto em cada uma das regides do aparato (toca, tunel e
superficie), além da laténcia em segundos para se atingir a superficie. As medidas
complementares compreendem a frequéncia de stretched attend posture (SAP;
comportamento de avaliagdo de risco em que o animal projeta seu corpo para frente
utilizando apenas as patas dianteiras enquanto as patas posteriores permanecem na
posicdo inicial do animal, de maneira que o animal retorna a sua posi¢do original),
frequéncia de levantamento (rearing — comportamento no qual o animal eleva-se sobre
as patas posteriores, permanecendo na posicdo vertical), duracdo em segundos do
comportamento de auto-limpeza (comportamento de cuidado com a superficie do corpo,
geralmente segue uma projecédo cefalo-caudal: patas dianteiras — focinho e face — cabeca
— corpo — patas posteriores — cauda/genitais (EDMUNDS, 1974). O procedimento
experimental consiste de cinco dias experimentais consecutivos, divididos nas seguintes

fases:

Fase 1: Habituacdo. O procedimento de habituacdo ocorreu durante os trés
primeiros dias experimentais do protocolo, com intervalo de 24hrs entre cada
habituacdo. Durante a habituacdo cada camundongo era posicionado na toca e podia

explorar livremente o aparato inteiro vazio durante 10 minutos.

Fase 2: Interacdo social. No quarto dia experimental, cada camundongo era
individualmente posicionado na toca e podia explorar livremente o aparato vazio. Assim

que o animal atingisse a superficie, fechava-se a passagem entre a superficie e o tunel,


http://scotty.ffclrp.usp.br/X-Plo-Rat.html
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de maneira a confinar o individuo nessa Gltima regido. Uma vez confinados, 0s animais
do grupo ndo derrotado (GND) permaneciam na superficie com um co-especifico
conhecido e ndo agressivo (habitante da sua mesma caixa moradia) durante cinco
minutos, de maneira que ndo ocorresse interacdo agressiva entre 0s animais. Os animais
do grupo derrotado (GD) eram confinados na superficie com camundongo agressor de
maneira que ocorresse interacdo agressiva entre eles. A interacdo agressiva era
interrompida quando o experimental apresentasse postura de submisséo (elevar o corpo
sobre as patas traseiras, estender a pastas dianteiras na direcdo do agressor, retrair a
cabeca e arquear as orelhas (MICZEK, 1983)) por pelo menos 5 segundos ou apds 5

minutos (0 que ocorresse primeiro).

Fase 3: Teste de reexposicdo. No quinto dia experimental, os camundongos
eram individualmente posicionados na toca e podiam explorar livremente o aparato sem
a presenca de nenhum outro camundongo e 0s comportamentos previamente descritos

foram registrados durante 10 minutos de sesséo de teste.

3.4.1. Andlise 1: Anélise fatorial

Com o propésito de compreender as relacBes entre 0s comportamentos
apresentados por camundongos socialmente derrotados segundo o protocolo
apresentado, os dados de 90 camundongos socialmente derrotados foram submetidos a
trés analises fatoriais sucessivas. Inicialmente, realizou-se analises fatoriais separadas
para medidas espaco-temporais (analise 1) e para medidas complementares ( analise 2),
com o objetivo de compreender a estrutura comportamental e reduzir o namero total de
variaveis apresentadas. Os resultados dessas duas analises foram entdo combinados em

uma terceira analise fatorial (analise 3).
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3.4.2. Andlise 2: Avaliacao do condicionamento contextual em camundongos
socialmente derrotados.

Para avaliar se uma Unica derrota social seria capaz de provocar
condicionamento contextual, comparou-se o perfil comportamental apresentado por
camundongos socialmente derrotados (GD, N=90) no quinto dia experimental (fase 3,
teste de reexposicdo) ao perfil apresentado por camundongos expostos a interacdes ndo-

agressivas (GND, N=89).

