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RESUMO

COMPORTAMENTOS EXPLORATORIOS, PREDATORIOS E AGONISTICOS
DE RATOS WISTAR, SELVAGENS (Rattus norvegicus sp) E LINHAGENS
DERIVADAS. Pdévoa, R.M.F, Laboratorio de Neurobiologia, Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal do Espirito Santo.
Os comportamentos de agressdo e defesa tém uma funcdo crucial na
sobrevivéncia da espécie, tanto no que diz respeito a defesa dos membros
contra predadores quanto em relagdo a conquista de um territério e
estabelecimento de hierarquias sociais. Contudo, estes comportamentos foram
grandemente atenuados, ou quase abolidos, nas linhagens domesticadas para
fins de pesquisa. Portanto, os estudos abaixo foram realizados para examinar
as diferencas destes comportamentos entre linhagens selvagens e
domesticadas do rato noruegués (Rattus norvegicus).
Estudo I) O comportamento predatério € aquele no qual o animal captura,
mata e ingere a presa. O presente estudo comparou o comportamento de
predacdo de camundongos de ratos selvagens, domesticados ou hibridos.
Foram utilizados ratos selvagens (SEL, Rattus norvegicus sp), Wistar (WIS),
ratos espontaneamente hipertensos (SHR), Wistar-Kyoto (WKY) e hibridos
WIS/SEL (HBR) privados de alimentos por um periodo de 48 horas foram
confrontados com os seguintes alvos: 1) um camundongo vivo, 2) um
camundongo morto que foi empalhado com as presas expostas na postura de
boxear, 3) um camundongo recém-morto por deslocamento cervical e, 4) um
camundongo morto, porém, congelado. Os confrontos foram registrados por 5
minutos por meio de duas filmadoras. A frequéncia das respostas foi obtida
pela analise dos videos em camera lenta. A duracao da ingestao e a freqiéncia
de ataques/mordidas foram examinadas por ANOVA seguida de testes-t de
Bonferroni. As correlacbes entre os comportamentos agressivos foram
examinadas por andlise de fator. Os resultados sugerem que:

1. Embora privados de alimento por 48 h, a fome contribuiu de forma

secundaria para o muricidio.
2. As linhagens tém alvos preferenciais e diferiram marcadamente em

relacdo ao mesmo alvo.
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3. Alinhagem SEL foi a Unica que atacou e mordeu todos os alvos.

4. A analise de fator da agressdao muricida sugere a existéncia de 2
fenétipos, (a) carnivoro (SEL), que ataca preferencialmente o
camundongo vivo e (b) carniceiro (WIS, SHR e WKY), que prefere os
camundongos mortos.

Estudo Il) Este estudo comparou o comportamento exploratério de ratos
machos e fémeas das linhagens WIS, SEL, HBR, SHR e WKY e hibridos
provenientes do retrocruzamento dos HBR com os SEL (SHB), na arena e no
labirinto-em-cruz elevado . O tempo despendido na exploracdo dos bracos
aberto e fechado e o nimero de entradas nos bracos aberto e fechado foram
registrados durante um periodo de 5 minutos. Na arena registrou-se a atividade
locomotora total bem como a exploracdo da periferia (peritaxia) e do centro
(centrotaxia) durante 10 min. Os dados foram comparados por ANOVA para 2
vias seguida de testes-t de Bonferroni. Os dados sugerem que:

1. Exceto pela defecacédo acentuada das fémeas WIS e SHR, a exploracao
da arena foi bastante similar para ambos os sexos.

2. Nao foram observadas diferencas na peritaxia de machos e fémeas para
nenhuma linhagem estudada.

3. Os ratos WKY apresentaram os menores valores de peritaxia e
centrotaxia.

4. A Unica diferenca no labirinto-em-cruz elevado foi a porcentagem menor
de entradas no braco aberto das fémeas SHR.

5. As linhagens WIS e SEL exploraram o labirinto de forma similar,
apresentando os niveis mais elevados de ansiedade.

6. Os ratos SHR, WKY e SHB foram os menos ansiosos, enquanto os ratos
HBR apresentaram niveis intermediarios.

7. O presente estudo justifica o desenvolvimento de linhagens
endogamicas de ratos selvagens para fins de pesquisa da ansiedade.

Estudo Ill) No estudo anterior verificamos que o desempenho na arena e LCE
difere tanto em relacao as linhagens quanto em relagdo ao sexo. No presente
estudo examinamos o mesmo conjunto de dados quanto as correlagoes entre
os comportamentos da arena e LCE. Os procedimentos e as variaveis foram os

mesmos do Estudo Il. Contudo, ao invés da comparacdao da magnitude das



respostas na arena e labirinto, utilizou-se a analise de fator para examinar as
correlacdes entre as variaveis. As principais conclusdées foram as seguintes:

1. A CENTROTAXIA correlacionou-se exclusivamente com atividade nos
ratos SEL e SHR, e com ansiblise nos ratos HBR.

2. Nas linhagens WIS e SHB, a CENTROTAXIA correlacionou-se tanto
com atividade quanto ansidlise.

3. A CENTROTAXIA carregou forte e positivamente com atividade nos
machos SHR, mas com sedacdo nas fémeas, revelando um claro
dimorfismo sexual nesta linhagem.

4. A CENTROTAXIA carregou forte e positivamente com a atividade de
machos e fémeas WIS, mas com sedacédo nas fémeas WKY.

5. O comportamento dos ratos machos das linhagens WIS e SHR é
controlado, predominantemente, pela ansiedade e das fémeas pela
atividade.

6. A exploragdo dos bragos abertos das fémeas WIS correlacionou-se
positivamente com a peritaxia, mas inversamente com a centrotaxia,
sugerindo que as fémeas mais ativas entram mais vezes (e
permanecem por um tempo maior) nos bragos abertos do labirinto.

7. A exploragdo do braco aberto e a peritaxia das fémeas WIS
correlacionaram-se inversamente com ansiedade, sugerindo a influéncia
inibitéria da ansiedade na exploracao da arena.

8. A defecacao foi a resposta mais variavel, carregando em atividade nos
ratos SHR e HBR, em ansiedade nos WIS, ansidlise nos SEL e em
nenhum fator nos WKY e SHB.

9. Na andlise por sexo, a defecacdo sé carregou em ansiedade nos
machos SHB, mas correlacionou-se forte e positivamente com ansidlise
de machos e fémeas SEL.

10.Estes resultados sugerem que a defecacdo dos ratos SEL seja mais
relacionada a exploragdo (demarcacado territorial) que a
‘emocionalidade’.

11.Nos ratos WIS, SEL e SHB de ambos os sexos e fémeas SHR foi
observada uma correlagdo inversa de peritaxia e entradas nos bracos
fechados, sugerindo que os ratos mais ativos na arena sejam menos

ativos nos bracos fechados do labirinto.
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12.A ansiedade foi a influéncia predominante no comportamento dos
machos e fémeas SEL e HBR. Contudo, enquanto a exploragdo do
braco aberto carregou forte e negativamente em ansiedade, o tempo no
brago fechado carregou em sedagao.

13.A caracteristica mais importante dos ratos SHR foi a segregacao
completa das variaveis do LCE e arena nos fatores ansiedade e
atividade, respectivamente.

Estudo 1IV) O comportamento exploratério é essencial para a sobrevivéncia
pois aumenta a possibilidade do animal de encontrar alimento, agua, parceiro
sexual e abrigo contra predadores. O presente estudo investigou o0s
comportamentos exploratério e de agressdao defensiva no teste do corredor
linear, em ratos SEL, HBR e SHB. Adicionalmente, avaliou as alteracdes
nestes comportamentos ao longo de 9 geracoes. Os ratos foram privados de
alimento por 48 h antes do teste do corredor para facilitar o comportamento
exploratério. O corredor tinha cerca de 40 m de comprimento por 1 m de
largura e era dividido em se¢des de 1 m com fitas indicando a metragem. Ao
final havia uma barreira com 1 m de altura. No dia do teste, os ratos eram
introduzidos na extremidade de um corredor e observados por 10 minutos pelo
experimentador imével. Em seguida, este aproximava-se do rato na velocidade
de 1 m/s, parando toda vez que o rato orientava-se em sua direcdo, registrando
0 numero de quadrantes entre ele e o rato, bem como os quadrantes
percorridos pelo animal durante a fuga. Terminado o teste, o experimentador
encurralava o rato no final do corredor e registrava os comportamentos de
agressao defensiva. As respostas de exploracao, deteccao, fuga, perseguicao
ao experimentador das diversas linhagens foram comparadas por ANOVA
seguida de testes-t de Bonferroni. Os efeitos da hibridizacdo ao longo de 9
geracdes de ratos HBR foram analisados por ANOVA para medidas repetidas
seguida de contrastes lineares para interagdes entre geracdes e linhagem. As
principais conclusdes foram as seguintes:

1. As linhagens diferiram significantemente quanto as respostas de
explorar, fugir e, mais acentuadamente, salto e perseguir, mas nao
diferiram quanto a resposta de deteccao.

2. Os ratos SEL apresentaram um numero significativamente maior de
saltos de ataque e perseguicoes que os ratos HBR e SHB.
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Contudo, a amplitude de fuga dos ratos HBR foi significativamente maior
que a dos ratos SEL.

As respostas de exploragcédo, deteccao, fuga e salto de ataque foram
atenuadas ao longo de 10 geracgdes de ratos HBR.

O teste do corredor linear foi capaz de detectar diferencas significativas
nos comportamentos agressivo e exploratério tanto em relacdo as

linhagens quanto as geragdes.

Estudo V) Este estudo utilizou o paradigma residente-intruso para examinar as

diferencas nos comportamentos de agressao territorial dos ratos SEL, WIS e

HBR. Os ratos das linhagens mencionadas eram alojados individualmente

(residentes) numa caixa de madeira com teto e frente de vidro e assoalho

coberto com maravalha. Apés um periodo de 5 dias, introduzia-se outro rato

(intruso), das linhagens mencionadas, e registrava-se os comportamentos por 2

minutos, por meio de cameras dentro e fora da caixa.

1.

Os comportamentos de aproximar, ameaca lateral, perseguir e salto de
ataque foram Uunica ou majoritariamente emitidos pelos ratos SEL
residentes.

Os comportamentos de submissao, fuga de galope, fuga de trote e
ataque supino foram Unica ou predominantemente exibidos pelos ratos
SEL intrusos.

Embora mais frequientes nos ratos SEL residentes, os comportamentos
de gritar, morder, boxear, chiar e expor presas foram apresentados tanto
por residentes quanto intrusos.

Os ratos SEL intrusos nao apresentaram o comportamento de
aproximacao.

O Fator-I carregou forte e positivamente em ameaca lateral, salto de
ataque, fuga de trote e boxear, representando o repertério fundamental
do rato SEL residente.

O Fator-1l carregou positivamente em aproximar e expor presas (itens
ofensivos), mas negativamente em boxear e fuga de trote (itens
defensivos), sugerindo que os ultimos sejam os itens de defesa do
residente SEL aos contra-ataques dos intrusos da mesma linhagem.
Chiar correlacionou-se tanto com os itens ofensivos (salto de ataque)
quanto defensivos (boxear) do rato SEL residente
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8. Morder correlacionou-se com perseguicdo, mostrando que a
perseguicao ao rato intruso freqlientemente resulta em danos fisicos.

9. Nos ratos SEL intrusos, o Fator-I carregou forte e positivamente nos
comportamentos de fuga de trote e morder, sugerindo que as mordidas
sao o recurso final a perseguicao do residente.

10.0 Fator-1l dos intrusos carregou positivamente em submissdo, mas forte
e negativamente em ataque supino e fuga de galope, indicando que as
tendéncias submissivas inibem as ultimas respostas.

11.0 Fator-lll mostrou uma correlacao inversa das respostas de morder
com chiar, boxear e submissao, sugerindo que as ultimas desempenham
fungdes ‘apaziguadoras’.

12.0s fatores principais dos WIS intrusos correlacionaram-se forte e
positivamente com as variaveis de defesa ou agressao defensiva (fuga
de trote, boxear e ataque supino).

13.0 Fator-1l revelou uma correlagdo inversa de aproximar (ofensa) e
submissao (defesa). Como a aproximacao ndo ocorreu no intruso SEL, o
rato WIS €& menos ansioso ou tem dificuldades em reconhecer o
residente hostil, ou ambas as coisas.

14.Por fim, o Fator-lll associou fuga de galope a resposta de morder,
sugerindo que a mordida € um recurso do rato WIS encurralado pelo
residente.

15.Nos HBR intrusos, a fuga de trote correlacionou-se positivamente com
gritar e morder (Fator-I) mas, negativamente com boxear e submisséo
(Fator-Il). Portanto, enquanto oFator-1 corresponde a defesa ativa do
HBR intruso, o Fator-Il representa comportamentos apaziguadores, na
qual a fuga (recuo) de trote é substituida por boxear e submisséao.

16.Ao0 contrario dos ratos WIS, a aproximagdo dos HBR intrusos ao
residente correlacionou-se com gritar, indicando o reconhecimento do
rato hostil.

17.Curiosamente, enquanto gritar ndo carregou em nenhum fator dos
intrusos SEL e WIS, chiar carregou no Fator-lll dos intrusos SEL.
Portanto, a resposta de gritar dos HBR pode ser o resultado da
hibridizacao pela modificagdo da resposta de chiar dos seus ancestrais
SEL
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Estudo VI) A estimulacéo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD) de ratos produz as respostas de defesa de exoftalmia, imobilidade
tensa, miccao, defecacao, trote, galope e saltos. O presente estudo avaliou as
diferencas destas respostas em ratos machos WIS, SEL, HBR, SHR e WKY
(n=20/grupo). Ratos com eletrodos na MCPD foram estimulados com pulsos
senoidais de intensidades crescentes (0-70 pA, 60 Hz). As intensidades
medianas (lso) limiares e a responsividade maxima (Rso, inclinacao da curva de
limiar em lsp) foram estimadas mediante a andlise logistica de limiares. As
curvas foram comparadas por testes de x? da razdo de verossimilhangas para
locacdo e paralelismo. Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significantes quanto a localizacao dos eletrodos das varias linhagens. Seguem
abaixo os principais resultados:

1. Notavelmente, os ratos WIS apresentam os menores limiares de defesa
a estimulacao da MCPD, e os SEL os maiores.

2. A defecacdo e micgao foram apresentadas por menos da metade dos
ratos WIS, SEL e HBR, mas foram virtualmente ausentes nos ratos
SHR.

3. Em contraste, a defecacgao foi apresentada por todos os ratos WKY.

4. Houve uma dupla-dissociacdo dos limiares e responsividade. Assim,
ratos WIS e SHR, que apresentaram os menores limiares foram os
menos responsivos (curvas rasas a esquerda). Em contraste, ratos SEL
e WKY, que apresentaram os maiores limiares, foram o0s mais
responsivos (curvas ingremes a direita).

5. O ratos WKY foram os Unicos que combinaram limiares reduzidos e
responsividade elevada para todas as respostas de defesa.

6. Nossos dados sugerem que os limiares baixos para deteccdo de
predadores (alta reatividade) dos ratos SEL nao se deve a MCPD.

7. Em contraste, a resposta imediata dos ratos a deteccdo do predador
(alta responsividade) deve-se as caracteristicas proprias da MCPD.

8. A linhagem WKY reune os elementos para um modelo genético da
comorbidade de panico e depressao.
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I. INTRODUGCAO GERAL

Charles Darwin (1859) ressaltou que a ‘luta pela sobrevivéncia’ é
a causa principal da selecao das espécies, tanto plantas quanto animais. A luta
pela sobrevivéncia implica em relacdes de interdependéncia entre as espécies
e, acima de tudo, na sua aptidao e bom éxito em deixar descendentes (Darwin,
1859). O sucesso de uma espécie dependera das vantagens advindas de
mutacdes que se transmitam ao longo de geragdes. Estas vantagens podem
advir do aprimoramento de sistemas fisiologicos homeostaticos ou de
comportamentos fundamentais a sobrevivéncia, tais como os comportamentos
alimentar, reprodutor, agressivo ou defensivo (Schenberg et al., 2005). Assim,
a selecdo age tanto nos aspectos morfolégicos quanto fisiolégicos e

comportamentais.

Embora a etologia tenha suas raizes no estudo admiravel de
Charles Darwin ‘A Expressdo das Emogbées no Homem e nos Animais’ (1872),
ela desenvolveu-se ao longo do século XX como a ciéncia da evolucao e
organizacdao do comportamento animal (Darwin, 1873). Como tal, a Etologia
interessa-se primariamente pela finalidade do comportamento em termos de
valor adaptativo. Contudo, a finalidade adaptativa do comportamento depende
da estrutura espaco-temporal dos atos envolvidos e dos estimulos naturais que
os eliciam (Schenberg et al., 2005). Além disso, a etologia também se interessa
pelos aspectos fisiologicos, motivacionais e de desenvolvimento do
comportamento, bem como das condigdes nas quais 0s comportamentos tém

maior probabilidade de ocorréncia (Schenberg et al., 2005).



Konrad Lorenz, um dos pais da etologia, foi um dos primeiros
autores a sugerir que o comportamento é controlado por ‘mecanismos
liberadores inatos’ (MLI) do (Lorenz, 1981). Segundo Lorenz, existe ‘um
aparato fisiolégico responsavel pela recepcado e reconhecimento dos estimulos
sensoriais mais importantes, e outro aparato comportamental responsavel
pelos padrées motores’ (1995). Estes mecanismos obedeceriam a um
programa genético que seria expresso no ato do nascimento ou em momentos
futuros sob circunstancias especificas da vida do animal, tal como ocorre, por
exemplo, no amadurecimento sexual sob influéncias hormonais e ambientais

(Lorenz, 1981).

Tinbergen, em sua obra classica ‘Um Estudo do Instinto’ (1951),
define instinto como um ‘mecanismo nervoso hierarquicamente organizado que
€ suscetivel de algum tipo de inicializacao, liberando e direcionando impulsos
de origem tanto interna quanto externa. Embora nao explicitamente, a
definigdo de instinto como um mecanismo nervoso ‘hierarquico’ j& implicava na
nocao de programa, ou seja, de uma sequéncia de comandos geneticamente
herdados que poderiam ser executados de forma praticamente automatica sob
a acao de estimulos desencadeadores especificos. Adicionalmente, Tinbergen
(1951) enfatizou a necessidade da investigacdo das causas imediatas do
comportamento, colocando como tarefa dos etblogos ‘a conducdo da analise
desde o0s niveis superiores até aqueles dos neurofisiologistas’ (Tinbergen,
1951). Com este objetivo prop6s a combinacao da etologia e da neurofisiologia
como um campo da biologia, a etofisiologia, a qual viria a ser chamada de

‘neuroetologia’ (Ewert, 1980).



Diferencas acentuadas nos comportamentos de espécies e
linhagens diferentes mostram que a constituicdo genética observada na
estrutura corporal dos individuos € importante (Skinner, 1981). A selecao
natural s6 pode agir sobre diferencas genéticas dos comportamentos. Dentre
as diferencas herdadas, algumas podem conferir maior sucesso reprodutivo
(Jacobson, 1991).

A compreensdo dos mecanismos genéticos e neurobioldgicos
envolvidos no comportamento de homens e animais tem sido um dos principais
objetivos de diversas areas do conhecimento (Watanabe et al., 1999; Barnett e
Stoddart, 1969; Drori e Folman, 1986; Festing, 1979a,b; Rezvani et al., 2002).
Contudo, foi somente a partir das ultimas décadas, com a revolucao operada
pela biologia molecular, que foram fornecidas as ferramentas necessarias ao
estudo das bases genéticas do comportamento (Watanabe et al., 1999; Levan
et al., 1981 e Grutzner et al., 1999).

Alguns métodos sdo fundamentais no estudo do modo pelo qual
os genes influenciam o comportamento, quais sejam: 1) investigacdo das
caracteristicas comportamentais de individuos portadores de mutagdes
especificas; 2) linhagens endogamicas distintas sdo comparadas quanto as
caracteristicas comportamentais; 3) utilizacdo da selecdo artificial em
populacdes com reproducao aleatéria para demonstrar a variabilidade genética
para caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci); 4) utilizacao de
camundongos nos quais alguns genes foram inativados temporaria ou
permanentemente (knock-ouf). Estes enfoques mostram que ha uma
variabilidade genética para caracteristicas comportamentais quantitativas

(Vogel e Motulsky, 2000). Desta forma, pode-se produzir linhagens



selecionadas escolhendo pais que apresentam valores extremos de algum
carater comportamental (Vogel e Motulsky, 2000). Por exemplo, padrbes
fenotipicos desviantes em camundongos foram estudados para elucidar
mecanismos do desenvolvimento embrionario normal no sistema nervoso
central. Um exemplo é a mutacao ‘reeler, que causa graves dificuldades de
manutencdo do equilibrio (Vogel e Motulsky, 2000). O cérebro destes
camundongos desenvolve-se normalmente, exceto para o neocbériex e
hipocampo, que apresentam uma desorganizagdo do alinhamento celular e das
conexdes sindpticas intracorticais (Vogel e Motulsky, 2000).

A observacdo de que diferentes linhagens de animais possam
responder de forma diferente aos desafios ambientais sugere que os fatores
genéticos sejam parcialmente responsaveis pela variacdo individual das
respostas ao estresse (Tesser, 1993). Foi proposto, ainda, que linhagens
diferentes possam ser uma ferramenta Util no estudo de mecanismos bioldgicos
envolvidos nas desordens relacionadas ao estresse (Rex, et al., 1996; Trullas
and Skolnick, 1993). Por exemplo, num estudo comparativo, demonstrou-se
que as respostas ao medo dos ratos Fischer sdo mais pronunciadas que
aquelas dos ratos Wistar em todos os testes utilizados (Rex, et al., 1996). Em
adicdo, este estudo investigou a relacdo entre variagcbes comportamentais e
bioquimicas, tais como a liberagdo de serotonina no hipocampo ventral,
durante o teste no labirinto-em-cruz elevado. A exposicao ao LCE aumentou a
concentracdo hipocampal de 5-HT nos ratos Fischer (mais ansiosos), mas nao
nos ratos Wistar (menos ansiosos). Estes e outros resultados corroboram a

influéncia de fatores genéticos na emocionalidade dos ratos e demonstram



uma estreita relagdo entre o sistema serotonérgico e o comportamento de
ansiedade (Rex et al., 1999).

Resultados similares também foram obtidos com estressores
endogenos. Assim, enquanto as ratas Lewis apresentaram apds artrite uma
Unica injecdo de estreptococos-A, as fémeas da linhagem F344 foram
resistentes ao estimulo (Wilder et al., 1991). Adicionalmente, as fémeas Lewis
apresentaram respostas de corticosterona mais baixas do que as fémeas F344
em resposta a outros tipos de estressores (Glowa et al., 1992). Por fim, os
ratos Lewis apresentam niveis mais baixos de 5-HT e menor densidade de
receptores 5-HT{a no hipocampo do que os ratos F344, o que pode estar
associado com a relativa hiporresponsividade do eixo HPA (Glowa et al., 1992).

Também foram observadas diferencas tanto interespecificas
quanto intraespecificas nos comportamentos de defesa de linhagens distintas
de ratos (Takahashi e Blanchard, 1982). A selecdao natural preserva a
habilidade de se defender e até mesmo de um certo aprendizado que aprimore
esta habilidade durante o desenvolvimento (Wade, 2006). Estas informacdes
sao transmitidas para a prole que habitara o mesmo nicho ecoldgico dos seus
pais e seus predadores. Desta forma, genes e ambiente desempenham papéis
importantes na expressao intraespecifica do medo (Oliverio e Castellano,
1988). Nos animais, 0 medo e a ansiedade tém sido considerados em termos
de categorias comportamentais como a condicionamento de esquiva,

imobilidade e/ou fuga (Schenberg et al., 2005).

Atualmente, estudos comparativos entre diferentes linhagens de
ratos sdo desenvolvidos com o intuito de verificar as bases genéticas dos

comportamentos emocionais (Armario et al., 1995). Grande parte das vezes,



tais estudos utilizam programas de selecdo de linhagens nos quais 0s
acasalamentos ocorrem entre irmaos ao longo de varias geragdes (inbreeding),
gerando linhagens isogénicas (Festing, 1979a,b; Festing, 1989; Overstreet e
Rezvani, 1996 e Overstreet et al., 1999). Escorihuela e colaboradores (1999)
demonstraram que as linhagens de ratos romanos de alta (high-avoidance) e
baixa (low-avoidance) reatividades apresentavam diferencas comportamentais
significativas em varios testes, principalmente no LCE. Além da atividade mais
intensa no LCE e da freqiéncia mais elevada de autolimpeza, os ratos
romanos do primeiro grupo apresentaram um numero maior de entradas e do
tempo de exploracdo dos bracos abertos. Tais resultados sugerem niveis

menores de ansiedade nos ratos romanos de alta reatividade.

A variante albina do Rattus norvegicus é amplamente utilizada em
modelos experimentais de doencas poligénicas humanas, tais como
hipertensao e diabetes melito (Buang, 1994; Rapp, 2000 e Kuijpers e de Jong,
1986). A complexidade destas doencas advém tanto da heterogeneidade
genética quanto da influéncia dos fatores ambientais (Brown e Grunberg,
1998). Uma forma de contornar os fatores ambientais é a utilizacao de
cruzamentos dirigidos (Flaherty e Bolivar, 2007). Desta maneira, a selecao
artificial de linhagens tornou-se uma ferramenta bastante util nas udltimas
décadas (Courvoisier et al., 96; Kulikov, 1997; Mathis et al., 1995; Ramos et al.,
1997). Todavia, o cruzamento endogamico ao longo de varias geracoes, sob
condicbes ambientais otimizadas, pode causar a selecdo indesejavel de
determinados genoétipos, resultando em modificagcbes substanciais do

comportamento (Peeler e Nowakowsky, 1987).



Faraday et al. (2002), por exemplo, demonstrou que os ratos
machos e fémeas da linhagem Long-Evans eram mais ativos na arena (open-
field) que os ratos Sprague-Dawley. Estes autores também mostraram que os
primeiros consumiam quantidades maiores de alimento no dia em que eram
submetidos a um estimulo estressante (ruido).

A domesticacdo dos ratos criados em biotério € outro ponto de
grande importancia nos estudos que comparam diferentes linhagens ou
diferencas comportamentais de uma mesma linhagem (Sgoifo et al., 2001;
Boice, 1972, 1977; Castle, 1947 e Galef, 1971). A domesticacao de animais
tem sido praticada ha milénios, nas mais diversas espécies de animais (Trut,
1999, Hammer et al., 1992).

De acordo com Immelmann (1983), existem dois tipos de
modificacées nos animais domesticados: 1) apresentam grande variabilidade
intraespecifica na estrutura, fisiologia e caracteristicas comportamentais, 2)
apresentam modificacdes no sistema nervoso central, por exemplo, reducédo do
peso do cérebro e pouca diferenciacdo das estruturas filogeneticamente mais
recentes. Dentre as modificacbes comportamentais, destaca-se a acentuada
reducdo dos comportamentos agressivos e defensivos, bem como dos
comportamentos direcionados aos cuidados da prole (Nowak, 1991). A
aprendizagem também parece sofrer prejuizos. Em determinadas espécies
pode ocorrer o desaparecimento, ou ‘atrofia’, de outros comportamentos, tal
como o canto estridente em algumas ragas de canarios (Carlson, 2002; Bentley
e Hoy, 1974). Adicionalmente, observa-se com freqiiéncia a acentuacdo do

comportamento sexual (McClintock e Adler, 1981). De fato, animais domésticos



apresentam um namero maior de cépulas e perda parcial da sazonalidade e do
comportamento de corte (Cooke et al., 1998; Schultz e Lore, 1993).

Uma das principais causas destas modificacbes é a diregdo e
intensidade das forcas seletivas que afetam os organismos (Cools et al., 1990).
A troca da selecdo natural pela artificial acentua a pressao seletiva dado o
namero relativamente pequeno de animais na populacdo doméstica (Krinke,
2000). Por exemplo, os animais menos agressivos sdo selecionados em vista
do manuseio e menor periculosidade. O mesmo pode ser dito para o
comportamento sexual, selecionando-se os animais que demonstram maior
fertilidade (Krinke, 2000 e Namuenko et al., 1989).

Modificagbes importantes também foram relatadas com relacdo
ao cérebro dos animais domesticados. Assim, demonstrou-se que 0s cérebros
dos ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) sao 8,3% menores que aqueles
dos ratos selvagens (Rattus norvegicus sp) de peso similar (Kolb, 1990).
Também foi constatada a reducdo do volume do bulbo (1,6%), cerebelo
(10,3%), estriado (10,9%) telencéfalo (10,6%), formacao hipocampal (10,2%) e,
particularmente, neocortex (12,5%) (Kruska, 1975a,b).

Assim, tornou-se necessario a realizacdo de experimentos com
linhagens que fornegam informacdes ausentes ou perdidas no repertério das
espécies domesticadas. A utilizacdo de ratos selvagens pode possibilitar a
superacdo deste problema, principalmente em relagdo aos comportamentos

inatos de defesa e agressao.

O sistema neuroendécrino também varia consideravelmente nas
diferentes linhagens de ratos, sejam elas selvagens ou domesticadas (Pfaff et

al., 2002). Por exemplo, estudos classicos de Richter (1959) em ratos



selvagens e de laboratério mostraram que os horménios das adrenais tém
influéncias especificas sobre determinados comportamentos. De acordo com
este autor, a domesticacdo do rato para propdsitos cientificos iniciou-se em
1859, contabilizando cerca de trezentas geracbes até meados do século
passado. Dentre as varias pressdes seletivas que possam ter operado neste
processo (dieta, confinamento, etc.), a selecdo pela reducdao da
emocionalidade foi, sem duvida, a principal. Comparado ao rato selvagem, o
animal de laboratério tem menos medo do homem e de sua prépria espécie,
sendo menos agressivo em ambos os tipos de confronto (Gray, 1991).

Segundo Gray (1991), as observacbes de Richter séao
corroboradas pelo decréscimo das glandulas adrenais nos ratos de laboratério,
a quais apresentam a metade do peso das glandulas dos ratos selvagens. A
menor eficiéncia das adrenais dos ratos de laboratério pode ser demonstrada
de inumeras maneiras. Como as adrenais sdao de importancia vital para a
conservacao do sal do organismo, uma dieta com baixo teor de sal produz
danos a saude mais acentuados nos ratos de laboratério que nos ratos
selvagens (Gray, 1991). A maior dependéncia dos ratos selvagens com relagao
as adrenais também é demonstrada pela morte destes animais imediatamente
apods a retirada das adrenais, o que nao ocorre nos ratos de laboratério (Gray,
1991).

O funcionamento endécrino em humanos é uma das influéncias
mais poderosas sobre o cérebro. A analise do sistema neuroenddcrino é,
portanto, muito importante na medida em que, tanto neurotransmissores quanto
hormbnios, podem promover o comportamento agressivo. Por exemplo, a

exposicdo de camundongos a uma dose Unica de testosterona, no quarto dia
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de vida, induziu o comportamento agressivo nas fémeas da linhagem
BALB/cBy, mas nédo na C57BL/6By. Outro fator € a interacdo do gene com
estimulos ambientais. Assim, o isolamento de camundongos por cerca de 14
dias tem um efeito acentuado sobre o comportamento agressivo inter-machos
de animais com predisposi¢ao genetica (Hoffmann et al., 1993).

A linhagem Wistar (Donaldson, 1924), descendente albina do rato
da Noruega, passou por este processo de selecdo, resultando numa linhagem
‘domesticada’ de agressividade reduzida, mas alta fertilidade em cativeiro. Em
particular, os comportamentos de defesa do rato selvagem foram fortemente
atenuados, ou mesmo abolidos, nos ratos Wistar. Estudos recentes de nosso
laboratério corroboraram a auséncia quase completa das respostas defensivas
nestes ratos, mesmo quando confrontados a um cao agressivo. Em contraste,
ratos descendentes de espécies selvagens, porém nascidos e criados em
biotério, fugiram a mera deteccdo do cado, apresentando galopes vigorosos
intercalados com saltos em direcdo ao predador e gritos estridentes (ataques
defensivos). Notavelmente, descendentes hibridos das linhagens selvagem e
Wistar, nascidos em biotério, também apresentaram estas respostas, mesmo
gquando amamentados por ratas albinas. Adicionalmente, no teste de
aproximacao do experimentador num corredor linear de 40 m, as distancias
necessarias para a deflagracdo das reacoes de congelamento e fuga dos ratos
selvagens foram dez vezes maiores que as distancias observadas para os
ratos Wistar, qual seja, os ratos selvagens tém maior reatividade (limiares mais
baixos) ao predador (P6voa, 2003).

Os estudos sobre a interagdo de diferentes linhagens genéticas

com o ambiente podem ser decisivos para a constru¢do de um modelo que nos
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auxilie na compreensdo de varias psicopatologias (Bellack e Hersen, 1993;
Rezvani et al., 2002; Tachibana et al., 2003).

O presente estudo comparou diferentes linhagens de ratos quanto
aos comportamentos exploratérios na arena, no corredor linear € no labirinto-
em cruz-elevado, e comportamentos agonisticos de agressao muricida, defesa
territorial e agressao interespecifica. Por fim, as linhagens também foram
comparadas quanto as respostas defensivas induzidas pela estimulacao
elétrica das estruturas do teto do mesencéfalo, em particular, da matéria

cinzenta periaquedutal.
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OBJETIVOS

ESTUDO I: Estudar as diferencas de magnitude (analise de varidncia) e
correlacées (analise de fator) dos comportamentos de agressdao de ratos
selvagens puros ou hibridos, ou de linhagens domesticadas, contra
camundongos vivos, mortos, empalhados ou congelados.

