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"A1 de mim!", disse o rato, — "o mundo
vai ficando dia a dia mais estreito".
"Qutrora, tdo grande era que ganhei medo
e corri, corri até que finalmente

fiquei contente por ver aparecerem muros
de ambos os lados do horizonte,

mas estes altos muros correm tao
rapidamente um ao encontro do outro que
eis-me ja no fim do percurso, vendo ao
fundo a ratoeira em que irei cair". "Mas
o que tens a fazer € mudar de direcao",
disse o gato, devorando-o.

Franz Kafka (Fabula Curta)
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1. INTRODUCAO

1.1. FUNDAMENTOS ETOLOGICOS DA HEREDITARIEDADE DO COMPORTA-

MENTO

A teoria de Darwin enfatizou que a evolugao resulta da selecao natural que
opera sobre as caracteristicas do organismo — estruturas, coloragao,
comportamento — que tém significado adaptativo/funcional. Por exemplo, as
aguias possuem fortes garras e bicos afiados que Ihes permitem capturar e comer
a presa; as lagartas possuem cor verde que reduz sua visibilidade em seu meio
ambiente; as fémeas de camundongos constroem ninhos para manter as ninhadas
aquecidas e protegidas (Carlson, 2001). Assim, além da estrutura caracteristica,
as espécies herdam o comportamento que permite a sua adaptagcdo ao meio,
dada a constancia do meio. Segundo Darwin (1872), os padroes comportamentais
sao tao confidveis e conservados nas espécies quanto as formas dos 0ssos,
dentes ou qualquer outra estrutura corporal. Existem semelhancas hereditarias
entre comportamentos que unem os membros de uma espécie, género e até
unidades taxonémicas maiores, da mesma maneira como o fazem as
caracteristicas estruturais. Assim, Darwin mostrou como as alteragdes corporais
de seres humanos na surpresa, espanto, medo e horror, apresentam semelhancas
interessantes com respostas comportamentais de outras espécies. Por exemplo,
homens e animais assustados por algo inesperado ou desconhecido, abrem mais
os olhos possibilitando 0 aumento o campo visual. Aparentemente, a ampliagdo do

campo visual para melhor avaliacdo da situacao inesperada. A adaptacdo dos



padrées comportamentais do organismo ao meio ocorre de maneira semelhante a
dos seus 6rgaos, isto €, mediante modificacbes que a espécie acumulou ao longo

de sua evolucéo, pelos processos de selecdo e mutacao (Lorenz, 1995).

O desenvolvimento da etologia classica ao longo da metade do século XX
baseou-se nos principios a cima, enunciados por Darwin. Em particular, os
primeiros etologistas se ocuparam com o repertério comportamental que aparenta
uma independéncia praticamente completa de qualquer forma de aprendizado e
que foram denominados por eles de “coordenacdo herdada” (Erbkoordination),
“padrbes de acao fixa” (fixed action pattern) ou “movimentos instintivos” (instinctive
movements) (Lorenz e Tinbergen,1938 apud; Eibl-Eibesfeldt, 1975). Da mesma
forma que as caracteristicas morfoldgicas, estes padrées teriam cunho
eminentemente hereditario. O principal indicativo deste carater era a forma destes
comportamentos e sua distribuicdo taxondmica. O presente estudo € uma
investigagdo neurofisiolégica sobre as influéncias da linhagem e sexo em tais
padrées de acao dos comportamentos de defesa de ratos, averiguando se
realmente tem carater “fixo” ou ndo, caso haja diferencas entre linhagens e,

portanto, entre individuos.

Conforme afirmou Konrad Lorenz, na primeira metade do século XX, o
padrdao de acéao fixa mostra, de espécie para espécie e de género para género,
diferencas e semelhancas que coincidem estritamente com aquelas dos
caracteres morfolégicos. Estes padrdes motores foram exaustivamente estudados
no comportamento de corte em pombos (Columbidae) e aves aquaticas

(Anatidae), executados monotonamente e com a mesma intensidade. Tais



observacdes os levaram a concluir que realmente existe uma “homologia” para
padrées de comportamento.

Embora sem se deter sobre 0s substratos fisiologicos especificos, Lorenz
(1995) ressaltou a existéncia de trés fungdes nos padroes de acao fixa. Primeiro, a
“funcdo condutora” que leva o organismo a procura de uma situagcao-estimulo
determinada. Por exemplo, certos mamiferos, desde o nascimento, trabalham
incessantemente em busca da mama (Eibl-Eibesfeldt, 1975). Note-se que este
comportamento inicia-se na auséncia de qualquer estimulo desencadeador,
afastando a possibilidade de um mecanismo reflexo. A segunda funcao consiste
no “reconhecimento inato” da situagéao-estimulo. Citando Heinroth, Lorenz (1995)
descreve a “impressao inesquecivel” da observacdo de um gavido inexperiente,
criado em cativeiro, capturando um faisdo em pleno ar. Por fim, a terceira fungcéo
relaciona-se a execug¢ao de uma atividade motora inata, perfeitamente adaptada a
situacao, tal como ja foi exemplificada nos comportamentos acima.

Sistemas comportamentais integrando estas trés funcbes sado bastante
comuns na natureza e podem ser identificados nos chamados “atos ou
movimentos intencionais” que precedem a execug¢dao completa de um padrao de
acao fixa. Por exemplo, o inicio do vé6o do gavido é precedido por meneios com a
cabeca e pescoco e locomogao com a alternancia das patas, presumivelmente,
com fungdes de orientacdo (funcdo condutora). Segue-se a preparacdo para o
salto levando, inclusive, a abertura parcial das asas (selecdo de resposta
especifica). Segundo Lorenz (1995), a capacidade de reconhecer estas

insinuacoes é indispensavel para o prognostico do comportamento que se segue.



Seitz (apud, 1941) realizou o primeiro estudo detalhado da excitacao
progressiva que desencadeia as etapas de um padrdo de acao fixa complexo.
Este autor estudou o comportamento agonistico de um ciclideo macho do género
Haplochromis. Inicialmente, o peixe responde ao agonista estirando as barbatanas
medianas e assumindo sua coloragdo nupcial. A seguir, aproxima-se do obijeto,
que pode ser um modelo artificial ou um rival vivo, aumentando o seu contorno
pela apresentacado do flanco ou abertura das guelras. Estas mudancas posturais
podem ser explicadas pelo recrutamento de unidades progressivas do sistema
nervoso. Com o aumento da excitacdo, o peixe muda repentinamente de
orientacdo, abandonando a postura rigida e posicionando-se transversalmente
com a finalidade de morder ou golpear. Ato seguido, o0 peixe abre a boca,
projetando os dentes para a frente, e morde o adversério. Estes padrdes motores
sdo conectados por transicdes graduais, presumivelmente, devidas ao
recrutamento cada vez maior de unidades do sistema nervoso, principalmente, do

sistema motor.

Alguns padrdes de acdo fixa estdo presentes desde o nascimento do
animal, possibilitando ao filhote andar, beber agua, sugar, sacudir as penas
quando estiver molhado, ou se encolher quando sente frio. Outros padrées nao
estdo plenamente desenvolvidos no momento do nascimento, mas assumem
formas mais complexas, aparecendo tardiamente no desenvolvimento do animal.
Por exemplo, os movimentos de corte dos patos requerem a agdao dos horménios
sexuais. Neste caso diz-se que o instinto sofreu uma “maturagéo” (Immelmann,

1983).



Os padroes de acao fixa podem ocorrer em graus variados de
complexidade, compreendendo movimentos simples e transientes, ou acdes
complexas e ritualizadas. Embora alguns padrdes motores estejam
correlacionados a intensidade da estimulacdo, padrdes que tém uma funcao
sinalizadora e que, portanto, ndo podem ser ambiglos, ocorrem segundo a “lei do
tudo-ou-nada” (Lorenz, 1995). O mesmo pode ser dito dos padrées defensivos de
congelamento, trote, galope, saltos e ataque que séo eliciados por distancias
criticas entre predador e presa (Blanchard et al, 1990). Relatos anteriores de
nosso laboratério mostraram que a sequéncia natural destas respostas também
pode ser eliciada por estimulacéo intracraniana de areas especificas do cérebro
(Sudré et al., 1993, Schenberg et al., 2001).

Por fim, os padrdes fixos de acdo sédo independentes do custo ou sucesso
de sua execuc¢ao, nao valendo as leis do reforco. Por exemplo, Melchers (1963)
demonstrou que quando uma aranha € colocada em uma teia ja pronta, ela
despreza esta teia e constréi outra, independentemente do esforco que sera
despendido na nova tarefa. No entanto, experimentos de predacao com animais
criados em isolamento, ou seja, que nunca tiveram contato algum com suas
presas, demonstraram que existe uma interacdo entre padrdes inatos de
perseguicdo e captura da presa, com componentes aprendidos, tais como a
mordida fatal (killing bite) que varios predadores desferem na nuca ou cranio de
suas presas. Nestes casos, Eibl-Eibesfeldt (1961) demonstrou que o aprendizado
depende do sucesso da mordida. Assim, enquanto os furdes (Putorius putorius L.)
bem-sucedidos, que desferiram as primeiras mordidas no dorso ou pesco¢o do

rato, aprenderam a mordida fatal em cerca de 20 segundos, os furdes mal-



sucedidos, que morderam primeiramente a cauda ou a pata, permitindo que o rato
revidasse, demoraram cerca de 15 minutos para aprender a mordida fatal, ou
mesmo dias, como foi o caso do fracasso completo de um furdo que foi mordido
pelo rato na primeira tentativa. Eibl-Eibensfeldt (1961) também relata como os
furdes mordem em regiées cada vez mais proximas a nuca e pescog¢o, obtendo
sucesso progressivamente maior no dominio da presa, sugerindo um processo de
aprendizado por aproximagdes sucessivas. Temos a nova no¢ao, entao, de que o
padrdao motor, de caracteristicas basicamente inatas, pode, portanto, ser
aperfeicoado no decorrer da interagcdo entre o individuo e o seu meio, por
exemplo, por aprendizagem.

A confirmagéo da existéncia de comportamentos essencialmente inatos foi
demonstrada em experimentos com restricdo ambiental, nas quais o animal é
criado em isolamento de estimulos especificos, evitando qualquer tipo de forma de
aprendizado, baseada em seus semelhantes (imitagdo). Grohmann (apud, 1939)
criou pombos em gaiolas tdo pequenas que eles ndo conseguiam sequer abrir
suas asas. Apds um tempo em isolamento, ele soltou estes pombos e observou
que voavam tdo bem quanto os pombos do grupo controle. O mesmo ja havia sido
observado por Spalding (1873) em seu classico experimento com andorinhas.
Lindauer (apud, 1952) também demonstrou que abelhas de colméias isoladas,
apds serem soltas, desenvolvem o ritual de danca ao redor da colméia da mesma
forma que as abelhas criadas em liberdade. Bentley e Hoy (1974) estudaram o
padrdo sonoro inato dos grilos, constatando que independentemente das
diferentes condicbes de temperatura, dieta, ciclo de luz, periodo do ano e

densidade populacional, os grilos sempre produziam padrdes sonoros



correspondentes ao seu genétipo. Por fim, Lorenz (apud, 1963) observou que
ratas Wistar, mesmo criadas em isolamento, construiam seus ninhos de forma
normal com as matérias-primas oferecidas, desde que as ratas ndo fossem
trocadas de gaiolas cujo territério era seu dominio (Figura 1). Tais observacoes
confirmam a existéncia de um padrao basico de comportamento de cunho inato.
Estes comportamentos aperfeicoam-se durante o desenvolvimento dos individuos,

da mesma linhagem ou néo.

Figura 1. Construgdo de um ninho por uma rata Wistar (Eibl-Eibesfeldt,
1958).

Contudo, os padrées fixos freqliientemente ocorrem com movimentos
superpostos de orientacdo, chamados “componentes taxicos” ou, simplesmente,
“taxias”, que dependem de estimulos ambientais. O exemplo classico é o
comportamento de rolar ovos dos gansos (Lorenz e Tinbergen, 1938). Os gansos

arrastam o ovo de costas para o ninho, corrigindo a posigdo do mesmo com



movimentos laterais do bico. Uma vez iniciado, o comportamento apenas termina
quando o ganso chega ao ninho. Entretanto, se o ovo for removido durante a
execucao do comportamento, o ganso continuara a “arrasta-lo” no vazio, porém,
sem os movimentos laterais do bico. Assim, enquanto o movimento de costas em
direcdo ao ninho é um padrdo de acdo fixa, os movimentos laterais sao
componentes taxicos que dependem dos estimulos ambientais. Note-se, por outro
lado, que as taxias também s&o inatas. Da mesma forma que diferenciamos os
padrées de acdo fixa dos movimentos taxicos de orientacdo, devemos diferenciar
os estimulos liberadores (releasing stimuli) de padroes de agao fixa dos estimulos
de orientacao destes padrdes. Pela incorporacdo destes componentes taxicos os
padrées de acado fixa adquirem maior flexibilidade e variabilidade, permitindo a
adaptacao apropriada a cada situacdo. A unidade dos padrdes de acéo fixa e das
taxias é a base da atividade instintiva (Eibl-Eibesfeldt, 1975).

Segundo Eibl-Eibesfeldt (1975), se a adaptacdo ocorrer ao nivel motor,
serdo gerados os padrdes fixos de comportamento. No entanto, se a adaptacao
ocorrer no estimulo-chave que elicia um determinado comportamento especifico,
altera-se o aspecto inato dos mecanismos de aprendizado e motivacao.

Pesquisas sobre a genética do comportamento desenvolveram varias
formas de testar a hipbtese sobre a base genética das diferencas
comportamentais entre individuos (Alcock, 2001). Os resultados destas pesquisas
baseiam-se em comparagdes entre parentes, particularmente, gémeos dizigéticos
e monozigéticos. Outras evidéncias estao sendo obtidas gracas a manipulacéao de
genes, criando linhagens diferentes de animais de laboratorio. Neste caso, a

maioria dos experimentos comparou diferentes linhagens de camundongos



modificados geneticamente. Por exemplo, camundongos nos quais anulou-se
(knockout) o gene que codifica a quinase da calmodulina envolvida no
desenvolvimento do hipocampo apresentaram desempenhos inferiores em testes
de memodria espacial (Silva et al., 1992). Também demonstrou-se que a anulacao
do gene fos-B em camundongos resulta em fémeas que, embora completamente
normais em outros aspectos, sao totalmente “indiferentes” a suas crias (Brown et
al., 1996). Acredita-se que a modificacado deste gene leva a alteracdes de circuitos
neurais, resultando experiéncias sensoriais diferentes, especialmente no que diz
respeito ao estimulo olfativo eliciado pelos filhotes.

Alguns conceitos da etologia classica, por exemplo, a dicotomia entre ‘inato’
e ‘adquirido’ tém sido recentemente criticados. O cerne da critica afirma que nao
existem comportamentos puramente inatos, pois jamais podemos descartar a
influéncia do ambiente, seja durante a gestacao (fatores epigenéticos), seja
durante o desenvolvimento péds-natal do individuo (Broom, 1981, McFarland,
1986). Em realidade, a critica ndo faz mais que reviver o velho debate entre
etologistas e behavioristas (Kuo 1932, 1967). Parte do problema refere-se aos
conceitos mesmos de ‘inato’ e ‘adquirido’. Definir comportamento adquirido (ou
aprendido) como as respostas que foram incorporadas nos periodos tardios do
desenvolvimento do individuo ndo é suficiente, pois muitos comportamentos
requerem maturacdo corpérea ou hormonal, tal como ocorre na locomogao de
humanos ou nos comportamentos sexuais de varias espécies, que s6 emergem na
puberdade. Por outro lado, a questao da influéncia ambiental também deve ser
discutida adequadamente. A despeito do radicalismo que permeou a disputa

tedrica entre etologistas e behavioristas na primeira metade do século passado, a
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maioria dos etologistas contemporaneos néo oferece resisténcia a idéia de que os
comportamentos inatos sejam influenciados pelo ambiente. Por exemplo,
diferentemente dos mamiferos, no quais o sexo é determinado por um gene
especifico no braco curto do cromossomo Y, o sexo de alguns répteis é
determinado pela temperatura de incubagéao, um fator inequivocamente ambiental.
Aparentemente, a temperatura alteraria a expressdao génica de enzimas e
receptores para hormoénios esteréides que determinariam o sexo do individuo
(Crews, 1996). Note-se, no entanto, que mesmo neste caso o estimulo ambiental
age sobre uma informacao pré-existente do genoma da espécie. Neste sentido,
até mesmo a suscetibilidade destes genes a temperatura de incubacao ja esta
pré-codificada no genoma da espécie. Note-se, por outro lado, que neste caso o
comportamento sexual sera o resultado secundario do dimorfismo sexual
promovido pela temperatura de incubacdo durante o desenvolvimento do
organismo. Contrariamente, desde os estudos classicos de Eibl-Eibesfeldt (1961)
sobre a influéncia do ambiente no comportamento de constru¢do de ninhos em
roedores, sabe-se que os comportamentos inatos de animais adultos também
podem ser modificados por influéncia direta dos estimulos ambientais. Portanto,
enquanto no primeiro caso a temperatura promoveu alteracbes fenotipicas
somaticas e dos circuitos cerebrais (hardware) que resultaram em
comportamentos sexuais especificos, no segundo caso, a modificacdo da
construgdo de ninhos sob diferentes situacdes ambientais foi similar a utilizacéo
de ‘softwares’distintos num mesmo computador.