3.4.3. Analise estatistica

Para a analise 1, as analises fatoriais foram realizadas utilizando fator de solucao
de componentes principais com rotacdo ortogonal (varimax) da matriz de fator. Esse
método garante que fatores extraidos sdo independentes e devem, portanto, refletir
fendmenos biologicos distintos. O teste de Kaiser (autovalores >1) foi utilizado para
selecionar o numero de fatores extraidos e as cargas fatoriais inferiores a 0,7 foram
descartadas. A carga fatorial de cada comportamento (variavel) indica o quanto este
item se correlaciona com determinado fator. Cargas de +1 indicam uma correlacdo
perfeita (positiva/negativa), enquanto cargas inferiores a 0,7 podem indicar que aquela
varidvel esta pouco associada aquele fator. Neste estudo foram utilizadas apenas cargas
>0,7.

Para a analise 2, todos os dados comportamentais referentes ao quinto dia
experimental (fase 3, teste reexposicdo) foram submetidos ao Teste t de Student. Os

valores de P foram considerados estatisticamente significantes quando P < 0,05.
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4, Resultados

4.1. Andlise 1: Anélise fatorial

Os resultados referentes a analise 1 estdo resumidos nas Tabelas 1-4. A Tabela 1
apresenta o perfil comportamental apresentado por camundongos socialmente
derrotados no teste de reexposicdo. Os animais apresentaram uma preferéncia discreta
pelas areas protegidas (toca + tanel; 53,3%) onde eles realizaram principalmente o

comportamento de auto-limpeza (=35%).

Tabela 1. Descricdo dos comportamentos apresentados por camundongos
socialmente derrotados (N=90) no teste de reexposicao.

Pardmetro Média + SEM
Tempo (s)

Toca 275,03 + 14,17
Tanel 44,97 + 2,44
Avreas protegidas (toca + tdnel) 320,00 + 13,29
Superficie 279,99 + 13,30
Frequéncia de entradas

Toca 11,49 + 0,53
Tanel 22,21+£1,12
Areas protegidas (toca + tdnel) 33,69+1,63
Superficie 11,66 + 0,61
Stretched Attend Posture (Freq.)

Toca 0,29 + 0,098
Tanel 1,28 £ 0,315
Avreas protegidas (toca + tdnel) 1,57 £0,342
Superficie 1,22 £ 0,254
Auto-Limpeza ()

Toca 112,94 + 10,93
Tanel 0,22+ 0,19
Areas protegidas (toca + tdnel) 113,16 £ 10,94
Superficie 23,91+ 4,83

Levantamento (Freq.)
Superficie 39,70 £ 2,08

Laténcia para atingir a superficie (s)
Superficie 27,65 * 8,59
Esses dados foram usados para realizar as trés analises fatoriais apresentadas nas tabelas 2-4.

A Tabela 2 apresenta os resultados da analise fatorial realizada apenas com

medidas espaco-temporais (entradas e tempo gasto na toca, tanel e superficie; e laténcia
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para atingir a superficie). Esta analise apresentou dois fatores que juntos representam
86,73% da variancia total. O Fator 1 foi carregado com entradas nos trés
compartimentos do aparato (toca, tlnel e superficie) e tempo gasto no tunel, enquanto o
fator 2 foi carregado com tempo gasto na toca e na superficie; e laténcia para atingir a
superficie. Uma vez que as entradas nos trés compartimentos (toca, tunel e superficie)
mostram-se alta e positivamente correlacionadas entre si, conclui-se que uma medida de
entradas totais poderd ser empregada como uma medida Unica em andlises futuras. O
tempo gasto na toca e na superficie carregados no fator 2 foram altamente
correlacionados entre si, porém de maneira oposta e laténcia para atingir a superficie
também foi carregada nesse fator. Faz-se importante destacar que nenhuma variavel foi

carregada em mais de um fator.