Objetivo de Publicacdo: Behavioral Brain Research (impacto 3.0).

ESTUDO II: Examinar a influéncia da linhagem e do sexo na freqiéncia dos
comportamentos exploratérios de ratos selvagens (Rattus norvegicus sp),
Wistar e linhagens derivadas, na arena e no labirinto-em-cruz elevado.

Objetivo de Publicagdo: Genes, Brain and Behavior (impacto 4.1).

ESTUDO Ill: Examinar a influéncia da linhagem e do sexo nas correlacoes
(analise de fator) dos comportamentos exploratorios de ratos selvagens (Rattus
norvegicus sp), Wistar e linhagens derivadas, na arena e no labirinto-em-cruz
elevado

Objetivo de Publicacdo: Genes, Brain and Behavior (impacto 4.1).

ESTUDO IV: Analisar o comportamento defensivo interespecifico e exploratério
de ratos selvagens e hibridos no teste inédito do corredor linear.
Objetivo de Publicacdo: Behavior Genetics (impacto 2.2).

ESTUDO V: Comparar a magnitude e correlagdes dos comportamentos dos
ratos selvagens, Wistar e hibridos no teste residente-intruso de agresséao
territorial.

Objetivo de Publicacdo: Behavioral Brain Research (impacto 3.0).

ESTUDO VI: Mediante a analise logistica de limiares, comparar o0s
comportamentos defensivos induzidos por estimulacdo da matéria cinzenta
periaquedutal dorsal de ratos Wistar, selvagens, hibridos, hipertensos (SHR) e
Wistar-Kyoto.

Objetivo de Publicacdo: Behavior and Brain Science (impacto 7.1).
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ESTUDO |

COMPORTAMENTO AGRESSIVO DE RATOS WISTAR,
SELVAGENS E LINHAGENS DERIVADAS CONTRA
CAMUNDONGOS VIVOS, EMPALHADOS, RECEM-MORTOS E

CONGELADOS
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Resumo

Introducao: O comportamento predatério é aquele no qual o animal captura,
mata e ingere a presa.O comportamento do rato de predar camundongos, ou
‘muricidio’, consiste num ataque rapido, estereotipado cujo alvo preferencial € o
dorso do camundongo. Objetivos: Comparar a freqiéncia de ataques e
mordidas de ratos selvagens, domesticados ou hibridos dirigidos a
camundongos Vvivos, recém-mortos, congelados ou empalhados. Método:
Foram utilizados 14 ratos selvagens (SEL, Rattus norvegicus sp), 14 ratos
Wistar (WIS), 15 ratos da linhagem espontaneamente hipertensa (SHR), 15
ratos Wistar-Kyoto (WKY) e 15 ratos hibridos (HBR) provenientes do
cruzamento dos ratos SEL e WIS. Ratos privados de alimentos por um periodo
de 48 horas foram confrontados com os seguintes alvos: 1) um camundongo
vivo (CV), 2) um camundongo morto que foi empalhado com as presas
expostas na postura de boxear (CE), 3) um camundongo recém-morto por
deslocamento cervical (RM) e, 4) um camundongo morto, porém, congelado
(CC). Os confrontos foram registrados por 5 minutos por meio de duas
filmadoras. A freqUéncia das respostas foi obtida pela anéalise dos videos em
camera lenta. A duracao da ingestao e a freqiiéncia de ataques/mordidas foram
examinadas por andlises de variancia de 1 (linhagem) e 2 (linhagem e alvo)
vias seguidas de testes-t de Bonferroni, respectivamente. As diferencas foram
consideradas significantes para o nivel de 5%. As correlacbes entre o0s
comportamentos agressivos foram examinadas por andlise de fator. Os fatores
principais foram submetidos a rotacdo ortogonal (método varimax) para a
determinacao das contribuicdes independentes de cada fator a variancia do
comportamento. Resultados: Os dados mostram que a fome contribuiu de
forma secundaria para o muricidio. Adicionalmente, além das linhagens
diferirem marcadamente em relacdo ao mesmo alvo, nossos resultados
mostram que elas tém alvos preferenciais. A linhagem SEL foi a unica que
atacou e desferiu mordidas em todos os alvos. Conclusao: A andlise da
agressao muricida sugere a existéncia de 2 fenétipos, carnivoro, com atasque
preferencial ao CV, e carniceiro, que atacam preferencialmente camundongos

mortos. O primeiro € mais evidente na linhagem SEL, enquanto o segundo é
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caracteristico das linhagens WIS, SHR e WKY. Os ratos HBR apresentaram
elementos de ambos os fenétipos.

Palavras-chaves: Agressao, Agressao Predatéria, Comportamento
Muricida, Genética, Analise de Fator, Rato.



22

INTRODUCAO

Os comportamentos ofensivos e defensivos de ratos selvagens
ou de laboratério tém elos comuns com a agressao humana, sendo utilizados
tanto em estudos de neurofisiologia e neurofarmacologia da agressao, como
em modelos de transtornos psiquiatricos (Blanchard e Blanchard, 1989;
Coccaro, 1996; Coccaro e Kavoussi, 1997). Os modelos de agressdo sao
variados, englobando diversas formas de comportamento (Blanchard e
Blanchard, 1981, Blanchard et al, 2003).. Por exemplo, comportamentos
agressivos intra- ou inter-especificos podem ser induzidos por choques
aplicados a uma ampla variedade de espécies, de répteis a primatas (Azrin,
1967; Ulrich et al., 1964). A remocéao do reforco também pode induzir respostas
agressivas (agressdao induzida por frustracdo). Adicionalmente, o
comportamento agressivo também pode ser induzido por drogas (van der
Staay, 2006). Dentre estas, as mais utilizadas sdo a anfetamina, apomorfina e
derivados canabindides que, combinados a privacdo de alimento ou sono,
alteram a funcdo do sistema dopaminérgico e aumentam a frequéncia da
postura de boxear (Rosenzweig et al., 2005).

Os comportamentos agressivos de ratos também podem ser
induzidos por estimulacao do hipotalamo lateral ou lesées do bulbo olfatério,
ndcleo amigdaldide, regido septal e hipotdlamo (Albert et al., 1979, 1985;
Lammers et al., 1988; Adams et al., 1993; Hsuchou et al., 2002; Ho et al.,
2004). Os efeitos das lesdes sobre comportamentos agressivos variam
conforme a localizacdo da lesdo, tornando improvavel a existéncia de um

circuito genérico para todos tipos de agressao. De fato, estudos recentes com
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imunoistoquimica para proteina c-Fos discriminaram os circuitos especificos do
rato envolvidos na agressdo predatéria de baratas e comportamentos de
defesa ao gato (Canteras e Goto, 1999, Comoli et al., 2003, 2005).

Os ratos sao bastante adaptados no que se refere as suas
preferéncias alimentares. Embora a maior parte da dieta do rato provenha de
vegetais, principalmente, cereais, material organico e restos alimentares da
populacdo humana, eles também podem predar outros animais, perseguindo-
0s, capturando-os, abatendo-os e consumindo-os (Huntingford e Turner, 1987).
De fato, eles sao reconhecidos pela predacdo de uma grande variedade de
pequenos animais, incluindo invertebrados, outros roedores, morcegos,
passaros (Heather et al., 2002) e outras pequenas presas Hsuchou et al.,
2002). Dentre estes comportamentos predatorios, a predacdo de camundongos
(agressao muricida) tem sido estudada em laboratério.

Definimos o comportamento predatério como aquele no qual o
animal captura, mata e, freqlentemente, ingere a presa. Estudos classicos
demonstraram que 70% dos ratos selvagens e 12% dos ratos domésticos (ou
de laboratério), machos ou fémeas, predam camundongos, mesmo quando 0s
ratos selvagens nasceram e foram criados em biotério (Curio, 1975). O ato de
predar camundongos ou ‘muricidio’, € um comportamento rapido, estereotipado
cujo alvo preferencial € o dorso do camundongo (Hsuchou et al., 2002). A
analise de 671 camundongos abatidos por ratos mostrou que 89% das
mordidas encontravam-se na linha da coluna espinhal (65% na regido cervical,
13% na regiao toracica e 11% na regidao lombar). Das restantes, apenas 4%
localizaram-se na cabeca da presa (Curio, 1975). Os ratos muricidas

consomem as presas de forma total ou parcial. A diferenga mais marcante
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entre ratos selvagens e domesticados, é que 0s primeiros iniciam o
comportamento de ingestdo logo apdés a mordida fatal, enquanto os ratos
domesticados podem demorar minutos ou horas para iniciar a ingestao (Pellis,
1988).

O muricidio € um comportamento complexo, envolvendo diversos
neurotransmissores (Miachon e Cespuglio, 1997; Miachon et al., 1995; Tadano
et al., 1997; Ueda et al., 1999), areas cerebrais (Canteras e Goto, 1999,
Markham et al., 2004, Adamec et al., 2006)) e sistemas neuroenddcrinos
(Rastegar et al, 1993; Miachon et al, 1995). O muricidio também é
influenciado pelo nivel de atividade exploratéria, condicbes ambientais,
condicOes sociais, dieta e aprendizado (Dielenberg e McGregor, 2001, Bac et
al., 2002, Augier et al., 2003). Dentre estas, a fome € um fator crucial na
eliciacdo do comportamento predatério no rato (Hsuchou et al., 2002).

Nao obstante, ainda ndo existem estudos comparativos entre
linhagens selvagens e domesticadas neste modelo. Portanto, o presente
estudo comparou a frequéncia de ataques e mordidas de ratos selvagens,
domesticados ou hibridos dirigidos a camundongos vivos, recém-mortos,

congelados ou empalhados.

MATERIAL E METODOS

Animais.
Foram utilizados 14 ratos selvagens (SEL, Rattus norvegicus sp), 14 ratos
Wistar (WIS), 15 ratos da linhagem espontaneamente hipertensa (SHR), 15

ratos Wistar-Kyoto (WKY) e 15 ratos hibridos (HBR) provenientes do
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cruzamento dos ratos SEL e WIS. Como presas, foram utilizados camundongos
albinos (Mus musculus), machos, adultos, pesando cerca de 25 g, com idades
entre 90 e 120 dias. Os ratos WIS e linhagens derivadas foram fornecidos pelo
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os ratos SEL eram descendentes de ratos
capturados numa granja avicola das cercanias de Vitéria. Todos os
procedimentos do presente estudo respeitaram as normas estabelecidas pelo
International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(CIOMS) - Genebra (1985), e atualmente esta sendo analisada pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA), da Faculdade de Medicina

EMESCAM, Vitéria, ES.

Registros Comportamentais

Todos os experimentos foram realizados numa caixa em formato
de ‘L’ especialmente projetada para o registro do comportamento predatério, na
qual o compartimento maior tinha 65 cm de comprimento e o menor 25 cm. Os
compartimentos tinham 20 cm de largura e 40 cm de altura e eram forrados
com maravalha. A caixa tinha tampa e paredes de vidro, nas quais haviam
escalas em centimetros que permitiam o calculo aproximado da distancia
presa-predador. Os confrontos entre ratos e camundongos eram registrados
durante 5 minutos por meio de duas filmadoras (uma camera VHS JVC®, GR-
SX887UM, e uma filmadora digital SONY Handycam, DCR-HC21), em angulos
distintos. A frequéncia das respostas comportamentais foi obtida mediante
andlise dos videos exibidos em camera lenta. Os ratos eram submetidos a

privacdo alimentar por um periodo de 48 horas. Apoés isto, o rato era colocado
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na caixa, 5 minutos antes da apresentacdo dos seguintes alvos: 1) um
camundongo vivo (CV), 2) um camundongo morto que foi empalhado com as
presas expostas na postura de boxear (CE), 3) um camundongo recém-morto
por deslocamento cervical (RM) e, 4) um camundongo morto, porém,
congelado (CC). Tomou-se o cuidado de manter os ratos na extremidade do
compartimento maior, enquanto os alvos eram introduzidos na extremidade
oposta do compartimento menor. Durante o confronto registrou-se a freqiiéncia
de ataques e mordidas aos diversos alvos, bem como a duracao da ingestao
dos camundongos vivo, recém-morto e congelado. Todos os experimentos
foram conduzidos entre 14:00 e 17:00 h, numa sala com atenuacao sonora e

baixa luminosidade (15 lux).

Analise Estatistica

A duracgao da ingestao e a frequéncia de ataques/mordidas foram
examinadas por andlises de variancia de 1 (linhagem) e 2 (linhagem e alvo)
vias seguidas de testes-t de Bonferroni. As diferencas foram consideradas
significantes para o nivel de 5%.

As correlagdes entre os comportamentos agressivos foram
examinadas por andlise de fator. Como esta analise € mais adequada para
amostras grandes, ela foi conduzida tanto para a populagao total (n=73),
guanto para as amostras menores, descritas acima, das linhagens individuais.
Para isto, os dados foram inicialmente submetidos a analise de componente
principal. Comportamentos com variancia condicional igual a zero foram
excluidos do respectivo grupo. Em seguida, os dados foram submetidos a

analise de fator, fixando-se o numero de fatores segundo o0 numero de
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componentes principais com autovalores (eigenvalues) maiores que 1 (método
mineigen) e mediante ‘graficos de sopé’ (scree plots). Os fatores principais
foram submetidos a rotacdo ortogonal (método varimax) para a determinacao
das contribuicées independentes de cada fator a variancia. Por fim, os fatores
ortogonais foram submetidos a rotacao obliqua (método promax). Os fatores
foram interpretados com base na estrutura de fator da rotacdo ortogonal e/ou
estrutura de referéncia da rotacdo obliqua. Somente fatores com coeficientes
maiores que 0,35 (valor absoluto) foram apresentados nos graficos e tabelas.
Os graficos representam a estrutura de referéncia da rotacdo obliqua.

Todos os procedimentos estatisticos (andlises de variancia e
fator) foram realizados com o programa SAS (Statistical Analysis Systems,

Cary, EUA).
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RESULTADOS

Padrao Geral da Agressao Muricida

Em geral, o ataque do rato ao camundongo ocorreu numa
distancia de cerca de 7 cm. Com algumas excecoes, o padrdao mais freqlente
de predacado foi (1) deteccdo do camundongo, (2) perseguicdo curta, (3)
mordidas iniciais, (4) mordida fatal, (5) manipulacdo do camundongo e (6)
ingestdo do camundongo. Em 70% dos casos de muricidio, a primeira mordida
foi fatal, independente da linhagem. Pudemos notar, ainda, que a maioria dos
ratos desfere suas mordidas nas regides laterais e superiores do dorso do

camundongo.

Influéncia da Linhagem e Alvos nos Comportamentos de Agressao Predatdria

Embora a freqliéncia dos ataques ndo tenha sido afetada pelos
alvos da predacéo, ela foi influenciada pela linhagem (F4272=15,89; P<0,0001)
e pela interacdo desta os alvos da predacdo (Fi2272=1,97; P<0,02). Em
contraste, a freqiéncia de mordida foi significantemente influénciada pela
linhagem (F427.=19,43; P<0,0001), alvos (F327.=14,68; P<0,0001) e interacédo
destes fatores (Fi2270=7,06; P<0,0001) (Fig.1). Em geral, os comportamentos
diferiram caso os alvos féssem, por um lado, camundongos vivos ou
empalhados ou, por outro, recém-mortos ou congelados (Fig.1). Isto foi
particularmente claro para a linhagem SEL cujo comportamento agressivo foi

muito mais pronunciado na presenca dos camundongos vivos ou empalhados.
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Figura 1. Comportamentos agressivos dos ratos selvagem (SEL), Wistar (WIS),
hibridos SELXWIS (HBR), hipertensos (SHR) e Wistar-Kyoto (WKY) contra
camundongos vivos e mortos. Abreviaturas: CV - camundongo vivo, CE —
camundongo empalhado, RM — camundongo recéem morto, CC — camundongo
congelado. * diferengas significantes em relacdo a linhagem SEL para o
mesmo alvo; * * diferengas significantes em relagdo aos alvos CV e CE para a
mesma linhagem, respectivamente (P<0,05, ANOVA seguida de testes de
Bonferroni).

As comparac¢des mais relevantes estdo representadas na Fig.1. Por fim, os
ratos SEL também diferiram significantemente quanto ao tempo gasto na
ingestdo do camundongo morto durante o confronto (Fses=7,5; P<0,0001)

(Fig.2). Em contraste, a ingestdo dos camundongos mortos (frescos ou

congelados) foi virtualmente nula.

Fatores Principais dos Comportamentos Agressivos
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Os 3 fatores principais da populacdo total de ratos foram
responsaveis por 63,4 % da variancia do comportamento agressivo (Tab.1,

Fig.3). As contribuigbes

80

| *

Tempo de Ingestao (s)
5

* *

| |

SEL WIS HBR SHR WKY

Figura 2. Duracdo do comportamento de ingestdo dos camundongos abatidos
durante o confronto. * P<0,05, diferengas significantes em relagdo a linhagem
SEL (ANOVA seguida de testes de Bonferroni).

individuais destes fatores a variancia foram de 27,2; 25,3 e 11,0% (rotacéo
varimax) (Tab.1). A estrutura de referéncia da rotacdo obliqua foi bastante
similar a estrutura de fator da rotacdo varimax (Tab.1). Os fatores diferiram
quanto ao alvo da predacdo. Assim, enquanto o Fator-I somente carregou nos
ataques e mordidas aos camundongos recém-mortos ou congelados (alvos

preteridos pelos ratos SEL). Adicionalmente, o Fator-1l carregou nos ataques e

mordidas aos camundongos vivos e empalhados (alvos preferidos pelos ratos
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SEL) e o Fator-lll nas variaveis relacionadas a ingestao do camundongo morto
durante o confronto.
Os fatores ortogonais (rotacdo varimax) e a estrutura de

referéncia (rotagdo promax) das linhagens individuais estdo representados na

Fator |

ORDEM DOS COEFICIENTES
DO FATOR-I

Morde Cam. Recém Morto
Morde Cam. Congelado
Ataca Cam. Congelado
Ataca Cam. Recém Morto
Morde Cam. Empalhado
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Ataca Cam. Vivo

Ataca Cam. Empalhado
Mata e Devora Camundongo

© oo N O~ WN =

=
(]

Fator Il
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R 1 -1 1
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Figura 3. Fatores principais dos comportamentos agressivos dirigidos a
camundongos vivos, empalhados, recém-mortos ou congelados para a
populacao total de ratos (n=73). Simbolos escuros representam as correlacbes
negativas com o Fator-l. Variaveis cujos coeficientes foram menores que 0,35
(valor absoluto) para os 3 fatores nao foram representadas. Os coeficientes sdo
as correlacbes semi-parciais das variaveis com os eixos de referéncia da
rotacdo obliqua (método promax) dos fatores ortogonais obtidos pelo método
varimax. Note-se que enquanto os itens 1-4 correlacionam-se forte e
positivamente com o Fator-1 (graficos 3D), os itens 7-8 o fazem com o Fator-Il e
os itens 6 e 9 com o Fator-1ll (grafico 2D).
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Tabela 2. Foram extraidos 3 fatores para as linhagens SEL e SHR e 2 fatores
para WIS, HBR e WKY. A analise de fator de todos os comportamentos da
agressao predatéria somente foi possivel para a linhagem SEL. Nas outras
linhagens, varios comportamentos foram excluidos devido a freqUéncia
extremamente reduzida destas respostas e variancia condicional zero. Dentre
estes, destacam-se os comportamentos de ataque e mordida ao camundongo
empalhado que sé foram observados para a linhagem SEL. Conforme pode ser
observado, a estrutura de referéncia forneceu a descricdo mais parcimoniosa
das correlagdes entre as variaveis, servindo de indicacdo da estrutura mais
provavel dos fatores (Tab.2).

Os 3 fatores principais da linhagem SEL contribuiram com 72,7%
da variancia (Fig.3, Tab.2). Os fatores ortogonais contribuiram com 31,5; 25,7 e
15,5 % (rotacdo varimax). Estes valores foram bastante similares aos dos
fatores principais, fatores obliquos (n&o apresentados) e fatores da estrutura de
referéncia, indicando a baixa correlagédo entre fatores da linhagem SEL.

O Fator-I da linhagem SEL carregou nas mesmas variaveis que o
Fator-Il da populacdo geral, quais sejam, ataques e mordidas aos
camundongos vivo ou empalhado. Em contraste, o Fator-Il da linhagem SEL foi
praticamente idéntico ao Fator-l da populagédo geral, carregando em ataques e
mordidas aos camundongos recém-mortos e congelados. Tal como na
populacao geral, o Fator-1ll da linhagem SEL também carregou fortemente nas
variaveis relacionadas a ingestao. Contudo, revelou uma correlacdo inversa
entre os comportamentos dirigidos ao camundongo vivo (mordidas e ingestao)

com aqueles relacionados aos camundongos recém-morto e empalhado.
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Diferentemente da linhagem SEL, os ratos Wistar somente
apresentaram comportamentos significativos em relacdo aos camundongos
recém-morto ou congelado. Os fatores ortogonais desta linhagem foram
responsaveis por 84,4 % da variancia, dos quais 54,3 % foram devidos ao
Fator-l1 e 30,1 % ao Fator-Il (Tab.2). O Fator-I carregou tanto nas variaveis do

camundongo recém-morto quanto congelado, representando o comportamento
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Tabela 1. Fatores principais do comportamento da agressao muricida da populacdo total de ratos. Os coeficientes
representam as correlacbes com os fatores ou correlacbes semiparciais no caso da estrutura de referéncia.
Coeficientes entre -0,35 e 0,35 nao foram representados. ATQ - ataque, ING - ingestdo, MOR - mordida, CV -
camundongo vivo, RM - camundongo recém-morto, CC - camundongo congelado, CE — camundongo empalhado.

Estrutura de

Compto Alvo Fatores Principais Rotacao Varimax Rotacdo Promax Referéncia
I Il 1l I Il 1l I Il 1l I Il 1l
ATQ Ccv 0,81 -0,48 0,88 0,93 0,51 0,77
ATQ RM 0,60 0,37 0,66 0,69 0,42 0,59
ATQ CC 0,62 0,36 0,69 0,72 0,66
ATQ CE 0,59 -0,60 -0,39 0,93 0,90 0,91
ING Ccv 0,56 0,64 0,63 0,61
MOR cv 0,72 0,57 0,56 0,37 0,68 0,70 0,42 0,45
MOR RM 0,49 0,63 0,80 0,77 0,79
MOR CC 0,70 0,47 0,83 0,85 0,79
MOR CE 0,62 0,44 0,43 0,53 0,43
Variancia 38,3 18,0 7,1 27,2 253 11,0 30,8 30,2 17,9 23,6 198 8,3
Var.Acumulada 38,3 56,3 63,4 272 524 634 30,8 61,0 78,8 23,6 43,4 51,6
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agressivo geral da linhagem WIS. O Fator-1l contribuiu com uma parcela bem
menor da variancia e carregou em ataques e mordidas ao camundongo recém-
morto na rotagdo ortogonal e apenas em mordidas na rotacdo obliqua,
expressando a agressividade contra este alvo.

Os fatores ortogonais da linhagem HBR contribuiram com 86,7 %
da variancia, dos quais 51,4 % foram devidos ao Fator-I e 35,3 % ao Fator-II
(Tab.2). Diferentemente dos ratos SEL e WIS, o Fator-l da linhagem HBR
carregou tanto nas variaveis dos camundongos vivos quanto mortos,
expressando a agressividade muricida geral desta linhagem. Contudo, o Fator-
Il correlacionou-se forte e positivamente com as variaveis do camundongo vivo,
carregando em ataques, mordidas e ingestdo dos camundongos mortos
durante o confronto.

Os fatores ortogonais da linhagem SHR foram responsaveis por
69 % da variancia (Tab.2). Os fatores | e Il contribuiram com 40,2 e 17,3 % da
variancia. Respectivamente, expressam a agressividade dos ratos SHR contra
camundongos mortos e vivos, respectivamente. O Fator-1ll, que contribuiu com
apenas 11,4 % da variancia, expressa a oposi¢ao (correlacdo inversa) entre 0s
ataques aos camundongos vivo e congelado.

Os fatores ortogonais da linhagem WKY contribuiram com 65,9 %
da variancia, dos quais 45,1 % foram devidos ao Fator-1 e 20,8 % ao Fator-Il. A
despeito da similaridade da rotagdo varimax e estrutura de referéncia, os
fatores da linhagem WKY sao de dificil interpretacdo. O Fator-l ndo encerra
maiores problemas uma vez que somente carregou nhas variaveis dos

camundongos recém-mortos ou congelados. Contudo, o Fator-1l carregou em



Tabela 2. Fatores principais do comportamento de agressao predatéria dos ratos das linhagens selvagem (SEL),
Wistar (WIS), hibrida (HBR), hipertensa (SHR) e Wistar-Kyoto (WKY). (-) varidveis excluidas da analise de fator da
respectiva linhagem (variancia condicionada zero). Demais detalhes como na Tabela 1.

Fatores Ortogonais da Rotacao Varimax (correlagbes da estrutura de fator)

Compto Alvo SEL WIS HBR SHR WKY
I 1] 1 I 1] I Il I 1] 1 I Il

ATQ cVv 0,93 - - 0,86 0,37 -0,52 0,72

ATQ RM 0,72 0,85 0,53 0,85 0,48 0,83 0,35

ATQ CcC 0,38 0,77 0,68 0,97 0,45 0,70 0,73 0,63

ATQ CE 0,99 - - - - - - - - -

ING cv -0,41 0,43 - - 0,82 0,72 - -

MOR cv 0,78 0,41 0,39 - - 0,56 0,75 0,72 - -

MOR RM 0,46 -0,43 0,87 0,82 0,52 0,90 0,93

MOR CcC 0,77 0,94 0,96 0,96 0,85

MOR CE -0,87 - - - - - - - - -
Variancia 3156 25,7 155 54,3 30,1 514 35,3 40,2 17,3 114 451 20,8
Var.Acum. 315 572 727 54,3 84,4 514 86,7 40,2 57,6 69,0 451 65,9

Fatores Obliquos da Rotacao Promax (correlagdes semiparciais da estrutura de referéncia)
Compto  Alvo SEL WIS HBR SHR WKY
[ 1] 1 [ 1] [ Il [ 1] 1 [ Il

ATQ cVv 0,91 - - 0,81 -0,53 0,69

ATQ RM 0,73 0,63 0,74 0,80

ATQ CC 0,71 0,54 0,95 0,66 0,52 0,41

ATQ CE 0,99 - - - - - - - - -

ING cv 0,38 - - 0,81 0,66

MOR cv 0,66 0,42 - - 0,40 0,63 0,70

MOR RM 0,44 -0,37 0,72 0,70 0,84 0,87

MOR CC 0,71 0,80 0,95 0,87 0,73

MOR CE -0,84 - - - - - - - - -
Variancia 283 22,7 13,6 336 14,4 338 224 26,2 11,4 8,3 18,8 7,5
Var.Acum. 28,3 51,0 64,6 33,6 48,0 33,8 56,2 26,2 37,6 458 18,8 26,3
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variaveis aparentemente dispares, quais sejam, ataques aos camundongos

vivos e congelados.

Discussao

Todos os ratos que predam camundongos os consomem. A
diferenca mais marcante, no caso dos ratos selvagens, é que eles iniciam o
comportamento de ingestdo logo apds a mordida fatal, enquanto para os ratos
domesticados ha uma laténcia de minutos ou horas (Pellis, 1988). No presente
estudo, o ataque ao camundongo foi facilitado pela privacdo alimentar dos
ratos por um periodo de 48 horas (Albert et al., 1985). Portanto, os
comportamentos agressivos foram duplamente motivados pela fome e
agressividade. Nao obstante, a fome nao induziu a agressao predatéria em
todos os ratos. Nossos resultados mostraram que o comportamento agressivo
das linhagens difere em relagcdo ao mesmo alvo e que as linhagens tem alvos
preferenciais. Assim, embora similares quanto as mordidas ao camundongo
recém-morto, as linhagens diferiram quanto aos ataques e mordidas aos
camundongos vivos, congelados ou empalhado.

A linhagem SEL foi a uUnica que atacou e desferiu mordidas em
todos os alvos. Em particular, os ratos SEL foram muito mais agressivos em
relacdo aos camundongos vivo e empalhado e apresentaram um
comportamento muito mais pronunciado de ingestao da presa. Curiosamente,
embora inanimado e sem odores espécie-especificos, o camundongo
empalhado induziu um numero de ataques similar aquele observado para os

camundongos vivos. Possivelmente, estes ataques foram eliciados pela
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postura agressiva (ereta com exposi¢éo das presas) na qual o camundongo foi
empalhado. Em contraste, o numero de mordidas ao camundongo empalhado
foi significativamente inferior ao numero de mordidas desferidas contra o
camundongo vivo. Portanto, enquanto os ataques dos ratos SEL podem ser
eliciados por estimulos basicamente visuais e estaticos, as mordidas parecem
requerer estimulos de outra natureza, tais como o movimento da presa, seus
odores e, provavelmente, textura. Por outro lado, o ataque dos ratos da
linhagem WIS e derivadas pode ter sido inibido pela postura agressiva do
camundongo empalhado. De fato, ao contrério da linhagem SEL, os ratos WIS
somente atacaram os camundongos recém-mortos ou congelados.

Contudo, também houve semelhangas entre linhagens. Assim,
além da similaridade do numero de mordidas ao camundongo recém-morto, as
linhagens SEL, SHR e WKY também foram similares quanto ao numero de
ataques a este alvo. No mesmo sentido, o comportamento agressivo da
linhagem SEL contra o camundongo congelado foi similar aquele da linhagem
WIS (no nimero de ataques) e, principalmente, aquele das linhagens SHR e
WKY (no numero de ataques e mordidas).

Os fatores principais da populacéo total de ratos mostraram como
estas variaveis se correlacionam. O Fator-l parece ser a representacdo da
agressividade na auséncia de fome, pois carregou em todas as variaveis
exceto a ingestdo. O Fator-Il contrastou os ataques aos camundongos vivo e
empalhado com as demais variaveis, representando, aparentemente, o
comportamento dos ratos SEL. Por sua vez, o Fator-lll parece representar a
fome, uma vez que carregou forte e positivamente em ingestdo, mas

negativamente no ataque ao camundongo empalhado. Entretanto, o Fator-I da



39

rotacdo ortogonal carregou apenas nas variaveis dos camundongos recém-
mortos ou congelados, que foram os alvos preteridos pelos ratos SEL e nao
foram ingeridos por ratos de nenhuma linhagem. Portanto, este fator deve ser
intepretado como a agressividade de todas as linhagens exceto a SEL.
Reciprocamente, o Fator-Il da rotacdo ortogonal correlacionou-se forte e
positivamente com as variaveis dos camundongos vivo e empalhado, que
foram os alvos preferenciais dos ratos SEL, reafirmando a interpretacéo feita
para o segundo fator principal. Também nao houve alteracdo na interpretagcao
do Fator-lll, uma vez que ele carregou em mordidas e ingestdao do
camundongo, comportamentos diretamente relacionados a fome. A estrutura
de referéncia da rotacdo obliqua foi praticamente idéntica a estrutura de fator
da rotacdo ortogonal, carecendo de informagdes adicionais. Em resumo, 0s
fatores ortogonais da populacéo total representam o comportamento agressivo
das linhagens WIS, HBR, SHR e WKY (F-I), o comportamento agressivo da
linhagem SEL (F-Il) e a agressividade relacionada a privagéo alimentar (F-III).
Portanto, na populagéo total, a agressao inter-especifica teve um papel muito
mais importante do que a agressao induzida por fome.

Conforme esperado, a linhagem SEL apresentou um padréao
inverso ao da populacgéo total, vale dizer, agressdao contra camundongos vivos
e empalhados (os alvos preferidos) carregaram no Fator-l e agressdo contra
camundongos mortos (os alvos preteridos) no Fator-Il. Adicionalmente, além de
se correlacionar com a ingestao, o Fator-lll contrastou as mordidas e ingestao
do camundongo abatido no confronto com as mordidas aos alvos inanimados
(camundongos recém-morto e empalhado). A correlacdo inversa das mordidas

a estes alvos sugere que elas sdo controladas por, pelo menos, dois
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mecanismos  motivacionais,  presumivelmente, fome e  agresséao.
Adicionalmente, sugere que os ratos possuam 2 fendtipos relativamente
antagbnicos de agressdo muricida, quais sejam, ‘carnivoro’ (ataques ao
camundongo vivo) e ‘carniceiro’ (ataques aos camundongos mortos). A
correlacdo inversa dos ataques aos 2 tipos de alvos também foi observada no
Fator-1ll da linhagem SHR. Assim, enquanto o fendtipo carnivoro seria
dominante na linhagem SEL, o fenétipo carniceiro predominaria nas linhagens
WIS, SHR e WKY, que sao desprovidas de agressividade. Contrariamente, nao
houve nem segregacado completa, nem correlacéo inversa dos 2 tipos de alvos,
nos ratos HBR. De fato, o Fator-1 desta linhagem correlacionou-se tanto com as
variaveis do camundongo vivo quanto dos mortos (mas ndo empalhado). Este
resultado sugere a incorporacao de tracos selvagens ao fenétipo WIS. O Fator-
I dos ratos WKY também carregou em ataques a alvos dispares
(camundongos vivo e congelado). Contudo, a contribuicdo a variancia deste
fator foi menos da metade (20,8 %) da observada para o Fator-l (45,1 %).
Portanto, o Fator-1l parece expressar os alvos secundarios da linhagem WKY
(note-se que os ataques e mordidas ao camundongo empalhado nao foram
incluidos na analise desta linhagem).