A discusséo entre ‘inato’ e ‘adquirido’ raramente € colocada quando se trata

de comportamentos complexos de espécies inferiores como os insetos. Muitos



11

insetos levam vidas quase totalmente solitarias. Por exemplo, as vespas Mason
(género Manobia) sao incubadas em células construidas em caules 6cos de
plantas. Apds o estagio pupal, a fémea emerge de sua célula e tem um breve
momento de interacdo com o macho. Apdés isto ela vivera por si mesma. Ela
selecionara um caule 6co e construira uma particdo com barro misturado com
saliva. Entdo desovara no fundo da célula e, em seguida, cacara larvas que serao
levemente paralizadas com seu veneno e transportadas a célula de incubacéo.
Apés o armazenamento de 5-8 larvas, a célula sera selada. O procedimento sera
repetido até a construgdo de 8-10 células contiguas. A fémea tem poucas
semanas de vida solitdria para realizar esta elaborada série de padrdes
comportamentais. Estes comportamentos pré-estabelecidos, que nao requerem
aprendizado apresentam vantagens ébvias para animais que tém um tempo curto
de vida e quase nenhum contato com outros membros de sua espécie. Conforme
ressaltam alguns autores, a vespa nao poderia executar um plano tao estrito se
ela tivesse de adquirir estes comportamentos a partir do zero, por tentativa e erro
(Cooper, 1957). O problema inato-aprendido toma vulto quando se trata de
vetebrados superiores, particularmente, aves e mamiferos. Em particular, devido a
longevidade de varias espécies, o aprendizado possibilita a aquisicdo de um
amplo repertorio. Demonstrou-se, no entanto, que varios comportamentos
espécie-especificos de vertebrados superiores sao expressos na presenca de
estimulos apropriados, em animais que foram criados em privagdo total destes
estimulos (Eibl-Eibesfeldt, 1975). Estes ‘experimentos de isolamento’ ainda
constituem-se na principal evidéncia da existéncia de comportamentos inatos

nestas espécies. Portanto, independentemente de eventuais influéncias
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ambientais, os comportamentos inatos constituem o repertério espécie-especifico
adquirido ao longo da evolucao pelos mesmos processos de mutacao e selecéao
que conferem a estabilidade fenotipica. Em suma, sempre existird uma informacgao
gendbmica da espécie, portanto, inata, que determinard comportamentos

igualmente ‘inatos’, suscetiveis ou ndo de modificacées por estimulos ambientais.

1.2. OS COMPORTAMENTOS DE DEFESA

Os animais demonstram formas diversificadas de comportamentos
defensivos. O que mantém o animal vivo no meio selvagem é o fato dele
apresentar reacboes de defesa eficazes, em grande parte inatas, que entram em
acao quando ele se depara com um fato subito ou inédito (Bolles, 1970). Por
“‘comportamento defensivo” entende-se o conjunto de atos e posturas que
asseguram a sobrevivéncia do animal contra predadores.

Blanchard e Blanchard (1969a, 1970) estudaram dois principais tipos de
reacoes defensivas em ratos Wistar. A imobilidade gerada por um estimulo
doloroso e o comportamento de esquiva espécie-especifica ao predador (gato). O
rapido desenvolvimento destas reagdes defensivas demonstra sua importancia
vital para o individuo, representando “reacdes defensivas espécie-especificas”
(Bolles, 1970). Blanchard et al. (1969a) demonstraram que um choque nas patas
de curta duracdo produz grandes alteracbes no comportamento do rato,
destacando-se uma postura de “agachamento”, seguida por imobilidade, que era

bastante intensa apds o choque, diminuindo horas depois do estimulo.
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A imobilidade parece ser um componente defensivo comum em diversas
espécies, de insetos a antilopes de pequeno porte. Como os predadores tém
limiares mais baixos para alvos em movimento, permanecer parado e, talvez,
escapar a atencdo do predador, parece ser uma tatica de defesa apropriada a
uma ameaca distante (Gray, 1991). Estas respostas tém grande eficiéncia como
forma de camuflagem no escuro. Nesta situagéo, a imobilidade reduz a visibilidade
da presa, assim como os ruidos que servem de pistas para aves noturnas de
rapina que localizam suas presas pelo som, tais como as “corujas de celeiro” (barn
owl) (Konishi, 1995). Finalmente, a imobilidade também auxilia a manter a presa
no abrigo, longe dos predadores (Blanchard et al., 1991). A imobilidade (ou
congelamento) é freqlentemente acompanhada pela abertura total das péalpebras
e protusdo do globo ocular, ampliando o campo visual e facilitando a entrada de
luz). As respostas de imobilidade e fuga na dor e no confronto entre rato e gato
foram estudadas em detalhe por Blanchard e Blanchard (1969b, 1971). Quando
utilizaram o gato como estimulo, a resposta dominante era a fuga. No entanto,
quando o estimulo era a dor, ambas as respostas ocorriam com a mesma
frequéncia.

O rato apresenta varios comportamentos de defesa, tais como, imobilidade
tensa (“freezing behavior”), trote, galope e saltos, dependendo da situacao em que
este se encontra (Blanchard, 1991). Por sua vez, o gato defende-se por meio da
fuga ou de ataques precedidos de uma postura imoével, arqueamento do dorso,
retracao auricular, silvar, exposicdo de garras e presas, piloerecdo e midriase

(Blanchard e Blanchard, 1977; Adams, 1979).
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Blanchard e Blanchard (1989) utilizaram um engenhoso labirinto de tocas
de acrilico (visible burrow) que possibilitava a observacao do comportamento dos
ratos no interior das tocas e que comunicava-se com um “pateo” externo. Com
este dispositivo estudaram o comportamento de defesa do rato em diferentes
situagdes, por exemplo, contra um macho rival dentro das tocas, ou em resposta a
um gato que era periodicamente colocado no pateo do labirinto. Confirmando
estudos anteriores sobre a relacdo entre estimulos especificos e comportamentos
eliciados, Blanchard e Blanchard (1989) mostraram a diferenca entre os
comportamentos defensivos desencadeados por uma ameaca explicita, por
exemplo, um gato colocado no pateo externo, e 0s comportamentos
desencadeados por uma ameacga potencial, ou seja, os comportamentos do rato
ao penetrar no pateo apés a remocao do gato. Estes ultimos foram denominados
“avaliacdo de risco” (risk assessment) e caracterizam-se pela exploracéao
“cautelosa” do ambiente, caracterizada pelo comportamento de “espreitar” com o
rebaixamento do tronco e elevacao da cabeca (stretch attend), esquadrinhamento
e olfacdo. Na presenca do gato, os ratos fogem ou permanecem imdveis dentro
das tocas, as vezes por varias horas. Os autores sugerem que a avaliacao de
risco € um comportamento de obtencdo de informacdées do ambiente que
garantam sua exploracao de forma segura.

Por outro lado, o padrdo da agressao ofensiva entre membros de uma
mesma espécie, por exemplo, observado na defesa territorial de gatos e ratos,
caracteriza-se por reacdes de ameacas nas quais o animal assume uma postura
lateral em relacdo ao oponente, piloerecao, exposicdo de presas, mordidas na

parte traseira do oponente e perseguicées (Mos et al., 1982). Nesta situacao, o
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padrao defensivo consiste em posturas submissas, acompanhadas de
vocalizacbes audiveis, e ataques nos momentos mais criticos do confronto.

O fendmeno de “maturacao” dos comportamentos inatos de defesa foi
investigado nos experimentos classicos de Hinde (1966). Conforme ja pudemos
observar em todos os ratos selvagens de nossos protocolos, as respostas de
defesa ao predador estdo ausentes nas primeiras semanas de vida. Apés este
periodo, independentemente da manipulacdo do animal, ele comecga a reagir com
extrema ferocidade. Presumivelmente, isto ocorre pela ativacdo de mecanismos
neurais que ainda ndo estavam plenamente desenvolvidos no inicio da vida do
rato, requerendo um periodo de maturagdo. Embora o medo de cobras em
humanos seja inato, ele somente desenvolve-se apds certa idade (Hinde, 1966). O
periodo de maturacdo do medo de cobras em chimpanzés também nao foi
estabelecido com precisdo. Estima-se, no entanto, que ele esteja plenamente
amadurecido seis anos ap6s o nascimento (Hebb, 1946). Dentre outros
comportamentos relacionados ao medo, a esquiva dos lugares altos em gatos e
homens (Eibl-Eibesfeldt, 1975) e a esquiva de estranhos em chimpanzés (Hebb,
1946), também requerem periodos de maturacdo. Por fim, o medo da escuridao
em bebés comeca a se expressar por volta dos dois anos de idade, atingindo

maior intensidade aos cinco anos (Valentine, 1930).

1.3. DETERMINANTES SEXUAIS DO COMPORTAMENTO

Podemos classificar os comportamentos dos animais como sendo

controlados por dois grandes sistemas: o sistema nervoso e o sistema endécrino.
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Embora ambos funcionem em conjunto, estuda-se estes sistemas isoladamente
para compreender as diferencas comportamentais devidas ao sexo (apud Dérner,

1972).

A remocdo dos testiculos em varios machos vertebrados investigados
resultou numa perda enorme, se nao total, dos comportamentos sexuais (Beach,
1961). Estes ndo desaparecem ao mesmo tempo. A habilidade para coépula é
perdida primeiramente, sendo seguida pela reducdao dos outros comportamentos,
como a corte.

A administracao artificial de andrégenos também exerce uma influéncia
determinante sobre o comportamento sexual masculino. Estes horménios tém
influéncias variadas nos comportamentos relacionados ao género, desde a
alteracao do canto em passaros, até a reativacao de comportamentos sexuais que
foram abolidos em cées castrados (Beach, 1961). Os efeitos da testosterona sao
particularmente pronunciados nos animais jovens. Dentre estes, destacam-se o
inicio do canto em aves com alguns dias de vida, e os primeiros comportamentos
copulatérios de ratos, que ocorrem por volta de quatorze dias de idade.
Imediatamente apds a injecdo da testosterona, caes machos jovens passam a
apresentar o comportamento de urinar com “leve agachamento”, tal como o fazem
os adultos. Efeitos similares podem ser obtidos em fémeas. Por exemplo, canéarios
fémeas comecam a cantar apds o tratamento com testosterona (Alcock, 2001).

O aparecimento de padrdes sexuais masculinos em fémeas demonstra que

embora os comportamentos masculinos e femininos sejam freqlientemente
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expressos em ambos 0s sexos, somente um predomina, revelando o efeito
antagonista de uma classe de hormdnios sobre outra.

Em fémeas, os efeitos das alteracbes hormonais sdo menos drasticos e
mais confusos que nos ratos machos. Isto é verdade para o comportamento
sexual, que surge instantaneamente ao invés do aparecimento gradual ao longo
de dias ou meses. Em ratos e porcos, a administracdo de estradiol estimula
apenas a primeira fase do comportamento sexual, sendo requerida a
administracdo da progesterona para o seu completo desenvolvimento (Immelman,
1983). Em muitos casos, o efeito completo somente é assegurado quando
estrdgenos e andrégenos sdao administrados em uma ordem temporal especifica e
em dosagens ajustadas individualmente. Em contraste aos efeitos dos
andrégenos, os horménios sexuais femininos tém acdes primariamente restritas a
este sexo. Usualmente, ndo é possivel eliciar comportamento sexual em machos
pela administracao de estrégenos (Immelmann, 1983).

De maneira geral, o sistema hormonal também atua sobre outros
comportamentos. Contudo, estes comportamentos estdo, de uma ou outra forma,
envolvidos com a reproducdo. O envolvimento destes horménios nos
comportamentos agressivos relacionados a reproducéao, tal como a disputa pela
fémea e a defesa da prole, € especialmente marcante. Outro exemplo é a
constru¢ao do ninho, que esta inteiramente sobre controle hormonal. No entanto,
os tipos de horménios envolvidos dependem do sexo que ira construir o ninho. Se
0s machos controem o ninho, como é o caso de peixes do género Gasterosteidae,
entdo o horménio em acao serd a testosterona. Se as fémeas o constroem, os

horménios responsaveis serdo os femininos. Todavia, 0 envolvimento destes
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hormonios é variavel. Assim, enquanto nos camundongos a construgéo do ninho é
coordenada pela progesterona, nos papagaios do género Agapornis é coordenada
pelos estrogénios. No hamster siberiano, o comportamento sexual é controlado
por ambos 0s horménios (Immelman, 1983).

Os estudos de Richter (1959) demonstraram que céaes, raposas, martas,
ratos, gatos, porcos-espinhos e galos tém grande relutdncia em copular em
ambientes novos ou previamente associados a dor. Também tém relutancia em
copular na presenca de animais hierarquicamente mais elevados.

Experimentos em ratos e galinhas demonstraram que os horménios sexuais
também podem influenciar no aprendizado. A influéncia dos horménios adrenais
sobre outros comportamentos foi constatada pelos estudos comparativos de ratos
selvagens e de laboratério conduzidos por Richter (1959). De acordo com este
autor, a domesticacdo do rato para propdsitos cientificos iniciou-se em 1959
(trezentas geracdes). Dentre as varias pressdes seletivas que devem ter operado
neste processo (dieta, confinamento, etc.), a selecdo pela reducdo da
emocionalidade foi, sem duvida, a principal. Comparado ao rato selvagem, o
animal de laboratério tem menos medo do homem, sendo menos agressivo em
relacdo ao homem e sua propria espécie (Gray, 1991).

Segundo Gray (1991), as observacdes de Richter sdo corroboradas pelo
decréscimo das glandulas adrenais nos ratos de laboratério que apresentam a
metade do peso das glandulas dos ratos selvagens. A menor eficiéncia das
adrenais dos ratos de laboratorio pode ser demonstrada de inUmeras maneiras.
Como as adrenais sdo de importancia vital para a conservacao do sal do

organismo, uma dieta com baixo teor de sal produz danos a saude mais
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acentuados nos ratos de laboratério que nos ratos selvagens. A maior
dependéncia dos ratos selvagens com relacdo as adrenais é demonstrada pela
morte destes animais imediatamente apds a retirada das glandulas adrenais,
enquanto esta parece nao afetar os ratos de laboratério.

Ao contrario das fémeas, os ratos machos da linhagem Maudsley de alta
reatividade, sdo reconhecidos por sua reduzida atividade locomotora na arena,
pela freqiéncia maior de defecacao, pela demora para se acostumar a um
ambiente novo e pela imobilidade mais acentuada aos estimulos sonoros (Gray,
1991). Similarmente, o hamster dourado macho apresenta atividade locomotora
mais reduzida. Diferencas sexuais também foram observadas em relacdo ao
comportamento de esquiva na “caixa-de-vaivém” (shuttlebox), na qual as fémeas
tiveram um desempenho superior.

Um quadro geral comegou a emergir associando o desenvolvimento do
animal com as modificac6es enddcrinas e cerebrais que resultam no dimorfismo
sexual do comportamento (Gray, 1991). De inicio, existem o0s genes que
especificam os testiculos e a genitdlia masculina e os genes dos ovarios e
genitalia feminina. Sob influéncias hormonais especificas, o cérebro do macho se
desenvolve diferentemente do cérebro da fémea. O sistema enddcrino continua a
agir e se diferenciar entre os sexos, envolvendo ndo s6 as gbnadas, mas também
a tiredide e outras glandulas. Ao longo deste desenvolvimento, surgem
mecanismos neurais que controlardo os comportamentos masculino ou feminino,
conforme o sexo do animal. Estes mesmos mecanismos talhardo os
comportamentos de cada sexo, por exemplo, determinando um nivel relativamente

mais elevado de medo e reatividade a estimulos estressores nos animais machos.
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No caso do comportamento agonista, em termos gerais, os machos tendem a se

tornar mais agressivos do que as fémeas (Gray, 1991).

1.4. GENETICA DO COMPORTAMENTO

A genética comportamental é a area de interseccao entre a genética e as
ciéncias do comportamento (Ramos, 2001). Através da combinacdo dos métodos
de ambas as ciéncias, a genética comportamental busca compreender os
mecanismos genéticos, neurais e hormonais envolvidos em diversos
comportamentos de homens e animais. Atualmente acredita-se que todo o
comportamento depende, em maior ou menor grau, de fatores genéticos e
ambientais, interagindo de maneira extremamente complexa. Os genes definem
tendéncias que sdo moduladas pelas experiéncias individuais. Por outro lado, a
expressao de todo o gene depende de certas condicoes externas (bioquimicas,
fisiolégicas ou fisicas). Portanto, qualquer alteracdo externa pode influenciar o
resultado final da interacdo gene-comportamento. Por fim, sabe-se que os
comportamentos sao influenciados por mais de um gene, aumentando a
complexidade desta interacao.