Tabela 2. Fatores ortogonais carregados para medidas espago-temporais de camundongos socialmente
derrotados no teste de reexposicao.

Fatores
Pardmetro comportamental 1 2
Tempo na toca (s) -0,94151
Tempo no tunel (s) 0,75821
Tempo na superficie () 0,967983
Entradas na toca 0,958766
Entradas no tanel 0,950512
Entradas na superficie 0,920328
Laténcia para atingir a superficie 0,765088
% de variancia 64,98454 21,74525

Cargas fatoriais superiores a 0,7 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a dire¢do do carregamento
particular. Critérios: eigenvalue > 1,0.

A segunda analise fatorial (Tabela 3) foi realizada com parametros
comportamentais complementares tais como: auto-limpeza, SAP e levantamento
realizados nas diferentes regifes do aparato. Esta segunda analise apresentou trés fatores
que juntos representam 63,45% da variancia total e ndo houveram variaveis carregadas

em mais de um fator.
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Tabela 3. Fatores ortogonais carregados para medidas complementares de camundongos
socialmente derrotados no teste de reexposigéo.

Fatores
Parametro comportamental 1 2 3

SAP na toca

SAP no tdnel

SAP na superficie 0,862503

Auto-limpeza na toca (S)

Auto-limpeza no tanel (s)

Auto-limpeza na superficie (s) 0,879007
Levantamento -0,79351

% de variéncia 30,98466 18,16746 14,29653
Cargas fatoriais superiores a 0,7 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a dire¢do do
carregamento particular. Critérios: eigenvalue > 1,0.

O Fator 1 foi carregados apenas com o comportamento de levantamento,
enquanto o Fator 2 foi carregado com a frequéncia de SAP realizado na superficie e o
Fator 3 foi carregado com auto-limpeza na superficie.

Os resultados obtidos a partir da analise fatorial 1 (medidas espago-temporais) e
2 (medidas complementares) foram entdo combinados em uma terceira anélise fatorial
(Tabela 4). Esta analise resultou em quatro fatores distintos que juntos representam
72,09% da variancia total. O Fator 1 foi carregado com tempo gasto na toca e na
superficie, que apresentaram alta correlacdo, porém negativa, ademais este fator
também foi carregado com auto-limpeza na toca. Fator 2 foi carregado com tempo gasto
no tunel e total de entradas, enquanto o Fator 3 foi carregado com frequéncia de SAP no
tunel e na superficie que foram alta e positivamente correlacionados entre si, validando
0 uso desses parametros como uma medida Unica em andlises futuras. A laténcia para

atingir a superficie foi carregada sozinha no Fator 4.
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Tabela 4. Anélise fatorial das medidas espago-temporais e complementares de camundongos socialmente

derrotados no teste de reexposicao.

Fatores
Pardmetro Comportamental 1

Tempo na toca (S)
Tempo no tunel (s)
Tempo na superficie (s)
Total de entradas

SAP na toca

SAP no tdnel

SAP na superficie

0,965

-0,962

-0,845
-0,757

0,735
0,861

Auto-limpeza na toca (S)
Auto-limpeza no tinel (s)
Auto-limpeza na superficie (5)
Levantamento

Laténcia para atingir a superficie (s) 0,879
% de variéncia 32,52 15,12 13,40 11,05

0,806

Cargas fatoriais superiores a 0,7 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a direcdo do carregamento
particular. Critérios: eigenvalue > 1.

4.2. Analise 2: Condicionamento contextual moderado em camundongos
socialmente derrotados.

O Teste t de Student ndo indicou diferencas significativas entre o grupo nao
derrotado (NDG) e grupo derrotado (GD) quando comparou o tempo médio de
permanéncia na toca (tq;, = -2,35; P>0,05), tunel (t 47 =1,07; P>0,05) e na superficie (t
arn = 2,23; P>0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Tempo gasto em segundos nos trés principais compartimentos do aparto. As barras representam a média
dos dados + SEM (n=89 - 90).