Paul e Posner (1973) ja haviam mostrado que os ratos selvagens
atacavam 70% dos camundongos a eles apresentados, enquanto os ratos de
laboratério apenas 12%. Segundo Calvo-Torrent e colaboradores (1999), a
grande vantagem dos ratos em ambiente selvagem diz respeito a sua alta
eficiéncia em se adaptar a um novo nicho ecol6gico. Um dos principais fatores
deste sucesso é o comportamento predatério direcionado para as espécies

nativas que disputam a mesma 4rea com eles. De fato, o muricidio ocorre de
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maneira bastante rapida, geralmente em alguns segundos apenas (Hsuchou et
al. 2002). Os predadores desenvolveram caracteristicas especificas no que diz
respeito ao reconhecimento da presa, onde o tamanho e o formato séo
elementos cruciais. De modo geral, a sequéncia mais comum do
comportamento predatério do rato consiste em deteccdo da presa,
perseguicdo, mordida, abate, manipulagdo e ingestao (Huntingford e Turner,
1987). Esta seqléncia se mantém relativamente constante, mas pode sofrer
modificacbes com o tamanho da presa (Huntingford e Turner, 1987). Por
exemplo, quando um rato cagca e abate um grilo ou outro inseto similar, a
sequéncia consiste em perseguicdo, derrubar, morder, capturar com as patas
dianteiras, morder novamente a cabeca, e remover as pernas e as asas dando
inicio ao comportamento de devorar (lvanco, 1996). Por sua vez, quando um
rato persegue e mata um camundongo, ele geralmente desfere a primeira
mordida na cabeca, pescoco e/ou parte superior da anca, freqientemente,
matando o camundongo (Hsuchou et al., 2002). Pistas odoriferas, movimentos
e vocalizagdes emitidas pela presa também sdo elementos fundamentais para
o inicio do ataque. No presente estudo, o equipamento utilizado limitou o
comportamento de fuga do camundongo, tornando dispensavel a maioria
destes elementos. Contudo, pudemos observar que existe uma distancia de
cerca de 7 cm na qual o ataque do rato torna-se mais provavel. Com algumas
excecoes, o padrdo mais freqlente de predacdo foi: 1) detecgédo, 2)
perseguicao curta, 3) mordidas iniciais, 4) mordida fatal, 5) manipulagdo do
camundongo e, 6) ingestdo. Como utilizamos sempre o0 mesmo tipo de presa
num ambiente invariante, os ataques foram bastante estereotipados. Mesmo

com alguns camundongos apresentando comportamentos defensivos, por
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exemplo, postura de boxear, mordidas, vocalizagbes e fuga, os ratos nao
tinham dificuldades em atacé-los e desferir a mordida fatal. Ndo obstante,
perseguigdo e mordida fatal ndo foram eliciados pelos camundongos mortos.
Contudo, em 70% dos casos de muricidio do presente estudo, a primeira
mordida foi fatal, independentemente da linhagem. Notamos, ainda, que a
maioria dos ratos mordem os camundongos nas regides laterais e dorsais. Este
comportamento foi semelhante para todas as linhagens, revelando um padrao
geneticamente preservado.

O presente estudo revelou diferencas e similaridades do
comportamento muricida das cinco linhagens investigadas. As distingdes sao
mais evidentes quando comparamos a linhagem SEL e as demais,
provavelmente, devido aos niveis mais elevados de agressividade da primeira.
A andlise de fator demonstrou como as varidveis se correlacionam com 3
fatores, quais sejam, agressividade contra camundongos mortos, porém nao
empalhados, agressividade contra camundongos vivos ou empalhados em
postura agressiva e agressividade relacionada a fome. Em conjunto, estes
resultados sugerem a existéncia de dois fenotipos relacionados ao muricidio,
quais sejam, carnivoro e carniceiro. O primeiro é mais evidente na linhagem
SEL, enquanto o segundo é caracteristico das linhagens WIS, SHR e WKY. Os

ratos HBR apresentaram elementos de ambos os fenétipos.
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ESTUDO I

INFLUENCIA DA LINHAGEM E SEXO NO COMPORTAMENTO
EXPLORATORIO NA ARENA E NO LABIRINTO-EM-CRUZ
ELEVADO EM RATOS SELVAGENS (RATTUS NORVEGICUS

SP), WISTAR E LINHAGENS DERIVADAS
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RESUMO

Introducao: Os fatores genéticos tém uma influéncia determinante nos
comportamentos. Por sua vez, as respostas exploratérias da arena e do
labirinto-em-cruz elevado (LCE) tém sido usadas para averiguar o
comportamento exploratorio de um ambiente novo e 0s respectivos niveis de
ansiedade (neofobia). Objetivo: Comparar os comportamentos exploratérios
da arena e LCE nos ratos selvagens, Wistar e linhagens derivadas. Método:
Foram utilizados ratos WIS (20 machos e 15 fémeas), SHR (33 machos e 15
fémeas), WKY (21 machos e 21 fémeas), SEL (7 machos e 16 fémeas), HBR
(89 machos e 94 fémeas) e hibridos provenientes do retrocruzamento dos HBR
com os SEL (SHB, 7 machos e 15 fémeas), pesando entre 250 e 300g. No LCE
registrou-se o tempo despendido na exploracdo dos bragos aberto (TA) e
fechado (TF) e o numero de entradas nos bracos aberto (EA) e fechado (EF)
foram registrados durante um periodo de 5 minutos. Na arena registrou-se
tanto a atividade locomotora como a exploracao da periferia (PX, peritaxia) e do
centro (CX, centrotaxia) e o numero de bolos fecais (DF, defecacao) durante 10
min. Os dados foram comparados por ANOVA para 2 vias seguida de testes de
Bonferroni. As diferencas foram consideradas significantes para P<0,05.
Resultados: A exploracao da arena foi bastante similar para ambos os sexos.
Contudo, as fémeas apresentaram uma frequiéncia mais elevada de defecacgao
na linhagem SHR (A=89%) e, em grau ainda mais acentuado, nos ratos WIS
(A=540%). A CX também foi levemente maior nas fémeas da linhagem HBR
(A=29%) e SHR (A=144%). Em contraste, ndo foram observadas diferengas na
PX de machos e fémeas para nenhuma linhagem estudada. A similaridade
entre sexos justificou o seu agrupamento para a comparagcao das linhagens.
Dentre as linhagens estudadas, chamam a atencdo os valores reduzidos de PX
e CX dos ratos WKY. Em média, a PX desta linhagem foi 88% menor que as
linhagens de derivacdo Wistar e 95% menor que aquelas de derivacao
selvagem. Por sua vez, a CX dos ratos WKY foi 91% e 88% menor que os
valores médios das linhagens Wistar e selvagem, respectivamente. Nao foram
observadas diferengas de sexo na exploracao do LCE ds linhagens WIS, SEL e
SHB. Nos ratos HBR, a unica diferenca foi o TF ligeiramente superior (A=11%)

das fémeas. Diferengcas mais acentuadas foram observadas para as linhagens
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SHR e WKY. Entretanto, quando a exploracdo dos bracos é expressa como
porcentagem do tempo e numero de total de entradas, a Unica diferenga
detectada foi 0 niumero menor de entradas no bragco aberto das fémeas SHR.
Portanto, a similaridade entre sexos no LCE também justifica o seu
agrupamento para a comparacao das linhagens. A observacdo mais importante
na comparagcao das linhagens foi a semelhanca da exploracdo do LCE dos
ratos WIS e SEL, tanto em relacdo ao tempo dispendido quanto ao numero de
entradas nos bracos abertos e fechados. Considerando-se os valores
percentuais, as linhagens WIS e SEL apresentaram os niveis mais elevados de
ansiedade. Sob este aspecto, os grupos menos ansiosos foram as linhagens
SHR, WKY e SHB. Niveis intermediarios foram observados para os ratos HBR.
Nao obstante, a analise de fator do comportamento exploratério dos ratos WIS
e SEL (ver Estudo Ill) sugere que a exploracao do braco fechado nas linhagens
WIS e SEL é controlada por fatores distintos. Conclusao: O presente trabalho
justifica o desenvolvimento de linhagens endogamicas de ratos selvagens para

fins de pesquisa dos mecanismos da ansiedade.

Palavras-chaves: Ansiedade, Exploracao, Rato Wistar, Rato Selvagem,
Rato Wistar-Kyoto, Rato Espontaneamente Hipertenso.



50

INTRODUCAO

E sabido, através dos estudos classicos, que o estresse afeta as
respostas fisioldgicas e ambientais (Cannon, 1935; Selye, 1936, 1946). Ja se
reconhece, por mais de um século, que 0s organismos dentro de uma mesma
espécie podem apresentar marcantes diferencas nas respostas fisiolégicas e
comportamentais frente ao estresse (Mason, 1961; Frankenhaeuser, 1976;
McEwen, 1986).

Atualmente, cresce o numero de evidéncias que reforcam a
influéncia também marcante, dos fatores genéticos sobre os comportamentos
(Bouchard, 1994, Vendruscolo et al., 2006, Hinojosa et al., 2005, Izidio et al.,
2005, Ramos et al., 2003, Mormede et al., 2002, Ramos et al., 1999, Ramos e
Mormeéde et al, 1998). Um paradigma utilizado por estes estudos que
investigam as influéncias genéticas sobre diversos tipos de comportamento, é a
comparacdo de ratos da mesma linhagem, que passaram por Sucessivos
cruzamentos endogamicos (inbreeding), a fim de manter a isogenia.

No geral, as diferencas entre as linhagens podem ser resumidas
da seguinte forma: os ratos machos da linhagem Sprague-Dawley apresentam
alta reatividade no teste da arena e na resposta de sobressalto a um estimulo
acustico, o contrario ocorreu com as fémeas (Mormeéede et al, 2002). Na
linhagem Long-Evans, tanto os machos quanto as fémeas apresentam o
mesmo nivel de reatividade para ambos paradigmas comportamentais
(Morméde et al., 2002).

Klenerova e colaboradores (2002) demonstraram que diferencas

comportamentais entre diferentes linhagens podem decorrer de atividades
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distintas do eixo hipotalamo-ptuitaria-adrenal. Utilizando as linhagens de ratos
Lewis e Sprague-Dawley, eles demonstraram que os ratos da primeira
linhagem apresentaram baixa reatividade do eixo HPA frente aos estressores,
ao mesmo tempo em que, tornou mais facil o processo de habituacao ao
ambiente novo. Os ratos da segunda linhagem, ao contrario, demonstraram
alta reatividade do eixo HPA e maior dificuldade no processo de habituacédo ao
ambiente novo (Klenerova et al.,, 2002). Mais ainda, os ratos da linhagem
Lewis, nos testes do labirinto em cruz-elevado (LCE) e da arena,
demonstraram reatividade maior a estimulos aversivos quando comparados a
linhagem Sprague-Dawley (Klenerova et al., 2002).

As respostas comportamentais exibidas no teste da arena séo
usadas para averiguar, de modo direto, o comportamento exploratério em um
ambiente novo, o que também inclui certo nivel de comportamento ansioso
(Renner e Seltzer, 1991, Eilam e Golani, 1989). Contudo, esta abordagem tem
seu valor aumentado a partir do momento no qual o rato e submetido uma
Unica vez ao ambiente da arena, ou pelo menos o0 seja, no caso de mais vezes,
em tempos bastante distantes, a fim e evitar os efeitos da aprendizagem
(Babcock et al., 2002). Este paradigma &, ainda, importante no que se refere a
exposicdo das diferengas sexuais relacionadas aos comportamentos de
conteudo emocional, como explicitado acima (Beatty e Fessler, 1976).

O LCE, por sua vez, é largamente utilizado como um paradigma
comportamental (Rodgers e Cole, 1995), o qual presumivelmente mensura o
comportamento de esquiva a um medo motivado (Hogg, 1996, Pellow et al.,
1985). Durante um experimento tipico neste equipamento, os animais passam

a maior parte do tempo nos bracos fechados do labirinto; um comportamento
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que demonstra seu medo por locais abertos (Treit, 1985). A administracao de
drogas ansioliticas tende a reduzir este comportamento aversivo natural,
enquanto as drogas ansiogénicas podem potencializa-lo (Pellow et al., 1985 e
Treit, 1985). Contudo, varios experimentos demonstraram que ratos, mesmo de
linhagens, sexo e idade idénticos, podem sistematicamente apresentar
diferencas nestas respostas comportamentais no LCE (Decousa, 1998). Esta
variabilidade nos resultados pode se dever, parcialmente, ao patriménio
genético que pode diferenciar ratos da mesma linhagem.

Schwarting e colaboradores (1998) baseando-se no tempo gasto
na exploragdo dos bracos abertos do labirinto, demonstraram que ratos Wistar
machos podem ser subdivididos em dois subgrupos, quais sejam, de baixa
ansiedade (LA) e alta ansiedade (HA). Estes grupos diferenciam-se nos niveis
de serotonina no estriado ventral, mas ndo no neoestriado, cértex frontal, corpo
amigdaléide e hipocampo ventral. Além do mais, ambos 0s grupos nao
apresentam diferencas significantes no que diz respeito aos niveis de
noradrenalina e dopamina nestas mesmas regides cerebrais (Schwarting,
1998).

Interessante que o estriado ventral, o qual inclue o nucleo
accumbens, é conhecido por exercer um papel critico no comportamento
motivado. Ying-Jui et al. (2002) demonstraram, ainda, que a ansiedade no LCE
nao relaciona-se com o comportamento locomotor na arena, o qual também
apresenta diferengcas comportamentais em ratos de linhagens iguais. Em
conjunto, estes comportamentos parecem refletir o funcionamento de

mecanismos cerebrais dopaminérgicos e colinérgicos relacionados a ativagcao
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psicomotora, respondendo a uma situagdo nova, a um impulso motivacional e
também a adiccao e estresse (Thiel et al., 1998).

No teste do LCE, os ratos machos podem, também, apresentar
comportamentos relacionados ao medo, em maior intensidade do que as
fémeas (Johnston e File, 1991). Por exemplo, baixa taxa de ambulacéo e altos
niveis de defecacdo no teste da arena, assim como numero reduzido de
entradas nos bracos abertos do LCE (Johnston e File, 1991).

Diferencas relacionadas a idade dos ratos também vem sendo
foco de interessantes estudos realizados, no que se refere ao aspecto
emocional dos comportamentos destes (Masur et al., 1980). Por exemplo,
Imhof et al. (1993) demonstraram que tantos os ratos machos quanto as
fémeas apresentam um aumento dos niveis daqueles comportamentos
relacionados ao medo no LCE em funcgédo da idade. Os animais de ambos os
sexos, abaixo dos 60 dias de idade, apresentam padrdes similares de
respostas, com elevados indices de entradas nos bracos abertos, bem como o
tempo gasto na exploracédo destes. Este padrdo de resposta é freqiientemente
obtido com o tratamento de benzodiazepinicos nos ratos adutos (Pellow et al.,
1985).

Imhof et al. (1993) demonstraram, ainda, que as diferencas
sexuais apresentadas no teste do LCE n&o foram observadas apds o 120° dia
de idade. Além do mais, a analise dos dados obtidos com ratos entre 120 e 150
dias de vida revelou baixos indices de entrada e tempo de exploracdo dos
bragos abertos. Conclui-se, a partir dai, que os ratos mais jovens sd0 menos
ansiosos do que os ratos mais velhos, independentemente do sexo (Imhof et

al.,1993).
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Por outro lado, ao redor do 90° dia de vida, diferencas
significantes entre ratos machos e fémeas no que se refere aos bragos abertos,
sugerem que os machos sao mais reativos do que as fémeas (Imhof et
al.,1993). Todavia, nenhuma diferenca consistente foi encontrada para estes
parametros em outras idades. Assim, pode ser que ambos os ratos machos e
fémeas, durante o crescimento, exibam marcantes diferencas em seus
respectivos padrées de comportamento exploratério entre o 60° e 90° dia para
0s machos, enquanto nas fémeas o mesmo ocorre um pouco mais tarde, entre
0 90° e 120° dia de vida. Em conjunto, todos estes resultados sugerem a
existéncia de um periodo critico, durante o qual modificagdes género-
especificas ocorrem (Imhof et al.,1993).

Nos Ultimos anos, uma série de estudos comportamentais
evidenciaram um déficit em ratos WKY jovens-adultos. Tanto a memdria de
trabalho quanto a capacidade de aprender sobre o ambiente foram muito
baixos nesta linhagem de ratos quando submetidos ao labirinto aquatico de
Morris (Diana et al.,1994). Questiona-se desde entdo o real valor destes ratos
WKY como controles de ratos SHR, principalmente em testes
comportamentais, uma vez que existem diversas outras diferencas fisiologicas
além da presséo arterial. Uma conclusdo muito importante destes estudos e a
constatacdo de que os declinios cognitivos associados com a idade sao
linhagem-dependentes (Diana et al.,2002).

Surpreendentemente, tanto o SHR quanto o WKY néo
apresentam um declinio severo na capacidade de aprender entre os 6 e 10
meses de idade (Diana et al.,1994). Os mecanismos envolvidos dos déficits de

aprendizagem em ambas as linhagens ja estaria presente antes mesmo da
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idade de 6 meses. Outra conclusdo é de que a baixa capacidade de
aprendizado dos ratos SHR nao é explicada simplesmente como decorrente da
hipertensao (Diana et al.,1994).

O objetivo do presente estudo é comparar o comportamento
exploratério do rato selvagem e hibrido com a linhagem Wistar tradicionalmente
utilizada em laboratério, a qual perdeu o padrao natural deste comportamento,
devido os processos de domesticacdo e de selecao programada realizadas ha

varias décadas nos biotérios.

METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos (n=20) e fémeas (n=15) (Rattus
norvegicus albinus), adultos e isogénicos pesando entre 250 e 300g, com idade
variando entre 90 e 120 dias, fornecidos pelo Programa de P6s-Graduacao em
Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Estes ratos
sdo descendentes de uma cepa original provenientes do Biotério Central da
Universidade de Sdo Paulo — USP, em 1992. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas, de polietileno (40 x 30 x 30 cm) e assoalho coberto com
serragem, comportando no maximo de 4 a 5 animais. Os ratos tiveram livre
acesso a agua e comida e foram mantidos em ambiente com ciclo de
iluminagdo de 12 h (luzes acesas as 7:00 h, com intensidade de 54 Lux) e
temperatura controlada (20-25°C). Todos os experimentos foram realizados

entre as 14:00 e 17:00 horas.
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Foram utilizados ratos Wistar Espontaneamente Hipertensos (SHR),
machos (n=33) e fémeas (n=15) (Rattus norvegicus albinus), adultos e
isogénicos pesando entre 250 e 300g, com idade variando entre 90 e 120 dias,
da linhagem SHR. Foram, também, utilizados ratos Wistar Kyoto machos
(n=42) e fémeas (n=42 ) (Rattus norvegicus albinus), adultos e isogénicos
pesando entre 250 e 300g, com idade variando entre 90 e 120 dias, fornecidos
pelo do Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Fisioldgicas, da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas, de polietileno (40 x 30 x 30 cm) e assoalho coberto com serragem,
comportando no maximo de 4 a 5 animais. Estes ratos sdo descendentes de
uma cepa original provenientes do biotério central da Universidade Estadual de
Sao Paulo — UNESP, Botucatu, em 1994. Os ratos tiveram livre acesso a agua
e comida e foram mantidos em ambiente com ciclo de iluminagdo de 12 h
(luzes acesas as 7:00 h, com intensidade de 54 Lux) e temperatura controlada
(20-25°C). Todos os experimentos foram realizados entre as 14:00 e 17:00
horas.

Foram utilizados ratos Hibridos (HBR), machos (n=94) e fémeas
(n=89) (Rattus norvegicus sp.), adultos e pesando entre 250 e 300g, com idade
variando entre 90 e 120 dias, provenientes do cruzamento entre alguns
espécimes originais dos ratos machos selvagens capturados e ratas Wistar.
Foram também utilizados ratos hidridos provenientes do retrocruzamento entre
ratos SEL e HBR (SHB), machos (n=14) e fémeas (n=30) (Rattus norvegicus
albinus), adultos e pesando entre 250 e 300g, com idade variando entre 90 e
120 dias, fornecidos pelo do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

Fisiologicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram
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mantidos em gaiolas coletivas, de polietileno (40 x 30 x 30 cm) e assoalho
coberto com serragem, comportando no maximo de 4 a 5 animais. Estes ratos
sdo descendentes de uma cepa original provenientes do biotério central da
Universidade Estadual de Sdo Paulo — UNESP, Botucatu, em 1994. Os ratos
tiveram livre acesso a 4gua e comida e foram mantidos em ambiente com uma
iluminacdo que mimetiza as condi¢cbes naturais de vida destes animais (4 lux) e
temperatura controlada (20-25°C). Todos os experimentos foram realizados
entre as 14:00 e 17:00 horas.

Os ratos denominados por nés de ‘selvagens’ (Rattus norvegicus sp)
origianm-se de ratos capturados em ambientes urbanos e, porteriormente,
procriados em biotério. No geral, conseguimos prolongar os cruzamentos
endogamicos até a 32 geracao, onde os ratos ndo mais demonstraram nenhum
tipo de comportamento reprodutivo, mesmo com administracdo de hormdnios
especificos. Ao todo foram utilizados 13 animais, machos e fémeas
provenientes da 12 geracao desenvolvida em biotério, 11 animais da 22 geragao
e 6 animais da 32 geracdo. Na época do experimento, os ratos adultos
pesavam entre 250 e 300g, com idade variando entre 90 e 120 dias, Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas, de polietileno (40 x 30 x 30 cm) e
assoalho coberto com serragem, comportando no maximo de 4 a 5 animais. Os
ratos tiveram livre acesso a agua e comida e foram mantidos em ambiente com
uma iluminagdo que mimetiza as condigbes naturais de vida destes animais (4
Lux) e temperatura controlada (20-25°C).

Todos os procedimentos do presente estudo respeitaram as
normas estabelecidas pelo International Guiding Principles for Biomedical

Research Involving Animals (CIOMS) - Genebra (1985), e atualmente esta
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sendo analisada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA), da

Faculdade de Medicina EMESCAM, Vitéria, ES.

TESTES COMPORTAMENTAIS

Labirinto-em-cruz elevado

Foi utilizado um LCE de madeira e férmica branca, com dois bragos
abertos e dois fechados por paredes laterais medindo 30 cm de altura. Os
bragcos tém 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, e posicionam-se
numa altura de 80 cm do solo. Os bracos abertos tém uma borda de acrilico,
com 1 cm de altura. Os ratos de todas as linhagens foram colocados na regiao
central. Durante um periodo de 5 minutos, foram registrados os tempos
despendidos nas exploracbes dos bracos abertos e fechados, bem como o
namero de entradas com as quatro patas em cada um dos bracos. Entre cada
sessao, o aparelho foi limpo com alcool etilico (10%), a fim de remover pistas
olfatérias. A sala experimental foi preparada de forma a reduzir ao maximo
ruidos externos. Os experimentos foram realizados entre 14:00 e 18:00, com

intensidade luminosa de 14 lux. Os ratos foram testados uma Unica vez.

Teste da arena

Os ratos de todas as linhagens foram colocados em uma arena
de férmica branca (1,60 x 1,60 m) especialmente projetada para evitar fugas e
proporcionar seguranca e eficiéncia na observacdo dos comportamentos,
quando se tratava das linhagens SEL, HBR e SHB. Esta arena era equipada

por rodas para sua melhor manipulacao, bem como por paredes destacaveis. A
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iluminacdo era mantida constante durante todas as sessbes (14 Lux). Para
colocar os animais na arena, utilizamos as mesmas tocas de aco que
poermaneciam no interior das caixas coletivas do biotério do Laboratério de
Neurobiologia Il, as quais foram encaixadas na entrada da arena, permitindo
entdo o acesso dos ratos. Durante um periodo de 10 minutos, os ratos foram
observados, quantificando o numero de quadrantes atravessados na periferia,
bem como o numero de cruzamentos no perimetro central. Ap6és o término da
sessdo, estes mesmos animais foram induzidos a entrar novamente em suas
respectivas tocas, comportamento realizado com grande facilidade devido a
alta defensividade destes animais. A sala experimental foi preparada de forma
a reduzir ao maximo ruidos externos. Os experimentos foram realizados entre
14:00 e 18:00, com intensidade luminosa de 14 lux. Os ratos foram testados

uma Unica vez.

RESULTADOS

Comportamento das Linhagens na Arena

O comportamento de PX apresentou diferencas acentuadas
(F11341= 58,57, P<0,0001) entre grupos. Estas diferencas foram devidas,
principalmente, a linhagem (Fs341= 118,61, P<0,0001) e, em menor grau, sexo
(F1.341= 28,67, P<0,05). De fato, ndo foram detectadas diferencas significantes
entre sexos da mesma linhagem, nem mesmo para os ratos Wistar onde as
diferengas foram mais evidentes (machos: 33,3+4,0, fémeas: 43,4+3,7) (Fig.1).

Portanto, as linhagens podem ser convenientemente analisadas pela média
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dos sexos. Como podemos observar, a PX variou de valores tdo baixos como
5,7 (WKY) a 126,8 (SHB) espacos/10 min (Fig.2).

Também foram observadas diferencas altamente significantes
para o comportamento de CX (Fy1341= 17,68; P<0,0001). As diferencas foram
devidas primariamente as linhagens (Fs341= 33,79; P<0,0001) mas também a
interacao entre linhagem e sexo (Fs341= 10,41; P<0,0001). Assim, enquanto as
fémeas apresentaram valores maiores de CX nas linhagens SHR (ts= 7,57;
P<0,0001) e HBR (t1g1= 2,27; P<0,05), os machos SHB exploraram a éarea
central mais intensamente (t2o= 2,05; P<0,05).

A resposta de DF diferiu acentuadamente para o0s grupos
estudados (Fi1341= 37,45; P<0,0001). Contudo, ao contrario das demais
variaveis, esta resposta sofreu influéncias significantes tanto da linhagem
(Fs341= 60,01; P<0,0001) quanto do sexo (Fis341= 43,25; P<0,0001) e da

interacao destes fatores (Fs341= 28,02; P<0,0001).

Comportamento das Linhagens no LCE

Diferentemente da arena, as variaveis do LCE diferiram tanto em
relacdo ao sexo quanto a linhagem. O sexo teve efeitos significantes quanto as
entradas (F1341= 6,97, P<0,01) e tempo (F1341= 7,71, P<0,0001) de exploracao
do brago fechado (Figs.3-4). Em contraste, o TA ndo foi afetado de forma
significante pelo sexo. Tampouco foram observadas interagdes significantes
entre sexo e linhagem nesta variavel. Assim, as diferencas no TA foram
virtualmente devidas as diferencas entre linhagens (Fig.5). Também foram

observadas interacdes significantes entre sexo e linhagem para EA (Fsz341=
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4,34, P<0,001), EF (Fs341= 5,72, P<0,0001) e TF (Fs341= 3,40, P<0,005). De
fato, enquanto o sexo teve um efeito significante nas EA das linhagens WKY
(t40= 2,09, P<0,05) e SHR (t46= 4,05, P<0,0001), o sexo somente influenciou as
EF na linhagem WKY (t4= 5,82, P<0,0001) (Fig.3). Por outro lado, o0 sexo teve
uma influéncia significante no TF das linhagens WKY (t4= 2,07, P<0,05), SHR
(t46= 2,48, P<0,01) e HBR (t181= 2,19, P<0,05) (Fig.3). Contudo, quando estas
variaveis foram expressas em porcentagem da atividade total, o0 sexo somente
teve influéncia no numero de EF da linhagem SHR (t46= 2,97; P<0,005) (Fig.4).

Diferentemente do sexo, as linhagens tiveram efeitos significantes
sobre todas as varidveis do LCE, vale dizer, EA (Fs5341= 26,19, P<0,0001), TA
(Fs341= 26,94, P<0,0001), EF (Fs34s1= 28,93, P<0,0001) e TF (Fsz4= 12,22,
P<0,0001) (Fig.5). Notadamente, as linhagens WIS e SEL apresentaram niveis
maiores, porém, similares de ansiedade, apresentando uma reduzida
exploracdo dos bracos abertos. As linhagens SHR e WKY também
apresentaram desempenhos similares, porém, em sentido inverso, sugerindo

niveis menores de ansiedade (Fig.5).
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Figura 1. Efeito do sexo sobre o comportamento de exploracdo da arena das
diversas linhagens. Abreviaturas: PX — peritaxia, CX — centrotaxia, DF —
defecagcao, WIS — Wistar, SHR — ratos espontaneamente hipertensos, WKY —
Wistar-Kyoto, SEL — selvagem, HBR — hibridos WISxXSEL, SHB - hibridos
SELxHBR. * P<0,05, *** P<0,005, diferencas significantes entre sexos (testes-t
para grupos independentes).
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Ordenada em escala logaritmica de base 2. As desigualdades (<) indicam
diferencas significantes entre as linhagens (ANOVA seguida de testes-t de
Bonferroni). Demais detalhes como na Fig.1.
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Figura 4. Efeito do sexo das linhagens sobre o comportamento de exploracao
do labirinto-em-cruz elevado. Abreviaturas: EA/Total (%) — porcentagem de
entradas nos bracos abertos, TA/Total (%) — porcentagem de tempo nos bracos
abertos. Demais detalhes como na Fig.1.
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DISCUSSAO

A exploragédo da arena foi bastante similar para ambos os sexos.
Contudo, machos e fémeas diferiram acentuadamente nas linhagens WIS e
SHR. As fémeas apresentaram uma frequiéncia mais elevada de defecacao na
linhagem SHR (A=89%) e, em grau ainda mais acentuado, nos ratos WIS
(A=540%). As fémeas da linhagem SHR também apresentaram uma freqiéncia
mais elevada de CX (A=144%). A CX também foi levemente maior nas fémeas
da linhagem HBR (A=29%). Em contraste, ndo foram observadas diferengas na
PX de machos e fémeas para nenhuma linhagem estudada.

A similaridade entre sexos justifica o seu agrupamento para a
comparacao das linhagens. Dentre as linhagens estudadas, chamam a atencao
os valores reduzidos de PX e CX dos ratos WKY. Em média, a PX desta
linhagem foi 88% inferior as demais linhagens de derivacdo Wistar e 95%
inferior aquelas de derivacdo selvagem. Embora a CX dos ratos WKY tenha
sido mais variavel que a PX, a CX foi 91% e 88% inferior aos valores médios
das linhagens de derivagdao Wistar e selvagem, respectivamente.

A exploracdo do LCE também foi muito similar para machos e
fémeas. De fato, ndo foram observadas diferencas entre sexos para as
linhagens WIS, SEL e SHB. Nos ratos HBR, a unica diferenga foi o TF
ligeiramente superior (A=11%) das fémeas. Contudo, a significAncia estatistica
deste dado pode ter sido devida ao numero elevado de ratos HBR. Diferencas
mais acentuadas foram observadas para as linhagens SHR e WKY. Na
primeira, a freqiéncia de EA dos machos foi 70% maior que a das fémeas. Em

contraste, o TF das fémeas foi 35% maior que o dos machos. Na linhagem
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WKY as fémeas exploraram os bracos fechados por um tempo maior (A=34%)
e apresentaram freqiiéncias maiores de entradas nos bracos abertos (A=28%)
e fechado (A=84%). Entretanto, quando a exploragdo dos bracos é expressa
como porcentagem em relagdo ao tempo e niumero de entradas totais, a Unica
diferenca detectada foi o menor nimero de entradas no braco aberto das
fémeas SHR. Portanto, a similaridade entre sexos no LCE também justifica o
seu agrupamento para a comparacao das linhagens.

A observagao mais importante na comparacao das linhagens foi a
semelhanca da exploracao do LCE dos ratos WIS e SEL, tanto em relacéo ao
tempo dispendido quanto ao numero de entradas nos bragos abertos e
fechados. Considerando-se os valores percentuais, as linhagens WIS e SEL
apresentaram os niveis mais elevados de ansiedade. Sob este aspecto, 0s
grupos menos ansiosos foram as linhagens SHR, WKY e SHB. Niveis
intermediarios foram observados para os ratos HBR. Nao obstante, a analise
de fator do comportamento exploratério dos ratos WIS e SEL (ver Estudo Il)
sugere que a exploragdao do braco fechado nas linhagens WIS e SEL é
controlada por fatores distintos. Assim, enquanto ambas as linhagens evitam o
bragco aberto em fungdo da ansiedade, a permanéncia no braco fechado é
inversamente relacionada a ansiedade nos ratos WIS, mas a atividade nos
ratos SEL.

Contrariamente aos resultados encontrados por nés no presente
estudo, estudos seminais (Sdderpalm, 1989 e Paré, 1989), e também mais
atuais (Ramos et al., 1997 e Durand et al., 1999), indicaram que os ratos WKY,
por exemplo, apresentam niveis mais acentuados de ansiedade e pouca

atividade locomotora quando comparados com os animais da linhagem SHR.
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Durand e colaboradores (2000), investigando as agdes da desipramina sobre
0s comportamentos de ambos os grupos na arena € no LCE, confirmaram
estes achados.