Embora as capacidades cognitivo-emocionais dos primatas sejam
“superiores” as dos demais mamiferos (maior flexibilidade ao meio, maior
complexidade neurofisiolégica e grande semelhanga aos seres humanos), 0s
principios bésicos do sistema nervoso sdo idénticos. Contudo, o grau de
complexidade torna-se muito maior nos humanos (Changeaux, 1985). Por outro

lado, enquanto a interacdo entre gene e nicho ecoldgico origina as variagdes de
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raca em homens e animais, podemos dizer que a interacdo entre o
“temperamento” (fatores genéticos do comportamento) e ambiente familiar, ou
social, determina o que chamamos “personalidade” em humanos. A influéncia dos
fatores ambientais no desenvolvimento ontoldégico do comportamento também foi
demonstrada em animais. Por exemplo, ratos que foram submetidos a um
estresse neonatal, tal como a separacao temporaria da mae, apresentam atividade
exploratéria reduzida numa arena (Gilad et al., 2000). Similarmente, demonstrou-
se que o isolamento acentua a agressividade entre camundongos machos
geneticamente agressivos (Hoffmann et al., 1993). Por outro lado, Fernandez-
Teruel et al. (1997) observaram que a manipulacdo de ratos na infancia reduz
grande parte dos comportamentos relacionados a ansiedade.

O desenvolvimento de linhagens de animais com caracteristicas
comportamentais especificas tem sido utilizado pelo homem desde os tempos
mais remotos, para os mais diversos fins, tais como, caca, pastoreio, trabalho
rural, lazer, esportes, etc. No entanto, o desenvolvimento de linhagens especificas
para o estudo do comportamento é muito mais recente. As linhagens romanas de
ratos de alto e baixo desempenho de esquiva foram selecionadas ainda na década
de 60 (Roozendaal, 1992). Dentre os estudos iniciais também ha aquele de
Broadhurst (1962, 1969), que desenvolveu linhagens de ratos com alta e baixa
frequéncia de defecacdo quando expostos a um ambiente novo. Estas linhagens
foram denominadas Maudsley-reativa e nao-reativa. Além da resposta mais
intensa de defecacdo, a linhagem reativa apresentou respostas reduzidas de
exploragdo. Com base nestes e noutros indices, os autores concluiram que a

linhagem Maudsley-reativa seria mais ‘emocional’, respondendo as situagbes
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aversivas com graus acentuados de imobilidade (freezing) e defecacéao
(Broadhurst, 1963, 1975). Estes ratos MAudsley-reativos também permanecem
menos tempo nos bragos abertos do LCE (Overstreet et al., 1992).

Também foi demonstrado que os ratos reativos apresentam aumentos
menores da freqléncia cardiaca a manipulagcédo e exposicao a arena (Harrington e
Hanlon, 1966). Estudos analogos em camundongos mostraram que a linhagem
ABP/Le é mais reativa a um ambiente novo que a linhagem C57BL/6By (Mathis et
al.,, 1995). Por fim, existem varios estudos que utilizam modelos genéticos de
comportamentos relacionados a ansiedade (Peeler e Nowakowsky, 1987, Mathis
et al., 1995, Lamberty e Gower, 1996). Por exemplo, Lamberty et al. (1996)
demonstraram diferengas nos comportamentos de exploracao do labirinto em cruz
elevado em duas linhagens de camundongos, NMRI e C57/BL10j. A ultima
linhagem nao apresentou exploracdo dos bragos abertos. Por sua vez, a
exploracao dos bragos abertos pela linhagem NMRI apresentou uma correlacéo
positiva com a largura dos bracos. Finalmente, utilizando um labirinto cujos bracos
fechados eram brancos e os abertos, cinzentos, demonstraram um aumento da
locomogédo dos camundongos C57/BL10j nos bragos abertos, um comportamento
gue nao é usual nesta linhagem no labirinto padrao.

Os efeitos do estresse também tém sido estudados em diferentes linhagens
de ratos (Ramos e Mormede, 1998). Nestes estudos o “estresse” foi definido como
a resposta do organismo a um estimulo ambiental (estressor) que produz
alteracées anormais do equilibrio interno (homeostase). Os estressores, que sao
percebidos e avaliados por um sistema cognitivo/emocional, induzem uma

variedade de mudancas neuroenddcrinas, metabdlicas e comportamentais. A
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intensidade e a natureza da resposta depende das caracteristicas individuais. Esta
variabilidade individual tem sido demonstrada em varias espécies de animais e
humanos, envolvendo diferentes aspectos da resposta do estresse (Benesova e
Benes, 1970). Como a variabilidade € causada por fatores genéticos e ambientais,
considera-se o0 estresse, assim como 0s demais comportamentos, mas em
diferentes graus, uma resposta multidimensional.

A agressividade inter-especifica também depende de fatores genéticos. Por
exemplo, Cianarello (1974) demonstrou que as linhagens de camundongos
BALB/cJ e BALB/cN diferem quanto ao comportamento de luta. Enquanto os
machos da linhagem BALB/cJ atacam os machos intrusos imediatamente, os
machos BALB/cN sao pacificos. Experimentos de criacao cruzada mostraram que
este tipo de agressividade néo era causado por influéncia materna.

Outro comportamento bastante estudado em ratos e camundongos € a
preferéncia ao alcool e suscetibilidade a dependéncia alcodlica. Williams et al.
(1949) mostraram que grande parte da variabilidade subjacente a estes
comportamentos tem origem genética. O mesmo estudo revelou diferencas entre
linhagens quanto aos efeitos do alcool tanto em relacédo a duragcado do sono quanto
na atividade locomotora. Particularmente, enquanto a atividade locomotora da
linhagem de camundongos C27BI foi significativamente reduzida pelo alcool, a
locomocdo das linhagens suscetiveis BALB/c e C3H n&do se alterou ou foi
aumentada, respectivamente (McClearn e Rodgers, 1972).

Os fatores genéticos podem influeciar o funcionamento do cérebro, bem
como a resposta a hormdnios e outros neurotransmissores (Figura 2). Por

exemplo, demonstrou-se que os niveis das enzimas envolvidas no metabolismo
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das catecolaminas - tirosina hidroxilase, dopamina-B-hidroxilase, e
feniletanolamina N-metiltransferase - eram duas vezes maior nas supra-renais dos
camundongos combativos BALB/cJ quando comparados aos camundongos
normais (Cianarello et al., 1974). No mesmo sentido, demonstrou-se que 0s niveis
de colinesterase de algumas areas do cérebro sdo maiores em linhagens de ratos
“‘inteligentes” (Krech et al., 1954). A acdo dos hormdnios também depende dos
genes. Assim, a exposicdo de fémeas de camundongos BALB/cBY com quatro
dias de vida a uma Unica dose de testosterona induz um comportamento agressivo
que nao foi observado na linhagem C57BL/6By, demonstrando que o efeito

hormonal depende do gendtipo (McClearn e Rodgers, 1972).

Fendtipo Comportamento
Neurofisio]ogia EletrOﬁSi0|Ogia
Morfologia e Desenvolvimento Neuroanatomia
Cerebral Histologia
Bioquimica
Cerebral ]
Métodos
o Quimicos e
Variagdo de Hormonais
Metabdlitos
Proteinas Estruturais, Enzimas, Horménios Proteinas

Imunoistoquimica

L Analise de RNA e
Genodtipo DNA

Figura 2. Niveis de investigacdo da variabilidade genética do
funcionamento cerebral (modificado de Vogel e Motulsky, 2000).

Na Universidade de Kyoto, no Japdo, foram desenvolvidas linhagens

utilizadas no estudo da hipertensdo essencial (Okamoto, 1963). Por apresentar
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niveis elevados de pressao arterial, uma destas linhagens foi denominada ‘ratos
espontaneamente hipertensos’ (SHR, spontaneously hypertensive rats) (McCarty,
1983). De maneira interessante, estes ratos também apresentaram diferencas
enormes de comportamento. Assim, os ratos SHR reagem de forma mais ativa a
um choque elétrico que os ratos Wistar Kyoto (WKY) da linhagem controle
(McCarty et al., 1978). Adicionalmente, quando colocados num ambiente com
caixas-viveiro, os ratos SHR saem das caixas mais cedo e permanecem mais
tempo explorando o ambiente que os ratos WKY (Knardahl e Sagvolden, 1979).
Os SHR também apresentam aumentos maiores e mais duradouros dos niveis
plasmaticos de adrenalina e noradrenalina, bem como aumentos maiores da
freqUéncia cardiaca e pressao arterial, a varios estressores (McCarty, 1983, Kirby
et al., 1989). Também foram observadas diferengas entre estas linhagens com
relacdo a sintese, liberacao e recaptacao de catecolaminas no hipotalamo (Arita et
al.,, 1991). Oliveira et al. (1995) demonstraram um aumento da freqiéncia de
entradas nos bracos abertos do LCE, bem como do tempo despendido em sua
exploracdo, nos ratos SHR, tanto jovens, quanto adultos. Tais alteracdes
comportamentais nao foram alteradas pelo tratamento da hipertensdo. Estes
resultados sugerem que estes animais demonstram menor aversao ao braco
aberto, presumivelmente, por serem menos “ansiosos”. Por fim, varios autores
demonstraram que, além dos ratos WKY, os ratos SHR também sdo menos
ansiosos que os ratos Lewis (LEW) (Gentsch et al., 1987, Kulikov et al., 1997). No
conjunto, os resultados acima sugerem que, embora mais reativos a alguns

estressores, os SHR sédo aparentemente menos ansiosos.



26

As linhagens SHR e WKY fornecem uma notével ilustracdo de como um
conjunto de tracos fenotipicos pode ser geneticamente dissociado seguindo
experimentos genéticos adequados. Por exemplo, demonstrou-se por meio de
procedimentos seletivos que a hipertensdo e a hiperreatividade dos SHR séao
geneticamente independentes. Mais ainda, demonstrou-se que a atividade
locomotora em ambientes novos e os comportamentos relacionados a ansiedade
no LCE também podem ser dissociados (Courvoisier et al., 1996).

A natureza multidimensional da emocionalidade sugere que substratos
bioldgicos distintos possam estar envolvidos no controle da “miriade fenotipica”,
bem como da variagédo interindividual na percepcado e/ou avaliagdo cognitiva de
diferentes tipos de estimulos ambientais (Ramos e Morméde, 1998). Por exempilo,
os ratos da linhagem BN respondem a novidade com respostas intensas de
defecagdo, que sao consideradas um indice de alta ‘emocionalidade’, mas
apresentam atividade locomotora elevada no centro e periferia na arena, que séao
considerados indices reduzidos de ansiedade. Ao contrario, os ratos LEW
demonstram comportamento acentuado de esquiva a area central da arena,
(Ramos et al., 1997). Com base nesses resultados podemos concluir que 0s
individuos de uma mesma espécie ndao expressam sua emocionalidade da mesma
forma. Assim, a avaliagdo multidimensional da emocionalidade requer diversos
modelos comportamentais. Por exemplo, os testes de ansiedade podem ser
classificados em dois grandes grupos, quais sejam, aqueles baseados em
respostas incondicionadas, tal como a aversdo aos bracos abertos do LCE, e

aqueles que envolvem paradigmas de aprendizagem, pavloviano ou operante, no
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qual ha a incorporacao de respostas novas ao repertdrio do animal, tal como a
resposta de medo condicionado.

A domesticacdo de animais tem sido praticada ha milénios nas mais
diversas espécies de animais. De acordo com Immelmann (1983), existem dois
tipos de modificagdes nestes animais: 1) apresentam grande variabilidade
intraespecifica na estrutura, fisiologia e caracteristicas comportamentais, 2)
apresentam modificacées no sistema nervoso central, por exemplo, diminuicao do
peso do cérebro e diminuicdo da diferenciacdo das partes filogeneticamente mais
recentes do cérebro.

Dentre as modificacbes comportamentais, destaca-se uma marcante
reducdo dos comportamentos agressivos e defensivos, bem como dos
comportamentos direcionados aos cuidados da prole. A aprendizagem também
parece sofrer prejuizos. Também pode ocorrer o desaparecimento, ou “atrofia”, de
outros comportamentos, tal como, o canto estridente em algumas ragcas de
canarios. Em contraste, observa-se a acentuacao do comportamento sexual, ou
hiper-sexualidade. Assim, animais domésticos demonstram aumento do numero
de copulas e perda parcial da sazonalidade, assim como do comportamento de
corte.

Uma das principais causas destas modificacbes € a direcdo e intensidade
das forcas seletivas que afetam os organismos. A troca da selecdo natural pela
artificial acentua a pressao seletiva dado o numero relativamente pequeno de
animais da populagdo doméstica. Por exemplo, 0s animais menos agressivos sao

selecionados dado o facil manuseio e menor periculosidade. O mesmo pode ser
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verdadeiro para o comportamento sexual, selecionando-se 0s animais que
demonstram maior nimero de copulas.

A segunda modificacdo diz respeito ao cérebro dos animais domesticados.
Assim, foi demonstrado que os cérebros de ratos Wistar sdo 8,3% menores que 0s
dos ratos selvagens de peso similar. Também foi constatada uma reducédo do
volume fresco do bulbo (1,6%), cerebelo (10,3%), estriado (10,9%) telencéfalo
(10,6%) e, particularmente, neocértex (12,5%) (Kruska, 1975a). Adicionalmente, a
comparacao de areas alocorticais e arquicorticais revelou uma reducao de 10,2%
da formacado hipocampal (cornus ammonis, fascia dentata) (Kruska, 1975b). As
consideracdes acima demonstram a extrema importancia da utilizagéo de diversas

linhagens no estudo do comportamento.

1.5. MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL

Fernandez de Molina e Hunsperger (1962) ampliaram estes estudos
demonstrando que as respostas de defesa induzidas por estimulacdo das areas
telencefalicas (amigdala) e diencefalicas (hipotalamo) de gatos dependiam da
integridade das dareas do mesenceéfalo, em particular, da matéria cinzenta
periaquedutal (MCPA). Em saguis, a agressado defensiva intraespecifica eliciada
por estimulacdo do hipotalamo é caracterizada por comportamentos de ataque e
fuga intercalados com vocalizacbes especificas dos macacos dominantes e
subordinados (Lipp e Hunsperger, 1978). Outros estudos demonstraram que a

MCPA também é uma estrutura crucial na integracao das respostas defensivas de
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ratos (Figura 3)(Bandler e Carrive, 1988, Sudré et al., 1993; Schenberg et al.,

2001).

Figura 3. Resposta de imobilidade do rato produzida por estimulagéao
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal.

Aceita-se, atualmente, que a MCPA divide-se em colunas funcionalmente
distintas distribuidas ao longo do aqueduto do mesencéfalo. Basicamente, a
MCPA subdivide-se em colunas dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral. A
MCPA dorsomedial situa-se acima do aqueduto, sendo delimitada lateralmente
pelas colunas dorsolaterais. A MCPA lateral, por sua vez, separa as colunas
dorsomedial e dorsolateral, situadas na porcao dorsal da MCPA, do componente
ventral representado pela MCPA ventrolateral.

A coluna dorsolateral (MCPAdI) tem o aspecto de uma cunha na secao
coronal da MCPA, atingindo os tercos rostral e intermediario da mesma (Figura 4).
Esta coluna processa informagdes de um grupo especifico de conexdes. As
aferéncias telencefélicas provém das areas pré-limbica e infralimbica caudais do

cortex pré-frontal medial, cértex perirrinal e, particularmente, das areas dorsal e
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ventral do giro cingulado anterior (Floyd et al., 2000) que processam informacdes
de cunho visual (Vogt e Miller, 1983, Devinsky et al., 1995). Adicionalmente,
recebe aferéncias diencefalicas do nucleo pré-mamilar dorsal do hipotalamo
(Canteras e Swanson, 1992). As aferéncias do tronco cerebral restringem-se as
projecoes do coliculo superior que também processam informacdes visuais
(Graybiel et al, 1984, 1994, Redgrave e Dean, 1991). Exceto por algumas
projecdes para o nucleo cuneiforme e regides periabducentes (Zhang et al., 1990),
0s neurdnios desta coluna ndo apresentam projegcdes macicas para o tronco

cerebral.

Figura 4. Coluna dorsolateral da MCPA (Bandler et al., 1991).

A coluna dorsomedial (MCPAdm) situa-se imediatamente abaixo do
aqueduto (Figura 5). Ao contrario da MCPAdI, seus neurbnios projetam-se
extensivamente para o tronco cerebral, em particular para as regides rostral-

ventromedial e ventrolateral (Bandler e Depaulis, 1991), bem como para o nucleo
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pontino da micgao (regido-M) ou nucleo de Barrington (Blok e Holstege, 1994,

1996).

Figura 5. Coluna dorsomedial da MCPA (Bandler et al., 1991).

A coluna lateral (MCPAIt) projeta-se macicamente para as regides
ventromedial, ventrolateral e dorsal bulbar (Bandler e Tork, 1987, Bandler e
Depaulis, 1991) (Figura 6). A MCPAIt intermediaria rostral recebe densas
aferéncias do nucleo espinhal do trigémio, assim como aferéncias dos nucleos do
hipotdlamo anterior, pré-éptico e amigdala central. A MCPAIt caudal envia
projecoes profusas para o bulbo. Tanto a MCPAIt intermediaria, quanto caudal,
recebem aferéncias densas de areas corticais e subcorticais. A coluna lateral

também envia projecdes para o nucleo da mic¢ao de Barrington.
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Figura 6. Colunas lateral e ventrolateral da MCPA (Bandler et al., 1991).

Da mesma forma da coluna lateral, os neurénios da coluna ventrolateral
(MCPAVI) projetam-se para o bulbo rostral e caudal, e recebem aferéncias
profusas das éareas corticais e subcorticais similares, bem como das regides
lumbar e cervical da medula espinhal. Diferentemente da MCPAdI, as aferéncias
do cortex pré-frontal medial provém das areas pré-limbica e infralimbica rostrais,
bem como dos cértices insulares agranulares dorsal e ventral, sem contribuicoes

do giro cingulado anterior e cortex perirrinal (Floyd et al., 2000).