32

O Teste t de Student também n&o indicou diferencas significativas entre GND e
GD quando se comparou a frequéncia total de entradas (toca, tunel e superficie) (t a7 =

1,92, P>0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia total de entradas nos trés compartimentos do aparato (toca, tlnel e
superficie). As barras representam a média dos dados = SEM (n= 89 - 90).

A frequéncia do comportamento de SAP foi muito baixa e ndo houve diferenca
entre os grupos tanto para a frequéncia de SAP na toca (t q7, = -1,47; P>0,05) quanto da

soma de frequéncia de SAP no tunel e superficie (t 477 = 1,32; P>0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia de SAP na toca e no tunel + superficie. As barras representam a média
dos dados + SEM (n= 89 - 90).



33

140
120
100 +

80 -
OGND

Tempo (s)

EGD

40 4

20 -

TOCA TUNEL SUPERFICIE

Figura 5. Tempo gasto realizando o comportamento de auto-limpeza nos trés compartimentos do aparato. As barras
representam a média dos dados = SEM (n= 89 - 90). *P < 0,05 versus GND.

Os individuos do GD passaram mais tempo realizando o comportamento de
auto-limpeza na toca do que individuos do GND (t 47, =-3,20; P<0,05). O tempo gasto
pelos animais do GD realizando o comportamento de auto-limpeza no tunel e na
superficie ndo diferiu do exibido pelos animais do GND [tanel (t 477y = 0,79; p>0,05);
superficie (t 477 = 1,61; P>0,05)] (Figura 5).

Uma Unica derrota social ndo foi capaz de alterar a frequéncia do
comportamento de levantamento em camundongos do GD quando comparado ao GND
(t a7 = 1,11; P>0,05) (Figura 6); enquanto a laténcia para atingir a superficie foi maior
para 0s camundongos do GD quando comparado ao GND (t 477 = -2,17; P<0,05) (Figura

7).



50
45 T
40
35
30
25
20
15
10

OGND
EGD

Frequéncia de levantamento

SUPERFICIE

Figura 6. Frequéncia do comportamento de levantamento na superficie do aparato. As barras
representam a média dos dados + SEM (n= 89 - 90).
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Figura 7. Laténcia em segundos para atingir a superficie do aparato. As barras representam
a media dos dados = SEM (n=89 - 90). *P < 0,05 versus GND.
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5. Discussao

A anadlise fatorial foi empregada neste trabalho com objetivo de descrever e
correlacionar o perfil comportamental de camundongos socialmente derrotados quando
reexpostos ao aparato vazio onde a interagdo agressiva ocorreu previamente. Este
recurso estatistico tem sido amplamente utilizado em diversos estudos de caracterizacao
de padrdes e perfis comportamentais de camundongos e ratos em diferentes paradigmas
comportamentais, tais como o labirinto em cruz elevado, labirinto em cruz elevado-
aberto e o teste de exposicdo ao rato (ALBONETTI; FARABOLLINI, 1994; CAMPOS
et al,, 2013; KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991;
RODGERS; JOHNSON, 1995; SORREGOTTI et al., 2013; VAN DE POLL et al.,
1982; YOSHIMURA,; KIMURA, 1991). Dessa forma, para a analise 1, realizou-se 3
andlise fatoriais sucessivas com os dados do perfil comportamental de 90 camundongos
socialmente derrotados reexpostos ao contexto onde a interacdo agressiva ocorreu. Para
tanto, a anélise fatorial 1 utilizou apenas medidas espaco-temporais, a analise fatorial 2
utilizou medidas complementares e a analise fatorial 3 empregou o resultado das duas
analises prévias.