Diversos estudos (Paré, 1989 ab, Redei et al.,1994, lto et al.,
1990, Shichijo et al., 1991) demonstraram que os ratos WKY caracterizam-se
por apresentar hiperresponsividade ao estresse. Paré (1994) demonstrou que
estes manifestam varios comportamentos que sugerem um quadro de
depressdo. Quando comparados com outras linhagens, os ratos WKY
demonstram um pronunciado déficit motor na arena; um tempo longo de reacao
ao choque, ou seja, apresenta com muito mais facilidade o comportamento de
desamparado aprendido; demonstra com muita intensidade a imobilidade no
teste do nado-forcado rapidamente adquire a resposta de esquiva passiva e
congelamento em testes de condicionamento defensivos.

O fato de que os ratos WKY sdo bastante susceptiveis a
desenvolver Ulceras no teste do estresse induzido pela restrigdo, e também
apresentam altos niveis de horménio adrenocorticotropico em resposta ao
estresse de retencado sugerem que a linhagem WKY sao hiperresponsiveis a
situacées de estresse. O antidepressivo, desipramina, reduz o tempo de
imobilidade no teste do nado-forcado, assim como a incidéncia da Ulcera
causada pelo estresse nesta linhagem (Paré, 1992).

O grande valor do estudo de Paré (1994a,b) reside no fato de que
medidas mdultiplas de comportamento foram obtidas no mesmo tipo de animal.
A analise de correlacao indicou que nao existe uma relacao entre os testes da
arena, do desamparo aprendido e do nado-forcado. Assim, a imobilidade obtida

num destes testes ndo implica, necessariamente, imobilidade em outros testes.
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Estes resultados concordam com outros estudos (Alonso et al., 1991), os quais
revelaram que a imobilidade nos testes da arena e do nado-forgado seriam
controlados por diferentes mecanismos. Contudo, a mais interessante
observacdo vem do fato de os comportamentos registrados durante o nado-
forcado e o desamparo aprendido revelarem uma corelagcdo positiva, apenas
para estes ratos WKY. Este resultado sugere que os ratos WKY apresentam
indices elevados de comportamento depressivo em um destes modelos de
depressao.

Paré e colaboradores (1999) demonstraram, ainda, que os ratos
WKY sao mais propensos ao consumo de alcool e ulcerac¢des gastricas quando
comparados aos ratos da linhagem Sprague-Dawley. Esta grande reatividade
comportamento deste grupo ao estresse é verificada em varios paradigmas,
tais como a imobilidade apresentada nos testes da arena (Paré 1989b,c), a
imobilidade nos testes do nado-forcado (Paré 1989a,d), a rapida aquisicao da
resposta de esquiva-passiva (Paré 1994), a exibicdo reduzida de
comportamentos exploratérios em uma ambiente novo (Paré 1989d), a
permanéncia dentro dos bragos fechados na maior parte do tempo no teste de
LCE (Paré, 1992).

Os ratos SHR, por sua vez, sdo utilizados como modelos para
varias desordens associadas a hipertensdo. Os ratos SHR compdem um
modelo comportamental para a desordem de hiperatividade e déficit de atencéo
(Sagvolden, 2001). Comparados com seus progenitores e controles
normotensos, os ratos WKY, os SHR sdo mais hiperativos, sdo menos atentos
e mais impulsivos (Boix et al., 1998). A maioria das pesquisas envolvendo os

ratos SHR sdo realizadas em individuos jovens-adultos, com poucas
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referéncias para as fémeas SHR e, além do mais, a linhagem WKY pode nao
ser a mais apropriada para controle da linhagem SHR.

Os ratos SHR, quando idosos, servem, ainda, como modelo
experimental para os prejuizos cognitivos as vezes observados em pessoas
idosas. Os efeitos da idade sobre as habilidades cognitivas, tais como,
memdéria e aprendizagem, nesta linhagem ja sdo apontadas por alguns
estudos. Meneses e colaboradores (1996) demonstraram que a performance
do ratos SHR era pior do que a do WKY no comportamento operante, o qual
envolve um nivel minimo de aprendizado. Os efeitos deletérios da hipertenséo
sobre a aprendizagem e a memdéria, 0os quais sdo observados em diferentes
idades - entre 3 e 24 meses -, sdo potencializados pela idade (Meneses et al.,
1996). Por fim, o presente trabalho justifica a producao e utilizacdo de uma
linhagem endocruzada de ratos selvagens, os quais tendem a manter o padrao
natural de comportamento exploratério nos paradigmas comportamentais
relatados.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a
existéncia de diferencas acentuadas entre linhagens e sexo na ansiedade.
Neste caso, as fémeas da linhagem WIS e SHR apresentaram niveis mais
elevados de DEF e CX, em contraste com os valores reduzidos dos ratos WKY.
A exploracdo do LCE ndo foi influenciada de forma relevante pelo sexo no caso
dos grupos WIS, SEL e SHB. No entanto, diferencas acentuadas foram
observadas entre as linhagens SHR e WKY. No primeiro caso os machos
foram menos ansiosos, ao contrario do que ocorreu com o ultimo grupo. De
maneira surpreendente, as linhagens WIS e SEL apresentaram o s niveis mais

elevados de ansiedade no LCE. Os grupos que apresentaram menor
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ansiedade, neste caso, foram SHR, WKY e SHB. Niveis intermediarios foram
obtidos pelos ratos HBR. Este resultado sugere uma influéncia genética
bastante seletiva sobre o comportamento exploratério entre os diferentes
grupos. Além do mais, parecem existir dois tipos de fatores controlando este
comportamento, ou seja, enquanto as linhagens WIS e SEL evitam os bracos
abertos do LCE devido a ansiedade, uma vez nos bracos fechados, a linhagem

SEL permanece bastante ativa, ao contrario dos ratos WIS.
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ESTUDO Il

ANALISE DE FATOR DO COMPORTAMENTO EXPLORATORIO
NA ARENA E NO LABIRINTO-EM-CRUZ ELEVADO EM RATOS
SELVAGENS (RATTUS NORVEGICUS SP), WISTAR E

LINHAGENS DERIVADAS.
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RESUMO

Introducao: No estudo anterior verificamos que o desempenho
na arena e LCE difere tanto em relacdo as linhagens quanto em relagdao ao
sexo. Objetivo: No presente estudo examinamos o mesmo conjunto de dados
quanto as correlagdes entre os comportamentos da arena e LCE. Método: Os
procedimentos e as variaveis foram os mesmos do Estudo Il. Contudo, ao invés
de comparar a magnitude das respostas na arena e LCE, as correlacbes entre
as variaveis foram examinadas por andlise de fator principal seguida de
rotacdes ortogonal (varimax) e obliqua (promax). Somente foram consideradas
correlacdes maiores que 0,35 (valor absoluto). Resultados: Nas linhagens
agrupando ambos 0s sexos, a CX correlacionou-se exclusivamente com
atividade nos ratos SEL e SHR, e com ansidlise nos ratos HBR. Contudo, a CX
das linhagens WIS e SHB correlacionou-se tanto com atividade quanto
ansidlise. Adicionalmente, CX carregou forte e positivamente com a atividade
de machos e fémeas WIS e machos SHR, mas com sedagao nas fémeas WKY
e SHR, revelando um claro dimorfismo sexual para os SHR. As linhagens WIS
e SHR apresentaram padrées similares, quais sejam, a influéncia predominante
da ansiedade nos ratos machos e da atividade nas fémeas, corroborando os
dados da literatura para ratos WIS. Contudo, nas fémeas TA e EA
correlacionaram-se positivamente com PX, mas inversamente com CX,
correlacées ausentes nos SHR machos. Estes dados sugerem que as fémeas
mais ativas na arena tendem a entrar um maior nimero de vezes nos bracos
abertos do LCE, aumentando TA. Entretanto, TA e PX correlacionaram-se
inversamente com ansiedade nas fémeas, sugerindo a influéncia inibitéria da
ansiedade na exploracdo da arena. Por sua vez, DF correlacionou-se com
atividade nas linhagens SHR e HBR, mas em ansiedade na linhagem WIS,
ansiolise na SEL e nado carregou em fator algum nas linhagens WKY e SHB. Na
analise por sexo, DF carregou em atividade para machos e fémeas HBR e
machos SHR. Notavelmente, DF sé correlacionou-se com ansiedade nos
machos SHB, constituindo-se na Unica evidéncia da concepcéo classica de que
que relaciona esta resposta com medo e ansiedade. Contrariamente, a DF
correlacionou-se fortemente com ansidlise nos ratos machos e fémeas da

linhagem SEL. Estes resultados sugerem que a DF desta e outras linhagens
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esteja mais relacionada a exploragdo (demarcagcao territorial) que a
‘emocionalidade’. Nos ratos WIS, SEL e SHB de ambos os sexos e fémeas
SHR foi observada uma correlagéo inversa de PX e EF, sugerindo que os ratos
mais ativos na arena sejam menos ativos nos bragos fechados do LCE.
Constitui-se, portanto, num traco bastante generalizado do comportamento
exploratério do rato. Como a rotacao ortogonal forneceu resultados similares, a
correlacdo inversa de PX e EF destas linhagens é independente da ansiedade,
sendo determinado pelas caracteristicas fisicas dos ambientes, quais sejam,
ambientes amplos (arena) ou restritos (brago fechado), exclusivamente. Em
outras palavras, ratos cuja atividade é estimulada por ambientes amplos teriam
uma atividade inibida em ambientes restritos. Portanto, a PX destas linhagens
parece expressar uma busca instintiva por um ‘abrigo’ independente do grau de
ansiedade vivenciado pelo rato. Esta atividade seria desnecesséaria no bracgo
fechado do LCE. Por outro lado, os fatores principais contribuiram com apenas
16,6% da variancia acumulada dos ratos WKY. Estes dados sugerem a
influéncia predominante de fatores especificos, principalmente nas fémeas
desta linhagem, que nao foram detectados por nossos equipamentos. De fato,
a linhagem WKY tem sido utilizada como modelo de depressao. A ansiedade
também foi representada no Fator-I da linhagem SEL. Contudo, enquanto TA e
EA carregaram forte e negativamente neste fator, TF correlacionou-se
fortemente com sedacao. Isto foi observado tanto para o conjunto dos ratos
SEL quanto para os sexos separadamente. Portanto, a permanéncia do rato
SEL no braco fechado parece estar mais associada a sedacédo que ansiedade.
A ansiedade também foi a influéncia predominante no comportamento dos
machos e fémeas da linhagem HBR, reproduzindo o padrao dos ratos SEL.
Portanto, por serem derivados dos ratos SEL, os HBR corroboram as
observacdes feitas para o pequeno numero de ratos SEL. Ao contrario dos
ratos de derivagdo WIS, a ansiedade foi a influéncia preponderante no
comportamento exploratério dos machos e fémeas da linhagem SEL. Por outro
lado, a caracteristica mais importante dos ratos SHR foi a segregacao completa
das variaveis do LCE e arena nos fatores ansiedade e atividade,
respectivamente. Este padrdo foi virtualmente conservado nos ratos machos,
mas ndo nas fémeas que apresentaram um comportamento extremamente

complexo, onde TF foi a Unica variavel que carregou forte e exclusivamente em
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ansiedade. Em contraste, PX correlacionou-se tanto com atividade e
ansiedade, TA com atividade e ansio6lise e CX com sedacao. Estes resultados
reinteram a necessidade de desenvolvimento de linhagens selvagens para o

estudo dos comportamentos de defesa.

Palavras-chaves: Andlise de fator, Exploracao, Rato Wistar, Linhagens
derivadas, Arena, Labirinto-em-cruz elevado.
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INTRODUCAO

A influéncia dos fatores genéticos nas respostas a estimulos
estressores, que podem variar em natureza e intensidade, foram demonstradas
em diversas espécies animais, incluindo os seres humanos (Ramos et al.,
1997, 1998). Contudo, tal componente genético Parece ser responsavel
apenas por parte da grande variacdo interindividual comumente observada
para este tipo de comportamento (Ramos et al., 1997, Cardno et al., 1997,
Castanon et al., 1995). Além do mais, a utilizacéo de grupos intraespecificos de
animais, os quais podem ou nao diferir no historico genético, sdo cada vez
mais propostos como ferramentas Uteis na investigagdo das bases
neurobioldgicas das desordens psicologicas (Ramos et al., 1997, Flint et al.,
1995, Trullas e Skolnick et al., 1993).

Neste sentido, segundo Ramos e colaboradores (1997), uma das
principais estratégias que se desenvolveu nas ultimas décadas foi a utilizagao
de programas bidirecionais de cruzamento de linhagens selecionadas, as quais
divergem em suas respostas comportamentais frente uma série de situagdes
estressoras. No caso do rato, alguns dos modelos genéticos estabelecidos
incluem os ratos das linhagens as seguintes: Maudsley, Romana, Wistar-Kyoto
e derivados e Tsukuba (Ramos et al.,, 1997). Uma estratégia alternativa, no
entanto, € justamente procurar diferencas entre as linhagens nao selecionadas
de acordo com um critério de reatividade emocional. Em cada um dos casos
citados, o inter-cruzamento de linhagens que se diferenciam muito numa dada
resposta, seguido pelo estudo da segregacao entre as geragoes provou ser um

meio eficiente na investigacdo dos possiveis elos entre os parametros
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fisioldgicos e comportamentais de uma resposta relacionada ao estresse
(Chaouloff et al, 1994). Além do mais, cada vez mais consolida-se a
associagcao desta concepcao com protocolos envolvendo a genética molecular
na procura de genes envolvidos na variagdo da reatividade emocional
(Mormeéde et al., 2002, Ramos et al., 1999).

Um numero cada vez maior de estudos exalta a importancia das
diferencas entre as linhagens no que se refere aos testes de ansiedade, por
exemplo, no labirinto em cruz-elevado (LCE) (Chaouloff et al., 1997, Gray,
1979, Grisel et al., 1997, Melo et al., 1996). O reconhecimento de linhagens
especificas de animais que apresentam grande contraste na sua forma de
responder a estimulos ansiogénicos pode nos auxiliar no estabelecimento de
novos conceitos entre o0s parametros comportamental, fisiolégico e
neuroquimico envolvidos nas respostas ansiosas. Mais ainda, tal enfoque
metodoldgico pode isolar linhagens com elevados indices de respostas ao
estresse, e outras com baixo nivel para o0 mesmo caso, tal como realizado por
Ramos et al.(1997), com relacao aos ratos Lewis e SHR, respectivamente.

O teste da arena (open-field) também é fundamental neste processo
de constatacdo de diferentes comportamentos entre diferentes linhagens. Por
exemplo, no que se refere a peritaxia e centrotaxia nos ratos WKY e SHR,
Durand e colaboradores (1999) demonstraram que estes comportamentos
carregaram para uma unica dimensao. Mais ainda, o numero de entradas nos
bragos fechados do LCE, maior na linhagem WKY do que na SHR, carregaram
para o mesmo fator, indicando que, para esta ultima linhagem, deva
correlacionar-se com a atividade locomotora. Ao contrario, a centrotaxia dos

ratos WKY carregou em uma dimensao adicional de emotividade. Além do
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mais, a centrotaxia nos ratos WKY refletiu um conflito comportamental do tipo
‘aproximar/afastar’, o que é reduzido com administracdo aguda de diazepam.
Tal observacdo sugere que este comportamento € ligado a ansiedade.
Contudo, devido a centrotaxia ser independente dos comportamentos
relacionados aos bragos abertos (e tempo nos bragos fechados) no LCE, ha
indicacao de que a exposicao dos ratos WKY no LCE e na arena permite o
reconhecimento de uma dimensdo locomotora comum, e duas dimensdes
relacionadas a emotividade, as quais podem representar dois estados distintos
de ansiedade (Durand et al., 2000).

Nestes modelos que investigam a influéncia dos genes sobre os
comportamentos emocionais em diferentes linhagens, a utilizagdo do
cruzamento endogamico (inbreeding) apresenta uma grande vantagem na
dissociacao entre os componentes genéticos e ambientais, a partir do momento
no qual os individuos da mesma linhagem sdo, teoricamente, idénticos do
ponto de vista genotipico. Tal caracteristica s6 vem favorecer a busca pela
associacao entre os genes e o fenétipo em estudos que envolvem a genética
molecular (Jones e Mormeéde, 2007).

Todos estes resultados explicitados acima reforcam a concepgao
na qual o estresse é uma resposta emocional multipla, ou seja, que nao contém
uma unica dimensao (Blanchard et al., 1995, Lahmame e Armario, 1996). Tal
fato decorre da observacdo de que diferentes testes podem mensurar
diferentes formas de ansiedade (Flint et al., 1995, Ramos et al.,1998, Lesch et
al.,1996). A confrontacdo de diferentes modelos realizados pela analise
multifatorial geralmente falha na confirmagéo de um anico fator que represente

integralmente a ansiedade (Flint et al., 1995, Ramos et al.,1998).
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Ramos e colaboradores (1997), utilizando o teste da arena,
demonstraram que os ratos dos grupos SHR e BN (Brown Norway),
apresentam elevados indices de atividade e porcentagem relativamente baixa
de esquiva a regidao central no teste da arena. Os ratos WKY, ao contrario,
apresentam baixos indices de atividade e porcentagem alta de esquiva a regiao
central da arena. Os ratos LEW (Lewis), por sua vez, apresentaram niveis de
médio para alto no que se refere a atividade, e alta porcentagem de esquiva ao
centro da arena. Por fim, os ratos BN e SHR apresentaram os valores mais e
menos elevados para a defecacdo na arena, respectivamente. Diferencas
significativas relacionadas ao sexo também foram demonstradas no numero
total de locomogao e peritaxia nas linhagens SHR, WKY, BN e LEW (Ramos et
al., 1997).

Utilizando o LCE no mesmo estudo, Ramos et al. (1997),
verificaram que as linhagens SHR e LEW demonstraram os mais elevados e
menos elevados niveis de exploracdo nos bragos abertos, respectivamente,
nao diferindo, contudo, no numero total de entradas, ou nimero de entradas
nos bragos fechados. Nas fémeas, ao contrario, efeitos significativos da
linhagem foram observados apenas para o comportamento de avaliacdo de
risco na plataforma central e para os bragos abertos do LCE. Da mesma forma,
diferengas significativas entre os sexos foram encontradas para o numero de
entradas nos bracos fechados e nimero total de entradas em ambos os bracos
nas linhagens SHR e LEW. Resultado semelhante foi observado nas fémeas
WKY e LEW que permanecem mais tempo explorando os bragos abertos,

assim como entram um maior numero de vezes nestes (Ramos et al., 1997).
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Através de um programa de intercruzamentos entre as linhagens
SHR e LEW, Ramos e colaboradores (1998) demonstraram a existéncia de
diferencas entre ambas, fato comprovado pela relacdo dos fatores | e I
evidenciados ao longo do estudo. Neste trabalho, apenas para citar alguns
resultados, o grupo SHR, de ambos 0s sexos, permaneceram mais tempo nos
bragcos abertos e menos tempo nos bracos fechados do LCE, quando
comparados a linhagem LEW. A porcentagem de entradas nos bracos abertos,
também revelou-se maior no grupo SHR. Nao foram observadas diferengas
importantes entre as linhagens no numero total de entradas nos bragos e nem
nos bragos fechados do LCE. No teste da arena, por sua vez, tanto os machos
quanto as fémeas da linhagem SHR apresentaram elevados indices de
centrotaxia na area central, o que nao ocorreu com os ratos LEW. Por fim,
tanto a defecagédo quanto a peritaxia ndo apresentaram diferencas significativas
em ambas linhagens (Ramos et al., 1998).

Podemos considerar que, com o auxilio da andlise de fatores,
confirma-se cada vez mais, a idéia de que o conceito de uma Unica dimensao
para a emocionalidade € erréneo. Por exemplo, enquanto em alguns estudos
(Fernandez-Teruel et al., 1994), a locomo¢ao em ambientes novos carregou no
mesmo eixo da defecacdo, o que combina com resultados da literatura classica
(Gray, 1979), medidas de ansiedade no LCE e locomogdo na arena
apresentaram duas formas independentes de fatores (Flint et al., 1995, Trullas
e Skolnick, 1993).

Segundo Ramos et al. (1997), o fato de 19 medidas
comportamentais utilizadas em diferentes modelos animais, em diferentes

linhagens, nao refletir uma uUnica dimensao fenotipica € comprovado pela
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presenca de trés eixos ortogonais resultantes da andlise multifatorial. Devido
ao fato de diversas destas varidveis estarem associadas com respostas
emocionais, o resultado falhou em apresentar apenas um fator principal.
Podemos concordar que um unico par de linhagens nao é o suficiente
para representar todos os aspectos dos tracos relacionados a ansiedade
(Ramos et al,, 1998). Neste sentido, apesar da importancia deste tipo de
abordagem metodoldgica, a investigacdo de novos modelos utilizando novas
linhagens pode acrescentar informagdes importantes no atual estado do
entendimento sobre a complexa acdo dos fenotipos sobre as mais diversas
respostas comportamentais. Desta maneira, o presente estudo investigou a
diferenca nas respostas comportamentais a situacoes estressoras na arena e

no LCE, em 6 linhagens, quais sejam, WIS, SHR, WKY, SEL, HBR e SHB.

METODOS

Utilizou-se os mesmos dados do Estudo |. Contudo, ao invés da
magnitude das respostas, o presente estudo utilizou a andlise de fator para
examinar as correlacoes entre os comportamentos da arena e LCE. Como esta
analise € mais adequada para amostras grandes, ela foi conduzida tanto para a
populacao total, quanto para as amostras menores das linhagens individuais.
Para isto, os dados foram inicialmente submetidos a analise de componente
principal. Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de fator, fixando-
se 0 numero de fatores segundo o numero de componentes principais com
autovalores (eigenvalues) maiores que 1 (método mineigen) e mediante
‘graficos de sopé’ (scree plots). Os fatores principais foram submetidos a

rotacdo ortogonal (método varimax) para a determinacdo das contribuicoes
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independentes de cada fator a variancia. Por fim, os fatores ortogonais foram
submetidos a rotacao obliqua (método promax). Os fatores foram interpretados
com base na estrutura de fator da rotacdo ortogonal e/ou estrutura de
referéncia da rotacdo obliqua. Somente fatores com coeficientes maiores que
0,35 (valor absoluto) foram apresentados nos graficos e tabelas. Os gréaficos
representam a estrutura de referéncia da rotacdo obliqua. Todos os
procedimentos estatisticos (analises de variancia e fator) foram realizados com

o programa SAS (Statistical Analysis Systems, Cary, EUA).

RESULTADOS
Influéncia da Linhagem

Os fatores principais da populagdo total de ratos contribuiram
com uma parcela reduzida da variancia do comportamento exploratério (34%),
indicando a influéncia significativa de fatores especificos ndo detectaveis pelos
equipamentos (Tab.1).
Tabela 1. Fatores principais da exploragédo do Labirinto-Em-Cruz Elevado e da
Arena da populacédo total de ratos (Total, n=353) e das subpopulacbes de
derivacao Wistar (W=WIS+WKY+SHR, n=125) e selvagem (S=SEL+HBR+SHB,
n=228). As cargas sao as correlagdes parciais das variaveis com fatores

ortogonais obtidos por rotacdo varimax. Coeficientes entre -0,35 e 0,35 foram
excluidos. Res — variancia residual devida aos fatores especificos.

Total W S
| [l Res | [l Res I [l Res

EA -0,41 -0,51 -0,35 -0,73

TA -0,72 -0,88 -0,70

EF -0,60

TF 0,67 0,85 0,40

DF 0,63 0,38

PX 0,66 0,77 0,39

CX 0,74 -0,48

Variancia (%) 17,2 16,8 242 23,6 20,6 5,6

Var.Acum. (%) 172 34,0 66,0 242 478 522 206 26,1 73,8
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Nao obstante, a exploracdo dos bracos abertos (EA e TA)
correlacionou-se de forma negativa com o Fator-lI, caracterizando-o como
‘ansiedade’ (Fig.1, Tab.1). O Fator-Il correlacionou-se forte e positivamente
com PX, mas negativamente com EA e EF, representando a atividade motora
independente da ansiedade. Como veremos, a correlacao inversa de PX e EF
com a atividade (Fator-Il) foi observada em varios grupos, em especial, na
populacao total de machos e fémeas, na subpopulacdo W de fémeas, nos ratos
machos das linhagens SEL e SHB e fémeas SEL e WIS (Tabs.5-6,9).

Os fatores principais da subpopulagdgo W (WIS+SHR+WKY),
foram responsaveis por 47,8% da variancia (Tab.1). Contudo, enquanto o
Fator-l carregou de forma similar ao observado na populacéo total, o Fator-lIl
carregou exclusivamente nas variaveis da arena (PX, CX, DF), representando a
atividade exploratéria neste equipamento (Tab.1, Fig.1).

Os fatores principais da subpopulacdo S (SEL+SHR+SHB)
contribuiram com apenas 26,1% da variancia (Tab.1), sugerindo uma influéncia
mais acentuada de fatores especificos no comportamento exploratério desta
subpopulacdo. Esta influéncia foi basicamente devida as linhagens HBR e
SHB, e néo a linhagem SEL, na qual os fatores principais contribuiram com
uma parcela bastante expressiva da variancia (60%) (Tab.3). O Fator-l da
subpopulacdo S também expressou a ansiedade. Entretanto, a CX
correlacionou-se negativamente com a ansiedade, sugerindo a aversdo mais
pronunciada dos ratos de derivacdo selvagem aos espacgos abertos (Fig.1,

Tab.1).
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Figura 1. Fatores principais (ansiedade e atividade) da exploracdo da arena e
do labirinto-em-cruz elevado para a populacao total de ratos (W+S, n= 353) e
subpopulag¢des derivadas dos ratos Wistar (W, n=125) e selvagem (S, n=228).
TA — tempo no braco aberto, EA — entradas no braco aberto, TF — tempo no
bragco fechado, EF — entradas no braco fechado, PX — peritaxia, CX —
centrotaxia, DF — defecacado. Correlacdes entre 0,35 e -0,35 para ambos 0s
fatores ndo foram representadas. Os coeficientes sdo as correlacées das
variaveis com fatores ortogonais obtidos por rotacao varimax.
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Os fatores principais das linhagens WIS, SHR e WKY
contribuiram com 39,8, 52,2 e 16,5% da variancia, respectivamente (Tab.2).
Embora ansiedade e atividade tenham sido representadas pelos respectivos
Fatores | e Il destas linhagens, as variaveis carregaram de forma bastante
distinta, principalmente, para a linhagem WKY (Fig.2, Tab.2). Por exemplo, a
correlacdo negativa da CX com ansiedade, caracteristica da subpopulagéo S,
s6 foi observada para a linhagem WIS (Fig.2, Tab.2). Por sua vez, a DF
correlacionou-se positivamente com o Fator-l da linhagem WIS, sugerindo sua
associacdo com niveis maiores de ansiedade. Por fim, EF correlacionou-se
negativamente e TF, positivamente, com a atividade (Fator-Il). Estes dados su-
gerem que os ratos WIS mais ativos na arena sejam menos ativos nos bracos
fechados, aumentando o tempo de permanéncia nos mesmos.

Tabela 2. Fatores dos comportamentos do Labirinto-Em-Cruz Elevado e da

Arena das linhagens Wistar (WIS, n= 35), Wistar Kyoto (WKY, n= 42) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, n=48). Detalhes como na Tabela 1.

WIS SHR WKY
| Il Res I Il Res I Il Res

EA -0,81 0,54
TA -0,80 -0,95 -0,52
EF -0,57 0,82
TF 0,48 0,89 0,36
DF 0,45 0,66
PX 0,49 0,51 0,36
CX -0,43 0,40 0,65
Variancia (%) 25,4 14,4 33,9 18,3 8,6 7,9

Var.Acum. (%) 25,4 39,8 60,2 339 522 478 86 16,5 83,5

As linhagens SHR e WKY apresentaram padrbes distintos da
linhagem WIS. Com relagéo a linhagem SHR, destacam-se tanto a contribui¢cdo
consideravel dos fatores principais para a variancia do comportamento

exploratério (52,2%) quanto a segregacgao praticamente completa das variaveis
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do LCE e da arena (Fig.2, Tab.2). Assim, TA, EA e TF carregaram no Fator-l e
PX, CX e DF no Fator-Il, exclusivamente.

Notadamente, os fatores principais da linhagem WKY
contribuiram com apenas 16,5% da variancia, sugerindo influéncias outras que
nao a ansiedade e atividade na determinacdo do comportamento exploratério
destes ratos (Tab.2). Contudo, embora as variaveis do LCE também tenham
carregado no Fator-l da linhagem WKY, justificando sua relacdo com
ansiedade, a EA carregou no Fator-ll e correlacionou-se positivamente com
PX, diferindo tanto dos ratos WIS quanto dos SHR. Portanto, na linhagem WKY
a EA parece ser determinada pela atividade.

Tabela 3. Fatores dos comportamentos do Labirinto-Em-Cruz Elevado e da

Arena das linhagem SEL (n= 23), HBR (n= 183) e SHB (n= 22). Demais
detalhes como na Tabela 1.

SEL HBR SHB
I [l Res I Il Res | Il Res

EA -0,93 -0,67 -0,63 -0,39
TA -0,95 -0,59 -0,84
EF 0,43 -0,36 -0,50
TF -0,61 0,32
DF -0,70 0,41
PX 0,79 0,36 0,65
CX 0,79 -0,38 0,63
Variancia (%) 35,6 24,4 18,3 5,8 20,8 17,5

Var.Acum. (%) 35,6 60,0 40,0 183 241 759 20,8 38,3 61,7

Os fatores principais das linhagens SEL, HBR e SHB também
contribuiram com parcelas distintas da varidncia do comportamento
exploratério (Tab.3). Em especial, eles foram responsaveis por 60% da
variancia da linhagem SEL. Este valor s6 foi inferior as contribuicées
excepcionais dos fatores principais a variancia dos ratos machos SEL (75,3%)

e SHB (74,1%) e fémeas SEL (61,8%) (Tab.6).
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Figura 2. Fatores principais (ansiedade e atividade) da exploracdo da arena e
do labirinto-em-cruz elevado para ratos das linhagens WIS (n= 35), SHR (n=
48), WKY (n=42), SEL (n=23), HBR (n=183) e SHB (n=22). Demais detalhes
como na Fig. 1.
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Em contraste, os fatores principais das linhagens HBR e SHB
foram responséaveis por apenas 24,1 e 38,3% da variancia, respectivamente.
As variaveis da arena e LCE da linhagem SEL também apresentaram uma
acentuada segregacao. Assim, EA e TA carregaram em ansiedade, e PX e CX
em atividade, exclusivamente. Curiosamente, embora a DF também tenha se
correlacionado com a ansiedade, o fez de forma negativa, um padrdao oposto
ao observado para a linhagem WIS. Conforme ja mencionamos, o Fator-ll
(atividade) correlacionou-se positivamente com PX e CX, mas negativamente
com TF, sugerindo que os ratos SEL mais ativos na arena exploram o braco
fechado com menos intensidade.

Na linhagem HBR, as variaveis do LCE (EA, TA, EF e TF)
carregaram no Fator-l e PX e DF no Fator-1l, exclusivamente. No Fator-I, TF
carregou positivamente (ansiedade) e TA, EA e CX negativamente (ansiolise),
tal como observamos para a maioria das linhagens (Fig.2, Tab.3). O Fator-I da
linhagem SHB também representou a ansiedade, correlacionando-se
negativamente com EA, TA e CX. O Fator Il correlacionou-se positivamente
para PX e CX, mas negativamente para EA e EF (Fig.2, Tab.3). Portanto, o
Fator-1l pode ser interpretado como um contraste entre as variaveis da arena e

LCE.

Influéncia do Sexo

Os fatores principais contribuiram com parcelas similares da
variancia do comportamento exploratério dos ratos machos e fémeas da
populacao total (W+S), quais sejam, 40,3 e 31,6%, respectivamente (Tab.4).

Contudo, a dimensdo ansiedade das fémeas foi representada pelo Fator-Il,
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contribuindo com uma parcela da variancia ligeiramente inferior (13,8%) aquela
da atividade (17,8%) (Tab.4). Exceto pelo papel preponderante da atividade no
comportamento exploratério das fémeas, as variaveis carregaram de forma
praticamente idéntica nos fatores representativos da ansiedade e atividades de

machos e fémeas.
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Figura 3. Fatores principais (ansiedade e atividade) da exploracdo da arena e
do labirinto-em-cruz elevado para ratos machos e fémeas das populacées W
(&, n=74; 2, n=51) e S (&, n=103; Q, n= 125). Demais detalhes como na
Figura 1.

A subdivisdo da populagdo total nas subpopulacbes W e S
resultou numa alteracdo dramatica, porém, esclarecedora, dos padrdoes do

comportamento exploratério de machos e fémeas (Fig.3, Tab.4). Estas
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alteragbes foram primordialmente devidas ao comportamento exploratério da
subpopulacdo S, na qual ansiedade e atividade foram respectivamente
representadas pelos fatores | e Il em ambos os sexos (Fig.3, Tab.4).

As variaveis do LCE da subpopulacdo W carregaram no Fator-I
dos ratos machos e Fator-Il das fémeas, reproduzindo o padrdo observado na
populacdo total (Fig.3, Tab.4). TA e TF correlacionaram-se forte, porém
inversamente, com o fator ansiedade de ratos machos (Fator-I) e fémeas
(Fator-11). A correlacdo positiva das variaveis da arena (PX, CX e DF) com EA
dos ratos machos (Fator-Il) e negativa com EF das fémeas (Fator-1), foram as
diferencas mais marcantes entre os sexos na subpopulacdo W (Tab.4, Fig.3).
Adicionalmente, a EF correlacionou-se Unica e positivamente com a ansiedade
nos ratos machos, porém unica e negativamente com a atividade nas fémeas.
Por fim, DF correlacionou-se positivativamente e EA, negativamente, com o
fator ansiedade das fémeas W.