1.6. INTEGRAGAO FUNCIONAL DA MCPA

As fungdes da MCPA tém sido abordadas sob dois angulos. O primeiro diz
respeito ao papel da MCPA na mediacao da analgesia e, o segundo, aborda seu
papel na integracdo de respostas comportamentais a estimulos ameacgadores ou

estressantes (reacao de defesa). Ha, contudo, um certo consenso de que tanto a
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analgesia, quanto as reagdes comportamentais sejam melhor compreendidas
como componentes de respostas integradas fundamentais a sobrevivéncia do
animal (Fanselow, 1991).

Embora as projecdes da MCPAvI sejam similares as apresentadas pela
MCPAIt, estudos com microinfusdo de aminodacidos excitatérios mostraram que a
excitacdo dos neurbnios da MCPAvI produz efeitos opostos aqueles da MCPAIt,
tais como a diminuicdo na atividade somatomotora e simpatica acompanhados de
inibicdo geral do comportamento (Bandler e Depaulis, 1991; Lovick, 1991). No
entanto, estudos recentes mostraram que a resposta hipotensora nao é eliciada
em ratos ndo anestesiados (Morgan e Carrive, 2001). Trabalhos utilizando
marcacao de neurdnios por imunoreatividade a proteina c-fos, sugerem que a
MCPAVI seja mobilizada sempre que a inibicdo comportamental estiver associada
a estimulos aversivos (Canteras e Goto, 1999).

Além da eliciagdo de diferentes respostas pela estimulacdo das diferentes
colunas da MCPA, estudos com microinjecdo de aminoacidos excitatérios
sugerem que respostas distintas de defesa também possam ser evocadas em
diferentes regiées dentro de uma mesma coluna. Segundo Bandler e Keay (1996),
a estimulacdo da regido intermediaria da coluna dorsal da MCPA produziria
“reacbes de confrontacdo” que, no caso dos ratos, estariam associadas ao
comportamento de “boxear”, em postura ereta. A estimulacdo da mesma regido
em gatos estaria associada a reacao de confrontagcdo caracterizada por
piloerecao, arqueamento das costas, retracdo das orelhas, exposicdo das presas
e garras, juntamente com vocalizacdo. Por outro lado, estes autores sugerem que

a microinjecdo de aminoacidos excitatérios no terco caudal da coluna lateral
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evocaria reagdes de fuga e congelamento (imobilidade tensa). De fato, estudos de
nosso laboratério mostraram que varias respostas somaticas de defesa
(imobilidade, trote, galope e saltos) podem ser eliciadas pela estimulacdo de uma
Unica area da MCPAd, mesmo quando a area estimulada permanece constante,
como é o caso da estimulacdo com pulsos de intensidade fixa e freqiéncia
variavel (Sudré et al., 1993, Bittencourt, 2003, Bittencourt et al., 2003).

Estudos com ratos machos da linhagem CPBWE-zob mostraram que a
estimulacao elétrica do hipotdlamo lateral induz comportamentos agressivos
intraespecificos. A estimulacdo desta area resultou em ataque com mordida ou
com salto sobre o oponente, coices no ventre, mordidas na cabeca e na regiao do
pescoco, culminando em “engalfinhamento” (Figura 7). A luta podia terminar em
postura submissa ou na retirada do rato atacante. O comportamento de ataque
cessava com o término da estimulacdo (Kruk et al., 1984). A estimulacdo da
MCPA, principalmente na porgdo rostral, também induziu comportamentos
agressivos, tais como, aproximacgao, piloerecao e mordidas na regido da cabeca e
pescoco. A estimulacdo simultanea do hipotalamo e da MCPA resultou em
ataques mais diretos do que a estimulacao destas areas separadamente. Embora
jamais tenhamos observado a agressao por estimulacdo da regido caudal das
colunas dorsais e lateral da MCPA do rato, a estimulacdo destas areas produz
respostas tipicas de medo, como as reagdes de congelamento e fuga (Sudré et

al., 1993, Bittencourt, 2003, Bittencourt et al., 2003).
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Figura 7. Comportamentos agressivos induzidos por estimulacido
elétrica do hipotalamo. 1 - ataque com salto, 2 - mordida e puxdo na
pele, 3 -mordida na cabeca, 4 - engalfinhamento (Kruk et al., 1984).
Recentemente, estudos realizados em nosso laboratério verificaram que a
estimulacao intracraniana, por variacao de intensidade e frequiéncia de corrente
elétrica, ou por microinfusdo de aminoacido n-metil D-aspartico (NMDA) em areas
restritas da regido dorsal da MCPA, produzem padrées hierarquicos de respostas,
com a producgéo sequencial de exoftalmia, imobilidade, corrida, miccao, defecacao
e saltos, respectivamente (Bittencourt, 2003, Bittencourt et al., 2003).
A eliciagdo de respostas defensivas diferentes com limiares idénticos ou
muito proximos sugere a existéncia de outros mecanismos subjacentes além da
mera topografia comportamental ou do efeito de somacgao espacial produzido pelo

aumento da amplitude da corrente elétrica (Sudré et al., 1993; Schenberg et al.,
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2001). De fato, os resultados descritos acima, demonstraram que a variacao de
freqiéncia de um pulso quadrado de baixa intensidade, um estimulo que nao
produz somacao espacial, € capaz de evocar todas as respostas defensivas em
uma mesma area da MCPA (colunas lateral e dorsolateral). Além disso, o0s
resultados obtidos com microinfusées NMDA na MCPA indicam a despolarizacédo
de corpos celulares ao inveés de fibras de passagem.

O mecanismo neuronal que controla a eliciacdo dos padrées de defesa,
bem como dos comportamentos singulares que os compdem, ainda permanece
obscuro. Desconhece-se, por exemplo, se as respostas individuais da reacao de
defesa sédo todas produzidas na MCPAd, ou se algumas se originam em outro
lugar do cérebro, secundariamente a ativacao generalizada da reacédo de defesa.
Também nao esta claro se as varias respostas da reagdo de defesa tém uma
representacdo topogréfica diferenciada na MCPAd ou se elas sao o reflexo de
padrées distintos de disparo de uma mesma populacdo de neurdnios desta
estrutura. Por fim, conhece-se pouco acerca das outras estruturas, rostrais ou
caudais a MCPAd, envolvidas na génese das respostas individuais da reacao de
defesa. Ndo obstante, estudos de nosso laboratério deram passos importantes no
sentido de esclarecer as fun¢des das aferéncias da MCPA provenientes do nucleo
pré-mamilar dorsal do hipotalamo (Cezario, 2001) e do coliculo superior
(Bittencourt, 2003, Bittencourt et al., 2003).

Padrées cardiovasculares distintos também sao eliciados pela estimulagcéao
de uma mesma area da MCPAd com estimulos elétricos similares. Schenberg et
al. (1993) demonstraram que as respostas cardiovasculares da reacdo de defesa

de ratos ndo anestesiados dependem da intensidade. Assim, enquanto os ratos
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controles apresentaram bradicardia durante a reacdo de congelamento, os ratos
com desnervacdo sinoadrtica apresentaram taquicardia, demonstrando
participacao do barorreflexo cardiaco durante o comportamento de congelamento.
Em contraste, durante o comportamento de fuga observou-se aumentos
simultaneos da pressao arterial e frequéncia cardiaca, indicando a desativacao do
barorreflexo. Estes resultados sdo importantes pois reproduzem os reajustes
hemodinamicos dos comportamentos de congelamento e fuga naturais (Adams et
al., 1979).

Os comportamentos defensivos também sao eliciados pela estimulagdo das
camadas profundas do coliculo superior (Redgrave e Dean, 1991, Sudré et al.,
1993). Conforme mencionamos, estudos recentes de nosso laboratério
corroboraram a importancia destas estruturas na reacdo de defesa. De fato,
Blanchard et al. (1977) demonstraram que embora a MCPA seja necessaria para a
deflagragdo das respostas defensivas de ratos selvagens, a lesdo do coliculo
superior impede a deteccdo visual do predador. Portanto, a distancia entre
predador (experimentador) e presa (rato selvagem) é um fator determinante das
formas especificas das reagdes defensivas. Desta forma, enquanto a resposta a
uma distancia superior a 3 metros é o congelamento, ameacas situadas entre 2 e
3 metros induzem a fuga na presenca de uma via de escape. Alternativamente, o
rato acuado salta e morde o predador. Certamente, a visdo exerce um papel
determinante na avaliacdo da distancia entre predador e presa.

Por fim, nosso trabalho visa a comparagdo comportamental entre ratos que
ja passaram por um processo artificial de selecao, mais particularmente, os ratos

Wistar (Rattus norvegicus albinus), e aqueles ratos que mantém seu repertorio
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comportamental “diferenciado”, ou seja, mais préximo aos padrdes de animais
selvagens que ainda nao foram submetidos a domesticacao, por exemplo, os ratos

de esgoto ou ratazanas (Rattus norvegicus sp).
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2. OBJETIVO

1. Verificar, por meio da analise logistica de limiares, se existem diferencas
entre os repertérios de defesa induzidos pela estimulacao elétrica da MCPA
de ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos (WISm) ou fémeas
(WISf), SHR machos (Rattus norvegicus albinus) e ratos selvagens (Rattus
norvegicus sp) machos (SEL), determinando possiveis influéncias do sexo,
ambiente e variabilidade genética.

2. Comparar as linhagens em 3 testes comportamentais
2.1. Peritaxia na arena com 50 cm de diametro (teste da arena).

2.2. Comportamento exploratério € em resposta a aproximagcdo do
experimentador em um corredor de 40 m (teste do corredor).

2.3. Desempenho no labirinto em cruz-elevado (LCE).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

3.1.1. Ratos Wistar

Nos experimentos com estimulagdo intracraniana foram utilizados ratos
Wistar, machos e fémeas (Rattus norvegicus albinus), pesando entre 240 e 280 g,
de diferentes ninhadas, fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal do Espirito Santo (Figura

8). Adicionalmente, foram

Figura 8. Ratos Wistar em gaiolas de polipropileno do biotério central
(esquerda) e em gaiolas de vidro do laboratério (direita).

feitos testes comportamentais com ratos Wistar jovens machos. A idade, peso e
tamanho (extremidade da cauda ao focinho) foram monitorados, selecionando-se
como jovens os ratos com peso inferior a 100 g (Figura 9). Este critério também foi

adotado para os ratos selvagens nascidos no biotério. No laboratério, os animais
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eram mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e

assoalho coberto com serragem. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e
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Figura 9. Grafico ilustrativo do crescimento dos ratos Wistar e GO1. As
medidas referem-se a um individuo de cada linhagem.

eram mantidos em ambiente com ciclo de iluminacado de 12 h (luzes acesas as

6:00 h) e temperatura controlada (20-25°C).
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3.1.2. Ratos Espontaneamente Hipertensos

Foram utilizados ratos machos, adultos, isogénicos e espontaneamente
hipertensos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem SHR (n = 20), pesando cerca
de 240 a 280 g. Estes ratos, fornecidos pelo biotério do Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas, da Universidade Federal do Espirito Santo,
descendem de matrizes provenientes do biotério da UNIFESP. Os animais eram
mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e
assoalho coberto com serragem. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e
eram mantidos em ambiente com ciclo de iluminacdo de 12 h (luzes acesas as

7:00 h) e temperatura controlada (20-25°C).

3.1.3. Ratos Selvagens

Os ratos selvagens (Rattus norvegicus sp.), jovens e adultos (n = 70
capturados e n = 16 utilizados integralmente), foram capturados no periodo
noturno, entre 19 e 24 h, numa granja de criacdo de galos de briga proxima a
universidade (Figura 10). Para isto, utilizava-se isca de restos de comida caseira e
uma armadilha com duas portas, pois verificamos que os ratos evitavam entrar em
ambientes novos sem saida.

A armadilha era periodicamente vistoriada até a captura do rato. Uma vez
capturado, o rato era imediatamente transferido para uma gaiola de vidro, de
dimensdes similares aquelas descritas para os ratos Wistar, onde permaneciam

até o fim da cacada. Devido a alta agressividade destes ratos, suas gaiolas
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também tinham um teto de vidro e um assoalho de tela de arame, o qual era

fixado as paredes laterais com o auxilio de 2 molas (Figura 11).

Figura 10. Rato selvagem em idade adulta (Rattus norvegicus sp).

Estas gaiolas evitavam fugas e mordidas ao experimentador. A gaiola e o
assoalho eram colocados sobre uma bandeja de aluminio, forrada com papel e
serragem, para coleta de dejetos e residuos alimentares. Ao término da cacgada,
as gaiolas eram remanejadas para o biotério do Laboratério de Neurobiologia, nas
condicoes de luz e temperatura descritas acima. Os ratos permaneciam nestas
gaiolas até a conclusdo dos experimentos, sendo alimentados por um orificio no
teto, de 1,5 cm de didmetro, por onde introduziamos a racdo que era coletada em
um recipiente de vidro preso ao assoalho, imediatamente abaixo do orificio de
alimentacdo. Tal como nas gaiolas dos ratos Wistar, as gaiolas dos ratos
selvagens tinham um orificio na parede frontal para a introducdo do bico do
bebedouro. As gaiolas eram periodicamente limpas, eliminando-se os dejetos e
residuos da bandeja em depdsitos proprios dos ratos selvagens. Com estes
cuidados, a manutencao dos ratos selvagens pdde ser feita sem necessidade de

manipulagéo direta.
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Apébs os experimentos, as gaiolas sujas eram imersas em cubas contendo
solucdo de alcool iodado e agua, onde permaneciam por um periodo minimo de 6
horas, antes de serem lavadas. Todo o material dos animais selvagens foi
manipulado com luvas e esterilizado com solugdo de iodo. Por fim, o
experimentador fez uso permanente de luvas e mascaras cirargicas, evitando

qualquer contato direto com os animais, reduzindo o risco de contaminacao.

Figura 11. Gaiola anti-fuga para os ratos selvagens, com a seta em

vermelho indicando as molas de protegéo.

3.1.4. Ratos Hibridos

Este grupo de animais originou-se do cruzamento de um rato macho
selvagem (Rattus norvegicus sp) e uma rata Wistar (Rattus norvegicus albinus) (n
= 10). Os animais eram mantidos em gaiolas coletivas de polipropileno (35 cm x

55 cm), com assoalho coberto com serragem, nas quais havia uma toca-ninho de
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aco inoxidavel para melhor acomodacao (Figura 12). Esta toca tinha uma
portinhola que permitia o isolamento dos ratos para limpeza da caixa de
polipropileno. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e eram mantidos em

ambiente com temperatura controlada (20-25°C).

Modelo de Caixa-ninho

30 cm

15 cm N

25 cm

Figura 12. Caixa de manutencao dos ratos selvagens, com assoalho
forrado por palha e a toca-ninho para acomodacao e criacdo ao fundo (a
esquerda). Projeto basico de construcao da toca-ninho (a esquerda).

3.1.5. Ratos Selvagens nascidos no biotério

Este grupo de animais originou-se do cruzamento de um casal de ratos
selvagens capturados (Rattus norvegicus sp) (n = 13). O casal que serviu como
matriz foi colocado numa caixa especialmente projetada para reduzir o estresse do
cativeiro. Esta gaiola era feita de ferro esmaltado (pois, havendo alguma saliéncia,
os ratos selvagens roem o aluminio), com 48 x 42 x 33 cm (Figura 13). Seu
interior era composto por uma toca totalmente escura de 24 x 15,5 x 18 cm, um

pateo frontal de 24 x 26,5 x 17,5cm, com iluminacdo atenuada por uma porta de
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acrilico azul, e um pateo lateral de 24 x 42 x 33 cm, onde havia um orificio para
bebedouro e uma porta para introducao de alimento. Os compartimentos podiam
ser isolados por portinholas méveis, mantendo-se os ratos em um compartimento
enquanto o introduzia-se o alimento no pateo lateral. O isolamento dos ratos na
toca também possibilitava a troca da serragem das bandejas de aco inoxidavel
dos pateos frontal e lateral. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e
temperatura controlada (20-25°C). Durante dois meses, a fim de desencadear o
processo de acasalamento, os ratos foram submetidos ao tratamento com os
horménios estradiol (0,45 upg/ml), dissolvidos na agua. A infertilidade foi,
certamente, devida ao estresse da captura e vida em cativeiro, uma vez que o
tratamento hormonal ndo foi necesséario para a procriacdo dos ratos selvagens

nascidos no biotério.

Figura 13. Criadouro de ratos selvagens especialmente projetado para
reduzir a0 maximo a luminosidade e os ruidos externos, evitando altos
niveis de estresse nos animais. A seta amarela indica a toca de
procriacao (a esquerda). Rato dentro da toca (a direita).



47

3.2. ELETRODO

Os eletrodos monopolares eram confeccionados com um fio de aco
inoxidavel, de 250 um de diametro, isolado em toda extensdo, exceto na secéo
transversal de sua extremidade. O eletrodo era soldado a um dos pinos de um
soquete bipolar de circuito integrado (Cellis, BSPT, SP, Brasil) permitindo a
fixacdo do mesmo a protese de acrilico e posterior conexdo ao cabo de
estimulacao elétrica. Um fio de acgo inoxidavel ndo isolado era soldado ao outro
pino do soquete e a dois parafusos fixados na calota craniana, servindo de polo

indiferente.