A andlise fatorial 1 (estrutura com 2 fatores) validou no fator 1, o uso futuro de
uma medida Unica (entradas totais) para a frequéncia de entradas na toca, tlnel e
superficie. Este primeiro fator provavelmente reflete a atividade locomotora dos
individuos, uma vez que nele foram carregadas as entradas nos trés compartimentos do
aparato e o tempo gasto no tunel, um ambiente de passagem e ligacdo das duas
principais regides do aparato: toca e a superficie. O fator 2 desta analise foi carregado

com tempo gasto na toca e na superficie, além da laténcia parar atingir a superficie e
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possivelmente reflete as medidas de tempo gasto nos principais compartimentos do
aparato.

A segunda andlise fatorial (estrutura com 3 fatores) apresentou 3 fatores
carregados apenas com uma variavel cada; o fator 1 foi carregado com comportamento
de levantamento e provavelmente reflete a exploracdo vertical do aparato, enquanto os
fatores 2 e 3 foram carregados, respectivamente com frequéncia de SAP e auto-limpeza
na superficie. A frequéncia de SAP na superficie do aparato parece refletir
comportamentos de avaliagdo de risco (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD,
2003; CAMPOS et al., 2013), enquanto uma explicacdo mais clara do fator 3 (auto-
limpeza também na superficie do aparato) ainda precisa ser determinada por meio de
outras intervengdes, como a farmacologica por exemplo.

A analise fatorial 3 (estrutura com 4 fatores) apresentou 4 fatores, no fator 1
foram carregados o tempo gasto na toca e tempo gasto realizando comportamento de
auto-limpeza neste mesmo compartimento. O tempo gasto na superficie do aparato
também foi carregado neste fator, porém negativamente. Considerando que o tempo
gasto no tunel representa apenas cerca 7,5% do tempo total permanecido no aparato,
parece ser razodvel sugerir que o tempo gasto na toca é oposto ao tempo gasto na
superficie. Ademais, ao permanecer na toca, os individuos realizaram o comportamento
de auto-limpeza, o que parece refletir o reconhecimento da toca como um local seguro
para se apresentar esse tipo de comportamento recuperativo (DOMJAN, 2010;
SPRUNJT; MAGNUS, 1992). O fator 2 foi novamente carregado com a frequéncia total
de entradas e o tempo gasto no tunel, reforcando mais uma vez a provavel associacao
deste fator com comportamentos locomotores dos animais. O fator 3 validou o uso

futuro do SAP no tanel e na superficie como uma medida Unica (SAP tanel +
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superficie), enquanto o fator 4 foi carregado apenas com a laténcia para atingir a
superficie do aparato.

A fim de avaliar se uma Unica derrota social seria capaz de condicionar respostas
comportamentais quando os animais fossem reexpostos ao contexto onde a interacéo
social ocorreu previamente, noés compramos o perfil comportamental de 89
camundongos ndo derrotados ao perfil de 90 camundongos socialmente derrotados.
Assim sendo, nds pudemos observar que apenas duas medidas comportamentais foram
condicionadas ao contexto onde a interacdo agressiva ocorreu: laténcia para atingir a
superficie e tempo gasto realizando comportamento de auto-limpeza na toca. Uma vez
que os camundongos socialmente derrotados sofreram a interagdo agressiva na
superficie do aparato, estes permaneceram por mais tempo na toca e no tanel antes de
adentrar a superficie do aparato onde eles foram socialmente derrotados, sugerindo que
0s animais associaram a superficie com a interacdo agressiva. Entretanto, curiosamente
na analise fatorial 3, a laténcia para atingir a superficie nao foi carregada no fator 1 onde
0 tempo gasto na toca correlacionou-se intensamente.