Na subpopulacado S, o Fator-l expressou a ansiedade tanto em
machos quanto em fémeas (Fig.3, Tab.4). Contudo, ndo foi observada
correlacédo significante de TF com o Fator-l (ansiedade) dos ratos machos.
Tampouco foi observada a correlacao negativa de CX com a ansiedade nas
fémeas. Diferengas ainda mais importantes foram observadas no Fator-1l. De
fato, enquanto este fator expressou a atividade das fémeas na arena,
carregando forte e exclusivamente em PX e DF, a PX néo carregou no Fator-ll
dos ratos machos, descaracterizando-o como uma expressdao da atividade.
Contudo, o Fator-1l dos machos SEL carregou positivamente em TF e DF, mas

negativamente em CX. Portanto, o Fator-Il deste grupo também representa a
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ansiedade, porém, sob outro angulo, contrastando TF com as variaveis da
arena DF e CX. Considerando-se os 2 fatores principais como expressdes da

Tabela 4. Influéncia do sexo nos comportamentos do Labirinto-Em-Cruz
Elevado e da Arena da populacdo total de ratos (&, n= 177; @, n= 176) e
subpopulagdées W (3, n=74; @, n=51) e S (&, n=103; ¢, n=125). Note-se que
na populacao total e subpopulacdo W, a ansiedade esta representada pelo
Fator-1 nos machos e Fator-Il nas fémeas e vice-versa para a atividade. Demais
detalhes como na Tabela 1.

d ?
I Il Res. I Il Res.
Total EA -0,42 -0,60 -0,40 -0,49
(W+S) TA -0,83 -0,66
EF -0,60 -0,64
TF 0,77 0,43
DF
PX 0,52 0,71
CX
Variancia (%) 23,0 17,3 17,8 13,8
Var.Acum. (%) 23,0 40,3 59,7 178 31,6 684
W EA 0,37 -0,48
TA -0,93 -0,72
EF 0,50 -0,44
TF 0,90 0,61
DF 0,71 0,54 0,47
PX 0,73 0,80
CX 0,70 0,80
Variancia (%) 0,28 24,3 26,8 204
Var.Acum. (%) 0,28 52,9 471 26,8 472 52,8
S EA -0,77 -0,68
TA -0,78 -0,63
EF
TF 0,39 0,45
DF 0,35 0,47
PX 0,48
CX -0,52 -0,40
Variancia (%) 22,4 7,1 17,8 9,0

Var.Acum. (%) 22,4 296 704 178 26,8 73,2

ansiedade, esta foi responsavel por 29,6% da variancia dos machos da

subpopulacdo S. A auséncia da correlagdo de PX com o Fator-Il também foi
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observada nos ratos machos da linhagem HBR (Tab.6). Aparentemente, a
amostra numerosa destes ratos (n=89) pode ter sido responsavel pelo
predominio do padrdo deste grupo nos ratos machos da subpopulacéo S.

O sexo também teve uma influéncia manifesta no comportamento
exploratério das linhagens individuais. Esta influéncia foi particularmente clara
na linhagem WIS (Fig.4, Tab.5). Assim, enquanto a ansiedade e a atividade
foram responsaveis por 28,1 e 15,5% da variancia do comportamento dos ratos
machos, a contribuicdo destes fatores foi praticamente igual nas fémeas, qual
seja, 29 e 28,5%, respectivamente.

Conforme ja mencionamos, a linhagem WKY foi a mais andmala
dentre todos os grupos estudados. Nao obstante, nos ratos machos WKY, EA e
TA correlacionaram-se negativamente com o Fator-I, e PX, positivamente com o
Fator-1l, tal como observamos para as demais linhagens (Tab.5). Em contraste,
TA e EA nao carregaram no Fator-1l (ansiedade) das fémeas WKY (Tab.5). Por
outro lado, enquanto PX correlacionou-se forte e positivamente com o Fator-l,
sugerindo sua relagdo com a atividade, CX e TA correlacionaram-se
negativamente com este fator.

Notavelmente, os fatores principais dos ratos SEL foram
responsaveis por 75,3% (machos) e 61,8% (fémeas) da variancia do
comportamento exploratério (Fig.4, Tab.6). Contudo, diferentemente da
linhagem WIS, a ansiedade foi representada pelo Fator-lI tanto nos ratos
machos quanto em fémeas, contribuindo com 47,8 e 39,1% da variancia,
respectivamente. Consequentemente, o Fator-Il representou a atividade em

ambos o0s sexos, contribuindo com 27,5 e 22,7% da variancia, respectivamente.
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Este padréo foi obtido a despeito do numero bastante inferior de ratos machos

(machos, n=7; fémeas, n=16).
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Figura 4. Principais diferencas entre ratos machos e fémeas na exploracédo da
arena e do labirinto-em-cruz elevado. Machos: simbolos pretos, Fémeas:
simbolos brancos. Coeficientes similares para ambos os sexos nao foram
representados. Demais detalhes como na Figura 2.
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Tabela 5. Influéncia do sexo nos comportamentos do Labirinto-Em-Cruz
Elevado e da Arena dos ratos WIS (&, n=20; ¢, n=15), SHR (4, n=33; ¢, n=15)
e WKY (J, n=21; 2, n=21). Demais detalhes como na Tabela 1.

Jd ¢
I Il Res. I Il Res.
WIS EA -0,76 -0,91
TA -0,60 -0,94
EF -0,56 -0,57
TF 0,76 0,70
DF -0,60 0,40
PX 0,63 0,75
CX 0,57 0,53
Variancia (%) 28,1 15,5 29,0 28,5
Var.Acum. (%) 28,1 43,6 564 29,0 575 426
SHR EA 0,58
TA -0,98 0,58 -0,52
EF 0,87
TF 0,95 0,83
DF 0,70
PX 0,62 0,61 0,47
CX 0,53 -0,58
Variancia (%) 38,2 18,3 20,8 19,6
Var.Acum. (%) 382 56,5 435 20,8 40,3 59,7
WKY EA -0,78 0,37
TA -0,88 -0,34
EF 0,59
TF
DF -0,39 -0,43
PX 0,56 0,67
CX -0,52
Variancia (%) 226 9,8 13,1 8,6

Var.Acum. (%) 226 32,4 67,6 13,1 21,7 78,3

Diferentemente da linhagem WIS, a CX dos ratos machos e a DF de machos e
fémeas da linhagem SEL correlacionaram-se negativamente com o Fator-I
(ansiedade) ou, vice-versa, positivamente com ansidlise. Tal como observamos
em outros grupos, a PX dos machos SEL correlacionou-se positivamente com

CX mas inversamente com a exploracao no brago fechado (EF e TF).
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Ainda que em menor grau, a ansiedade também foi a influéncia
predominante (Fator-1) no comportamento exploratério dos ratos HBR machos e
fémeas, contribuindo com 23,8 e 14,4% da variancia, respectivamente.
Contudo, enquanto o Fator-Il dos ratos machos representou a contribuicéo
isolada da defecacdo, a qual foi responsavel por 5,8% da variancia, o Fator-Il
das fémeas carregou fortemente em PX e DF, constituindo uma representagcéao
inequivoca da atividade. No entanto, o ultimo fator contribuiu com apenas 9,9%
da variancia do comportamento das fémeas HBR.

Por outro lado, embora TA e EA tenham carregado de forma
similar no Fator-I (ansiedade) dos ratos machos e fémeas da linhagem HBR
(Tab.6), TF s6 carregou no Fator- dos HBR machos e a CX correlacionou-se
negativamente com o Fator-l de ambos os sexos, indicando a relagdo desta
variavel com niveis menores de ansiedade.

O retrocruzamento (backcross) dos ratos HBR com os SEL,
causou uma reducdo significante da influéncia de fatores especificos no
comportamento exploratério. De fato, a contribuicdo dos fatores principais a
variancia do comportamento exploratério dos machos SHB (74,2%) foi 2,5
vezes maior do que aquela dos ratos HBR do mesmo sexo (29,6%),
equiparando-se ao valor observado para os ratos machos SEL (75,3%).
Contudo, este efeito somente foi observado para os machos SHB. De forma
similar ao observado para os ratos SEL e HBR, a ansiedade foi a influéncia
predominante (Fator-1) no comportamento exploratério dos ratos SHB machos e
fémeas, contribuindo com cerca de 46,4 e 19,2% da variancia, respectivamente
(Tab.6). Por sua vez, a atividade (Fator-1l) contribuiu com 27,8% da variancia

nos ratos machos, mas apenas 17,7% nas fémeas.
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Tabela 6. Influéncia do sexo nos comportamentos do Labirinto-Em-Cruz
Elevado e da Arena dos ratos SEL (4, n=7; ¢, n=16), HBR (&, n=89; Q, n=94) e
SHB (&, n=7; ©, n=15). Demais detalhes como na Tabela 1.

3 ?
| Il Res. | [l Res.
SEL EA -0,94 -0,88
TA -0,93 -0,86 -0,40
EF -0,59 0,73 -0,34
TF 0,60 -0,75 -0,43
DF -0,62 -0,80
PX 0,85 0,68
CX -0,84 0,51 0,76
Variancia (%) 47,8 27,5 39,1 227
Var.Acum. (%) 47,8 75,3 24,7 39,1 61,8 38,2
HBR EA -0,74 -0,58
TA -0,71 -0,49
EF -0,46
TF 0,36
DF 0,42 0,61
PX 0,40
CX -0,63 -0,37
Variancia (%) 23,8 5,8 144 99
Var.Acum. (%) 23,8 29,6 70,4 14,4 243 75,7
SHB EA -0,91 -0,34 -0,51
TA -0,94 -0,73
EF -0,94
TF 0,81 0,38
DF 0,80 0,55
PX 0,45 0,83 0,81
CX 0,44 -0,51 0,46
Variancia (%) 46,4 27,8 19,2 17,7

Var.Acum. (%) 46,4 742 258 19,2 36,9 63,1

Exceto pelas variaveis do LCE (EA, TA e EF), que carregaram de
forma extremamente similar, as variaveis carregaram diferentemente segundo o
sexo dos ratos SHB (Fig.4, Tab.6). Assim, PX carregou em ambos fatores dos
ratos machos, mas apenas no Fator-ll das fémeas. Adicionalmente, DF

carregou no Fator-1 dos machos e Fator-1l das fémeas.
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Discussao

As premissas béasicas deste estudo consideram que a exploracao
dos bracos abertos (TA e EA) seja indicativa de ansiolise, tal como
demonstraram os estudos com administracdo de doses nado-sedativas de
ansioliticos (File, 1992), e que a PX expressa a atividade ‘geral’ do rato, tal
como tem sido tradicionalmente aceito em estudos comportamentais. Contudo,
€ importante notar que mesmo quando a atividade é independente da
ansiedade, ela subsume inUmeros processos e motivagdes (ritmos circadianos,
ciclo menstrual, demarcacao territorial, busca por agua, comida, parceiros, etc).
Nao ha consenso, por outro lado, sobre os fatores determinantes da CX e DF,
ou sobre as correlagcdes entre as varidveis da arena e do LCE. Em vista disto, o
presente estudo analisou o comportamento exploratério do rato por meio de
analise de fator das varidveis de ambos equipamentos. A escolha da extragcao
dos fatores por rotacdo obliqua deveu-se a descricdo mais parcimoniosa dos
resultados. Contudo, exceto quando indicado, somente foram considerados os
resultados similares nas rotacdes ortogonal e obliqua. Na grande maioria dos
casos, os fatores extraidos foram bidimensionais, com correlacdes positivas e
negativas. Portanto, as correlagdes negativas com o fator ansiedade devem ser
consideradas como indicativas de ansiolise e as correlagbes negativas com o
fator atividade, sedagéo.

O padrao observado para a populacéo total de ratos corroborou
as premissas acima. De fato, embora a PX tenha carregado tanto em
ansiedade quanto atividade na rotacdo ortogonal, a PX e as variaveis do LCE

(TF e TA) carregaram em fatores distintos ap6s a rotacdo obliqua. A
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segregacao destas variaveis foi confirmada para as subpopulacées W e S,
tanto para a rotacdo ortogonal quanto obliqua, sugerindo sua veracidade.

Em contraste, CX e DF nao carregaram significativamente em
nenhum fator da populacdo total, sugerindo sua maior variabilidade nas
linhagens individuais. Assim, enquanto CX carregou em atividade na
subpopulacao W e ansiedade na subpopulacédo S, a DF carregou em atividade
em ambas as subpopulacées. Estas correlacoes também foram observadas
para a rotacao ortogonal, sugerindo a independéncia da contribuicdo ansiedade
e atividade para estas variaveis.

Nas linhagens agrupando ambos os sexos, CX correlacionou-se
exclusivamente com atividade para os ratos SEL e SHR, e com ansidlise nos
ratos HBR. Por outro lado, a CX das linhagens WIS e SHB correlacionou-se
tanto com atividade quanto ansidlise. Embora as correlacées exclusivas de CX
com atividade e ansidlise nas subpopulacdes respectivas W e S ndo tenham
sido conservadas na analise das linhagens agrupando ambos os sexos, estas
correlacbes foram observadas para os sexos de algumas linhagens,
individualmente. Assim, CX carregou forte e positivamente com a atividade de
machos e fémeas WIS e machos SHR. Em contraste, correlacionou-se com
sedacao nas fémeas WKY e SHR. No ultimo caso temos um claro exemplo de
dimorfismo sexual.

A linhagem SHR apresentou um padrdo similar aquele da
linhagem WIS, qual seja, a influéncia predominante (Fator-1) da ansiedade nos
ratos machos e da atividade nas fémeas (Tab.5). Contudo, as variaveis
carregaram diferentemente nos fatores principais das fémeas. No Fator-I

(atividade), TA e EA correlacionaram-se positivamente com PX, mas
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inversamente com CX, relacbes que nao foram observadas para os SHR
machos. Estes dados sugerem que as fémeas mais ativas na arena tendem a
entrar um maior niumero de vezes nos bracos abertos do LCE, aumentando o
tempo dispendido na exploracdo dos mesmos. Contudo, TA e PX
correlacionaram-se inversamente com o Fator-ll (ansiedade) das fémeas,
sugerindo a influéncia inibitéria da ansiedade na exploracao da arena.

A correlacdo de DF com atividade observada nas subpopulagdes
W e S sé se repetiu nas linhagens SHR e HBR. Nas demais, a DF carregou
diferentemente para cada linhagem. Assim, carregou em ansiedade na
linhagem WIS, ansidlise na SEL e nao carregou em fator algum nas linhagens
WKY e SHB. Na anadlise por sexo, a DF carregou em atividade de machos e
fémeas HBR e machos SHR. Contrariamente, correlacionou-se com ansiedade
nos ratos machos SHB, constituindo-se na Unica confirmacdo da concepcéao
cladssica que relaciona esta resposta com medo e ansiedade ou, em termos
mais gerais, ‘alta emocionalidade’, (Broadhurst, 1975). Surpreendentemente, a
DF correlacionou-se fortemente com ansidlise nos ratos machos e fémeas da
linhagem SEL. Estes resultados sugerem que a DF dos ratos SEL e outras
linhagens estejam mais relacionadas a exploracao (demarcacao territorial) que
a ‘emocionalidade’

A populagéo total também revelou uma correlacdo inversa de PX
e EF, sugerindo que os ratos mais ativos na arena sejam menos ativos nos
bragos fechados do LCE. Esta observagao foi confirmada para os ratos WIS,
SEL e SHB de ambos os sexos e fémeas SHR. Constitui-se, portanto, num
traco bastante generalizado do comportamento exploratério do rato. Como a

rotacdo ortogonal forneceu resultados similares, a correlagdo inversa de PX e
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EF destas linhagens é independente da ansiedade, sendo determinado pelas
caracteristicas fisicas dos ambientes, quais sejam, ambientes amplos (arena)
ou restritos (braco fechado), exclusivamente. Em outras palavras, ratos cuja
atividade é estimulada por ambientes amplos teriam uma atividade inibida em
ambientes restritos. Portanto, a PX destas linhagens parece expressar uma
busca instintiva por um ‘abrigo’ que € independente do grau de ansiedade
vivenciado pelo rato. Esta atividade seria desnecessaria no braco fechado do
LCE. De fato, estes ratos saiam prontamente da arena no momento em que a
portinhola da parede lateral era aberta para a remocao dos mesmos. Isto foi
particularmente evidente para os ratos selvagens, que nao precisaram de
estimulos para forcar sua saida.

Por outro lado, os fatores principais contribuiram com apenas
16,6% da variancia acumulada dos ratos WKY, ou 32,9% nos machos e
apenas 22,1% nas fémeas desta linhagem. Estes dados sugerem a influéncia
predominante de fatores especificos, principalmente nas fémeas desta
linhagem, que nao foram detectados por estes equipamentos. A extracao de 3
fatores principais forneceu resultados similares, descartando um eventual viés
resultante da extracdo de somente 2 fatores. Portanto, a interpretacdo do
comportamento dos ratos WKY requer testes adicionais, em particular, o teste
da natacdo forcada uma vez que esta linhagem tem sido associada com
comportamentos similares a depressado. Os ratos WKY apresentam diversas
peculiaridades que os capacitam a ser considerados um bom modelo
experimental para a depressao, por exemplo, reducdao do peso corporal e
distarbios do sono REM (pare, 1994). Além disso, apresentam, ainda, aumento

do tempo de imobilidade no teste do nado-forcado e um grande nivel de
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anedonia em resposta a condicbes de estresse crdnico e agudo (Overstreet,
1993, 2002). Esta linhagem WKY apresenta, também, anormalidades em
determinados sistemas neurotransmissores (Overstreet, 1993, 2002). Quando
submetidos ao teste de agresséo residente-intruso, os ratos WKY tiveram o
eixo HPA intensamente ativados, exibindo altos niveis de ACTH (Malkesman et
al., 2006).

De fato, as variaveis correlacionaram-se fracamente com
ansiedade ou atividade (0,35<A<0,50). Nao obstante, TA correlacionou-se com
ansiolise na linhagem total e nos machos WKY. Porém, EA correlacionou-se
com atividade na linhagem WKY, carregando em ansiedade nos machos e néao
se correlacionando com fator algum nas fémeas. Sem duvida, este foi o grupo
mais andmalo deste estudo.

A ansiedade também foi representada no Fator-I da linhagem
SEL. Contudo, enquanto TA e EA carregaram forte e negativamente neste
fator, TF nao apresentou correlagdao significativa (A=0,23). Ao contrario,
correlacionou-se fortemente com sedacado. Isto foi observado tanto para a
conjunto dos ratos SEL quanto para os sexos separadamente. Portanto, a
permanéncia prolongada do rato SEL no braco fechado parece estar mais
associada a sedacdo que ansiedade. Os resultados também indicam que a
exploracdo reduzida do braco aberto nem sempre correspondeu a uma
permanéncia mais prolongada no braco fechado. Aparentemente, isto foi
devido a exploracao da plataforma central. Assim, enquanto alguns ratos com
alta frequiéncia de avaliacao de risco, podem ter permanecido na plataforma
central, evitando ambos os bragcos do LCE, ratos com frequéncia reduzida

deste comportamento permaneceram a maior parte do tempo no interior do
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bragco fechado. Estes ratos também apresentaram um impulso mais acentuado
de fuga, expresso por um numero elevado de saltos (mas ndo quedas) para o
assoalho, o que pode ter influenciado os resultados. Por fim, 0 comportamento
dos ratos SEL sugere que TA e EA sao as variaveis fundamentais do LCE.

A ansiedade também foi a influéncia predominante no
comportamento exploratério dos machos e fémeas da linhagem HBR,
reproduzindo o padrao dos ratos SEL. Portanto, por ser derivado da linhagem
SEL, o padrdao do comportamento exploratério dos ratos HBR corrobora as
observagdes feitas para o pequeno numero de ratos da primeira linhagem.

Adicionalmente, nossos resultados corroboram os achados de
Fernandez et al. (1999), mostrando enquanto a ansiedade cumpre um papel
mais importante no comportamento exploratério dos ratos machos, a atividade
€ o fator mais influente nas fémeas da linhagem WIS. Contudo, a ansiedade foi
a influéncia preponderante no comportamento exploratério dos machos e
fémeas da linhagem SEL. Os fatores principais contribuiram com uma parcela
consideravel da variancia do comportamento exploratorio (60%), principalmente
para os machos desta linhagem (91,7%).

A caracteristica mais importante do comportamento exploratorio
dos ratos SHR foi a segregacdo completa das varidveis do LCE e arena nos
fatores ansiedade e atividade, respectivamente. Este padrédo foi virtualmente
conservado nos ratos machos. Contudo, as fémeas apresentaram um
comportamento extremamente complexo, onde TF foi a Unica variavel que
carregou forte e exclusivamente em ansiedade. Em contraste, PX
correlacionou-se tanto com atividade e ansiedade, TA com atividade e ansidlise

e CX com sedacéo.
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Por fim, devemos ressaltar a influéncia de varios outros fatores,
sejam eles, ambientais, experimentais e especificos das linhagens de ratos
pesquisadas. No que diz respeito ao ciclo sono-vigilia, os ratos sao animais de
habityos noturnos, com a vigilia predominando a noite, dorminando apenas
33% neste periodo (Van Luytelaar e Coenen, 1983). Por razdes logisticas, a
maior parte dos experimentos foram realizadas no periodo vespertino, ou seja,
em um momento no qual os ratos nao estariam em seu estado pleno de
atividade, mesmo com a manutencdo artificial da luminosidade no biotério.
Outro fator que poderia ter influenciado alguns dos resultados advém do ciclo
estral das ratas utilizadas, pois, como é sabido, as ratas sao animais
poliéstricos, apresentando ovulagdo espontanea e o estro ocorrendo por um
periodo de 12 a 14 horas a cada 4 ou 5 dias (Krinke, 2000). Ao longo destas
fases, alteracbes hormonais podem modificar padrées comportamentais
especificos, por exemplo, exploracéo, ansiedade, agressao, etc.

De modo geral, os resultados do presente estudo sustentam a
concepcao classica de que a exploracdo dos bracos abertos, medida pelo
tempo e numero de entradas, refira-se a um estado de ansiblise. De modo
semelhante, a peritaxia parece expressar a atividade geral do animal. No
entanto, ndo podemos descartar a influéncia de diversos fatores ambientais e
motivacionais sobre estes comportamentos. A comparacdo derivada dos
equipamentos utilizados neste estudo demonstra que ambientes amplos teriam
um efeito estimulante sobre o comportamento exploratério do rato, ao contrario
de ambientes mais restritos. Neste sentido, a peritaxia pode estar relacionado
com a busca por um abrigo, independentemente do grau de ansiedade

‘experienciado’ pelo animal. Tal fato ndo ocorreria no LCE. A linhagem SEL
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apresentou comportamento ansioso, permanecendo muito tempo no bracgo
fechado do LCE. Contudo, a permanéncia na plataforma central também foi
grande, o que poderia estar relacionado com a investigacdo de uma rota de
fuga mais segura. Tal fato é corroborado por um grande nimero de ratos que
saltaram no labirinto em pleno experimento. A linhagem HBR também foi
influenciada pela ansiedade, assim como os ratos SEL. No caso do grupo WIS,
o comportamento exploratério dos machos € marcado pela ansiedade,
enquanto que nas fémeas, pela atividade. Os ratos SHR, por sua vez,
apresentaram um padrao comportamental distinto para os machos e fémeas.
No caso dos primeiros, houve uma segregacao completa entre os fatores
referentes a ansiedade e atividade, tanto na arena quanto no LCE. Nas
fémeas, tal organizacdo ndo ocorreu. Somado a todos os resultados
apresentados, nao podemos descartar a influéncia de inumeros fatores sobre

os ratos das diferentes linhagens.
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ESTUDO IV

ANALISE DO COMPORTAMENTO DE DEFESA
INTERESPECIFICO E EXPLORATORIO DE RATOS SELVAGENS

E HIBRIDOS NO CORREDOR LINEAR



118

RESUMO

Introducao: O comportamento exploratério é essencial para a sobrevivéncia
pois aumenta a possibilidade do animal de encontrar alimento, dgua, parceiro
sexual e abrigo contra predadores. Objetivos: O presente estudo investigou os
comportamentos exploratério e de agressao defensiva no teste do corredor
linear, em ratos SEL, HBR e SHB. Adicionalmente, avaliou as alteracdes
nestes comportamentos ao longo de 9 geracdes. Método: Foram utilizados
ratos SEL capturados ou nascidos em biotério (38 machos e 20 fémeas), HBR
(94 machos 83 fémeas) e SHB (11 machos e 11 fémeas). Os ratos foram
privados de alimento por 48 h antes do teste do corredor. O corredor tinha
cerca de 40 m de comprimento por 1 m de largura e era dividido em sec¢bes de
1 m com fitas adesivas brancas e placas numeradas indicando a metragem. Ao
final do corredor foi construida uma barreira com 1 m de altura. No dia do teste,
os ratos eram introduzidos na extremidade de um corredor e observados por 10
minutos pelo experimentador imével. Em seguida, este aproximava-se do rato
na velocidade de 1 m/s, parando toda vez que o rato orientava-se em sua
direcao, registrando o numero de quadrantes entre ele e o rato, bem como os
quadrantes percorridos pelo animal durante a fuga. Terminado o teste, o
experimentador encurralava o rato no final do corredor e registrava os
comportamentos de agressdo defensiva. As respostas de exploracao,
deteccéo, fuga, perseguicdo ao experimentador das diversas linhagens foram
comparados por ANOVA seguida de testes de Bonferroni. Para a andlise dos
efeitos da hibridizacdo, as 9 geracdes de ratos HBR foram agrupadas em 3
épocas (G2-4, G5-7, G8-10) e submetidas a ANOVA para medidas repetidas
seguida de contrastes lineares para interacoes entre época e linhagem. As
diferencas foram consideradas significantes para P<0,05. Resultados: As
linhagens diferiram significantemente quanto as respostas de explorar, fugir e,
mais acentuadamente, salto e perseguir. Contudo, nao diferiram quanto a
resposta de deteccdo. Embora a exploracdo tenha sido similar para as 3
linhagens, os ratos HBR exploraram o corredor de forma muito mais intensa
(58,9+1,9 m) que os ratos SHB (52,1+2,1 m) e SEL (49,6+3,4 m). A amplitude
de fuga dos ratos HBR (13,6+£0,6 m) também foi significativamente maior que
aquela dos ratos SEL (11,1£0,7 m). Particularmente, os saltos de ataque dos
ratos SEL (5,4410,16) foram muito mais numerosos que aqueles dos ratos
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HBR (1,85+0,2) e SHB (1,54+0,3). Os ratos SEL também apresentaram um
namero maior de perseguicoes (4,7+0,2) que os ratos HBR (1,0+£0,1) e SHB
(2,1£0,2). As 3 épocas dos ratos HBR diferiram significantemente quanto as
respostas de exploracdo, deteccdo, fuga e salto de ataque. Exceto por um
aumento significante da amplitude de fuga na Epoca-2, as respostas foram
atenuadas ao longo das geracodes, efeito que ja pode ser observado na
segunda época do protocolo (geracées 5-7). Nas duas ultimas épocas, as
respostas de explorar e saltar foram atenuadas em cerca de 25% e 30%,
respectivamente. A amplitude de fuga apresentou efeitos variaveis,
aumentando cerca de 35% na Epoca-2, mas retornando aos valores iniciais na
Epoca-3. Por fim, a endogamia ndo teve efeito algum sobre a resposta de
deteccdo. Conclusao: O teste do corredor linear foi capaz de detectar
diferencas significativas nos comportamentos agressivo e exploratério tanto em

relacdo as linhagens quanto as geracgoes.

Palavras-chaves: Corredor Linear, Agressao, Defesa, Exploracao, Ratos

Selvagens, Ratos Hibridos, Domesticacao.
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INTRODUCAO

O comportamento exploratério de um ambiente novo € essencial
para a sobrevivéncia, pois garante fontes de alimento, agua, parceiros sexuais,
abrigo contra predadores ou incéndios, inundagdes e alteracées dramaticas do
clima (Whishaw et al, 2006). Este comportamento é, em boa medida,
determinado por caracteristicas genéticas do individuo. Tal como observamos
em experimentos anteriores, ratos Wistar, selvagens e linhagens derivadas
diferem acentuadamente quanto a exploracdo de uma arena ou do labirinto-
em-cruz elevado (LCE) (ver Estudos Il e Ill). Também foram observadas
diferencas acentuadas na exploracdo da arena entre as linhagens Maudsley
reativa e ndo-reativa (Berretini et al., 1994), Wistar e Wistar-Kyoto (Malkesman
et al., 2005), Wistar e ratos encapuzados (Reboucas e Schmidek, 1997),
Wistar-Kyoto e Flinder sensivel (Braw et al., 2006), Wistar, Wistar-Kyoto
Sprague-Dawley e ratos hipertensos (SHR) (Ferguson e Cada, 2003,
Sagvolden et al., 1993). O comportamento exploratério das diversas linhagens
também interage com o sexo do individuo (ver Estudos Il e lll) e fase do ciclo
circadiano (Krauchi et al., 1983). As diferencas no comportamento exploratério
entre as linhagens romana de alta e baixa atividades (Corda et al., 2005,
Guitart-Masip et al., 2006), linhagens Lewis e Fisher 344 (Stohr et al., 1998),
Wistar e Sprague-Dawley (Zamudio et al., 2005) e linhagens de Napoles de alta
e baixa excitabilidades (Viggiano et al, 2003), parecem ser devidas a
caracteristicas especificas do sistema dopaminérgico mesocortical.
Adicionalmente, os ratos selvagens apresentam indices maiores de neofobia

que os ratos domesticados (Mitchell, 1976).
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Contudo, o comportamento exploratério é influenciado por
motivagdes conflitantes, por exemplo, entre explorar um ambiente
potencialmente perigoso ou permanecer no abrigo, ou num ambiente
previamente reconhecido como seguro (File, 2003). Assim, a exploracdo do
ambiente desconhecido € concomitantemente influenciada pela motivagdo em
explorar (ou ‘curiosidade’) e pela neofobia (Harro, 1993). Conseqlientemente,
os testes para estudo do comportamento exploratério em roedores tém sido
adaptados para avaliacdo dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de drogas
psicoativas, tais como as arena (open-fields) classicas ou modificadas, caixas
claro-escura (bright and dark box) e alvinegra (black and white box), labirintos,
tabua de buracos (holeboard test), etc (File, 1992, Panksepp, 1998). Nestes
casos, a deteccédo da ansiedade, ou efeitos relacionados, pode ser amplificada
pela introducdo de outros estimulos, como um bastdo eletrificado (defensive
burying test) (De Boer e Koolhaas. 2003, Baum et al. 2006), o odor do predador
(Blanchard et al., 2001) ou o préprio predador, tal como ocorre no modelo das
colénias em tuneis transparentes (visible-burrow system) (Blanchard e
Blanchard, 1989).

Existem diferencas quantitativas e qualitativas marcantes entre
comportamento defensivo do Rattus norvegicus selvagem e as variedades de
laboratério, principalmente, quanto a reatividade a estimulos ameacgadores e
aos humanos (Blanchard, 1997, Blanchard et al., 1986). Dentre estas, destaca-
se a maior intensidade das respostas agressivas e de fuga e os limiares
reduzidos das respostas de defesa, isto é, os ratos selvagens reagem
precocemente a aproximacao do experimentador. No geral, estas diferencas

nao séo atribuidas a experiéncia prévia do animal, na medida que as linhagens
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selvagens nascidas em laboratério apresentam padrdes semelhantes aos ratos
selvagens capturados (Blanchard et al., 1986). Em resumo, estas diferencas
sugerem a grande limitacdo em se estudar comportamentos defensivos com
linhagens exclusivamente de laboratério, ou seja, que ja passaram pelo
processo de domesticacao.

Em particular, Blanchard et al. (1986) estudaram a defesa
interespecifica de ratos selvagens contra o ser humano em um corredor oval de
8 m de comprimento. Neste paradigma, o experimentador aproxima-se diversas
vezes do rato, registrando-se as distancias nas quais os comportamentos
especificos de defesa eram eliciados. O teste era realizado na auséncia ou
presenca de 2 obstaculos colocados nos pdlos do corredor que reduziam o
comprimento para 4 m e impediam a fuga do rato a aproximacado do
experimentador. Blanchard et al. (1986) observaram que o comportamento
defensivo dos ratos selvagens depende tanto da distancia presa-predador,
quanto da viabilidade de escape. Se a fuga € possivel, os ratos fogem,
ameacam e atacam o experimentador quando este se encontra a cerca de 2,5,
1 e 0,5 m de distancia, respectivamente. Se a fuga € inviavel, os ratos nao
alteram as distancias de ameaca e ataque, mas, ao invés da fuga, apresentam
a resposta de ‘congelamento’ (freezing) quando o experimentador se encontra
a 2,5 m de distancia.