3.3. CIRURGIA

3.3.1. Ratos Wistar Machos, Fémeas e Espontaneamente hipertensos

Os animais eram anestesiados com hidrato de cloral (400 mg/kg, IP) e
fixados ao aparelho estereotaxico (David Koff, USA). A perda de temperatura
corporal durante a cirurgia era evitada envolvendo-se o animal com uma manta.
Em seguida uma pequena area oval de pele e tecidos subcutdneos era removida,
expondo-se a calota craniana na altura da fissura longitudinal. Apés a limpeza e
secagem desta area, quatro orificios eram feitos com o auxilio de uma broca
micro-retificadora (Dremel, USA), sendo dois na regidao posterior dos 0ssos

parietais e dois na parte posterior do osso frontal. Eram, entdo, fixados quatro
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pequenos parafusos de ago inoxidavel que serviam de ancora para a protese
cirurgica (Figura 14).

Em seguida era feita a craniotomia ao nivel da fissura sagital com
exposicdo do cortex cerebral que serviu de referéncia para a implantacdo do
eletrodo em area pré-determinada, de acordo com as seguintes coordenadas
estereotaxicas (Paxinos & Watson, 1986): antero-posterior = 7.2 no sentido rostral
a partir do plano interaural; lateral = 0.4 a partir do plano mediano e vertical = 4.4 a

partir da superficie do seio venoso.

Figura 14. Cranios dos ratos mostrando os pontos de fixagcdo dos
parafusos para ancoragem da prétese de acrilico e a prétese e o tubo
de protecdo. Os ganchos no tubo serviram para fixar a proétese, por
meio de elasticos, a ganchos similares do cabo elétrico.
Tomou-se o cuidado de afastar o seio venoso durante a implantacéo,
evitando-se a ruptura do mesmo durante a introducdo do eletrodo. Para minimizar
a resisténcia a penetracao, fazia-se uma pequena abertura na dura-mater, com o

auxilio de uma agulha hipodérmica. Em seguida a implantacao, preenchia-se o

campo cirargico com resina acrilica autopolimerizavel (JET, Sdo Paulo, Brasil),
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soldando o eletrodo e os parafusos numa proétese sélida. Um tubo plastico de 1 cm
de altura de diametro era fixado sobre a prétese para protecao do eletrodo.

Ao término da cirurgia os animais recebiam 24.000 Ul de penicilina-G
benzatina (IM). Em seguida, os animais eram alojados em gaiolas individuais

aquecidas por placa térmica até se recuperarem da anestesia.

3.3.2. Ratos Selvagens

Devido ao alto indice de 6bitos dos ratos selvagens em cativeiro, optou-se
por opera-los 1 a 3 dias apds a captura. Para isto, colocava-se a gaiola do rato
numa caixa de pléstico ligeiramente maior que a gaiola (34 x 22 x 33 cm),

juntamente com um algodao embebido em éter etilico. A caixa era tampada e

Figura 15. Anestesia do rato selvagem: inducdo parcial com éter e
inducao profunda com hidrato de cloral.
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aguardava-se a anestesia do animal que podia ser observado através do plastico
translucido (Figura 15). Uma vez anestesiado, o rato era retirado da gaiola,
administrado com meia dose de hidrato de cloral (200 mg/kg, IP) e fixado ao
aparelho estereotaxico (David Koff, USA), repetindo-se o0s procedimentos
cirurgicos descritos para o rato Wistar (Figura 16). Tomou-se o cuidado de usar
luvas e mascaras cirurgicas durante todo o procedimento.Ao término da cirurgia os
animais recebiam 0,2 ml de penicilina-G benzatina (24.000 Ul, IM) e eram
polvilhados com veneno anti-pulga (Baygon, Bayer) (Figura 16). Em seguida, os
animais eram alojados em gaiolas individuais, sobre uma placa térmica, até se

recuperarem da anestesia, sendo transferidos ao biotério do laboratério.

Figura 16. Rato polvilhado com anti-pulgas (acima a esquerda). Cirurgia
estereotaxica do rato selvagem (demais figuras).
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3.4. ESTIMULACAO INTRACRANIANA

Cinco dias ap6s a cirurgia estereotaxica, os ratos Wistar eram colocados
numa arena cilindrica de acrilico transparente, com 60 cm de altura e diametro,
para serem estimulados. As sessdes de estimulacdo com pulso senoidal (60 Hz, 1
min) utilizavam intensidades crescentes, em passos de 5 pA, até a obtengédo da
resposta de galope. Como os ratos apresentavam diferentes limiares de
respostas, o tempo de cada sessao variava, em média, cerca de 40 minutos. Apds
a primeira resposta de defesa (exoftalmia e/ou imobilidade), adotavam-se
intervalos de 5 minutos, permitindo o retorno dos ratos a condicao de repouso, ou
similar. Os ratos que nao exibiram a resposta de corrida (trote e/ou galope) com
intensidades inferiores a 70 pA foram excluidos do experimento.

A estimulacdo dos ratos selvagens foi realizada na mesma arena, no
entanto, com um teto na altura de 60 cm (Figura 17). Adicionalmente, os ratos
eram previamente anestesiados com éter, permitindo a colocacdo do cabo de
estimulacao. A estimulacao era realizada 1 h ap6s a conexao do cabo, permitindo
a recuperacado da anestesia. Ao final da sessao de estimulacdo, os ratos eram
novamente anestesiados, por meio de um algodao embebido em éter, introduzido

na arena, sendo entdo recolocados em suas gaiolas.
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Figura 17. Montagem experimental para ratos Wistar e ratos selvagens.
A seta vermelha no canto superior direito da figura direita indica a
tampa da arena para a estimulacao intracraniana dos ratos selvagens.

3.5. REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Apbs sua conexao ao sistema de estimulacdo, o rato era colocado na
arena, aguardando-se 10 minutos para que ele se habituasse ao novo ambiente.
Durante a estimulacdo, os comportamentos eram registrados de forma binaria,
como emitidos ou ndo, independentemente de sua freqtiéncia ou duragéo ao longo
de um unico estimulo. O registro dos comportamentos era realizado por meio de
da planilha (Anexo), com os itens individuais do etograma do rato (Tabela 1). Este
procedimento permitiu a decomposicdo dos comportamentos de defesa em itens
elementares e seu reagrupamento em comportamentos mais complexos. Assim, a
reacao de alerta foi caracterizada pela imobilidade do tronco e membros , podendo

ser acompanhada de esquadrinhamento e olfacao.
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Tabela 1. Etograma do rato na auséncia ou presenca da estimulacdo elétrica da
matéria cinzenta periaquedutal dorsal.

Dormir Postura horizontal com olhos fechados, cabeca e pescoco e pela
flexdo dos membros.

Repouso Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade
olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento
do tronco e pela flexdao dos membros, e/ou rebaixamento da cabeca e
pescoco. Com a cabeca erguida o rato assume uma “postura de
esfinge”.

Olfagéo Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do focinho e
vibrissas. Pode ser acompanhada por movimentos de pequena
amplitude do tronco, membros anteriores e cabeca.

Mistacioplegia  Paralisia das vibrissas ao inicio da estimulagdo Portanto, a resposta
s6 pode ser observada na presenca de atividade basal das vibrissas.

Esquadrinhar Exploragdo visuo-motora do ambiente com movimentos laterais da
cabega, geralmente, em postura ereta, acompanhados de olfagao.

Autolimpeza Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (“rato sentado”),
acompanhada da manipulagao repetitiva e sequencial dos pélos da
cabeca, tronco e genitdlias, usando as patas dianteiras ou a boca.

Levantar Postura ereta com extensao das patas posteriores.

Marcha Locomocéo lenta do animal com movimentos de apoio e balango em
oposigao de fase das patas contralaterais.

Imobilidade Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da respiracao,

Tensa freqlientemente acompanhado, da extensdo dos membros, elevacao

do tronco, orelhas e pescoco, mistacioplegia e, as vezes, da cauda,
indicando o aumento do ténus muscular.

Trote Locomocgéao rapida do animal, mantendo o padrao contalateral da
marcha.

Galope Locomogédo muito rapida ao longo do perimetro da arena, alternando
movimentos de apoio e projecdo dos membros anteriores e
posteriores.

Saltos Impulso vertical ou obliquo em diregao a borda da arena.

Exoftalmia Abertura maxima das pélpebras, e protrusdo do globo ocular que

assume a forma esférica e cor brilhante, presumivelmente, devida a
uma maior entrada de luz. Acompanha de imobilidade tensa, trote e
galope .

Defecacao Eliminacao de fezes durante varios comportamentos.

Miccao Eliminagé&o de urina durante varios comportamentos.
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Por sua vez, a ‘reacao de congelamento’ (freezing behavior) foi definida como uma
postura de imobilidade tensa (ver etograma) acompanhada de exoftalmia, paralisia
das vibrissas (mistacioplegia) e, as vezes, defecacao e miccéo, aparentando um
estado de hipervigilancia. A reacdo de congelamento ocorreu isoladamente, ao
longo de todo periodo de estimulagdo, ou ap6s a fuga, antes do término do
estimulo, quando foi freqiientemente acompanhada de defecacdo e micg¢ao. Por
fim, a reacdo de fuga consistiu nas respostas de corrida (trote e/ou galope) e
saltos, acompanhadas de exoftalmia. Por outro lado, a defecacao eliciada por
estimulacdo da MCPA nao foi acompanhada por comportamentos especificos,
como farejar e escolha de local, ou posturas, como o arqueamento do dorso.
Também nao ha relatos de encobrimento das fezes no comportamento de
defecacdo do rato. E importante notar que a defecacdo pode requerer a contragao
da musculatura abdominal e interferir com outras respostas de defesa, tais como o
trote e galope. Tal como para a defecacdo, ndo observamos nenhum

comportamento especial associado a mic¢ao, propriamente

3.6. TESTE DO CORREDOR

Neste teste, os ratos foram posicionados num dos lados de um corredor
que media 40 metros de comprimento por 1,10 de largura. Tal corredor era
marcado em intervalos lineares de 1 metro, com fitas adesivas brancas que
facilitavam a observacdo do experimentador, bem como por placas numeradas
colocadas nas laterais de cada quadrante, representando o mesmo. Ao final do

corredor, encontrava-se uma barreira de isopor de 1m de altura. Esta barreira era
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composta de uma portinhola regulada por um sistema de roldanas, que a fazia
subir e descer, permitindo aos ratos, especialmente os selvagens, entrarem numa
armadilha estrategicamente colocada atras da parede de isopor (Figura 18). Ao
serem soltos, os ratos percorriam livremente o corredor por um periodo de 10

minutos. O numero de quadrantes lineares (1 x 1,10 m) era, entao, calculado.

Figura 18. Teste do corredor, no qual utilizou-se marcas e numeracoes
no ch&o e uma barreira de isopor.

Passado o periodo de exploracéo, o experimentador entrava no corredor e,
com velocidade de 1 metro por segundo, aproximava-se do rato, parando ao

observar o direcionamento da cabeca do rato para o experimentador. O numero
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de quadrantes entre o0 experimentador e o rato, no momento em que este
reconhecia o experimentador como uma possivel ameaca, bem como aqueles
quadrantes percorridos pelo animal ao fugir do experimentador eram calculados.
Terminado o teste, o experimentador retornava ao movimento, encurralando o rato
no canto fechado do corredor, a fim de observar seus comportamentos de defesa
nesta situacdo de acuamento. Os experimentos eram realizados no periodo da

tarde.

3.7. LABIRINTO-EM-CRUZ ELEVADO

Os grupos SHR e WISm foram testados no LCE do Laboratério de
Neuropsicofarmacologia do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
Fisiologicas. O LCE era feito de madeira e férmica branca e consistia de dois
bracos abertos e dois bracos fechados por paredes laterais medindo 28 cm de
altura. Cada braco media 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, e estavam
posicionados a uma altura de 82 cm do solo (Figura 19). Os bragos abertos eram
circundados por uma borda de acrilico, com 1 cm de altura. O rato era colocado na
regidao central, permitindo-se que o animal explorasse livremente o aparelho por
um periodo de 5 minutos. Durante este tempo, media-se os tempos despendidos
nas exploragdes dos bracos abertos e fechados, bem como o nimero de entradas
com as quatro patas em cada um dos bragos. O LCE era limpo com alcool etilico
(10%) apds cada sessao para remocado de pistas olfatérias. Durante todo o

periodo, a sala era preparada de forma a reduzir ao maximo ruidos externos e a
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luz consistia de uma lampada de tungsténio vermelha (127 V, 15 W). Os ratos
eram testados uma unica vez. Os experimentos eram realizados no periodo da

tarde.

Figura 19. Labirinto-em-cruz elevado.

3.8. TESTE DA ARENA

Antes da realizagcdo da cirurgia para o implante do eletrodo que seria
necessario na estimulacdo intracraniana, os ratos eram submetidos a mesma
arena cilindrica de acrilico transparente, com 60 cm de diametro e altura. No fundo
desta, foram marcados quadrantes periféricos e um circulo central (Figura 20).

Durante um periodo de 10 minutos, os ratos eram observados, quantificando o
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namero de quadrantes atravessados na periferia, bem como o numero de
cruzamentos no perimetro central. Foram testados os ratos dos grupos Wistar
macho, selvagens capturados, ratos hibridos e ratos selvagens nascidos e criados
em laboratério (geracdo GO01). Nos grupos de ratos selvagens, a colocagdo na
arena consistia de abaixar a toca especialmente projetada dentro da arena, entéo,
parcialmente coberta para evitar a fuga destes. Ap6s o término da sessao, estes
mesmos animais eram induzidos a entrarem novamente em suas respectivas
tocas, comportamento realizado com grande facilidade devido o baixo limiar de

reatividade destes animais.

Figura 20. Assoalho da arena, de 50 cm de didametro, mostrando as
divisdes do anel periférico e do circulo interno.




59

3.9. ANALISE HISTOLOGICA

Ao término dos experimentos, os animais eram perfundidos por método
gravimétrico para analise histolégica dos cérebros. Apos a exposi¢do do coracao e
a ligadura da aorta descendente, introduzia-se uma agulha no ventriculo esquerdo
do rato. A agulha estava conectada a 2 frascos, contendo salina (NaCl 0,9 %) ou
solucdo de formaldeido (10%), situados 1,5 m acima do rato. O atrio direito era
entdo cortado e a preparacao era sequiencialmente perfundida com 100 ml salina
e solucédo de formaldeido. Os ratos eram decapitados e suas cabecas mantidas
em formaldeido (10%) por, pelo menos, 3 dias. Em seguida, os cérebros eram
retirados da caixa craniana e colocados em solugcédo de formaldeido 10% (pH 7,6)
por um periodo de, pelo menos, 4 dias. Para a marcacao da area estimulada nas
microinjecdes injetou-se azul de Evans em volume equivalente ao utilizado na
estimulacao quimica, imediatamente antes da perfusao.

Em seguida, os cérebros eram preparados em blocos da regido
mesencefalica. Os blocos eram posicionados em um micré6tomo de congelamento
(Ernst Leitz, Wetzlar, Germany) e seccionados em cortes de 60 um de espessura
que eram montados em laminas previamente gelatinizadas e submetidos a
secagem em estufa de baixa temperatura (38°C). Em seguida, os cortes eram
corados com vermelho neutro (Sigma, EUA) e as laminas montadas com DPX
(Aldrich Chemical Company, EUA). Os sitios estimulados eram identificados com o
auxilio de uma camera lucida de projecao e registrados em diagramas coronais do

atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (quarta edi¢do-1998).
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3.10. ANALISE ESTATISTICA

3.10.1 Analise das variaveis continuas (testes da arena, corredor e LCE).

Os dados foram submetidos a analise univariada de variancia (ANOVA)
seguida de comparacoes por testes t para duas amostras para linhagens de uma
mesma idade, ou pareados para idades de uma mesma linhagem. As diferencas
foram consideradas significantes para p < 0,05 (critério de Bonferroni). Todas as
analises foram realizadas pelo procedimento “GLM” do programa Statistical

Analysis System (SAS®, Cary, EUA).

3.10.2 Analise das variaveis binarias (ajustes de curvas de probabilidade de

resposta)

Os resultados dos ratos cujos eletrodos localizaram-se na MCPA foram
submetidos a analise estatistica. As curvas de probabilidade de resposta foram
obtidas por ajuste logistico das freqiiéncias acumuladas das respostas em funcao

do logaritmo das intensidades de corrente ou volume, de acordo com o modelo,

P(yilxq) = [1+exp-(oy+Bxi)]”
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onde P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado estimulo xj, o; € 0
intercepto e PB; a inclinacdo da jésima curva intensidade-resposta (grupos WISm,
WISt e SHR, ou grupos WISm, WISmE e SEL).