Individuos socialmente derrotados passaram mais tempo realizando
comportamento de auto-limpeza na toca do que individuos ndo derrotados. Embora este
comportamento apresente como funcdo primaria o cuidado e protecdo da superficie
externa corplrea, sua ocorréncia pode ser modulada por fatores emocionais
(ESTANISLAU et al., 2013). Sabe-se que 0s substratos neurais que coordenam
comportamentos direcionados aos cuidados da superficie corpdrea apresentam circuitos
em comum com substratos neurais envolvidos com processamento de estimulos
estressores (SPRUNT; MAGNUS, 1992). A auto-limpeza é um comportamento
importante do repertério comportamental de roedores e apresenta uma projecdo

hierarquicamente determinada (BERRIDGE; ALDRIDGE, 2000), geralmente seguindo
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uma direcdo cefalo-caudal: lamber as patas dianteiras — limpeza do focinho e face —
limpeza da cabeca — limpeza do corpo — lamber a pelagem — lamber as patas posteriores
— lamber/limpeza da cauda e genitais (BLANCHARD et al., 1990; EDMUNDS, 1974).
Além disso, trata-se de um comportamento altamente coordenado por sistemas motores
encefalicos a fim de garantir que cada acdo componente do comportamento ocorra na
sequéncia adequada para que o comportamento seja de fato efetivo (BERRIDGE;
WHISHAW, 1992). O comportamento de auto-limpeza pode ocorrer em diversos
contextos e geralmente estd aumentado em duas situacGes opostas: niveis elevados e
baixos de estresse (KALUEFF; TUOHIMAA, 2004). Kalueff & Tuohimaa (2005)
mostraram em camundongos que uma droga ansiolitica (diazepam — 0,1 mg/kg e 0,5
mg/kg) néo alterou o numero e a duragéo de episodios de auto-limpeza , mas reduziu a
porcentagem de transi¢des incorretas e de episodios quando comparado a animais nao
tratados com a droga. Por outro lado, o tratamento de camundongos com
pentilenotetrazol (5 mg/kg e 10mg/kg), uma droga ansiogénica (JUNG; LAL; GATCH,
2002), aumentou a duracdo dos episddios de auto-limpeza, a porcentagem de transicoes
incorretas e a porcentagem de episddios interrompidos. Nossos dados sdo consistentes
com resultados prévios que demonstraram que ratos socialmente derrotados passaram
mais tempo realizando comportamento de auto-limpeza de 25-30 minutos apds a
interacdo agressiva com um co-especifico ter ocorrido quando comparado a ratos nao
derrotados (VAN ERP et al., 1994).

Estudos apontam a associacdo de ondas lentas de eletroencefalograma no cortex
cingulado de ratos com a expressdo do comportamento de auto-limpeza (LEUNG;
BORST, 1987), além disso, ndo existem correlagdes que afirmem associacdo direta
entre a auto-limpeza e indicadores classicos de estados ansiogénicos tais como micgéo e

defecacdo aumentadas e freezing (FILE; MABBUTT; WALKER, 1988; FILE, 1980).
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Aparentemente, em roedores, a expressdo do comportamento de auto-limpeza esta mais
associada ao periodo ap6s o pico de exposicdo a fonte estressora do que com o periodo
de medo/ansiedade elevada. Assim sendo, é mais provavel que a expressdo da auto-
limpeza reflita o processo de reducdo do arousal devido ao término da exposicao a fonte
estressora ou habituagdo a situacdo aversiva. Considerando que segundo O nOSSO
protocolo, os animais socialmente derrotados aumentaram o tempo realizando auto-
limpeza na toca (&rea protegida) quando reexpostos ao aparato vazio 24hrs apo6s a
interacdo agressiva ter ocorrido, parece ser sensato sugerir que este parametro
comportamental esteja mais associado a reducao do arousal.