O presente estudo teve por objetivos investigar os
comportamentos exploratérios e de agressao defensiva a aproximacado do
experimentador num corredor linear, utilizando ratos selvagens e hibridos de
ratos Wistar e selvagens (HBR) ou originarios do retrocruzamento de ratos

HBR com selvagens (SHB). Como a procura por alimento € um estimulo
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poderoso para motivar a exploracdo do meio ambiente, seja ele conhecido ou
desconhecido (Onuki et al, 2005), nossos ratos foram adicionalmente
submetidos a privacao alimentar de 48 horas antes de examina-los no teste do

corredor.

METODOS

Foram utilizados ratos selvagens (Rattus norvegicus sp.) machos
(n=38) e fémeas (20), tanto capturados em ambiente urbano quanto nascidos
no biotério do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisioldégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Ratos hibridos, resultantes do
cruzamento entre as linhagens selvagem e Wistar (Rattus norvegicus albinus)
machos (n=94) e fémeas (n=83), do Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias
Fisiologicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Por fim, foram
utilizados ratos hibridos resultantes do retrocruzamento entre a linhagem
hibrida e selvagem (machos, n=11; fémeas, n=11), também fornecidos pelo
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os ratos tinham idade similar, variando entre 3 e 4
meses na época do procedimento experimental. Todos os procedimentos do
presente estudo respeitaram as normas estabelecidas pelo International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals (CIOMS) -
Genebra (1985), e atualmente esta sendo analisada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA), da Faculdade de Medicina EMESCAM,

Vitoria, ES.
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Como o experimento foi realizado em um ambiente distante do
biotério, os animais foram transportados 48 horas antes do experimento, a fim
de se evitar os efeitos do estresse sobre o comportamento. Todos os ratos
foram privados de alimento 48 horas antes com o objetivo de aumentar o
impulso exploratorio. Os ratos eram posicionados num dos lados de um
corredor com 34 m de comprimento por 1,1 m de largura. O corredor foi
dividido em secdes de 1x1 m com fitas adesivas brancas, facilitando a
observacdo do experimentador, bem como por placas numeradas colocadas
nas laterais de cada quadrante, indicando a metragem. Ao final do corredor foi
construida uma barreira de 1 m de altura. A barreira tinha uma portinhola
acionada por um sistema de roldanas, permitindo a recaptura dos ratos numa
armadilha colocada atras da barreira. Quando soltos, os ratos exploraram o
corredor por um periodo de 10 minutos. O niumero de quadrantes atravessados
foi registrado com o auxilio de um binéculo (Sakura 15, 180x100 ¢/ zoom).

Todos os experimentos foram realizados entre o periodo de 14:00
e 17:00 h. Passado o periodo de exploracdo, o experimentador entrou no
corredor e, com velocidade de 1 m por segundo, aproximou-se do rato,
parando ao primeiro reflexo de orientacao do rato em sua diregdo. O numero
de quadrantes entre o experimentador e o rato (distancia limiar), bem como os
quadrantes percorridos pelo animal ao fugir do experimentador (amplitude de
fuga) foram registrados. Terminado o teste, o experimentador encurralou o rato
no canto do corredor para observar seus comportamentos de defesa. Os
comportamentos de exploracdo e defesa foram definidos segundo um

etograma (Tab.1).
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A distancia explorada, a freqiéncia de persegui¢cdes e saltos de

ataque e as distancias limiares de deteccdo e fuga foram examinadas por

analise de variancia de 1 via (linhagem) seguida de testes-t de Bonferroni.

Tabela 1. Etograma dos comportamentos do rato noruegués no corredor linear

Exploracéo

Analise do ambiente por meio de movimentos verticais e
horizontais da cabeca e do corpo, podendo adotar postura
ereta e marchar ou trotar.

Deteccao do
Experimentador

Movimento da cabeca do rato em direcado ao camundongo,
seguido ou ndo de imobilidade por um breve espaco de
tempo.

Perseguicao

Locomogao rapida do rato em direcdo ao experimentador,
alternando movimentos de apoio e projecdo dos membros
anteriores e posteriores, em forma de galope.

Fuga Locomogdo muito rapida do animal na direcdo oposta ao
experimentador, alternando movimentos de apoio e projecao dos
membros anteriores e posteriores.

Salto de Impulso obliquo em direcao ao experimentador.

Ataque

O efeito da hibridizacdo ao longo de 9 geracdes foi examinado

agrupando-se as geracdes em 3 épocas (E1: G2-G4, E2:G5-G7, E3: G8-G10).

Estes dados foram submetidos a analise de variancia para medidas repetidas

seguida de contrastes lineares. para a interacdo das épocas e linhagem.

As diferencas foram consideradas significantes para o nivel de

5% (critério de Bonferroni). A estatistica foi realizada com o programa SAS

(Cary, NC, EUA).

RESULTADOS

Efeitos da Hibridizacdo dos Ratos Selvagens no Teste do Corredor Linear



126

As linhagens diferiram significantemente quanto as respostas de
explorar (F2148= 4,3; P<0,05), fugir (Fo14s= 3,7; P<0,02) e, mais
acentuadamente, salto (Fz14s= 116,9; P<0,0001) e perseguir (Fz14s= 136,1;
P<0,0001). Contudo, nao diferiram quanto a resposta de deteccao.

Embora a exploracdo tenha sido similar para as 3 linhagens, a
exploracao da linhagem HBR (58,9+1,9 m) foi maior que aquela dos ratos SHB
(52,1#2,1 m, t91=2,37; P<0,02) e SEL (49,643,4 m; ti27=2,4, P<0,02). A
amplitude de fuga dos ratos HBR (13,6+0,6 m) também foi maior que aquela
dos ratos SEL (11,1£0,7 m, t127=2,69; P<0,01).

Ao contrario das diferengcas marginais das respostas anteriores,
os saltos de ataque dos ratos SEL (5,44%0,16) foram muito mais numerosos
que aqueles dos ratos HBR (1,85+0,2, ti27=14,1; P<0,0001) e SHB (1,5410,3;
tzs=10,1; P<0,0001). Nao houve diferencas, no entanto, para as ultimas
linhagens.

Por fim, os ratos SEL também apresentaram um namero maior de
perseguicboes (4,7+0,2) que os ratos HBR (1,0x0,1, t127=16,39; P<0,0001) e
SHB (2,110,2; t;s=8,1; P<0,0001). As linhagens HBR e SHB também diferiram

estatisticamente (t91=3,6; P<0,0005).
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Efeitos da Endogamia dos Ratos Hibridos (HBR) no Teste do Corredor Linear

As 3 épocas das geracdes dos ratos HBR diferiram quanto as
respostas de exploracdo (F2174=16,9; P<0,0001), deteccdo (F2174=3,1;

P<0,005), fuga (F2,174=13,7; P<0,0001) e salto de ataque (F2 174=4,1; P<0,02).

20, EXplorar (m) Detecgéo (m) Amplitude de Fuga (m)

16+ 16+

* *
T T
. [
T T
354 8- 8-
0- 0- 0-
SEL  HBR  SHB SEL  HBR  SHB SEL  HBR  SHB
6 Saltos de Ataque 6 Perseguicotes
4 4
. *
2 T * 2 =+ i
L *
i
0 0-
SEL  HBR  SHB SEL  HBR  SHB

Figura 1. Efeitos da hibridizacao dos ratos selvagens sobre os comportamentos
de defesa no corredor linear. *, * P<0,05, significantemente diferente da
linhagem SEL e SHB, respectivamente (critério de 5% de Bonferroni).
Conforme podemos observar, exceto pelo aumento significante
da amplitude de fuga na Epoca-2, as respostas foram atenuadas ao longo das
geracdes (Tab.2). Os efeitos da endogamia ja puderam ser observados na

segunda época do protocolo (geracdes 5-7). Nas duas ultimas épocas, as

respostas de explorar e saltar foram atenuadas em cerca de 25% e 30%,
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Tabela 2 — Comportamento de defesa dos ratos hibridos das linhagens Wistar
e selvagem (HBR) ao longo de 9 geracbes de endogamia agrupadas em

*

épocas de 3 geracoes.

respectivamente (critério de Bonferroni para 5%).

, + significantemente diferente das épocas 1 e 3,

Epoca E1 E2 E3
Geracao 2-4 5-7 8-10
Explorar 59,0+ 2,0 43,8 + 2,1 45,0 + 2,5*
(%) 100 74,2 76,2
Detectar 11,5+0,3 10,4 + 0,3% 10,6 £ 0,4
(%) 100 90,4 92,1
Fugir 13,6 £0,7 18,4 + 0,8*" 13,5 +0,9
(%) 100 135,2 99,2
Salto 1,9+0,1 1,4+ 0,1 1,3 £0,2*
(%) 100 73,7 68,4
Perseguir 1,0+ 0,1 1,1 £ 0,1 1,2 + 0,1
(%) 100 110 120
90+ Explorar (m) 154 Detectar (m) 254 Amplitude de Fuga (m)
70- 13- 20-
! i ﬁ\
50/ @ \E x % « 11 }\{ } 15 }\ %\E
AT ST
9

30-

Sel2 34567 8910

10-

Sel2 34567 8910

Sel2 34567 8910

9+

Saltos de Ataque (freqiiéncia)

i\i\i,i/i~§\;_§/i

Sel2 34567 8910

61

Perseguir (freqiiéncia)

Sel2 34567 8910

Geracoes

Figura 2 — Efeitos da endogamia sobre os comportamentos de exploracédo e
defesa dos ratos hibridos (HBR). Os simbolos vazios representam os valores
da linhagem selvagem (SEL). * P<0,05, diferengas significantes em relagéo a
primeira geracao de ratos hibridos (geracéao 2).
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respectivamente. A amplitude de fuga apresentou efeitos variaveis,
aumentando cerca de 35% na Epoca-2, mas retornando aos valores iniciais na
Epoca-3. Embora a freqiiéncia da resposta de perseguir tenha aumentado ao
longo das geracdoes em até 20%, estes efeitos ndo atingiram significancia
estatistica. Por fim, a endogamia nao teve efeito algum sobre a resposta de

deteccéo.

DISCUSSAO

As linhagens diferiram apenas marginalmente quanto a
exploragdo e amplitude de fuga. No entanto, como o corredor era fechado, a
amplitude de fuga tinha um limite fisico e dependia da posicao do rato no
momento da deteccdo do experimentador, sendo menor para aqueles que se
encontravam proximos ao fim do corredor. Assim, embora as linhagens SEL e
HBR tenham diferido quanto a amplitude de fuga, a auséncia de informacao
acerca da posicdo do rato no inicio da fuga impossibilita uma analise
conclusiva sobre a causa destas diferencas.

Contudo, as diferengcas mais marcantes foram observadas para
as respostas de perseguir e salto de ataque, as quais foram muito menos
freqlientes nas linhagens hibridas. E interessante notar que o retrocruzamento
dos ratos HBR com os SEL, gerando os hibridos SHB, aumentou a freqiéncia
da resposta de perseguir. Portanto, a principal diferenga entre as linhagens
hibridas e a SEL foi a reducao do comportamento de agressao defensiva das
primeiras. No entanto, como o retrocruzamento causou a recuperagao apenas

parcial da resposta de perseguir, ndo tendo efeitos no salto de ataque, os
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comportamentos individuais da agressao defensiva parecem ser determinados
por mecanismos poligénicos relativamente independentes.

Os efeitos da endogamia ja puderam ser observados na segunda
época do protocolo (geracdes 5-7). Nas duas ultimas épocas, a endogamia
atenuou as respostas de explorar e saltar em torno de 25% e 30%,
respectivamente. A amplitude de fuga apresentou efeitos variaveis ao longo
das geragdes, aumentando cerca de 35% na Epoca-2, mas retornando aos
valores iniciais na Epoca-3. Embora a freqiiéncia da resposta de perseguir
tenha aumentado ao longo das geracbes, chegando a ser 20% maior na
terceira época do estudo, estes efeitos ndo atingiram significancia estatistica.
Por fim, a endogamia nao teve efeito algum sobre a resposta de deteccao.

Um dos pontos cruciais que podemos ressaltar no presente
estudo diz respeito ao processo de hibridizacao, que resultou na perda parcial
da agressao defensiva (investidas e saltos de ataque), sem alteracao da defesa
nao-agressiva. Portanto, o presente estudo revelou um efeito diferencial da
hibridizacdo sobre itens individuais do comportamento defensivo
interespecifico. Os autores chegaram a esta conclusdo, pois os efeitos da
nicotina sobre a agressao foi diferente para os modelos de agressao defensiva
(mordida em decorréncia de um choque na cauda) e a agressdo ofensiva
(residente versus intruso) em camundongos. Além do mais, o comportamento é
influenciado por diversos fatores. Por exemplo, alteracbes endocrinas e
cuidados maternos contribuem decisivamente para a expressdao do
comportamento agressivo mais tarde e, também, reducdo do medo nos ratos
(Ferreira et al., 2002).

Segundo de Boer e colaboradores (2003), em todos os
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laboratérios, todas as linhagens, outbred ou inbred, de camundongos ou ratos
foram severamente alteradas em virtude do processo de selecéo artificial ao
longo da domesticacdo dos animais. Para obter niveis interessantes de
agressao nestes animais, os experimentadores deveriam submeté-los as mais
variadas formas de estresse (isolamento social, rapidas instigacbes ou
provocacoes, aplicagdes de estimulos aversivos, estimulacao elétrica cerebral,
administracdo de agentes farmacol6gicos ou inativacdo de genes especificos.
Todavia, todas estas metodologias resultariam em varidveis intervenientes no
comportamento que ndo seria necessariamente tipico da espécie. Uma saida
foi o desenvolvimento de modelos comportamentais e genéticos com
populagdes de roedores naturalmente agressivos. No presente estudo,
pudemos observar o processo de hibridizacdo resultando em uma espécie
menos agressivas de ratos.

Estas alteracées no comportamento agressivo seriam resultados
de uma ampla variedade de processos processos fisiolégicos nervosos,
neuroendocrios e autonémicos periféricos. Por exemplo, numa linhagem de
ratos agressivos denominada de ‘WTG’, os machos apresentaram reatividade
simpatica elevada em situacdes desafiadoras, ao contrario dos ratos nao-
agressivos (de Boer et al.,, 2003). Esta alta responsividade simpatoadrenal
reflete-se em respostas elevadas de noradrenalina e adrenalina no plasma e
aumento da freqUéncia cardiaca, pressao arterial e niveis de glicose no sangue
frente a uma ampla variedade de eventos estressores. Nestes ratos WTG, os
adrenoceptores B2 pré e poés-sindpticos sdo mais funcionais do que nos ratos
Wistar. Os adrenoceptores a2 pré-singpticos sdo similares. Mais ainda, a

agressao induzida pelo medo e a imobilidade sdo os tipos mais basicos de
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comportamentos defensivos. A estratégia do comportamento defensivo
depende de fatores genéticos (Kulikov et al., 1992) e ambientais (Blanchard e
Blanchard, 1984). Ambos os fatores atuariam diretamente sobre tais
comportamentos, na medida em que tornam diferentes as bases
neurofisiolégicas dos mesmos. Desta maneira, por exemplo, o circuito
serotoninérgico funcionaria de maneiras distintas naqueles ratos mais
agressivos e, portanto, que demonstram o comportamento agressivo de modo
mais pronunciado, do que nos ratos menos agressivos (Popova et al., 1998).
Neste sentido, seria interessante a verificagdo de determinadas drogas que
atuem seletivamente sobre a neurotransmissdo da serotonina em diversas
linhagens de ratos, principalmente, nas linhagens selvagens e seus
descendentes. Guillot e Chapouthier (1996) demonstraram a existéncia de
algumas diferencas entre os comportamentos de atague a um macho da
mesma espécie, em diversas linhagens de camundongos. Provavelmente,
também ocorra nos ratos e, entre outras razdes, devido a funcionamentos
distintos de alguns sistemas neurotransmissores mais particularmente
envolvidos com a agressao, quais sejam, a serotonina e o GABA (Miczek et al.,
1994). Desta forma, uma possibilidade para futuros estudos seria a
investigacdo dos efeitos de agonistas e antagonistas GABAérgicos e
serotoninérgicos sobre estes comportamentos agressivos, principalmente, nas
linhagens SEL e HBR. Neste caso, torna-se interessante se estudar,
futuramente, a influéncia de determinadas drogas sobre a agressao defensiva
interespecifica exibida pelos ratos selvagens e HBR quando acuados nos final

do corredor.
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Ao contrario do que ocorreu com a capacidade de deteccao do
experimentador, que ndo foi alterada nos ratos hibridos, o comportamento
exploratério, que manteve niveis mais elevados na linhagem hibrida, quando
comparada a linhagem selvagem. Tal fato poderia ser explicado pelas fortes
influéncias do estresse sobre o comportamento, uma vez que os ratos SEL séao
mais reativos a esta condicdo. O estresse é uma variavel muito importante
quando se estuda o comportamento, pois ele pode alterar significativamente a
expressao deste (Dal-Zotto et al., 2003). Além do mais, a agdo do estresse
afeta de diferentes formas, diferentes comportamentos, e em linhagens
distintas de ratos (Stam et al, 2002). Por exemplo, Beda e colaboradores
(2004) demonstraram que o estresse induzido por choques nas patas alterou
os comportamentos exploratérios em diferentes linhagens de ratos no LCE e
arena. Na linhagem Wistar, o efeito do estresse foi mais evidente do que na
linhagem S-D. O mesmo deve ser levado em consideragdo em todos os
presentes estudos, na medida em que utilizados diferentes linhagens de ratos,
algumas possivelmente mais suscetiveis aos efeitos do estresse do laboratério.
Klenerova e colaboradores (Trneckova et al., 2004) demonstraram que a
imobilizacdo sozinha ou decorrente da combinagdo com o frio reduziu a
locomogao espontanea e a investigacdo do ambiente de ratos Wistar testados
logo apés uma sessao curta com estes estressores. Os ratos Lewis, por sua
vez, quando expostas a estes mesmos estressores exibiram uma reducao
inicial do comportamento exploratério. Este pode ser um bom modelo
comportamental para o estudo das bases do estresse pds-traumatico. Uma das
medidas para aliviar os efeitos de provaveis estressores foi a redugcdo da

intensidade luminosa durante os testes comportamentais deste trabalho.
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O presente estudo mostrou que o teste do corredor linear foi
capaz de detectar diferencas significativas nos comportamentos agressivo e

exploratério tanto em relacao as linhagens quanto as geracoes.
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ESTUDO V

COMPORTAMENTOS AGRESSIVOS DE RATOS SELVAGENS
(Rattus norvegicus sp), WISTAR E HIBRIDOS NO TESTE

RESIDENTE-INTRUSO
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RESUMO

Introducao: Os comportamentos de agressao e defesa tém uma fungéo crucial
na sobrevivéncia da espécie, tanto no que diz respeito a defesa dos membros
quanto a conquista de um territrio e estabelecimento de hierarquias sociais.
Contudo, os comportamentos agressivos foram grandemente atenuados, ou
quase abolidos, nas linhagens domesticadas para fins de pesquisa. Obijetivo:
O presente estudo utilizou o paradigma residente-intruso para examinar as
diferencas nos comportamentos de agressao territorial dos ratos selvagens
(SEL), Wistar (WIS) e respectivos hibridos (HBR). Método: Os ratos das
linhagens acima eram alojados individualmente (residentes) numa caixa de
madeira (100 x 40 x 40 cm) com teto e frente de vidro e assoalho coberto com
maravalha. Ap6s um periodo de 5 dias, introduzia-se outro rato (intruso), das
linhagens acima, e registrava-se os comportamentos por um periodo de 2
minutos por meio de cameras situadas dentro e fora da caixa. Os filmes foram
analisados em camera lenta, registrando-se a frequiéncia dos comportamentos
ofensivos e defensivos de ambos os ratos. As frequéncias foram comparadas
por meio de analise de variancia de 2 vias (linhagem e status). A correlagao
entre os comportamentos foi examinada por andlise de fator. Resultados: Os
comportamentos de aproximar, ameaca lateral, perseguir e salto de ataque
foram Unica ou majoritariamente emitidos pelos ratos residentes SEL. Em
contraste, submisséo, fuga de galope, fuga de trote e ataque supino foram
Unica ou predominantemente exibidos pelos intrusos SEL. Embora mais
freqUentes nos ratos SEL residentes, os comportamentos de gritar, morder,
boxear, chiar e expor presas foram apresentados tanto pelos residentes quanto
intrusos. O repertério do intruso SEL diferiu marcadamente dos repertorios WIS
e HBR. Contudo, os ultimos foram similares. Os 4 fatores principais dos ratos
residentes SEL foram responsaveis por 66,4% da variancia. O Fator-I carregou
forte e positivamente em ameaca lateral, salto de ataque, fuga de trote e
boxear, representando o repertério fundamental do rato residente SEL.
Contudo, o Fator-Il carregou positivamente em aproximar e expor presas (itens
ofensivos), mas negativamente em boxear e fuga de trote (itens defensivos),
sugerindo que os ultimos sejam os itens de defesa do residente SEL aos
contra-ataques dos intrusos da mesma linhagem. O Fator-1l1l mostrou que chiar
correlaciona-se tanto com os itens ofensivos (salto de ataque) quanto
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defensivos (boxear) do rato SEL residente. Por fim, o Fator IV carregou
fortemente em morder e perseguicdo ao rato intruso, mostrando que a
perseguicao ao intruso freqlientemente resulta em danos fisicos. O Fator-1 dos
ratos SEL intrusos carregou forte e positivamente nos comportamentos de fuga
de trote e morder, sugerindo que as mordidas sao o recurso final a perseguicao
do residente. O Fator-1l carregou positivamente em submissdo, mas forte e
negativamente em ataque supino e fuga de galope, indicando que a tendéncia
a submissao inibe as ultimas respostas. O Fator-lll mostrou uma correlagéao
inversa das respostas de morder com chiar, boxear e submissdo, sugerindo
que estas desempenham funcdes ‘apaziguadoras’ e protetoras contra danos
fisicos. Os fatores principais dos ratos WIS carregaram forte e positivamente
nas variaveis de defesa ou agressdo defensiva. O Fator-l representou
repertério central de defesa dos ratos WIS no modelo residente-intruso (fuga de
trote, boxear e ataque supino) O Fator-Il revelou uma correlagdo inversa de
aproximar (ofensa) e submissao (defesa). Como a aproximagao nao ocorreu no
intruso SEL, o rato WIS é menos ansioso, tem dificuldades em reconhecer o
rato hostil ou ambas as coisas. Por fim, o Fator-lll associou fuga de galope a
resposta de morder, sugerindo que a mordida &€ um recurso do rato WIS
encurralado pelo residente. Nos intrusos HBR, a fuga de trote correlacionou-se
positivamente com gritar e morder (F-1) mas, diferentemente dos SEL e WIS,
negativamente com boxear e submissdo (F-Il). Portanto, enquanto o fator |
corresponde a defesa ativa do intruso, o fator Il representa a tatica
apaziguadora, na qual a fuga de trote é substituida por boxear e submissao. Os
intrusos HBR também apresentaram frequéncias significativas de aproximacao
ao residente (F-1V). Contudo, ao contrario dos ratos WIS, a aproximagao
correlacionou-se com gritar, indicando o reconhecimento manifesto da
hostilidade do rato residente. Curiosamente, enquanto gritar nao carregou em
nenhum fator dos intrusos WIS e SEL, chiar carregou no Fator-1ll dos intrusos
SEL. Portanto, gritar pode ser um produto da hibridizagdo mediante a
modificacao da resposta de chiar dos ancestrais SEL.

Palavras-chaves: Agressao, Defesa, Modelo Residente-Intruso, Ratos
Selvagens, Ratos Domesticados.
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INTRODUCAO

O comportamento agressivo tem uma fungao crucial na aquisicao
e defesa de um territério, do status social e das fontes vitais para a
sobrevivéncia, tais como, alimento, abrigo ou parceiros sexuais (Alcock, 2005,
Adams e Boice, 1983, Brown, 1986, Clarck e Price, 1981). Contudo, os
contatos agressivos podem resultar em ferimentos severos e mesmo morte dos
individuos (Siegel et al., 1999). Assim, principalmente nos mamiferos, Parece
existir poderosos mecanismos inibitérios para reconciliacdo e apaziguamento,
que mantém o repertdério agressivo sobre intenso controle, prevenindo
resultados fatais (Alcock, 2005, Adams e Boice, 1983, Brown, 1986, Clarck e
Price, 1981). Isto pode ser comprovado pelo fato dos animais selvagens
raramente morrerem num embate intraespecifico (Blanchard e Blanchard,
1984).

Em contrapartida, formas inapropriadas de agressao (violéncia),
tanto intrapessoal quanto interpessoal sao altamente prevalentes nos seres
humanos. A cada ano estima-se que 1,6 milhbes de pessoas morrem em
decorréncia de ferimentos resultantes de relagdes violentas da vida cotidiana. A
violéncia é a principal causa de morte entre pessoas de 14 a 44 anos de idade
em todo o mundo - 14% nos homens e 7% mulheres (Filley et al., 2001).
Clinicamente, a agressao patoldgica aparece como sintoma de varios disturbios
psiquiatricos, quais sejam, traumatismos cranianos, retardo mental, doenca de
Huntington, deméncia, transtorno bipolar, esquizofrenia e quadros de
dependéncia quimica (Filley et al., 2001).

O interesse cientifico pela agressao investiga os mecanismos de
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controle sociais, neurais e moleculares da agressado. Os recentes avancos da
biologia molecular e da genética aumentaram dramaticamente a lista de
neurotransmissores, horménios e outros sinais biolégicos envolvidos nos
circuitos neurais que influenciam a agressédo (Dorine et al, 2003, van der
Staay, 2006). Portanto, o desenvolvimento de modelos animais adequados
para o estudo dos comportamentos agressivos normais e patolégicos tornou-se
uma necessidade inquestiondavel para os avangos ulteriores da biologia
molecular. Presumivelmente, o modelo ideal seria aquele que expressasse
uma agressao intensa e impulsiva que excederia os padrdes ou niveis normais
da espécie (Dorine et al., 2003).

O comportamento agressivo pode ser um ataque real, ou
simplesmente envolver comportamentos de ameaga, quais sejam, posturas e
gestos (Huntingford e Turner, 1987, Blanchard et al, 1977). O animal
ameacado pode apresentar comportamentos de agressdo defensiva ou de
submissdo, qual seja, uma postura indicativa do reconhecimento da derrota (de
Boer et al., 2003). No ambiente natural, a maioria dos animais apresenta mais
ameacas do que ataques verdadeiros (Huntingford e Turner, 1987, Blanchard e
Blanchard, 1977). As ameacas sao Uteis para reforgcar as hierarquias sociais,
em grupos organizados de animais, ou para avisar aos intrusos para ficar longe
de um territorio. Eles tém a vantagem de nao envolver lutas verdadeiras que
poderiam ferir um ou ambos os combatentes (McFarland, 1986).

Do ponto de vista etoldgico, o confronto pode ser dividido em
duas categorias de acordo com a intensidade do combate (Blanchard e
Blanchard, 1990). Os encontros pouco intensos e de curta duracao

caracterizam-se por perseguicées curtas. Quando os combates sdo mais
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intensos, o0s contatos fisicos aparecem com mais vigor, destacando-se o
comportamento de boxear, saltos, mordidas e vocalizacdes (Pellis e Pellis,
1987). O objetivo do agressor é infligir uma mordida na anca, enquanto o
objetivo do defensor é se prevenir da mesma (Blanchard et al., 1975,
Takahashi e Blanchard, 1982).

O comportamento agonistico de ratos albinos ou selvagens
consiste em ameacas e ataques desferidos contra o oponente (Blanchard e
Blanchard, 1981). Foi demonstrado, ainda, que o tipo de ataque, assim como
os alvos corporais, diferem entre o atacante e o atacado (Blanchard et al., 1987
ab). Resumidamente, os ratos atacados tendem a concentrar suas mordidas na
regidao da cabeca do adversario, enquanto os atacantes tém como alvo a regiao
do dorso do oponente.

Quando lidamos com quantidades maiores de ratos, por exemplo,
uma colbnia, a observacao de outros padrées comportamentais € comum (Lore
et al., 1984). Em seus estudos classicos com colbnias de ratos, Barnett (1958,
1975) detectou duas estratégias empregadas por machos subordinados contra
o macho dominante. Os machos subordinados, denominados ‘émega’,
esquivavam-se ao maximo do rato dominante. Quando ocorria um encontro
entre ambos, a luta era muito provavel, vitimando o macho subordinado na
maior parte das vezes (Blanchard e Blanchard, 1990). Assim, quando tém
oportunidade, os machos 6mega preferem emigrar para outras colbnias.
Quando os encontros sdo inevitaveis, as lutas acumulam-se, resultando,
geralmente, na morte do macho 6mega (Adams e Boice, 1983). Contudo, se o
rato dominante fér retirado da colénia, um dos ratos dmega torna-se dominante

(Meaney e Stewart, 1981, Pellis e Pellis, 1987). Ao contrario, os machos ‘beta’
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sdao totalmente submissos ao rato dominante que, conseqlentemente,
demonstra grande tolerancia com a presenca dos primeiros (Meaney e Stewart,
1981, Pellis e Pellis, 1987).

Estas estratégias tém diferentes custos e beneficios. Para os
subordinados beta, a vida torna-se mais pacifica, tendo maiores oportunidades
de acesso tanto a comida quanto as fémeas (Switzer et al., 2001, Johnson et
al., 2003). Os machos 6mega, em contrapartida, tendem a ser os principais
alvos da agressdao do macho dominante (Meaney e Stewart, 1981, Pellis e
Pellis, 1987). Contudo, o macho 6mega tem melhores possibilidades de
ascender ao status de dominante (Pellis et al., 1993). A adocdo de uma ou
outra estratégia por parte dos machos subordinados depende de fatores
genéticos que manifestam-se no temperamento individual destes ratos
(Meaney e Stewart, 1981, Pellis e Pellis, 1987). Fatores fisicos tais como, por
exemplo, idade, peso e tamanho, também desempenham um papel importante
nestes comportamentos (Stewart e Palfai, 1967).

Os comportamentos agressivos decorrentes do encontro entre um
rato residente e um intruso parecem ter uma funcao de protecdo dos eventuais
recursos alimenticios, de abrigo ou acesso as fémeas. Os ratos residentes
tendem a atacar os ratos intrusos de mesmo sexo (DeBold e Miczek, 1984). Os
machos residentes tendem a se aproximar e reconhecer as ratas residentes
com o intuito de reprodugdo. Quando ocorre, 0 comportamento agressivo de
machos residentes contra fémeas é bastante fugaz (Flannelly e Lore, 1977). No
caso de ratos selvagens, Telle (1986) demonstrou que estes também desferem
ataques violentos contra ratos domésticos intrusos. Contudo, estes ataques

ndao duram por muito tempo e ndo sado graves, com a predominancia de
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perseguigcdes curtas.

Por outro lado, os ratos intrusos raramente atacam os ratos
residentes. Quando confrontados, estes utilizam todo o seu tempo na defesa
contra 0 macho residente (Takahashi e Blanchard, 1982). A agressdo do
macho residente depende da idade. Machos com idade entre 5 e 6 meses
demonstram um nivel moderado de agressdo contra o intruso. Este
comportamento agressivo aumenta acentuadamente apds este periodo,
tornando-se estavel até 20 meses de idade. Em idades posteriores, os machos
residentes atacam os intrusos de maneira mais rapida e rispida (Blanchard et
al., 1988). Aparentemente, a agressao entre fémeas nao apresenta o aumento
progressivo dos niveis de agressividade.

No que se refere as localizacbes das mordidas desferidas pelos
ratos residentes, cerca de 61% delas concentram-se na parte da anca, cauda e
regiao anal; 24% nos membros posteriores e 15% no dorso e cabeca (Robitaille
e Bovet, 1976, Pellis e Pellis, 1987).

Contudo, quase todos os modelos experimentais de agressao
envolvendo roedores foram realizados com ratos e camundongos
domesticados oriundos de biotérios e, portanto, déceis. As linhagens de ratos
de todos os laboratérios, tanto provenientes de cruzamentos endogamicos
(inbred) quanto nao-endogamicos (outbred), foram severamente alteradas em
virtude do processo de selecdo artificial (Castle, 1947, Galef, 1971, Boice,
1972, 1977, Sgoifo et al., 2001). Assim, os experimentadores freqlientemente
submetem estes animais as mais variadas formas de estresse para a obtencao
de niveis maiores de agressao, quais sejam, isolamento social, procedimentos

de provocacdo com estimulos mecanicos ou choques, estimulacao
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intracraniana elétrica ou quimica, administracdo de agentes farmacoldgicos ou
inativacao de genes especificos (knockout) (Kruk et al., 1984). Por exemplo,
Mos e colaboradores (1984) demonstraram que a proporcdo das mordidas
desferidas pelo rato residente na parte inferior do dorso do intruso (57%) podia
ser modificada pela vibrissectomia ou administracdo de anfetamina no rato
residente. Adicionalmente, estas manipulacbes aumentavam o numero de
ataques, deslocando os alvos para as regides mais caudais do oponente.

Todavia, estas metodologias resultam de varidveis que nao séao,
necessariamente, caracteristicas da espécie (Baker et al., 1979, Bhatnagar e
Vining, 2003). A abordagem alternativa consiste no desenvolvimento de
modelos comportamentais com populagdes de roedores naturalmente
agressivos (Baker et al, 1979). Esta abordagem, baseada em linhagens
endogamicas, fornece a matéria-prima para o estudo de genes de tracos
quantificaveis (QTL, quantitative trait loci) (Ramos e Mormede, 2007).