Efeitos intensidade-dependentes significantes foram avaliados pelo chi-
quadrado de Wald (% = [B,-/e.p.]z), onde e.p. é o erro padrdo de f;. As curvas
intensidade-resposta foram parametrizadas por meio de variaveis indicadoras e
comparadas através de testes de coincidéncia por razdo de verossimilhancas,
para locacdo ou paralelismo das regressdes. As regressdes foram comparadas
pela diferenca dos desvios de verossimilhanca (-2LogLikelihood deviance ou -
2LoglLD) do modelo completo (k parametros) e dos respectivos modelos reduzidos
(k-r parametros), proporcionando valores de x? com r graus de liberdade (x2). Os
x% dos testes gerais de locagdo e paralelismo (r = 4 e 2 g.l., respectivamente),
assim como o x2., foram considerados significantes ao nivel de 5%. Os y? dos
testes pareados para locagdo e paralelismo (r = 1 g.l.) foram considerados
significantes ao nivel de 5% segundo o critério de Bonferroni. O ajuste por maxima
verossimilhanca foi realizado pelo procedimento “Logistic” do programa SAS. A
intensidade mediana (lsp) assim como seu erro padrdao (e.p.) e o respectivo
intervalo de confianca (I.C. 95%) foram computados pelas féormulas que se
seguem,

Log(lso) = -0/
lso = 10°F
s.e.{Log (Is0)} = {[Var(e)-2(c/B)Cov(o.,B)+(a/B)*Var(B)] / B}

s.e.(lso) = I5p {s.e.[Log(l50)]}
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[.C. 95% (ls0) = £1,96 {s.e.(l50)}

onde as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram obtidas pela
matriz estimada de covariancia do procedimento Logistic.

Respostas cuja freqiiéncia reduzida nao permitiu o ajuste de curvas de
limiares foram analisadas por meio de testes de y? de tabelas de contingéncia das
freqUéncias maximas de resposta, para o nivel descritivo de o = 0,05 (critério de

Bonferroni).
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4. RESULTADOS

4.1. LOCALIZACAO DOS SITIOS ESTIMULADOS

Os eletrodos na MCPA foram localizados nas colunas dorsolateral (52),
dorsomedial (19) e lateral (25) (Tabela 2). Os eletrodos das colunas dorsolateral
localizaram-se, predominantemente na regido intermediaria, € em menor numero

nas regides rostral e caudal (Figuras 21 e 22).

Tabela 2. Localizacdo dos eletrodos dos distintos grupos segundo as colunas da
MCPA.

Area Estimulada WISm WISmE WISt~ SHR  SEL Total

MCPA dorsomedial 6 3 5 3 2 19
MCPA dorsolateral 8 12 12 11 9 52
MCPA lateral 6 5 4 6 4 25

Total 20 20 21 20 15 96
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Figura 21. Sitios da MCPA cuja estimulacdo induziu as respostas
defensivas nos ratos Wistar machos (®), Wistar fémeas (®) e SHR ().
Numeros indicam as coordenadas antero-posteriores em relacdo ao
bregma (mm). Os pontos podem representar mais de um animal
estimulado.



Figura 22. Sitios da MCPA cuja estimulacdo induziu as respostas
defensivas nos ratos Wistar machos (®), Wistar machos com éter (m) e
ratos selvagens (O). Numeros indicam as coordenadas antero-
posteriores em relacao ao bregma (mm). Os pontos podem representar
mais de um animal estimulado.
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4.2. DIFERENGCAS COMPORTAMENTAIS ENTRE RATOS SELVAGENS,
CAPTURADOS ADULTOS, E OS RATOS WISTAR, SELVAGENS E HIBRIDOS,

JOVENS E ADULTOS, CRIADOS NO BIOTERIO.

4.2.1. Exploragcdo da arena de ratos machos Selvagens, capturados
adultos, com ratos machos, jovens e adultos, criados em biotério, das

linhagens Wistar, SHR, Selvagens e Hibridos Wistar/selvagens.

O comportamento dos grupos na arena foi estatisticamente diferente, tanto
em relacdo a exploracao periférica (F776 = 8,25, p < 0,0001), quanto a exploracao
central (F776 = 7,54, p < 0,0001) (Figura 23).

As diferencas da exploracdo periférica foram basicamente devidas a
linhagem (Fz76 = 14,81, p < 0,0001), mas também a interacdo desta com a idade
(Fs76 = 4,09, p < 0,01), ndo havendo contribuicdo da idade isoladamente (F376 =
1,06, p < 0,31). De fato, a exploracdo periférica dos ratos WISTAR foi
estatisticamente inferior aquela dos ratos SEL (t = 6,42, p < 0,0001) e GO1 (t =
3,67, p < 0,0005). Particularmente, os ratos SEL jovens apresentaram valores
acentuadamente superiores aqueles dos ratos WISTAR jovens (t = 6,79, p <
0,0001) e adutos (t = 5,65, p < 0,0001). Os ratos SEL jovens também diferiram dos
outros grupos, apresentando valores superiores a peritaxia dos ratos SEL adultos
(t = 3,46, p < 0,001), GO1 jovens (t = 4,24, p < 0,0001) e adultos (t = 3,99, p <
0,001) e FO1 jovens (t = 4,96, p < 0,0001) e adultos (t = 4,92, p < 0,0001). A
comparacao por teste t pareado também detectou uma diferenca significativa para

a idade dos ratos WISTAR, havendo uma exploracdo periférica maior para os



67

ratos adultos (t = 2,86, p < 0,018). Note-se que estes ratos e os SEL foram os

unicos que diferiram quanto a idade, no entanto, em sentidos inversos (Tabela 3).

Tabela 3. Exploragao periférica e central da arena com relacéo a idade e linhagem
dos ratos. Simbolos indicam valores estatisticamente diferentes dos ratos Wistar
jovens (*), SEL jovens (*), GO1 jovens (teste t para duas amostras, p < 0,05).

Idade Grupo Periferia Centro

Jovens Wistar 14,44 + 1,73 0O £ 0
SEL 67,00 + 10,3* 320 + 3,32
GO1 36,92 + 2,887% 0+ 0"
FO1 2960 + 4,59* 0 + 0

Adultos  Wistar 23,22 + 3,72% 022 + 0,15%
SEL 40,90 + 6,51 0,80 + 0,33*
GO1 38,69 + 3,05% 1,23 + 0,26"
FO1 2990 + 4,59* 0,30 + 0,15*

Similarmente, as diferencas da exploragdo da area central da arena foram
devidas tanto a linhagem (F3z 7 = 9,51, p < 0,0001), quanto a interagdo desta e da
idade dos ratos (F37 = 8,07, p < 0,0001), ndo havendo contribuicdo da idade
isoladamente (F376 = 0,07, p < 0,79) (Figura 23). Assim, a exploracdo central dos
ratos SEL foi estatisticamente maior aquela dos ratos Wistar (t = 4,56, p < 0,0001),
GO01 (t = 3,65, p < 0,0005) e FO1 (t = 4,59, p < 0,0001). Tal como se observou para
a exploracdo da periferia, as diferencas da exploracdo central também foram
basicamente devidas a maior atividade dos ratos SEL jovens em relagao aos SEL
adultos (t = 4,21, p < 0,0001), Wistar jovens (t = 5,47, p < 0,0001) e adultos (t =
5,09, p < 0,0001), GO1 jovens (t = 5,97, p < 0,0001) e adultos (t = 3,67, p < 0,0005)

e FO1 jovens (t = 5,62, p < 0,0001) e adultos (t = 5,09, p < 0,0001). Note-se, por
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fim, que a idade influiu de forma inversa na exploracao central dos ratos selvagens

capturados em meio urbano (SEL) e criados no biotério (GO1) (Tabela 3).

90 - Bl 1-2 meses
8 B 4-6 meses
p -
B ]
I5
a 60 -
o ]
{qv)
O
T 304
ke
O
. ]
i i

0_
4,5

Exploracao Central

3,0
1,54
0_- j __mm

WISm FO1

Figura 23. Exploragédo da arena de ratos machos selvagens, capturados
adultos, com ratos machos, jovens e adultos, criados em biotério, das
linhagens Wistar, SHR, selvagens e hibridos Wistar/Selvagens. * p <
0,05, significativamente diferente do grupo WISm de mesma idade, + p
< 0,05, diferenca significativa entre idades do mesmo grupo (teste t
para duas amostras, critério de Bonferroni).
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4.2.2. Comportamento exploratorio e defensivo, no teste do corredor, de
ratos Selvagens machos, capturados em idade adulta, e de ratos
machos, jovens e adultos, criados em biotério, das linhagens Wistar,
Selvagens e Hibridos Wistar/selvagens.

Imediatamente apds a sua soltura, os ratos SEL, GO1 e FO1 trotavam em
direcdo a extremidade do corredor oposta ao experimentador. Durante o periodo
de observacao imovel do experimentador, exploravam livremente o corredor,
apresentando comportamentos de olfacao, esquadrinhar, levantar, marcha e trote,
as vezes chegando bastante préximo ao experimentador. Em geral, os ratos
terminaram a exploracao na porcao central do corredor. Este comportamento
exploratério foi significativamente diferente para os grupos estudados (F341 =
23,08, p < 0,0001). Esta diferenga foi basicamente devida a menor atividade
exploratéria dos ratos Wistar em relagdo aos ratos SEL (t= 7,01, p < 0,0001), GO1
(t = 6,95, p < 0,0001) e FO1 (t = 6,40, p < 0,0001), que nao diferiram entre si
(Figura 24).

Ao término do periodo de observacao imével, o experimentador entrava no
corredor, sendo prontamente percebido pelos ratos que fugiam, por meio de
trotes, até a barreira final. Acuados pelo experimentador, tentavam fugir, emitindo
fortes vocalizacdes e saltando para mordé-lo. A distancia de alerta e a amplitude
de fuga dos ratos Wistar também diferiram marcadamente dos outros grupos. A
distancia de alerta dos Wistar foi significativamente menor que a dos ratos SEL (t
= 7,69, p < 0,0001), GO1 (t = 9,96, p < 0,0001) e FO1 (t = 8,41, p < 0,0001). A
amplitude de fuga dos ratos Wistar também foi significativamente menor que dos

ratos SEL (t = 3,98, p < 0,0005), GO1 (t = 4,89, p < 0,0001) e FO1 (t = 3,05, p <
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0,005). Nao foram observadas diferencas entre os grupos SEL, GO1 e FO1 para

nenhum parametro.
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Figura 24. Comportamento exploratério e defensivo, no teste do
corredor, de ratos machos selvagens, capturados em idade adulta, e de
ratos machos, jovens e adultos, das linhagens Wistar, SHR, selvagens
e hibridos Wistar/selvagens, criados em biotério. * p < 0,05,
significativamente diferente do grupo WISm (teste t para duas amostras,
critério de Bonferroni).

4.2.3. Desempenho dos ratos machos, adultos, Wistar e SHR no labirinto-

em-cruz elevado.

O tempo de exploragdo dos bracos do LCE foi marcadamente diferente

para os ratos WISm e SHR (F3,102 = 70,86, p < 0,0001). Esta diferenca foi devida a
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linhagem do rato (F1.102 = 4,48, p < 0,03) e, principalmente, a interacdo desta com

o braco explorado (F1.102 = 193,6, p < 0,0001). De fato, os padrdes de resposta
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Figura 25. Desempenho dos ratos machos, adultos, Wistar e SHR no
labirinto-em-cruz elevado. TBA — tempo no brago aberto, TBF — tempo
no brago fechado, EBA — entradas no brago aberto, EBF — entradas no
braco fechado. * p < 0,05, diferencgas significantes entre grupos para o
mesmo brago do LCE, * p < 0,05, diferencgas significantes entre bragos
para 0 mesmo grupo (teste t para duas amostras, critério de
Bonferroni).

dos WISm e SHR foram inversos. Assim, enquanto os WISm exploraram

preferencialmente os bracos fechados (t = 8,64, p < 0,0001), os SHR
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permaneceram a maior parte do tempo explorando os bracos abertos do LCE (t =
11,54, p < 0,0001). Comparados aos WISm, os SHR também exploraram o braco
aberto do LCE por periodos significativamente maiores (t = 11,33, p < 0,0001),
despendendo menos tempo nos bragos fechados (t = 8,34, p < 0,0001) (Figura
25).

O numero de entradas nos bracos abertos e fechados também foi
significativamente diferente para estes grupos (Fs102 = 22,21, p < 0,0001). A
diferenca foi devida tanto a linhagem (F1.102 = 13,55, p < 0,0004), quanto ao braco
explorado (F1.102 = 5,70, p < 0,05) e a interacdo destes fatores (F1,102 = 52,68, p <
0,0001). Similarmente ao observado para o tempo de exploracdo, o numero de
entradas apresentou um padrao inverso nos ratos WISm e SHR. Assim, enquanto
os ratos WISm entraram mais vezes nos bracos fechados (t = 6,11, p < 0,0001),
0s SHR realizaram um numero maior de entradas nos bracos abertos (t = 3,96, p <
0,0001). Por fim, comparados aos WISm, os SHR entraram mais vezes nos bracos
abertos (t = 2,52, p < 0,01) e menos vezes nos bracos fechados (t = 7,73, p <

0,0001).

4.3. EFEITOS DO SEXO E LINHAGEM SOBRE OS LIMIARES DA REAGAO DE
DEFESA INDUZIDA POR ESTIMULAGCAO ELETRICA DA MATERIA CINZENTA

PERIAQUEDUTAL

4.3.1. Comparacado dos limiares da reacdo de defesa dos grupos Wistar

Macho, Wistar Fémea e SHR
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Todas respostas soméaticas de defesa, quais sejam, imobilidade, trote,
galope, corrida e salto, bem como a exoftalmia, resultaram em regressdes
altamente significantes para todos os grupos (15,8 <x2w< 67,6, 1 g.l., p <0,0001). A
resposta de micgcdo dos ratos WISm também apresentou regressao
estatisticamente significativa (x®» = 13,3, 1 g.l, p <0,0005). Por outro lado, a
resposta de defecacdo dos ratos WISm apresentou um ajuste com significancia
marginal (x% = 3,02, 1 g.l., p <0,08). Em contraste, o grupo SHR néo forneceu
ajustes significantes para as respostas de miccdo (32w = 2,02, 1 g.l., p <0,15) e
defecacgdo (x%w = 0,7, 1 g.l., p <0,40). Por fim, a resposta de defecacdo néo foi
observada nos ratos WISf (Figura 26).

Em geral, os limiares das respostas de defesa dos ratos WISm foram
inferiores aos limiares dos outros grupos. Em contraste, ndo foram observadas
diferencas de paralelismo (Figuras 26 e 27). Comparados aos ratos WISm, os
limiares dos ratos WISf foram significativamente mais elevados para imobilidade
(Also = 28%, x* = 19,51 g.l., p < 0,0001), exoftalmia (Also = 22%, ¥ = 13,0, 1 g.l., p
< 0,0005), trote (Also = 41%, x? = 27,7, 1 g.l., p < 0,0001), corrida (Alsg = 21%, x* =
10,7, 1 g.l., p < 0,001), salto (Alsg = 20%, x* = 13,7, 1 g.l., p < 0,0005) e micgédo
(Alsg = 57%, x* = 13,7, 1 g.l., p < 0,0005). Notavelmente, 0 sexo ndo teve
influéncia alguma sobre os limiares da resposta de galope (Alsy = 6%, % = 0,96, 1
g.l., p < 0,33). Os limiares do grupo WISm foram inferiores aos limiares do grupo
SHR para todas as respostas. Limiares significativamente superiores foram
observados para imobilidade (Also = 33%, x? = 23,1,1 g.I., p < 0,0001), exoftalmia

(Also = 46%, x* = 38,0, 1 g.l., p < 0,0001), trote (Alsg = 49%, ¥ = 32,2, 1 g.l., p <
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0,0001), corrida (Also = 46%, %2 = 35,6, 1 g.l., p < 0,0001), salto (Alsy = 47%, x* =
31,4, 1 g.l., p < 0,0001) e miccdo (Also = 208%, %% = 32,3, 1 g.l., p < 0,0001). Os
limiares do grupo SHR também foram superiores aos do grupo WIS para
exoftalmia (Alsp = 20%, x* = 10,3, 1 g.l., p < 0,001), corrida (Alsy = 21%, ¥? = 9,3, 1

g.l., p < 0,005) e miccdo (Also = 96%, x° = 7,5, 1 g.l., p < 0,0086).
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Figura 26. Curvas de probabilidade de resposta dos comportamentos
de defesa produzidos por pulsos senoidais (0-70 pA, 60 Hz, 60 s)
aplicados a MCPA dos ratos WISm, WISf e SHR. As curvas
intensidade-resposta representam as funcgdes logisticas de melhor
ajuste. Curvas vermelhas tracejadas indicam diferencas significativas
em relacdo aos ratos WISm. As curvas vermelhas soélidas indicam
diferencas significativas em relacdo aos demais grupos (p < 0,05,
critério de Bonferroni, teste de y° da razdo das verossimilhancas). r —
respostas, n — ratos estimulados.
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Figura 27. Intensidades medianas (lsp) dos comportamentos de defesa
produzidos por pulsos senoidais (0-70 pA, 60 Hz, 60 s) aplicados a
MCPA dos ratos WISm, WISf e SHR. * p < 0,05, significativamente
diferente dos ratos WISm, + p < 0,05, significativamente diferente dos
ratos WISf. (critério de Bonferroni, teste de %° da razdo das
verossimilhancgas). # valores ndo estimaveis dada a reduzida freqiéncia
de respostas.
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4.3.2. Comparacao dos limiares da reacao de defesa dos grupos Wistar

Macho, Wistar Macho apds éter e Selvagem apos éter.