Embora os animais tenham sido socialmente derrotados exclusivamente na
superficie do aparato, eles ndo apresentaram aversdo espacial a superficie. Resultados
similares foram obtidos por Faturi et.al (2014), que demonstraram que ratos socialmente
derrotados apresentaram diferentes preferéncias espaciais quando reexpostos (24hrs
ap0s) ao aparato onde a interacdo agressiva ocorreu. Animais derrotados reexpostos ao
aparato com maravalha do agressor (contendo o odor do rato agressor) apresentaram
aversdo pelo compartimento onde a interacdo agressiva ocorreu, enquanto ratos
derrotados reexpostos ao aparato com maravalha limpa (sem odor do rato agressor) nao
apresentaram aversao espacial. Estes resultados em conjunto sugerem que 0 uso de mais
pistas ambientais, como por exemplo, o odor do co-especifico agressor, pode ser
necessario para gerar condicionamento contextual mais robusto quando uma Unica
derrota social é empregada.

Faz-se importante destacar que o total de entradas nos trés compartimentos do
aparato, bem como a frequéncia do comportamento de levantamento ndo diferiram entre
os camundongos do GND e de GD, sugerindo que uma Unica derrota social ndo foi

capaz de alterar ou comprometer a atividade locomotora e de exploracdo (total e
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vertical) dos animais. Esses resultados corroboram os dados recentes de Faturi et al.,
(2014). Em relacéo ao comportamento de SAP, ndo se observou diferenca na frequéncia
deste entre GND e GD. Porém, é importante destacar que a frequéncia desse
comportamento foi muito baixa para os dois grupos. Resultados similares foram
mostrados por Faturi et al. (2014), utilizando ratos como sujeitos experimentais.

Alguns pontos criticos do nosso estudo devem ser considerados, tais como as
diferencas individuais presentes entre 0s animais. Tais particularidades podem
representar estratégias distintas de enfretamento do estresse social (alguns animais
necessitam de interagdes agressivas intensas para se reconhecerem socialmente
derrotados, enquanto outros animais realizam postura de submissdo havendo apenas
contato visual com o co-especifico agressor), as quais podem interferir no perfil
comportamental desses animais quando reexpostos ao aparato. Outro ponto que merece
destaque é o uso de uma unica derrota social; camundongos sdo animais sociais que
vivem em colbnias com hierarquias sociais bem estabelecidas, sabe-se que interacfes
agressivas entre co-especificos sdéo muito frequentes na colonia, dessa forma é possivel
gue uma Unica interacdo agressiva ndo seja estressante o suficiente para gerar respostas
de condicionamento ao contexto. Algumas alternativas possiveis para fortalecer o
condicionamento ao contexto em camundongos socialmente derrotados seria o uso de
pistas ambientais adicionais durante a fase de interacdo social e de reexposicdo dos
animais ao aparto, assim como utilizado por Faturi et al. (2014), e/ou aumentar a
intensidade do estresse social.

Em conclusdo, por meio do recurso estatistico de analise estatistica, 0 presente
estudo tracou o perfil comportamental de camundongos socialmente derrotados em um
novo paradigma envolvendo derrota social. Este trabalho também mostrou que uma

Unica derrota social foi capaz de condicionar 0s seguintes parametros comportamentais:
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laténcia para atingir a superficie do aparato e auto-limpeza na toca, sem comprometer a
atividade locomotora e comportamento de exploragdo dos animais. Entretanto, uma
Unica derrota social ndo foi capaz de gerar condicionamento ao contexto de medidas
classicas, tais como aversao espacial (em relagdo a superficie onde a interacdo agressiva
ocorreu) e medidas de avaliacdo de risco, como a frequéncia de SAP. Além disso, 0 uso
de uma fonte estressora Unica e aguda na auséncia de qualquer tipo de pista ambiental
no teste de reexposicdo dos animais podem ter contribuido para o baixo indice de
respostas defensivas exibidas pelos camundongos socialmente derrotados. Alternativas
para tornar o protocolo proposto e utilizado neste trabalho mais robusto para gerar
condicionamento ao contexto poderiam ser (a) agrupar 0S animais em grupos mais ou
menos responsivos ao estresse de derrota social; (b) aumentar o nimero de interacdes
agressivas e/ou (c) adicionar mais pistas ambientais para facilitar o aprendizado

contextual.
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