Uma luta entre dois machos no modelo residente-intruso é
formada de atos e posturas (Everts et al., 1997, Koolhaas et al., 1997, de Boer
e Koolhaas, 2003, van der Vegt et al., 2003). A primeira atitude tomada pelo
agressor € a exposicao e tilitar, ou ranger, de dentes (teeth-chattering). Este
comportamento ocorre concomitantemente a postura imével eliciada pela
deteccdo do intruso. Presumivelmente, serve de adverténcia, visual e sonora,
para manter o rato intruso a distancia. Em alguns casos, este comportamento
ocorre quando os machos desistem da luta, mantendo apenas as ameacas
(Everts et al., 1997, Koolhaas et al., 1997, de Boer e Koolhaas, 2003, van der
Vegt et al., 2003). No estagio seguinte, o residente apresenta o comportamento

de ameaca lateral (/ateral threat) (Thor e Flanelly, 1976), qual seja, ele arqueia
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o dorso acentuadamente e estende os membros, dirigindo o flanco contra o
oponente. Mantendo esta postura, ele aproxima-se lateralmente e com passos
curtos do intruso (Koolhaas et al, 1997). Trata-se de um comportamento
bastante elaborado e presente também no Rattus rattus e no Mus musculus
(Nikoletseas e Lore, 1981). Assim como outros comportamentos, ele tem uma
clara funcéo de ameaca, evitando a luta propriamente dita (Lore et al., 1984).

Caso contréario, iniciam-se os ataques e mordidas. O atacante
salta sobre o rato intruso, chocando-se com este numa sucessao de rapidas
investidas (Koolhaas et al., 1997). As mordidas geralmente direcionam-se para
os membros e regides laterais e dorsais do intruso, mas raramente para a face.
Uma mordida tipica de um rato é bastante rapida, tdo logo a mandibula se
fecha, ela abre-se para uma nova investida. Quando o atacante &,
adicionalmente, um rato muito agressivo, as mordidas ocorrem em sequiéncia,
sem intervalos. As mordidas, seguem-se movimentos corporais ferozes de
ambos os ratos (Everts et al., 1997, Koolhaas et al., 1997).

Apds o momento de ataque, os ratos podem distanciar-se por um
instante, e reapresentar as posturas de ataque e defesa (Geisler et al., 1993,
Switzer et al., 2001). Caso reiniciem o combate, exibem o comportamento de
boxear, no qual ambos os ratos se levantam sobre os membros traseiros,
emitindo vocalizagdes, rapidas mordidas e patadas com os membros
dianteiros. Esta sequiéncia pode, no entanto, sofrer variagcdes (Everts et al.,
1997, Koolhaas et al., 1997).

Com o intuito de desenvolvimento de linhagens isogénicas de
derivacdo selvagem, realizamos um estudo preliminar dos comportamentos

agressivos e defensivos de ratos Wistar (WIS), selvagens (SEL) e hibridos
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destas linhagens (HBR), utilizando o paradigma residente-intruso de defesa

territorial.

METODOS

Animais.

Os experimentos foram realizados com ratos machos, adultos,
sendo 15 residentes e 15 intrusos da linhagem selvagem (SEL, Rattus
norvegicus sp), 15 residentes e 10 intrusos da linhagem Wistar (WIS, Rattus
norvegicus albinus) e 25 residentes e 10 intrusos da linhagem hibrida (HBR)
resultante do cruzamento dos ratos SEL e WIS. Os ratos WIS foram fornecidos
pelo Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Fisioldégicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os ratos SEL foram os descendentes de ratos
noruequéses capturados numa granja avicola das cercanias de Vitéria, porém,
nascidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia. Todos os procedimentos
do presente estudo respeitaram as normas estabelecidas pelo International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals (CIOMS) -
Genebra (1985), e atualmente esta sendo analisada pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CETEA), da Faculdade de Medicina EMESCAM,

Vitoria, ES.

Registros Comportamentais
Foi utilizada uma caixa de madeira (100 x 40 x 40 cm) com
paredes frontais e superiores de vidro para permitir a observacdo dos

comportamentos. O rato residente foi alojado nesta caixa por um periodo de 5
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dias, no qual teve livre acesso a agua e comida e demarcou o seu territorio. No
dia do experimento, a caixa era dividida em compartimentos iguais por meio de
uma diviséria removivel. Em seguida, o rato intruso era inserido no
compartimento vazio, no qual permanecia por 10 minutos. Passado este
periodo, a diviséria era removida por 2 minutos, possibilitando o confronto dos
animais. As sessdes foram filmadas por uma camera VHS (JVC®, GR-
SX887UM, JAPAN), posicionada externamente a caixa e por uma webcam
(Elgin CVC-2300, 300k pixels, 640 x 480, sensor CMOS colorido, USB 1.1)
posicionada no seu interior. As sessdes foram analisadas e quantificadas a
posteriori. A freqliéncia de comportamentos previamente descritos num
etograma (Tab.1) foi registrada em planilha especifica (Anexo). Todos os
experimentos foram realizados entre o periodo de 14:00 e 17:00 hs, e a

iluminagéo foi mantida em 14 lux.

Tabela 1. Etograma dos comportamentos no teste de agressao residente-intruso.

Comportamento Descricao

Aproximacao Marcha lenta do animal em dire¢cdo frontal, ou ortogonal, ao
oponente.

Ameaca Lateral Aproximacao lateral ao oponente, em passos curtos, com

membros estendidos, dorso arqueado e, frequentemente,
piloerecéo.

Perseguicao Locomocgao de velocidade moderada ou rapida em diregao ao
oponente, podendo conservar o padrdo de projecao
contralateral dos membros tipico da marcha dos quadrupedes,
ou alternando movimentos de apoio e projecdo dos membros
anteriores e posteriores, em forma de galope.

Fuga de trote Fuga em velocidade moderada e padrao do trote.

Fuga de galope Fuga em velocidade moderada e padrao do galope.

Salto de ataque Projecao obliqua em direcao ao oponente.

Morder Contato ou penetragao dos dentes no oponente.
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Ataque Supino O animal apoia o dorso na parede ou assoalho da caixa e
rechaga o oponente com as patas traseiras, projetando-o para
longe.

Boxear Postura ereta de oposicao frontal ao oponente, na qual o rato
apdia-se sobre as patas traseiras estendidas e atinge o

oponente com uma série patadas com os membros dianteiros.

Submissao O animal apoia o dorso na parede ou assoalho da caixa,

permanecendo imével, sem rechagar o oponente.

Com relacdo ao comportamento de morder, ele se refere ao
namero de mordidas desferidas pelos ratos sob andlise (por ex., SEL
residentes). Contudo, esta distingdo ndo existe na andlise da populagéo total

de ratos SEL. Foram utilizados ratos residentes e intrusos das 3 linhagens.

Analise Estatistica

A freqiéncia dos comportamentos foi examinada por analise de
variancia de 2 vias (linhagem e status) seguida de testes-t de Bonferroni. As
diferencas foram consideradas significantes para o nivel de 5%.

As correlagbes entre os comportamentos agressivos foram
examinadas por andlise de fator. Como esta analise € mais adequada para
amostras grandes, ela foi conduzida tanto para a populacédo total (n=45),
quanto para as linhagens individuais, descritas acima. Contudo, devido ao
numero pequeno de ratos residentes WIS e HBR (n=10), a analise de fator ndo
foi realizada para estes grupos. Os dados foram submetidos a analise de
componente principal, excluindo-se 0s comportamentos com variancia
condicional zero do respectivo grupo. Em seguida, procedeu-se a analise de
fator, fixando-se o numero de fatores com base no nimero de componentes

principais com autovalores (eigenvalues) maiores que 1 (método mineigen) e
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com auxilio de ‘graficos de sopé’ (scree plots). Os fatores principais foram
submetidos a rotacdo ortogonal (método varimax), para a determinagdo das
contribuicées independentes de cada fator a variancia, e estes a rotacao
obligua (método promax). Os fatores foram interpretados com base na
estrutura de fator da rotagéo ortogonal e/ou estrutura de referéncia da rotacao
obliqua. As tabelas s6 apresentam os coeficientes com valores absolutos
maiores que 0,35. Os gréficos representam a estrutura de referéncia da rotacéao
obliqua. Portanto, variaveis cujos coeficientes foram inferiores a 0,35 (valor
absoluto) em todos os fatores da estrutura de referéncia nao foram
representadas nas figuras.

Os procedimentos estatisticos (analises de variancia e fator)
foram realizados com o programa SAS (Statistical Analysis Systems, Cary,

EUA).

RESULTADOS

Influéncia da Linhagem nos Comportamentos de Agressao Territorial

As frequéncias de resposta dos ratos SEL residentes foram
bastante distintas dos outros grupos, incluindo aquelas dos ratos intrusos da
mesma linhagem (Fig.1, Tab.2). Os comportamentos de aproximar, ameaca
lateral, perseguir e salto de ataque foram Unica ou majoritariamente emitidos
pelos ratos residentes (Fig.1, Tab.2). Em contraste, submissao, fuga de galope,
fuga de trote e ataque supino foram Unica ou predominantemente exibidos

pelos ratos intrusos. De fato, nos ratos residentes, os primeiros
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comportamentos nao ocorreram e o0s Uultimos apresentaram freqiéncias
negligenciaveis. Embora mais freqlientes nos ratos SEL residentes, os
comportamentos de gritar, morder, boxear, chiar e expor presas foram
apresentados tanto pelos residentes quanto intrusos.

O repertorio dos ratos WIS e HBR foi bastante similar (Fig.1).
Contudo, os HBR intrusos apresentaram freqiéncias maiores de fuga de trote,
morder, boxear e ataque supino. Com poucas excecoes, as frequiéncias dos
comportamentos dos ratos SEL, WIS e HBR diferiram de forma acentuada e
significativa tanto em relacdo a linhagem quanto ao status do animal, ou a
interacdo destes fatores (Fig.2, Tab.2). Os comportamentos de aproximar,
gritar, perseguir, salto de ataque, boxear, fuga de trote e morder diferiram
significativamente quanto a linhagem, status e interacdo destes fatores
(P<0,0001). Em contraste, o ataque supino sé diferiu quanto ao status
(P<0,0001) e interacao de status e linhagem (P<0,0001). Por outro lado, galope
e submissdo diferiram significativamente quanto a linhagem e status
(P<0,0001), mas nado quanto a interacdo destes fatores. Por fim, embora
exposicdo de presas e chiar tenham sido mais freqlentes nos ratos residentes
(SEL), a primeira diferiu apenas marginalmente quanto ao status (P<0,05) e

nenhuma diferiu quanto a linhagem ou apresentou interacdes significativas.
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Fig. 1. Freqléncias médias das respostas agressivas (tEPM) de ratos WIS,
SEL e HBR, residentes ou intrusos, confrontados a oponentes de varias
linhagens. * P<0,05, significantemente diferente dos ratos Wistar do mesmo
status, + significantemente diferente dos ratos hibridos do mesmo status, #
significantemente diferente dos ratos residentes da mesma linhagem (ANOVA
seguida por testes post hoc de Bonferroni).
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Tabela 2. Freqléncias absolutas e porcentagens dos comportamentos de
agressao territorial dos ratos SEL no teste residente-intruso. R — residente, | —
intruso.

Frequéncia Proporcao
Comportamentos (numero) (%)
R I R I
Repertorio Ameaca Lateral 206 0 100 0
Tipicamente Salto de Ataque 120 0 100 0
‘Residente’ Aproximar 137 3 97,9 2,1
Perseguir 153 6 96,2 3,8
Repertorio Misto  Gritar 91 23 79,8 20,2
Morder 436 136 76,2 23,8
Boxear 149 77 65,9 34,1
Chiar 14 8 63,6 36,4
Expor presas 10 5 66,7 33,3
Repertério Fuga de Trote 6 35 146 85,4
Tipicamente Ataque supino 2 41 46 954
Intruso Fuga de Galope 0 21 0 100
Submissao 0 34 0 100

Analise de Fator dos Comportamentos de Agressao Territorial

Os fatores principais da rotacdo ortogonal da populacéo total de
ratos SEL (residentes e intrusos) foram responsaveis por 77,1% da variancia
dos comportamentos agonisticos (Tab.3). Respectivamente, os fatores |, Il e llI
contribuiram individualmente com 53,5%, 14,2% e 9,4% da variancia. A rotacao
obliqua simplificou a estrutura de fator de forma consideravel. Adicionalmente,
3 fatores principais foram responsaveis por 100% da variancia. De fato, o
Fator-l da estrutura de referéncia carregou forte e positivamente na maioria dos
itens ofensivos, mas negativamente nos itens defensivos de ataque supino,
fuga de galope e submisséo, virtualmente ausentes nos ratos SEL residentes.
Por sua vez, os Fatores Il e Ill revelaram correlagbes positivas da ameaca

lateral com expor presas (Fator-1l), mas negativa com chiar (Fator-111).
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Tabela 3. Fatores principais do comportamento de agressao territorial da
populacao total de ratos SEL (residentes e intrusos, n=30) confrontados a varias
linhagens. Os coeficientes da rotacdo ortogonal (varimax) sdo as correlacoes
com os fatores da estrutura de fator (factor structure). Os coeficientes da rotacao
obliqua (promax) sdo as correlagées semiparciais com os eixos da estrutura de
referéncia (reference structure). Coeficientes com valores absolutos maiores que
0,35 foram excluidos. Os comportamentos estdo ordenados de acordo com
coeficientes decrescentes do Fator-l da rotagao ortogonal. VR — variancia
residual devida aos fatores especificos.

Rotacao Ortogonal

Rotacdo Obligua

I Il 1] VR I Il [l VR
Aproximar 0,90 0,76
Fuga de Trote 0,89 0,37 0,74
Perseguir 0,84 0,68
Salto de Ataque 0,83 0,35 0,39 0,64
Boxear 0,80 0,38 0,70
Gritar 0,63 0,51 0,46 0,41
Ameaca Lateral 0,69 0,68 -0,36
Chiar -0,64 0,60
Expor Presas 0,75 0,69
Fuga de Galope -0,73 -0,65
Morder -0,86 -0,82
Submissao -0,86 -0,85
Ataque Supino -0,92 -0,83
Variancia (%) 53,5 142 94 60,0 242 219
Var.Acumulada (%) 53,5 67,7 771 229 60,0 84,2 106,1

A analise de fator dos ratos SEL segundo a condi¢ao de residente

ou intruso mostrou uma segregacao muito clara dos comportamentos ofensivos

do residente e os defensivos do rato intruso (Tabs.4-5), corroborando a

correlacdo inversa destes comportamentos no Fator-I da populacédo total de

ratos. Os fatores ortogonais principais dos ratos SEL residentes foram

responsaveis por 66,4% da variancia (Tab.4), dos quais os fatores | e Il foram

responsaveis por 28,6 e 14,9% da variancia, representando o comportamento

predominante deste grupo, e os fatores Ill e IV por 14,6% e 8,4% da variancia.

Com base na estrutura de referéncia, o Fator-I carregou fortemente em ameaca

lateral, salto de ataque, gritar e fuga de trote. Em contraste, o Fator-1l carregou



156

fortemente em aproximar e expor presas mas, negativamente, em fuga de trote
e boxear. Por fim, enquanto o Fator-lll correlacionou salto de ataque com
boxear e chiar, o Fator-IV carregou fortemente em morder e perseguicao ao

rato intruso.

Ofensa (FI)
1
ORDEM DOS COEFICIENTES
DO FATOR-I (OFENSA)
2
3
1 APROXIMAR 3]
2 FUGA DE TROTE
3 BOXEAR - 6]
4 PERSEGUIR
5 SALTO DE ATAQUE 1
6 GRITAR -1 7 =
7 AMEAGA LATERAL L] ﬁ 1 Defesa (FIlI)
8 CHIAR 1 —
9 EXPOR PRESAS Ofensa (FII)
10 FUGA DE GALOPE 9]
11 MORDER
12 ATAQUE SUPINO
13 SUBMISSAO [10]
\ 1
-1
-1+
105
) ; 1 ' ] Defesa
K13 (FIll)
[
1 -
Ofensa (FII)

Figura 2. Fatores dos comportamentos agressivos do teste residente-intruso da
populacao total de ratos selvagens. Os simbolos de cores branca e cinza da
figura superior representam as correlacdes positivas e negativas com o Fator-I,
respectivamente. A figura inferior mostra a projecao plana dos coeficientes. A
ordem dos coeficientes na legenda corresponde a ordem dos valores
numéricos no Fator-I.
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A Tabela 5 mostra os fatores principais dos ratos intrusos SEL,

WIS e HBR. Os fatores ortogonais principais do comportamento agressivo dos
intrusos SEL contribuiram 55,9% da variancia, contribuindo individualmente
com 22,5% (F-I), 16,9% (F-Il) e 16,5% (F-1ll). Portanto, ao contrario dos ratos
SEL residentes, nos quais os fatores especificos contribuiram com apenas
12,9% da variancia, estes foram responsaveis por 44,1% da variancia nos ratos
intrusos da mesma linhagem (Tab.5). As respostas tipicamente ofensivas nao
foram apresentadas por estes ratos. Particularmente, o Fator-I carregou, forte e
positivamente nos comportamentos defensivos de fuga de trote e morder, o
Fator-1l carregou positivamente em submissao, mas forte e negativamente em
Tabela 4. Comparacado dos fatores principais do comportamento de agressao
territorial dos ratos SEL residentes (n=15). Os comportamentos foram agrupados

segundo a Tabela 2. (-) comportamentos excluidos da analise de fator (variancia
condicionada zero). Demais detalhes como na Tabela 3.

Rotacao Ortogonal Rotacdo Obliqua

I Il 1] IV VR I Il 1] IV VR
Ameaca Lateral 0,84 0,72
Salto de Ataque 0,67 0,57 0,48 0,42
Aproximar 0,69 0,67
Perseguir 0,50 0,40 0,51 0,47
Gritar 0,79 0,62
Morder 0,72 0,72
Boxear -0,58 0,47 -0,55 0,47
Chiar 0,77 0,72
Expor Presas 0,56 0,60 0,49
Fuga de Trote 0,69 0,68 -0,39
Ataque Supino - - - - - - - -
Fuga de Galope - - - - - - - -
Submissao - - - - - - - -
Variancia 28,6 149 146 84 355 22,0 202 94
Var.Acumulada 28,6 43,5 58,1 66,4 356 355 575 77,7 87,1 129

ataque supino e fuga de galope. Por fim, o Fator-Ill mostrou uma correlagédo
inversa das respostas de morder com chiar, boxear e submissdo. Neste
sentido, é interessante notar que chiar correlacionou-se positivamente com

boxear tanto no residente (Fator-1l) quanto no intruso (Fator-Ill). Por sua vez,
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morder correlacionou-se positivamente com a resposta de perseguir no rato
residente (Fator-1V) e de fuga de trote no rato intruso (Fator-I). Em contraste,
morder correlacionou-se negativamente com a resposta de submissao do rato
intruso (Fator-I11).

Os fatores ortogonais principais dos ratos WIS foram
responsaveis por 49,9% da variancia. Portanto, tal como os SEL intrusos, os
fatores especificos contribuiram com uma parcela consideravel da variancia
(50,1%). Exceto pela resposta de fuga de trote, que ocorre tanto em residentes
quanto intrusos, os fatores | e Il dos intrusos WIS carregaram forte e
positivamente em ataque supino, boxear, fuga de galope e submisséao.
Contudo, o Fator-1l revelou uma correlacdo negativa de submissdo com a
resposta de aproximar.

Os fatores ortogonais principais dos intrusos HBR foram
responsaveis por 55,8% da variancia, dos quais 46,2% foram devidos aos
fatores I, Il e lll e 9,6% ao Fator-IV. Tal como os intrusos SEL, o Fator-I
carregou em fuga de trote e morder. Contudo, o Fator-I também correlacionou-
se com gritar, uma variavel que nao carregou em fator algum dos ratos intrusos
das linhagens WIS e SEL. Tal como nos intrusos WIS, os intrusos HBR
também aproximaram-se com certa freqiéncia do rato residente. Contudo,
diferentemente daqueles, nos quais a aproximagao correlacionou-se de forma
inversa com a submissao (F-1l), nos intrusos HBR ela se correlacionou com

gritar.
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Tabela 5. Comparacgao dos fatores principais dos ratos intrusos SEL (n=15), WIS (n=15) e HBR (n=25). Demais detalhes
como na Tabela 3. As correlacbes marginais de morder e submissao dos fatores ortogonais dos intrusos SEL foram

mantidas em considerac¢ao aos valores analogos da estrutura de referéncia.

Rotagéao Ortogonal

Selvagem

Wistar

Hibrido

VR

VR

v

VR

Ameaca Lateral
Salto de Ataque
Aproximar
Perseguir

0,57

Gritar

Morder
Boxear

Chiar

Expor Presas

-0,33
0,60
0,61

0,53

0,64
0,78

-0,60

0,44

Fuga de Trote
Ataque Supino
Fuga de Galope
Submissao

-0,67
-0,65
0,32 0,52

0,37

0,48
0,54

0,39

0,44
0,60
0,61

-0,78

Variancia
Var.Acumulada

16,5 16,5
38,2 54,7

45,3

11,1 10,8
32,3 43,1

56,9

15,7
15,7

15,4 11,1
31,1 42,2

9,1
51,3

48,7

Rotagéo Obliqua

Selvagem

Wistar

Hibrido

V.R.

V.R.

V.R.

Ameaga Lateral
Salto de Ataque
Aproximar
Perseguir

0,57

Gritar

Morder
Boxear

Chiar

Expor Presas

0,80

-0,35
0,61
0,59

0,64
0,74

-0,60

0,43

Fuga de Trote
Ataque Supino
Fuga de Galope
Submissao

0,83

-0,66
-0,63
0,35 0,53

0,47
0,55

0,37

0,35
0,55
0,59

-0,78

Variancia
Var.Acumulada

22,5
22,5

16,9 16,5
39,4 559

44,1

11,2 15,0
34,9 49,9

50,1

17,6
17,6

15,7 12,9
33,3 46,2

9,6
55,8

442
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DISCUSSAO

Os comportamentos de aproximacdo, ameaca lateral,
perseguicado e salto de ataque foram Unica ou majoritariamente apresentados
pelos ratos SEL residentes, constituindo-se nos comportamentos tipicos de
agressao ofensiva. Em contraste, submissao, fuga de galope, fuga de trote e
ataque supino foram Uunica ou majoritariamente exibidos pelos ratos SEL
intrusos, constituindo-se nos comportamentos tipicos da agressao defensiva.
De fato, nos ratos SEL residentes os primeiros ndo ocorreram e os ultimos
apresentaram freqUéncias negligenciaveis. Por outro lado, embora
predominantes nos ratos SEL residentes, os comportamentos de gritar, morder,
boxear, chiar e expor presas também foram apresentados pelos intrusos.

A andlise de fator mostrou como os comportamentos de agressao
ofensiva e defensiva se correlacionam. O Fator-I da populagcéo total de ratos
SEL (residentes e intrusos) carregou forte e positivamente na maioria dos itens
ofensivos, mas negativamente nos itens defensivos de ataque supino, fuga de
galope e submissao que nao foram apresentados pelos ratos residentes. Desta
forma, o Fator-l representa a agressédo ofensiva. Contudo, este fator também
se correlacionou, forte e positivamente, com fuga de trote e boxear, itens
comumente classificados como defensivos. Portanto, enquanto a fuga de
galope, o ataque supino e a submissdo correspondem as respostas
estritamente defensivas do rato intruso, fuga de trote e boxear parecem ser 0s
comportamentos de defesa do rato SEL residente aos contra-ataques dos
intruso agressivos da mesma linhagem. Por sua vez, a ameacga lateral

correlacionou-se forte e positivamente com o Fator-ll, mas fraca e
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negativamente com o Fator-lll. Como esta resposta € tipicamente ofensiva, os
fatores Il e Il foram caracterizados como ofensa e defesa, respectivamente
(note-se, no entanto, que os sinais dos coeficientes podem ser invertidos,
alterando o significado dos fatores sem prejuizo da analise). Estes fatores
também mostraram que ameaca lateral correlaciona-se positivamente com
expor presas, mas negativamente com chiar, caracterizando esta vocalizagdo
como defesiva.

Os fatores ortogonais da populacéo residente de ratos SEL foram
responsaveis por 66,4% da variancia. Segundo a descricdo mais parcimoniosa
da estrutura de referéncia, o fator I, responsavel pela maior parcela da
variancia (35,5%), carregou fortemente nos comportamentos de ameaca
lateral, salto de ataque, fuga de trote e boxear, representando a agressividade
geral do rato residente desta linhagem. Por sua vez, o Fator-Il carregou
positivamente em aproximar e expor presas, que sao comportamentos
ofensivos, mas negativamente em boxear e fuga de trote, que sao itens
defensivos, corroborando a analise anterior (populagéo total) de que estes itens
correspondem a defesa do rato residente aos contra-ataques do intruso. Por
sua vez, o Fator-1ll carregou fortemente em chiar e, em menor grau, salto de
ataque e boxear, sugerindo que chiar correlaciona-se tanto com os itens
ofensivos (salto de ataque) quanto defensivos (boxear) do rato SEL residente
(estas correlacdes ndo foram observadas na andlise da populacdo total dos
ratos SEL). Por fim, o Fator-IV carregou fortemente em morder e perseguicao
ao rato intruso, mostrando que a perseguicao, muito freqlentemente, resulta
em danos fisicos. Embora responsavel por uma parcela pequena da variancia,
esta correlacao € notavel uma vez que morder correlacionou-se negativamente

com os itens ofensivos da populacao total. Por outro lado, correlacionou-se
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positivamente com fuga de trote, mas negativamente com boxear, chiar e
submissdo da populacao de ratos intrusos. Estes resultados mostram como o
comportamento de morder varia segundo a condi¢do do rato SEL.

Como os itens ofensivos foram praticamente ausentes nos ratos
SEL intrusos, inviabilizando a andlise de fator dos mesmos, os fatores
principais destes ratos representam facetas distintas do comportamento
defensivo. O Fator-l carregou, forte e positivamente nos comportamentos
defensivos de fuga de trote e morder, sugerindo que as mordidas sdo o recurso
final a perseguicdo do SEL residente. Conforme mencionamos, o Fator-Il
carregou positivamente em submissao, mas forte e negativamente em ataque
supino e fuga de galope, sugerindo que a tendéncia a submissao inibe as
ultimas respostas. Por fim, o Fator-lll mostrou uma correlacdo inversa das
respostas de morder com chiar, boxear e submissdo, corroborando as fung¢des
‘apaziguadora’ e protetora contra danos fisicos destes comportamentos. Neste
sentido, é interessante notar que chiar e boxear correlacionaram-se
positivamente com o Fator-lll do rato SEL residente e Fator-lll do intruso,
mostrando que sua correlacéo é independente do status.

Os fatores principais dos ratos WIS carregaram forte e
positivamente nas variaveis tipicas de defesa ou agressao defensiva. Portanto,
os fatores principais destes ratos também podem ser interpretados como
facetas distintas do comportamento defensivo. Sob este ponto de vista, o Fator-
I, responsavel pela maior parcela da variancia (23,6%), representa o0s
elementos centrais da defesa da linhagem WIS no modelo residente-intruso
(fuga de trote, boxear e ataque supino). O Fator-ll mostrou uma correlacéo
inversa de aproximar e submissdo, itens associados, respectivamente, a

ofensa e defesa. Curiosamente, a resposta de aproximagdo nao ocorreu no
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intruso  SEL. Portanto, aparentemente, o rato WIS tem dificuldade no
reconhecimento dos sinais emitidos pelo rato residente. Contudo, a correlacédo
inversa da aproximagao e submissao sugere que os ratos com niveis menores
de ansiedade aproximem-se com mais frequéncia do rato residente. Uma
hip6tese reconciliadora consideraria que os ratos que tém mais dificuldade no
reconhecimento do potencial agressor, ttm menos ansiedade, aproximando-se,
inadvertidamente, do residente hostil. Por fim, o Fator-lll associou fuga de
galope a resposta de morder, sugerindo que a mordida € um recurso do rato
WIS que foi encurralado pelo residente.

A fuga de trote dos intrusos HBR correlacionou-se positivamente
com gritar e morder (F-1), mas, diferentemente dos intrusos SEL e WIS,
correlacionou-se negativamente com boxear e submissao (F-IlI). Portanto,
enquanto o fator | corresponde a defesa, propriamente dita, o fator Il indica
uma sinalizagdo apaziguadora, na qual a fuga de trote (e os comportamentos a
ela associados) sado substituidos por boxear e submissao. Tal como os intrusos
WIS, os intrusos HBR também apresentaram freqiéncias significativas de
aproximacao ao residente (F-1V). Contudo, ao contrario dos WIS, aproximacgao
correlacionou-se com gritar, indicando que esta ocorre a despeito do
reconhecimento manifesto da hostilidade do rato residente. E interessante
notar que gritar ndo carregou em fator algum dos ratos intrusos WIS e SEL.
Entretanto, chiar carregou no Fator-1ll dos intrusos SEL. Portanto, gritar pode
ser um produto da hibridizacdo mediante a modificacao da resposta de chiar
dos ancestrais SEL.

De fato, de Boer e colaboradores (2003), por meio de uma revisao
dos resultados obtidos desde 1993, demonstraram uma distribuicdo bimodal e

trimodal no que diz respeito a ofensividade individual de ratos selvagens
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agressivos, remetendo-nos a uma estratégia especifica para melhor adaptagéao
ambiental. As variacbes extremas neste sentido poderiam ser consideradas
como o desenvolvimento de formas patoldgicas de agressédo.decorrentes dos
estudos comportamentais e fisiologicos em uma linhagem de ratos agressivos.
De maneira geral, os resultados obtidos também no teste residente-intruso
sugerem que os ratos residentes diferenciam-se bastante, no que se refere ao
seus niveis de agressao ofensiva tipica da espécie, dirigida a outro rato intruso.
Os perfis dos grupos de baixa e moderada agressividade entre ambas
linhagens sao praticamente iguais. Este resultado apoia a concepc¢do de que o
padrdao do comportamento agressivo nos ratos domesticados nao é diferente
dos ratos selvagens (Blanchard et al, 1977). As distribuicbes bimodal e
trimodal observadas dos fenétipos agressivos dos ratos selvagens deste
estudo é similar a distribuicdo bimodal de varias populacdes selvagens de
camundongos e passaros. Estes fenotipos podem ser menos distingtiiveis ou
mesmo ausentes nos animais de laboratério, possivelmente pela auséncia da
pressao exercida pela selecao natural, selecao artificial, domesticacao ou
ibreeding.

Os resultados do presente sugerem a importancia e
especificidade da influencia genetic nos comportamentos de agressao ofensiva
territorial e agressao defensive em diferentes linhagens de ratos. Tal fato pode
ser demonstrado pela segregacdo comportamental em trés categorias, que
sdo: 1) comportamentos tipicos de agressao ofensiva: comportamentos de
aproximacao, ameaca lateral, perseguicdo e salto de ataque apresentados
pelos ratos SEL residentes; 2) comportamentos tipicos da agressao defensiva:
submissao, fuga de galope, fuga de trote e ataque supino foram Unica ou

majoritariamente exibidos pelos ratos SEL intrusos; e, 3) Comportamentos
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mistos: comportamentos de gritar, morder, boxear, chiar e expor presas
apresentados pelos residentes e intrusos. A andlise de fator permitiu analisar
como os diferentes comportamentos, ofensivos e defensivos estao
correlacionados. Assim, enquanto o Fator-l representou a agressao ofensiva,
os fatores Il e Ill caracterizaram ofensa e defesa, respectivamente. No
conjunto, todas estas diferencas comportamentais podem se dever, em parte,
aos elevados niveis de agressao dos ratos SEL, principalmente quando se leva
em consideracdo o status de residente. Trata-se, entdo, de uma demonstracao
de fatores genéticos e comportamentais influenciando um determinado tipo de

comportamento.
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ESTUDO VI

COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS INDUZIDOS POR
ESTIMULACAO DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DE
RATOS WISTAR, SELVAGENS (Rattus norvegicus sp),

HIBRIDOS, HIPERTENSOS E WISTAR-KYOTO
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RESUMO

Introdugao: A estimulagdo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD)
de ratos produz as respostas de defesa de exoftalmia (EXO), imobilidade tensa (IMO),
miccao (MIC), defecacao (DEF) trote (TRT), galope (GLP) e saltos (SLT). O presente
estudo avaliou as diferengas destas respostas em ratos WIS, SEL e linhagens
derivadas. Métodos: Ratos machos (n=20/grupo) WIS, SEL, HBR, SHR e WKY com
eletrodos na MCPD foram estimulados com pulsos senoidais de intensidades
crescentes (0-70 pA, 60 Hz). As intensidades medianas (ls;) limiares e a
responsividade maxima (Rso, inclinagdo da curva de limiar em ls,) foram estimadas
mediante a anélise logistica de limiares. As curvas foram comparadas por testes de x>
da razdo de verossimilhancas para locacdo e paralelismo. Resultados: Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significantes na localizagéo dos eletrodos das
varias linhagens. Notavelmente, os ratos WIS apresentaram os menores limiares de
defesa e os SEL os limiares mais elevados. De fato, os limiares dos ratos SEL s6
foram inferiores aos dos ratos SHR para TRT, GLP e, principalmente, DEF e MIC.
Embora a DEF e MIC tenham sido apresentadas por menos da metade dos ratos WIS,
SEL e HBR, suas freqiiéncias foram tao baixas nos ratos SHR que impossibilitaram o
ajuste das curvas de limiar e a obtencao das ls,. No extremo oposto, a DEF foi
apresentada por todos os ratos da linhagem WKY. Em geral, a responsividade
forneceu resultados opostos aqueles da Isg. Assim, enquanto as linhagens WIS e SHR
apresentaram a menor responsividade, os ratos SEL e WKY foram mais responsivos
para a maioria dos comportamentos. Em particular, os ratos WKY apresentaram
responsividades maiores que aquelas dos ratos WIS para IMO, DEF, MIC, GLP e SLT.
Esta foi a unica linhagem que combinou limiares reduzidos e responsividade elevada
para todas as respostas de defesa. Nossos dados sugerem que os limiares baixos de
deteccdo de predadores dos ratos SEL devem-se a areas externas a MCPD. Em
contraste, a resposta imediata destes ratos a deteccao do predador deve-se as
caracteristicas especificas da MCPD desta linhagem. Os ratos WKY tém sido
propostos como um modelo genético de depressao e a estimulagdo da MCPA como
um modelo dos ataques de panico. Portanto, a linhagem WKY apresenta os elementos
para um modelo genético da comorbidade de panico e depressao.