Similarmente aos grupos anteriores, todas respostas somaticas de defesa,
quais sejam, imobilidade, trote, galope, corrida e salto, bem como a exoftalmia,
apresentaram regressdes altamente significantes (10,7 <x®w< 64,4, 1 g.l., p
<0,001). Ajustes inferiores, porém também significantes, foram observados para a
resposta de micgao dos ratos WISmE (x%y = 5,0, 1 g.l., p <0,02). Em contraste,
nao foram obtidos ajustes significantes para a resposta de miccao dos ratos SEL
(x?w = 0,7, 1 g.l., p <0,40). Tampouco foram obtidos ajustes significantes para as
respostas de defecacdo dos ratos WISmE (x%y = 1,7, 1 g.l., p <0,19) e SEL, que
nao apresentaram a resposta (Figura 28).

Uma hora apds a recuperacao da anestesia, observou-se efeitos variaveis
do éter sobre os limiares das respostas de defesa dos ratos Wistar. Assim,
enquanto o éter aumentou significativamente os limiares de exoftalmia (Alsy =
22%, x* = 13,0, 1 g.l., p < 0,0005), houve uma redugéo acentuada dos limiares de
galope (Alsy = -24%, x* = 9,9, 1 g.l., p < 0,001) e salto (Alsy = -33%, %° = 18,3, 1
g.l., p < 0,0001). Por sua vez, o éter ndo alterou os limiares das respostas de
imobilidade (Also = 7%, %2 = 3,4, 1 g.l., p < 0,06), trote (Also = 19%, ¥* = 1,2, 1 g.l.,
p < 0,27) e corrida (Alsg = -12%, ¥* = 1,14, 1 g.l., p < 0,28). Também foram
observadas diferengas significantes de paralelismo, com reducédo da inclinacao

das regressées de imobilidade (AP = -46%, ¥ =9,1, 1 g.l., p < 0,005), galope (AB =
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-44%, x* = 6,1, 1 g.l., p < 0,01) e salto (AR = -58%, x® = 17,5, 1 g.l., p < 0,0001).
(Figuras 28 e 29).
Uma hora apds a recuperacdo da anestesia, os limiares dos ratos SEL

foram marcadamente mais elevados que os limiares dos ratos WISmE para
imobilidade (Also = 35%, x? = 8,7, 1 g.l., p < 0,005), galope (Alsg = 99%, %* = 54,9,
1 g.l., p < 0,0001), corrida (Alsy = 55%, %2 = 21,1, 1 g.l., p < 0,0001) e salto (Alsp =
99%, x? = 46,2, 1 g.l., p < 0,0001). Em contraste, ndo foram observadas alteracdes
para exoftalmia (Alsy = 1%, x* = 0,04, 1 g.l., p < 0,84) e trote (Also = 12%, ¥* = 1,7,

1g.l.,p<0,18).
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Figura 28. Curvas de probabilidade de resposta dos comportamentos
de defesa produzidos por pulsos senoidais (0-70 pA, 60 Hz, 60 s)
aplicados a MCPA dos ratos WISm, WISmE e SEL. As curvas
intensidade-resposta representam as funcdes logisticas de melhor
ajuste. Curvas vermelhas tracejadas indicam diferengas significativas
em relagcdo aos ratos WISm. As curvas vermelhas soélidas indicam
diferencas significativas em relacdo aos demais grupos (p < 0,05,
critério de Bonferroni, teste de y? da razdo das verossimilhangas). r —
respostas, n — ratos estimulados.
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5. DISCUSSAO

5.1. COMPORTAMENTO DAS LINHAGENS NA ARENA, CORREDOR E LCE

Varios estudos demonstraram diferencas marcantes entre as diversas
linhagens de ratos quanto ao desempenho no arena, LCE, caixa clara-escura
(black and white box), teste de interacdo social, teste de conflito experimental,
resposta emocional condicionada e esquiva ativa, bem como nas respostas de
vocalizacdo ultrassbnica a choques elétricos e respostas neuroenddcrinas ao
estresse social (Ramos e Morméde, 1998).

No que diz respeito ao comportamento na arena, Ossenkopp et al. (1994)
demonstraram que a exposicao repetida de ratos Long-Evans a arena reduzia a
defecacdo e aumentava a atividade de locomocao central, refletindo uma
habituacdo ao ambiente e a provavel reducdao da resposta emocional. Em
contraste, Ramos et al. (1997) mostraram que os ratos da linhagem BN
respondiam a novidade com uma intensa resposta de defecacédo. Similarmente, a
linhagem SHR também explora a area central da arena com maior intensidade que
os ratos WKY (Knardahl e Sagvolden, 1979). Por fim, quando os ninhos dos ratos
sdo colocados numa arena pouco iluminada que pode ser livremente explorada,
os SHR saem de suas tocas mais cedo e exploram por mais tempo que os ratos
WKY, demonstrando uma interagcdo entre ritmos circadianos da atividade
exploratéria e a linhagem do animal (Knardahl Sagvolden, 1979). Outros
experimentos, realizados com a vigésima sétima geracdo dos ratos Maudsley,

demonstraram que os ratos reativos tém indices de defecacao mais elevados que
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0s nao-reativos, tanto na arena, quanto em resposta a manipulacdo. Os ratos
reativos também apresentam aumentos menores da freqiéncia cardiaca em
ambas situagdes (Harrington e Hanlon, 1966). Estes estudos mostram que
individuos de uma mesma espécie podem se comportar de formas diferentes na
arena.

Com relacao ao LCE, os estudos de Pellow et al. (1985) demonstraram que
0s comportamentos de exploracdo ndo sao influenciados pelo nivel de iluminagao
dos bracos fechados. No entanto, a exploracao do LCE é fortemente influenciada
pela linhagem do animal. Por exemplo, ratos Maudsley n&o-reativos gastam mais
tempo explorando os bragos abertos que os reativos (Overstreet et al., 1992). Os
SHR também gastam mais tempo nos bracos abertos que os ratos WKY, podendo
mesmo haver a inversdao do padrdo exploratério (Knardahl e Sagvolden, 1979).
Assim, embora a maioria dos resultados sugira que os bragos abertos sejam mais
aversivos do que os bracos fechados, o comportamento de varias linhagens
sugere que os bracos fechados também podem apresentar um certo nivel de
aversao. Alternativamente, as linhagens podem ter diferentes perfis motivacionais
(exploracgéao por alimento, parceiros, etc).

Os grupos do presente estudo exploraram a periferia da arena com maior
intensidade que a regido central. De fato, exceto pelo grupo SEL jovem, a
exploracdo da regidao central foi praticamente nula para os demais grupos.
Adicionalmente, o grupo SEL jovem apresentou atividade exploratéria muito mais
intensa que a atividade em idade adulta, tanto na periferia, quanto no centro da
arena. A atividade exploratéria do grupo SEL jovem também foi maior que a

atividade dos outros grupos, jovens ou adultos, inclusive do grupo GO1. As
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diferencas entre os grupos de ratos jovens SEL (capturados) e GO1 (nascidos em
biotério) podem ter sido devidas aos ambientes diferentes nos quais eles se
desenvolveram ou a um efeito especifico do estresse da captura. Estas diferencas
nao foram observadas na idade adulta, possivelmente, devido a habituacdo ao
cativeiro. Os ratos Wistar também diferiram quanto a idade, aumentando a
exploracdo quando adultos. Embora a diferenca entre os ratos Wistar jovens e
adultos tenha sido pequena, é interessante notar que ela foi oposta a observada
no grupo SEL, reforcando a possibilidade de diferencas especificas no
desenvolvimento ontogenético da atividade exploratéria destas linhagens. O grupo
FO1 apresentou atividade exploratéria periférica levemente inferior aquela dos
grupos SEL adulto e G01, nao diferindo dos ratos Wistar. A atividade exploratéria
central do grupo FO01 também foi inferior a destes grupos, sugerindo uma
determinacao poligénica deste comportamento, com contribuicdo de ambas as
linhagens progenitoras.

A utilizagao do labirinto em cruz elevado no presente protocolo experimental
foi de fundamental importancia para confirmar a similaridade comportamental dos
SHR do nosso biotério com aqueles de outras procedéncias. Tal como ja havia
sido demonstrado em estudo anterior (Nakamura-Palacios et al., 1986), 0s nossos
SHR apresentaram alta atividade exploratéria dos bragos abertos, confirmando os
dados da literatura. Cabe salientar que os nossos SHR também apresentaram
déficits de aprendizagem em testes de meméria (Nakamura-Palacios et al., 1986).
No presente estudo, os SHR apresentaram um padréo de exploragao inverso ao
padrao classicamente descrito para os ratos WKY, explorando os bragos abertos

por mais tempo que os bragos fechados.
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Diferengas acentuadas entre as linhagens também foram observadas no
teste do corredor. Em particular, os ratos Wistar apresentaram atividade
exploratéria, distancia de alerta e amplitude de fuga acentuadamente menores que
aquelas dos demais grupos. Em contraste, os ratos SEL, GO1 e FO1 apresentaram
comportamentos virtualmente idénticos e limiares reduzidos de defesa (ou seja,
distancia de alerta e amplitude de fuga maiores). Os ratos selvagens, capturados
ou nascidos em biotério, exploraram o0 ambiente com maior intensidade,
possivelmente, devido as motivagdes mais acentuadas de mapear o ambiente
desconhecido a procura de rotas de fuga, protecdo, parceiros de um ou outro
sexo, e alimentos. Por outro lado, a similaridade do comportamento dos ratos FO1
e das linhagens selvagens puras (SEL e G01) indica a dominancia do fendtipo
selvagem neste tipo de teste. Notavelmente, a exploracédo do corredor, a distancia
de alerta e a amplitude de fuga dos ratos SEL, G01 e FO1 foram 10 vezes maiores
que os respectivos registros do grupo Wistar, sugerindo um claro efeito da
domesticacdo. Saliente-se, neste caso, que as Uultimas respostas, que sao
caracteristicas da exposicdo dos ratos a um predador, estdo diretamente
relacionadas as respostas obtidas por estimulacdo da MCPA. No presente
modelo, em que o predador esta sempre a vista, a distancia de alerta foi idéntica a
amplitude de fuga. Ou seja, a presa fugia até o final do corredor assim que
detectava a aproximacgao do experimentador, resultando em valores iguais para 0s
dois parametros. Este paradigma é diferente dos corredores retangulares ou ovais
utilizados por Blanchard e colaboradores (1981, 1990). Nestes, o experimentador
surpreende a presa, resultando numa distancia de alerta inferior (3 m). A

amplitude de fuga também era menor (3 m), pois a presa fugia para o lado oposto
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do corredor oval (ou retangular) até o ponto em que perdia o experimentador de
vista. Portanto, a diferenca dos modelos parece explicar a diferenca dos
resultados. Ao contrario da alta reatividade dos ratos selvagens, os ratos Wistar
limitavam-se a explorar poucos metros do corredor e nao reconheciam a
aproximacdo do experimentador como ameagadora, prosseguindo em suas
atividades exploratérias até a virtual ocorréncia do contato fisico.

Embora ndo tenhamos verificado a influéncia do sexo nestes experimentos,
os resultados acima demonstram a influéncia marcante da linhagem, ambiente e
experiéncias anteriores, por exemplo, a captura ou o desenvolvimento inicial em
ambiente natural, nas respostas exploratérias da arena, no teste do corredor e no
LCE, bem como um forte efeito da ‘domesticacdo’ na linhagem Wistar devida as

pressoes dirigidas de selecao da criagdo em biotérios.

5.2. LIMIARES DAS RESPOSTAS DE DEFESA INDUZIDAS POR
ESTIMULACAO DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL NOS RATOS

WISTAR MACHOS, WISTAR FEMEAS E ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS

Os efeitos do sexo e da linhagem também foram revelados para a
estimulacdo elétrica da MCPA, uma area reconhecidamente envolvida na
deflagracdo das respostas de defesa, bem como dos seus componentes
autondmicos. Comparados aos WISm, os grupos WISf e SHR apresentaram
limiares mais elevados para a maioria das respostas de defesa. A Unica excecao
foi a resposta de galope dos ratos WISm e WISf que apresentaram os mesmos

limiares. Esta auséncia de influéncia do sexo na resposta de galope é notavel,
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uma vez que esta é uma resposta critica do comportamento de defesa do rato.
Portanto, os presentes resultados aconselham a investigacao da influéncia do
sexo em animais castrados, ou através da monitoracao do ciclo reprodutivo das
fémeas. Por fim, a frequéncia reduzida da resposta de defecacéo dos grupos WISt
e SHR nao permitiu o ajuste das curvas de limiares. Tampouco foram observadas
diferencas entre grupos para as freqiéncias maximas de resposta de defecacao.
O grupo SHR demonstrou limiares mais elevados para todas as respostas
de defesa que o grupo WISm. Adicionalmente, exceto pelas respostas de
imobilidade e trote dos SHR, que néao diferiram do grupo WIS, os limiares dos
SHR também foram mais elevados que os observados nas fémeas. Devido ao seu
desempenho no LCE, acredita-se que a linhagem SHR seja menos ansiosa que a
Wistar. Deakin e Graeff (1991) propuseram que as respostas de defesa induzidas
por estimulacdo da MCPA séao similares aos ataques de péanico e que estes séao
inibidos pela ansiedade. Com base nesta hipétese e no “perfil ndo-ansioso” dos
grupo SHR, esperavamos que seus limiares fossem inferiores aos dos ratos
Wistar, fato que ndo se confirmou. Ao contrario, os SHR apresentaram limiares
mais elevados, contradizendo a hipétese de Deakin e Graeff (1991).
Alternativamente, nossas premissas podem estar incorretas, ou seja, o SHR néo é
menos ansioso que os ratos WKY, ou a reacdo de defesa por estimulacdo da
MCPA ndo é modelo adequado de ataques de panico. E importante notar, no
entanto, que a ultima premissa é parte integrante do modelo teérico de Deakin e
Graeff (1991) e é apoiada por inUmeras evidéncias experimentais, inclusive, do

nosso laboratério , (Schenberg et al., 2001, Vargas e Schenberg, 2001).
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5.3. LIMIARES DAS RESPOSTAS DE DEFESA |INDUZIDAS POR
ESTIMULACAO DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL NOS RATOS

WISTAR MACHO, WISTAR MACHO APOS ETER E RATOS SELVAGENS

O trabalho com ratos selvagens, capturados ou nascidos em biotério, exigiu
a utilizacao de anestesia superficial para o seu manuseio. Portanto, incluimos um
grupo controle de ratos Wistar que foram submetidos ao mesmo procedimento de
anestesia com éter etilico. Embora o éter seja um anestésico geral, a exoftalmia
foi a Unica resposta que apresentou aumentos dos limiares uma hora ap6s a sua
administracdo. Surpreendentemente, os limiares de galope e salto foram inferiores
aqueles do grupo WISm, sugerindo um efeito “excitatério” tardio do éter. Embora
existam hip6teses sobre o mecanismo de acdo dos efeitos anestésicos do éter
etilico, os mecanismos dos efeitos excitatérios tardios sobre as respostas de
galope e salto sédo totalmente desconhecidos. Entretanto, efeitos euforizantes e
alucinatérios do éter, que constituem a base de sua dependéncia quimica, foram
descritos no final do século XVIII, muito antes da descoberta de suas propriedades
como anestésico geral (Krenz et al., 2003). Nao obstante, o efeito facilitatorio
seletivo do éter sobre as respostas de galope e salto sugere uma maior
susceptibilidade dos sistemas neurais que controlam estas respostas a esta
substancia. Em todo caso, a auséncia de efeitos na maioria das respostas e a
facilitacao do galope e salto, bem como o aumento apenas moderado (22%) dos
limiares de exoftalmia, ndo sugerem a presenca de efeitos sedativos proeminentes

do éter em ratos Wistar, uma hora apds sua administragéao.
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Similarmente aos grupos WISf e SHR, os ratos SEL apresentaram limiares
mais elevados que os WISm para todas as respostas de defesa. Com excecao
das respostas de exoftamia e trote, os ratos SEL também apresentaram limiares
mais elevados que aqueles do grupo WISmE. Os limiares mais elevados dos ratos
SEL sdo surpreendentes dada a maior reatividade dos mesmos no teste do
corredor, no qual apresentaram limiares de alerta e fuga 10 vezes menores que 0s
ratos Wistar. Como a MCPA parece ser a estrutura mais caudal do sistema de
defesa, a reatividade acentuada dos ratos SEL a aproximacao do experimentador
parece ser devida as estruturas supra-mesencefalicas responsaveis pelo
reconhecimento do predador. Floyd et al., (2000) demonstraram que o cortex
orbitofrontal envia profusas projecdes para o hipotdlamo e a MCPA. Esta regido
frontal € composta por duas redes, orbital e medial, sendo a ultima o ponto de
saida das projecdes. No que diz respeito a MCPA, estas projecées formam tr~es
circuitos basicos direcionando-se, respectivamente, para as regides ventrolateral,
dorsolateral e lateral. Adicionalmente, dentre as colunas da MCPA, a coluna
dorsolateral parece ser a estrutura critica na deflagracao das respostas de defesa.
De fato, os limiares da MCPAdI a estimulacao elétrica e quimica com NMDA sao
inferiores aos limiares das demais colunas (Bittencourt, 2003, Bittencourt et al.,
2003). Adicionalmente, Floyd e colaboradores. (2000) mostraram que a MCPAdI
recebe aferéncias das divisdes caudais das areas pré-limbica e infralimbica e, em
particular, das areas dorsal e ventral do giro cingulado. As Ultimas recebem
aferéncias diretas e indiretas do cértex visual (Vogt e Miller, 1983) que parecem
estar envolvidas em processos de atencdo executiva, isto é, mecanismos de

atencéo-para-acao (Devinsky et al., 1995). O coliculo superior também pode ser
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responsavel pela inicializacdo (priming) da MCPA aos estimulos exteroceptivos
ameacadores (Blanchard et al.,, 1981, Redgrave e Dean, 1991). De fato, Blanchard
e colaboradores (1981) mostraram que a lesdo do coliculo superior praticamente
abole a resposta de fuga de ratos selvagens a aproximacao do experimentador
sem, no entanto, alterar a amplitude de fuga a um estimulo tactil. Portanto, as
aferéncias periaquedutais do coliculo superior e giro cingulado parecem operar
paralelamente em processos de atencao executiva e reconhecimento de estimulos
ameacadores (Bittencourt et al., 2003).

No entanto, os limiares mais elevados do grupo SEL também poderiam ser
explicados pelo estresse de captura ou pela maior susceptibilidade destes animais
aos efeitos sedativos do éter. De fato, a literatura é rica em exemplos de
profundas modificagcbes comportamentais de animais selvagens submetidos as
condicoes de cativeiro. Dependendo da espécie, a captura e o cativeiro podem ser
insuportavelmente penosos, podendo resultar em miopatia por estresse ou
faléncia renal (Harthoorn et al., 1974; Zbrozyna, 1976). Somente estudos
posteriores com ratos selvagens nascidos em biotério e estimulados sem o auxilio

de anestesia prévia com éter poderao responder a estas questoes.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no teste do corredor, no LCE e pela estimulacao elétrica da
MCPA sugerem fortes influéncias da linhagem dos ratos, do ambiente e da
experiéncia pregressa destes diferentes grupos de animais, contrariando as idéias

classicas de instinto e padrdo de acao fixa.

Confirmando nossas hipéteses anteriores, os ratos Wistar apresentaram alto grau
de domesticagdo, modificando grande parte de seu repertério comportamental,

principalmente no que diz respeito a fuga e exploracao.

A investigacao da influéncia ontogenética sobre o comportamento exploratério na
arena identificou algumas diferencas, principalmente, para o grupo de ratos SEL
jovens com alta locomocéo periférica e reduzida na regido central, respostas que

diminuem com a idade. O contrario foi observado no grupo GO1.

As influéncias do sexo foram confirmadas na estimulagédo elétrica da MCPA, na
qual o grupo WISt apresentou limiares maiores do que o grupo WISm, com
excecao para a resposta de galope, uma resposta vital no comportamento de

defesa. Tal fato sugere possiveis efeitos dos horménios sobre o comportamento.

A utilizacédo do éter etilico para manipulacao dos ratos selvagens pode ter afetado
seletivamente algumas das respostas que compdem o comportamento de fuga do

animal. Os limiares tanto do galope quanto do salto destes ratos foram reduzidos
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uma hora apds a recuperacdo com éter, sugerindo um efeito excitatério tardio

desta substancia.

Exceto para o teste do corredor, os ratos selvagens apresentaram limiares mais
elevados para todas as respostas de defesa do que os demais grupos. Alguns
possiveis fatores que explicam esta contraditéria condicdo seriam: 1) influéncia do
ambiente e experiéncia pregressa, ja que utilizamos apenas ratos capturados
neste experimento; 2) efeitos do éter; 3) efeitos do préprio estresse da captura e,
portanto, de hormoénios, sobre as respostas dos ratos; e, 4) principalmente,
influéncias de areas supra-mesencefélicas responsaveis pelo reconhecimento do

predador.
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7. RESUMO

A estimulacao da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) de ratos reproduz
um conjunto de respostas comportamentais defensivas, mais especificamente,
imobilidade (IMO), exoftalmia (EXO), trote (TRT), miccao (MIC), defecacao (DEF),
galope (GLP) e saltos (SLT). O presente estudo averiguou a influéncia dos fatores
genéticos, ambientais e sexuais nos limiares destas respostas. Para tal, utilizou-se
ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos manuseados com éter (WME) e
sem éter (WM), fémeas (WF) ou espontaneamente hipertensos (SHR) e selvagens
(Rattus norvegicus sp.) capturados (SEL) e criados em biotério (HBR e FO1).
Foram implantandos eletrodos na MCPA dos ratos dos grupos WM (20), WME
(21), WF (20) e SEL (14). Posteriormente, os ratos foram colocados numa arena
circular de 60 cm de didmetro e altura e estimulados com pulsos senoidais (0-70
uA, 60 Hz). Os registros comportamentais foram feitos de forma binaria,
registrando a ocorréncia ou auséncia das respostas. Os grupos WM, SEL e HIB
(cruzamento de Wistar e selvagem) foram submetidos ao teste de corredor que
verificava a reatividade do animal ao predador (aproximagéo do experimentador),
bem como a exploracdo do local por um periodo de 10 minutos. A fim de
comprovar as diferencas comportamentais entre a linhagem SHR e a Wistar,
utilizamos o labirinto-em-cruz-elevado (LCE), contabilizando o nimero de entradas
nos bragos abertos e fechados, bem como o tempo de permanéncia nestes. Por
fim, os ratos dos grupos WM, SEL, FO1 e HBR foram submetidos, quando jovens e

quando adultos, ao teste exploratério da arena (a mesma utilizada na estimulacao



93

elétrica da MCPA), na qual registrou-se o numero de locomog¢ao nos quadrantes
periféricos, bem como na regiao central.

Os resultados foram analisados por meio do modelo logistico, fornecendo
curvas de probabilidade de resposta e as intensidades medianas da populacao
(Iso). O comportamento dos grupos envolvidos no teste de exploragdo da arena
apresentaram diferencas estatisticamente relevantes, tanto em relagcdo a
exploracao periférica, quanto a exploragdo central. As diferengas na exploragao
periférica deveram-se a linhagem e a interagcdo desta com a idade, com os
maiores valores sendo observados para o grupo SEL jovens, seguido pelos
grupos FO1, HBR e, por ultimo, WM. No teste do corredor, observou-se limiares
reduzidos tanto para alerta quanto para a resposta de fuga ao predador para os
grupos SEL, FO1 e HBR, o que nao ocorreu para o grupo WM. O grupo SHR,
como esperado, apresentou maior niumero de entradas nos bracos abertos do
LCE, bem como maior tempo de permanéncia nestes, condicdo oposta no grupo
WM, confirmando um nivel de ansiedade possivelmente inferior nestes animais.

Na estimulacdo elétrica da MCPA, todas as respostas de defesa foram
observadas para todos os grupos. No entanto, a resposta de defecacao, em todos
0s grupos estimulados eletricamente, ndo forneceu ajustes significantes. Todas as
respostas de defesa diferiram significativamente em relagcdo ao grupo WM. Ao
compararmos os grupos WM, WF e SHR, observamos, para todas as respostas,
exceto para o GLP do grupo WF, limiares mais reduzidos para o primeiro grupo. O
grupo SHR apresentou limiares mais elevados para as demais respostas, exceto

para o trote quando comparado ao grupo WF.
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Os resultados obtidos no teste de exploragdo da arena apresentam
diferencas entre os grupos SEL jovens e FO1 podem ter sido devidas aos
ambientes diferentes nos quais eles se desenvolveram ou a um efeito especifico
do estresse da captura. Estas diferencas nao foram observadas na idade adulta,
possivelmente devido a habituacdo ao cativeiro. Adicionalmente, a inversdo das
respostas entre os grupos WM e SEL reforca a possibilidade de diferencas
especificas no desenvolvimento ontogenético da atividade exploratéria destas
linhagens. No o teste do corredor, por sua vez, encontramos diferentes perfis
motivacionais entre as linhagens, e ainda, indica uma dominancia do fendétipo
selvagem neste tipo de teste, fato este comprovado, principalmente, pelas
respostas dos grupos FO1 e HBR, ou seja, que nao tiveram nenhum tipo de
experiéncia pregressa em abiente natural .

Os resultados obtidos nas sessdes de estimulacdo elétrica da MCPA
apontam para possiveis efeitos do sexo e da linhagem, particularmente para uma
auséncia da influéncia do sexo na resposta de GLP (WM x WF), uma vez que esta
€ uma resposta critica do comportamento de defesa do rato. Tais resultados
aconselham futuras investigacde sobre a influéncia de hormbnios nos animais do
grupo WF. Os limiares mais elevados apresentados pelo grupo SHR contradizem
a hipotese de Deakin e Graeff (1991), a qual afirma que elevados niveis de
ansiedade inibem ataques de panico, que sdo mimetizadas pelo nosso modelo
experimental. Com relacdo as sessdes de estimulagdes dos grupos WM, WME e
SEL, notoriamente, o grupo SEL apresentou limiares mais elevados para todas as
respostas de defesa quando comparados aos outros dois grupos, sugerindo

possiveis efeitos do éter, assim como, o proprio estresse da captura e cativeiro,
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além de influéncias de areas supra-mesencefalicas sobre as respostas de defesa.
O conjunto destas respostas apontam para a indiscutivel influéncia de fatores
ambientais, genéticos e de experiéncia prévia sobre a funcionalidade da MCPA
resultando em comportamentos defensivos com uma maior dilatagéo estimulatéria,
possivelmente resultante de uma diferente avaliagdo do perigo oferecido pela
estimulacdo ou pelo ambiente. Além destas respostas quantitativas, outras
respostas qualitativas foram claramente observadas neste grupo de animais, como
por exemplo, a agressividade intraespecifica e interespecifica, aversdao a
ambientes iluminados e baixa tolerancia a substancias como o éter e o hidrato de

cloral.
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8. ABSTRACT

Stimulation of dorsal periaqueductal gray matter of rats produces defensive
responses of immobility (IMO), exophthalmus (EXO), trotting (TRT), micturition
(MIC), defecation (DEF), running (RUN) and jumping (JUM). The present study
appraised the importance of genetic, environmental and sexual factors in the
threshold of these defensive responses. The groups of rats were divided in male
(WM), with and without ether anestesic induction (WME), and female (WF) Wistar
rats, spontaneously hipertensive rats (SHR) (Rattus norvegicus albinus), or wild
rats (Rattus norvegicus sp.) (WR) trapped in natural environment and born in lab
(FO1 and HBR).

Rats were implanted with electrodes aimed to the periaqueductal gray
matter (WM=20, WME=21, WF=20, SEL=14)), and stimulated with electrical sine-
wave pulses (0-70 uA, 60 Hz) in the open-field (60cm). Threshold curves were
modeled through the logistic model, affording population estimates of median
intensities, recording the ocurrance or not of the behavior. The WM, SEL and HBR
groups were submited to the corridor test to estimate the exploratory and defensive
responses. The SHR and WM groups were submited to the plus-maze test to
prove the typical SHR exploratory responses in the open arms. The number of
exploratory behaviors in the open arms and closed arms, and the time expended in
those explorations were recorded. The WM, SEL, FO1 and HBR groups were
submited to the arena test when young and adult ages, recorded the locomotion

throught the central and peripheral areas to the open-field.
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The WM, SEL, FO1 and HBR groups revealed marked differences in the
arena test. These differences showed some possibly influence of strain and age,
with the highests values to the SEL young group, and FO1 and HBR groups. In the
corridor test, reduced thresholds were observed to the defensive and exploratory
responses to the SEL, FO1 and HBR groups. The opposite were recorded to the
WM group, sugesting marked influence of domestication. The SHR group showed
highest number of enters in the open arms and expended many time in the
exploration, like usually do. The opposite condition were observed in the WM
group.

To the the stimulation of dorsal periaqueductal gray matter, defensive
responses were all observed whatever rat group. However, defecation responses
lacked significant fit. Apart from the jumping response of WF rats, thresholds of
remaining behaviors were significantly lower for WM rats. Thus, compared to this
group, WF rats showed moderate threshold increases for IMO and JUM.
Thresholds of defensive somatic responses of SHR and WR groups showed
marked mean increases as compared to WM rats. There were also marked
threshold increases for EXO in WR group. The present data suggest that both sex
and genetic factors influence the defensive responses induced by electrical
stimulation of PAGd.

The results of the arena test revealed differences in the young SEL group
and FO1 group. These differences coming of the strike differents environments that
the two groups developed, or proper the stress capture effect. These result don’t
occurred to the adult age of both groups, indicated a kind of habituation behavior to

the captivity. Moreover, the opposite results of the WM and SEL groups reinforced
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the specifics differences in the ontogenetic development of the exploratory
behavior in these strains. The corridor test revealed quit different motivational
profiles that are too variable among the strains, yet the results of these test
indicated some phenotypic dominance specially to the responses of the FO1 and
HBR groups (the groups that havent any kind of experience in the natural
environment).

The results obtained in the intracranially electrical estimulation sessions to
point out to possibles effects of the sex and strains and an absence of sex
influence in the GLP responses (WM and WF groups), a very important component
of the rat defensive behavior. These results adivise for future investigations about
the hormone influence in the female rats (WF group). The highests thresholds
showed by SHR group contradict the Deakin & Graedd hypothesis (1991), that
assert that highests levels of anxiety state inhibited panic attacks. These panic
attacks are revealed in our experiments with defensive behavior, an animal model
to human experience of these attacks.

The SEL group showed highests thresholds when compared with WM and
WME groups for all defensive responses. The same thing don’t occurred with other
both groups, suggesting possibles ether effects and the effect of the capture stress
and captivity environment. Other possibility is the influences of
supramesencephalic projections to the PAG. The set of these responses to point
out to indisputable influences of environment factors, genetic factors and learning
(experience) in the PAG functions. The defensive behaviors assumed highests
thresholds because the rats developed different risk acessment behavior or and

differents environments (stress and lab). Besides these quantitative responses,
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other qualitative responses were obtained in these groups, e.g, the agonistic
behavior, the aversion to the shinning places and the low tolerance to some

substances like ether and cloral hydrate.
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APENDICE 1: PLANILHA DE REGISTRO DOS ITENS COMPORTAMENTAIS
OBSERVADOS DURANTE SESSOES DE ESTIMULAGAO COM VARIACAO DA
INTENSIDADE DE UM PULSO SENOIDAL NOS DIFERENTES RATOS.

Rato N2: _ 04 Peso: _250g Responsavel: Raner Pévoa

Localizacao do eletrodo: _Matéria cinzenta periaquedutal dorsal
Data de implante: 12/02/2002 Data de perfusao: _03/03/2002

Coordenadas Zero Variagao Implante
Anteroposterior 53.7 -7.2 46.5
Lateral 13.5 -0.7 12.8
Vertical 21.0 -4.8 16.2
HA 0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70

Dormir X

Repouso X

Olfagdo X X X

Esquadrinhar X X X

Autolimpeza

Levantar X X X

Marcha X X

Exoftalmia X X X

Imobilidade X X X X X

Mistacioplegia

Defecacao X X

Miccao X X

Trote X X

Galope X X

Salto X

Obs.:
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APENDICE 2: PLANILHA DE REGISTRO DAS FREQUENCIAS RELATIVAS
(FR) E ACUMULADAS (FA) DE UM iTEM COMPORTAMENTAL

Grupo: SHR Resposta: imobilidade Local: MCPAd
Sesséo: 1 Responsavel: Raner

RATO 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
1 1

3 1

4 1

21 1
24 1

27 1

29 1

35 1

40 1

41 1
44 1

47 1
48 1
49 1
50 1

52 1

61 1

63 1

65 1

66 1

FR o o o 1 2 3 1 1 2 3 2 2 3 0 o0
FA 0O 0 0 1 3 6 7 8 10 13 15 17 20 20 20
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APENDICE 3: PLANILHA DE REGISTRO DO DESEMPENHO DOS RATOS NO
LABIRINTO EM CRUZ-ELEVADO E NO SETOR CENTRAL DA ARENA

Rato Braco Fechado Braco Aberto ARENA DATA
Entradas: 5 Entradas: 0
1 Tempo: 4’41” (2817) Tempo: 0 4 12/09/02
%: 93 %:0
Entradas: 6 Entradas: 0
2 Tempo: 3'52” (232”) Tempo: 0 6 12/09/02
%: 77 %: 0
Entradas: 1 Entradas: 0
3 Tempo: 4’57” (297”) Tempo: 0 0 12/09/02
%: 99 %:0
Entradas: 5 Entradas: 3
4 Tempo: 4'08” (248”) Tempo: 05’ 1 12/09/02
%: 82 %: 1.4
Entradas: 2 Entradas: 0
5 Tempo: 4'50” (290”) Tempo: 0 7 12/09/02
%: 96 %: 0
Entradas: 2 Entradas: 1
6 Tempo: 4'22” (262”) Tempo: 06” 11 12/09/02
%: 87 %: 2
Entradas: 2 Entradas: 5
7 Tempo: 42” Tempo: 2'09” (129”) 12 19/09/02
%: 14 %: 43
Entradas: 1 Entradas: 4
8 Tempo: 30" Tempo: 3’117 (191”) 11 19/09/02
%: 11 %: 63
Entradas: 4 Entradas: 2
9 Tempo: 4'08” (248”) Tempo: 33" 15 19/09/02
%: 82 %: 11
Entradas: 5 Entradas: 5
10 Tempo: 1’58” (108”) Tempo: 1’33” (93”) 4 19/09/02
%: 36 %: 31