Palavras-chaves: Matéria Cinzenta Periaquedutal, Comportamentos de
Defesa, Ratos Selvagens, Wistar, SHR, WKY.
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A domesticacdo de animais é praticada ha milénios nas mais
diversas espécies. De acordo com Immelmann (1983), os animais
domesticados apresentam dois tipos de modificacbes: 1) tém grande
variabilidade intraespecifica na estrutura, fisiologia e caracteristicas
comportamentais, 2) apresentam modificacées no sistema nervoso central,
por exemplo, diminuicdo do peso do cérebro e da diferenciacdo das
estruturas filogeneticamente mais recentes. Dentre as modificacdes
comportamentais, destaca-se uma redu¢cdo marcante 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 racas de
canarios. Em contraste, observa-se uma acentuacdo do comportamento
sexual (hiper-sexualidade). Assim, animais domésticos aumentam o numero
de copulas e tém perda parcial da sazonalidade, bem como do
comportamento de corte.
Dentre as causas principais destas modificagdes encontra-se a
direcéo e intensidade das forcas seletivas do processo de domesticacdo. A
troca da selecao natural pela artificial acentua a pressao seletiva em vista do
namero relativamente pequeno de animais da populacdo doméstica. Por
exemplo, os animais menos agressivos sdo selecionados devido a facilidade
de manuseio e menor periculosidade. O mesmo pode ser verdadeiro para o
comportamento sexual, selecionando-se os animais que apresentam maior
namero de coépulas.
Com relagcdo as modificagdes do sistema nervoso central,

demonstrou-se que os cérebros de ratos Wistar sdo 8,3% menores que 0s
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dos ratos selvagens de peso similar. Também foi constatada uma reducéao
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 reducdo de 10,2% da formacgédo hipocampal (cornus ammonis, fascia
dentata) (Kruska, 1975b). As consideracdes acima demonstram a extrema
importancia da utilizagdo de Ilinhagens variadas no estudo do

comportamento.

A genética comportamental € a area de interseccao entre a
genética e as ciéncias do comportamento (Ramos, 2001). Através da
combinacdo dos métodos de ambas as ciéncias, ela 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.
Embora o homem tenha desenvolvido linhagens de animais desde os
tempos mais remotos, para os fins mais diversos, tais como a caca,
pastoreio, trabalho rural, lazer e esportes, dentre outros, o desenvolvimento
de linhagens de ratos para o estudo do comportamento teve inicio na
década de 60 com o desenvolvimento das linhagens Maudsley-reativa e
nao-reativa (Broadhurst, 1962, 1963, 1969, 1975) e das linhagens romanas
de alto e baixo desempenho de esquiva (apud Roozendaal, 1992).

Atualmente, existe um enorme esfor¢o para o desenvolvimento de
linhagens que possam ser utilizadas como modelos genéticos de transtornos

psiquiatricos. Por exemplo, a depressao tem sido associada as linhagens
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Wistar-Kyoto (WKY) e Flinder sensivel (Paré, 2000; Paré et al., 2001;
Malkesman et al, 2005; Braw et al, 2006), a ansiedade as linhagens
Maudsley reativa, Sprague-Dawley e ratos com resisténcia ao abrasamento
(kindling) da amigdala (Berrettini et al., 1994; Mohapel e Mcintyre, 1998;
Paré et al, 2001; Stead et al., 2006) e o déficit atencional aos ratos

espontdneamente hipertensos (SHR) (Sagvolden et al., 1993, 2005).

Adicionalmente, tem sido dada importancia especial as diferencas
estruturais das linhagens em relacdo ao sistema nervoso central. Assim,
Nelovkov e colaboradores (2006) demonstraram que ratos de alta e baixa
atividade exploratéria apresentam padrées de expressao génica opostos em
relagdo a proteina de membrana associada ao sistema limbico, os
receptores para GABA e colecistocinina (CCK) do nudcleo amigdalbide e
matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) e receptores gabaérgicos do cortex
pré-frontal. De forma similar, Guitart-Masip e colaboradores (2006)
demonstraram diferencas marcantes no sistema dopaminérgico de ratos das

linhagens romanas de alto e baixo desempenho de esquiva.

Por outro lado, exceto pelos estudos preliminares de nosso
laboratério (Pévoa, 2003), ndo temos conhecimento de trabalhos que
tenham demonstrado diferencas entre linhagens para os comportamentos
induzidos por estimulacdo elétrica ou quimica de estruturas do sistema
nervoso central. Nao obstante, Pévoa (2003) comparou os limiares das
respostas de defesa induzidas pela estimulacdo elétrica da MCPA das
linhagens WIS, SEL e SHR. Contudo, além do estresse da captura,
aprisionamento e cirurgia, os ratos SEL daquele estudo foram sedados com
eter etilico, 30 min antes da estimulagdo intracraniana, para possibilitar a

conexdo do cabo de estimulacdo. O presente estudo deu continuidade e
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ampliou aqueles experimentos utilizando ratos WIS (Rattus norvegicus
albinus), SEL (Rattus norvegicus sp) e linhagens derivadas WKY, SHR e
HBR. No entanto, além de terem nascido no biotério, os ratos SEL deste

estudo nao foram manuseados sob efeito do éter.

METODOS

Animais

Foram utilizados ratos adultos, machos (n=20), pesando entre
240 e 280 g, das linhagens isogénicas Wistar (WIS, Rattus norvegicus albinus),
espontaneamente hipertensa (SHR) e Wistar-Kyoto (WKY), descendentes de
matrizes provenientes do Biotério Central da Universidade de S&o Paulo — USP
e fornecidos pelo Programa de Pd6s-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais com paredes e teto de vidro (25 x 15 x 30 cm) e assoalho coberto
com maravalha e tiveram livre acesso a 4gua e comida. As gaiolas estavam
num ambiente com ciclo de iluminacdo de 12 h (luzes acesas as 7:00 h) e
temperatura controlada (20-25°C).

Foram utilizados ratos Selvagens (SEL) machos (n=35), adultos
(Rattus norvegicus sp.), pesando cerca de 240 a 280g, descendentes de
matrizes provenientes do meio urbano e procriados em sala apropriada do
Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas, da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais eram mantidos em gaiolas individuais
com paredes e teto de vidro (25 x 15 x 30 cm) montadas sobre uma bandeija
de aluminio coberta com maravalha. As gaiolas tinham uma tampa feita de tela

de arame que impedia as fugas. Os ratos tiveram livre acesso a agua e comida
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e foram mantidos em ambiente com fotoperioidismo natural e iluminacao
atenuada (2 a 5 lux). A temperatura da sala era controlada por um aparelho de
ar condicionado (20° C) e um sistema de exaustdo que era ativado
automaticamente a cada 45 minutos. A sala permanecia fechada para evitar o
contato entre os ratos selvagens e os demais ratos.

Por fim, foram utilizados ratos hibridos (HBR) adultos, machos
(n=41), provenientes do cruzamento dos ratos WIS e SEL. Estes ratos foram
mantidos nas mesmas condi¢des dos ratos selvagens.

Todos os procedimentos do presente estudo respeitaram as
normas estabelecidas pelo International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals (CIOMS) - Genebra (1985), e atualmente esta
sendo analisada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA), da

Faculdade de Medicina EMESCAM, Vitéria, ES.

Eletrodo

Os eletrodos monopolares foram confeccionados com um fio de
aco inoxidavel, de 250 um de diametro, isolado em toda extensdo, exceto na
secgao transversal de sua extremidade. O eletrodo sera soldado a um dos pinos
de um soquete bipolar de circuito integrado (Cellis, BCPT, SP, Brasil)
permitindo a fixacdo do mesmo a protese de acrilico e posterior conexao ao
cabo de estimulacao elétrica. Um fio de aco inoxidavel nao isolado foi soldado
ao outro pino do soquete e a dois parafusos fixados na calota craniana,

servindo de pélo indiferente.
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Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram 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 foi evitada envolvendo-se o animal com
uma manta térmica. Em seguida uma pequena area oval de pele e tecidos
subcutaneos foi removida, expondo-se a calota craniana na altura da fissura
longitudinal. Ap6s a limpeza e secagem desta area, quatro orificios foram feitos
com o auxilio de uma broca micro-retificadora (Dremel, USA), sendo dois na
regidao posterior dos ossos parietais e dois na parte posterior do osso frontal.
Foram, entdo, afixados quatro pequenos parafusos de aco inoxidavel que
serviam de ancora para a protese cirargica.

Em seguida foi realizada a craniotomia ao nivel da fissura sagital
com exposicao do cortex cerebral que serviu de referéncia para a implantacao
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 a partir da superficie do seio venoso.

Tomou-se o cuidado de afastar o seio venoso durante a
implantacdo, evitando a ruptura do mesmo durante a introdugéo do eletrodo.
Para minimizar a resisténcia a penetracao, fizemos uma pequena abertura na
dura-mater, com o auxilio de uma agulha hipodérmica. Em seguida a
implantagdo, preenchemos o campo cirdrgico com resina acrilica
autopolimerizavel (JET, Sao Paulo, Brasil), soldando o eletrodo e os parafusos
numa protese sélida. Um tubo plastico de 1 cm de altura de diametro foi

Afixado sobre a protese para protecao do eletrodo. Ao término da cirurgia os
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animais receberdao 24.000 Ul de penicilina-G benzatina (IM). Em seguida, os
animais foram alojados em gaiolas individuais aquecidas por placa térmica até
se recuperarem da anestesia.

Para manipulagé@o dos ratos selvagens e hibridos, a gaiola do rato
eram colocada numa caixa de plastico ligeiramente maior (34 x 22 x 33 cm),
juntamente com um algoddo embebido em éter etilico. A caixa era tampada e
aguardava-se a anestesia do animal que podia ser observado através do
plastico transliucido. Uma vez superficialmente sedado, o rato foi retirado da
gaiola e profundamente anestesiado com ketamina (Dopalen ®) (0,1 ml/100g,
IM) e xilazina (Anasedan®) (0,05ml/100g). Posteriormente, foi afixado ao
aparelho estereotaxico (David Koff, USA), repetindo-se os procedimentos
cirurgicos descritos para o rato Wistar.

Tomamos o cuidado de usar luvas e mascaras cirurgicas durante
todo o procedimento. Ao término da cirurgia os animais receberam 0,2 ml de
penicilina-G benzatina (24.000 Ul, IM) e foram polvilhados com veneno anti-
pulga (Baygon, Bayer). Em seguida, os animais foram alojados em gaiolas
individuais, sobre uma placa térmica, até se recuperarem da anestesia, sendo

transferidos ao biotério do préprio laboratério.

Estimulac&o Intracraniana

Cinco dias apdés a cirurgia estereotaxica, os ratos foram
colocados numa arena cilindrica de acrilico transparente, com 60 cm de altura
e diametro e iluminacao regular (240 lux) para serem estimulados. As sessdes
de estimulacdo com pulso senoidal (60 Hz, 1 min) utilizavam intensidades
crescentes, em passos de 5 YA, até a obtencao da resposta de galope. Apés a

primeira resposta de defesa (exoftalmia e/ou imobilidade), adotaremos
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intervalos de 5 minutos, permitindo o retorno dos ratos a status 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. Devido o
elevado nivel de agressividade e reatividade apresentados pelas linhagens de
ratos selvagens e hibridos, o experimentador utilizou um saco especialmente
projetado para manipulagdo do animal, a fim de dispensar o uso de éter etilico.
Este novo método evitou mais um fator que poderia influenciar o
comportamento do rato na arena. Apds a conexdao do mesmo ao sistema de
estimulacdo, aguardamos 30 minutos para que ele se habituasse ao novo
ambiente. Durante a estimulagdo, os comportamentos foram registrados

conforme o protocolo descrito acima para os ratos Wistar.

Registros Comportamentais

Apos sua conexao ao sistema de estimulacéo, o rato foi colocado
na arena, aguardando-se 10 minutos para que ele se habituasse ao novo
ambiente. Durante a estimulacdo, os comportamentos foram registrados de
forma binaria - emitidos ou nao-, independentemente de sua freqiéncia ou
duracdo ao longo de um unico estimulo. O registro dos comportamentos foi
realizado por meio de da planilha (Anexo), com os itens individuais do
etograma do rato (Tabela 1). Este procedimento permitiu a decomposi¢éo dos
comportamentos de defesa em itens elementares e seu reagrupamento em
comportamentos mais complexos. Assim, a reac¢do de alerta foi caracterizada
pela imobilidade do tronco e membros, podendo ser acompanhada de
esquadrinhamento e olfacdo. Todos os experimentos foram realizados entre o

periodo de 14:00 e 18:00 hs.
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Tabelal. Etograma do rato na auséncia ou presenga da estimulagéo elétrica da
matéria cinzenta periaqueductal dorsal.

Dormir

Repouso

Olfacao

Mistacioplegia

Esquadrinhar

Autolimpeza

Levantar

Marcha

Imobilidade

Tensa

Trote

Galope

Saltos

Exoftalmia

Defecacgéao

Miccao

Postura horizontal com olhos fechados, cabega e pescogo e pela flexdo dos

membros.

Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade olfativa
reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela
flexao dos membros, e/ou rebaixamento da cabeca e pescogo. Com a cabeca

erguida o rato assume uma ‘postura de esfinge’.

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.

Paralisia das vibrissas ao inicio da estimulacao Portanto, a resposta sé pode ser

observada na presencga de atividade basal das vibrissas.

Exploracdo visuo-motora do ambiente com movimentos laterais da cabecga,

geralmente, em postura ereta, acompanhados de olfagéo.

Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (‘rato sentado’),
acompanhada da manipulacdo repetitiva e seqliencial dos pélos da cabeca,

tronco e genitalias, usando as patas dianteiras ou a boca.
Postura ereta com extensao das patas posteriores.

Locomocao lenta do animal com movimentos de apoio e balango em oposi¢ao

de fase das patas contralaterais.

Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da respiragdo, freqlientemente
acompanhado, da extensdo dos membros, elevagdo do tronco, orelhas e
pescoco, mistacioplegia e, as vezes, da cauda, indicando o aumento do ténus

muscular.

Locomocao rapida do animal, mantendo o padrao contalateral da marcha.
Locomocado muito rapida ao longo do perimetro da arena, alternando

movimentos de apoio e proje¢cdo dos membros anteriores e posteriores.
Impulso vertical ou obliquo em direcao a borda da arena.

Abertura maxima das palpebras, e protrusdao 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 .
Eliminacdo de fezes durante varios comportamentos.

Eliminacdo de urina durante varios comportamentos.
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Analise Histoldgica

Ao término dos experimentos, os animais foram perfundidos por
método gravimétrico para analise histolégica dos cérebros. Apbs a exposicao 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 solucédo de formaldeido (10%), situados 1,5 m acima do rato. O atrio
direito serd entdo cortado e a preparacao sera sequencialmente perfundida com
100 ml salina e solucdo de formaldeido. Os ratos foram decapitados e suas
cabecas mantidas em formaldeido (10%) por, pelo menos, 3 dias. Em seguida, os
cérebros foram retirados da caixa craniana e colocados em solucao de
formaldeido 10% (pH 7,6) por um periodo de, pelo menos, 4 dias. Para a
marcacao da area estimulada nas microinjecoes injetou-se azul de Evans em
volume equivalente ao utilizado na estimulacado quimica, imediatamente antes da
perfusao.

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

do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (1998).
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Analise Estatistica

A comparacao das linhagens quanto a localizacéo dos eletrodos foi
feita pelo teste exato de Fisher.

As respostas das linhagens foram comparadas por analise logistica
de limiares. Somente ratos cujos eletrodos localizaram-se na MCPA ou camada
profunda do coliculo superior foram submetidos a andlise estatistica. As curvas de
probabilidade de resposta foram obtidas por ajuste logistico das frequéncias
acumuladas em funcgéo do logaritmo das intensidades de corrente, de acordo com
0 modelo,

P(yilxy) = [1+exp-(oy+Bix;)]”
onde P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado estimulo x;, o; € 0
intercepto e B; a inclinagdo da jésima curva intensidade-resposta (varias
linhagens).

Efeitos intensidade-dependentes significantes foram avaliados pelo chi-
quadrado de Wald (x°v = [B/e.p.]), onde e.p. é o erro padrdo de B;. As curvas
intensidade-resposta foram parametrizadas por meio de variaveis indicadoras e
comparadas através de testes de coincidéncia de razdo de verossimilhancas, para
locacdo ou paralelismo das regressdes. As regressdes foram comparadas pela
diferenca dos desvios de verossimilhanca (-2LogLikelihood deviance ou -2LogLD)
do modelo completo (k parametros) e respectivos modelos reduzidos (k-r
parametros), proporcionando valores de %% com r graus de liberdade (x%). Os %%
dos testes gerais de locacdo e paralelismo, assim como o %2, foram considerados

significantes ao nivel de 5%. Os %% dos testes pareados para locacdo e
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paralelismo (r = 1 g.l.) foram considerados significantes ao nivel de 5% de
Bonferroni. O ajuste por maxima verossimilhanca foi realizado pelo procedimento
‘Logistic’ do programa SAS. A intensidade mediana (lsp) assim como seu erro
padrao (E.P.) e o respectivo intervalo de confianca (I.C. 95%) foram computados
pelas férmulas que se seguem,
Log Isp = -/
lsop = 10°P
E.P.(Log Iso) = {[Var(a)-2(a/B)Cov(o.,B)+(o/B)*Var(B)] / 7}
E.P.(ls0) = Iso [E.P.(L0g I50)]
1.C.95% (lso) = 1,96 E.P.(ls)

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

Por fim, a responsividade maxima (Rsp), qual seja, a inclinacdo da

curva em lso, bem como seu erro padréo e intervalo de confianca foram calculados

como,
Rso=Pp/4
E.P.(Rso)= E.P.(B)/4
|.C.95°/0(R50)= +1,96 EP(RSO)
RESULTADOS

Histologia.
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As linhagens foram similares quanto a localizacdo dos eletrodos nas
camadas profundas do coliculo superior (P<0,26) e colunas dorsomedial (P<0,99),
dorsolateral (P<0,57), lateral (P<0,92) e ventrolateral (P<0,74) da MCPA (teste
exato de Fisher). A localizacao similar dos eletrodos e a baixa resolugdo espacial
da estimulacdo senoidal legitimam, portanto, a comparacao das linhagens quanto

as respostas de defesa.

Limiares de Defesa.
As linhagens diferiram marcadamente quanto aos limiares da reacéao
de defesa (Figs.2-3). A particdo do x? mostrou que as diferencas das curvas de

limiar e das lso foram devidas tanto as diferencas de locacao quanto
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Figura 1. Localizag&o dos eletrodos pafa as linhagens WIS (e), SEL (=), HBR (4),
SHR (¢) e WKY (*).

de paralelismo. Diferencas altamente significantes para a locacdo das curvas de
limiar foram observadas para imobilidade (x?= 41,5; 4 g.l., P<0,0001), exoftalmia
(x?=19,7; 4 g.l., P<0,001), defecacdo (x°= 166,1; 4 g.., P<0,0001), micgao (x=

Tabela 2. Localizacdo dos eletrodos das linhagens individuais nas estruturas do
teto do mesencéfalo.

CPCS MCPAdm MCPAdI MCPAlat MCPAVI

WIS 0 3 10 6 1
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SEL 2 3 5 6 4
HBR 0 2 8 8 2
SHR 3 3 6 6 2
WKY 2 4 7 5 2
Total 7 18 36 31 11
e \Wistar = Selvagem 4 Hibrido v Hipertensos ¢ Wistar-Kyoto
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Figura 2. Curvas de limiar das respostas de defesa induzidas por estimulacédo
elétrica (0-70 pA, 60 Hz, 30 s, c.a.) do teto do mesencéfalo de ratos Wistar,
selvagens e linhagens derivadas. As desigualdades da parte superior dos graficos
indicam as diferengas significantes na locagdo das curvas de limiar das linhagens
estudadas (P<0,05, critério de Bonferroni, teste do %® da razdo de
verossimilhangas).

174,8; 4 g.l., P<0,0001), trote (x°= 39,4; 4 g.l., P<0,0001), galope (x?= 118,7; 4 g..,

P<0,0001) e salto (x?= 79,7; 4 g.l., P<0,0001) (Fig.3). Contudo, os testes pareados

também indicaram similaridades entre as linhagens. Assim, exceto pela linhagem

WIS, cujos limiares de IMO foram significativamente inferiores, ndo foram
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observadas diferengcas dos mesmos para as demais linhagens estudadas (Fig.2).
Os limiares de EXO dos ratos WIS também foram inferiores aos das linhagens
SHR, HBR e SEL. N&o obstante, foram similares aos da linhagem WKY. Com
pequenas diferencas, a comparacao de IMO e EXO por probabilidades de
confianca produziu resultados semelhantes (Fig.3). Contudo, estes testes
detectaram diferencas de pequena magnitude que nao foram observadas nos
testes de verossimilhanca das curvas de limiar. Os menores limiares de DEF e
MIC foram observados para a linhagem WKY, e os maiores para a linhagem SHR.
Em realidade, a virtual auséncia destas respostas nos ratos SHR impediu a
obtencdo de ajustes significantes das curvas de limiar e de estimativas
consistentes das lso. Em contraste aos ratos SHR e demais linhagens, nas quais a
DEF ocorreu em menos da metade dos animais, esta resposta foi apresentada por
todos os ratos da linhagem WKY. Os ratos WIS e WKY apresentaram os menores
limiares de TRT, GLP e SLT, enquanto os maiores foram apresentados pelos ratos
SEL e SHR (Figs.2-3). Cabe ressaltar, no entanto, os limiares bastante reduzidos
da resposta de SLT dos ratos WIS.

Ao contrario do observado em estudos anteriores da linhagem WIS,
nos quais as curvas logisticas foram quase sempre paralelas para uma mesma
resposta, mesmo para tratamentos farmacol6gicos distintos, as linhagens diferiram
marcadamente quanto a inclinacdo das curvas, vale dizer, quanto a
responsividade ao estimulo elétrico. Diferencas altamente significantes de

paralelismo das curvas de limiar também foram observadas para imobilidade (x*=

50,5; 4 g.l., P<0,0001), exoftalmia (x°= 21,6; 4 g.I., P<0,005), defecacdo (x°= 15,8;
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4 g.l., P<0,05), miccdo (x°= 42,7; 4 g.., P<0,0001), trote (x°= 46,9; 4 g.l.,
P<0,0001), galope (x°= 57,9; 4 g.I., P<0,0001) e salto (x°= 65,3; 4 g.l., P<0,0001)
(Figs.2 e 4). Em realidade, as diferengas na Rs, foram ainda mais acentuadas que
aquelas das lsy (Fig.4). Em particular, enquanto a Rsy dos ratos SEL foi maior que
aquela dos ratos WIS para todas as respostas, os ratos WIS apresentaram Is

menores que as dos ratos SEL (Fig.4).

[ Jwis Il SEL [ |HBR[//7 SHR U1 WKY

40 Imobilidade 40 Exoftalmia 140 Defecagao 140 Miccao
WIS<SHR=HBR<SEL=WKY WIS<WKY<HBR=SHR<SEL WKY<SEL=HBR=WIS WKY<HBR<SEL<WIS

Intensidade Mediana (I ,+1.96EP)

301 | 30 801 1 801
2oﬂ 2oﬁ § 20 #§ 20 IH#N
Trote Galope Salto

100 WIS<WKY<HBR<SEL<SHR 100 WIS=WKY<HBR<SEL=SHR 100 WIS<WKY<SEL<HBR=SHR

.
60 60 I 60

Figura 3. Intensidades medianas e respectivos intervalos de confianca
(Isox1,96EP) das respostas de defesa induzidas por estimulagdo do teto do
mesencéfalo de ratos Wistar, selvagens e linhagens derivadas. # Isp nao-
estimaveis devido a freqiéncia extremamente reduzida de resposta. As

desigualdades da parte superior dos graficos indicam as diferencas significantes
entre linhagens (P<0,05; probabilidades de confianca).
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Em contraste, as |5y elevadas dos ratos SHR foram, em grande medida, devidas a
sua baixa responsividade a estimulag&o intracraniana. De forma similar aos ratos
SEL, os ratos WKY também apresentaram Rso elevada para todas as respostas,

exceto o TRT.

[ Jwis Il SEL [ |HBR[ZZZ SHRRJ WKY

Imobilidade Exoftalmia Defecacao Micgao
E_\ SHR<HBR=SEL=WKY 14 SHR<SEL=WKY 6 WIS<WKY 1 WIS<HBR=WKY
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‘_o —_
o
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© | | ] N ]
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-O I\
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Figura 4. Responsividade maxima e respectivos intervalos de confianga
(Rs0x1,96EP) das respostas de defesa induzidas por estimulacdo do teto do
mesencéfalo de ratos Wistar, selvagens e linhagens derivadas. As desigualdades
da parte superior dos graficos indicam as diferencas significantes entre linhagens
(P<0,05; probabilidades de confiancga).

Hierarquia do Repertério Defensivo.
A EXO foi a resposta de menor limiar para todas linhagens, variando

entre 23,1 pA (WIS) e 28,3 uA (SHR), tendo sido utilizada como referéncia no
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calculo do limiar relativo (LR). O repertério defensivo dos ratos WIS apresentou
hierarquia similar a observada em estudos anteriores (Bittencourt et al., 2004),
qual seja, EXO (1,0) < IMO (1,2) < TRT (1,5) < SLT (1,7) < GLP (2,0) < MIC (2,7) <
DEF (4,0). Os LR das respostas de IMO e TRT foram bastante similares para
todas as linhagens, sendo, no maximo, 1,4 (IMO) e 2,1 (TRT) vezes o limiar da
EXO. Diferencas maiores foram apresentadas para SLT, GLP e MIC, cujos LR
maximos foram 1,9; 2,8 e 4,1 vezes os limiares de EXO, respectivamente.
Contudo, os LR de MIC da linhagem SHR sequer puderam ser estimados devido a
virtual auséncia desta resposta nesta linhagem. Em contraste, os LR de DEF
apresentaram diferencas acentuadas. Assim, as lsp da DEF foram 1,6 (WKY), 2,6
(SEL), 2,8 (HBR) e 4,0 (WIS) vezes maiores que a lsp da EXO (2,4 unidades de
variacdo). De forma similar a MIC, os LR da DEF da linhagem SHR também néo
puderam ser estimados em vista da freqUéncia extremamente reduzida destas
respostas. No extremo oposto, os WKY limiares extremamente baixos de DEF e
MIC. Em ordem crescente para respostas e linhagens, os LR do GLP foram 1,7
(WKY), 2,0 (WIS), 2,1 (HBR), 2,3 (SEL) e 2,8 (SHR) (1,1 unidades de variacao) e
do SLT, 1,7 (WIS), 1,8 (SEL), 1,9 (HBR), 1,9 (WKY) e 2,8 (SHR) (1,1 unidades de

variagao).
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Figura 5. Etografico das respostas de defesa produzidas por estimulacao elétrica
com intensidades crescentes da MCPD das linhagens Wistar (WIS), selvagem
(SEL), hipertensa (SHR), Wistar-Kyoto (WKY) e hibrida resultante do cruzamento
dos ratos SEL e WIS (HBR). As letras representam o limiar relativo, isto é, a razéo
do limiar mediano (lsp) de cada resposta com o menor limiar mediano, vale dizer,
exoftalmia (lsoE). A abscissa representa os valores absolutos dos limiares
medianos. E, exoftalmia, I, imobilidade, T, trote, G, galope, S, salto, M, miccéao, D,
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defecacdo. Nos casos de superposicao de respostas distintas das linhagens HBR
e SHR, o asterisco representa a resposta da ultima linhagem.
DISCUSSAO

A andlise logistica de limiares (Schenberg et al., 1990; Sudré et al.,
19983; Bittencourt et al., 2004) detectou diferencas altamente significantes tanto na
magnitude dos limiares quanto na responsividade das linhagens a variacdo da
intensidade de estimulacdo. As diferencas de magnitude foram avaliadas por
testes de razdo de verossimilhancas, que comparam a locagcdo das curvas de
limiares, ou pela inspecao direta dos 1C95% das estimativas populacionais das Isg
(probabilidades de confianca). Em geral, os testes forneceram resultados
consistentes. Contudo, quando os ajustes logisticos foram altamente significantes,
os intervalos de confianga das Iso foram extremamente pequenos. Nestes casos,
os testes de probabilidades de confianga acusaram como estatisticamente
significantes diferencas biologicamente irrelevantes entre 1,5 e 3,0 pA. Como
estas diferencas nao foram detectadas pelos testes de verossimilhanca, a
utilizacdo dos mesmos para o nivel descritivo de Bonferroni parece ser mais
consistente que o uso das probabilidades de confianca. Adicionalmente, o %2 da
razao de verossimilhancas pode ser fracionado para a analise das contribuicoes
individuais de variancia devidas a locacao ou paralelismo das curvas de limiar.
Como a inclinagdo da curva representa a taxa de variacao da probabilidade de
resposta em funcdo da intensidade de estimulacdo (dP/dl), ela é um indice
adequado da responsividade da estrutura a variacdo do estimulo. No caso da

sigméide logistica, o parametro mais conveniente € a inclinacéo da curva para lso,
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isto é, a responsividade maxima (Rmax) a0 estimulo. De fato, o presente estudo
mostrou que linhagens com Iso similares para uma dada resposta podem
apresentar Rmax bastante distintas.

Até onde sabemos, este estudo €& a primeira comparacdo de
linhagens quanto aos comportamentos produzidos pela estimulacédo elétrica de
uma estrutura especifica do cérebro. A auséncia de diferengas significativas
quanto a localizagcdo dos eletrodos nas estruturas do teto do mesencéfalo
legitimou o agrupamento de todos os ratos da mesma linhagem,
independentemente do sitio estimulado. No mesmo sentido, € importante frisar
que os eletrodos localizaram-se majoritariamente nas colunas dorsomedial,
dorsolateral e lateral da MCPA (83%) e, em menor numero, nas camadas
profundas do coliculo superior (7%), estruturas que apresentam respostas e
limiares praticamente idénticos a estimulagédo com pulsos senoidais (Bittencourt et
al., 2005). Por outro lado, cerca de 10% dos eletrodos localizaram-se na coluna
ventrolateral da MCPA, cujos limiares de defesa sao ligeiramente superiores para
a estimulacdo senoidal. Nao obstante, estes eletrodos distribuiram-se de forma
homogénea entre as linhagens analisadas.

Exceto pelas respostas de DEF e MIC da linhagem WKY, ndo houve
diferengas importantes na hierarquia dos repertorios de defesa. Contudo, as
linhagens diferiram acentuadamente quanto a magnitude dos limiares e
responsividade. Notavelmente, os ratos WIS apresentaram os menores limiares de
defesa e os ratos SEL os limiares mais elevados para a maioria das respostas.
Estes achados corroboram os experimentos anteriores nos quais os ratos SEL

foram sedados com éter etilico para adaptacao do cabo de estimulacdo (Pévoa,
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2003; Schenberg et al., 2005, ver Anexo 1). Em realidade, os limiares dos ratos
SEL s6 foram inferiores aqueles dos ratos SHR para as respostas de TRT, GLP e,
principalmente, DEF e MIC.

Em particular, embora a DEF e MIC tenham sido apresentadas por
menos da metade dos ratos WIS, SEL e HBR, a freqliéncia desta resposta nos
ratos SHR foi tdo baixa que impossibilitou o ajuste das curvas de limiar e a
obtengdo de estimativas consistentes das Isp. No extremo oposto, a DEF foi
apresentada por todos os ratos da linhagem WKY. Curiosamente, o
comportamento de DEF das linhagens SHR e WKY na exploracdo da arena foram
opostos aos observados para a estimulagdo da MCPD, vale dizer, os ratos SHR
apresentaram as frequiéncias maiores de DEF e os WKY freqiéncias iguais ou
mesmo menores que as outras linhagens (ver Estudo Il, Fig.1). E igualmente
notavel que a DEF da exploragdo da arena somente tenha carregado no fator
ansiedade para os hibridos SHB. Entretanto, este resultado deve ser interpretado
com cautela devido a pequena amostra desta linhagem (n=7). Nos machos das
outras linhagens, a DEF correlacionou-se com atividade (SHR e HBR), sedacéo
(WKY), ansiolise (SEL) ou nao carregou em fator algum (WIS) (ver Estudo Ill,
Tabs.5-6). No conjunto, nossos dados sugerem que os comportamentos de DEF
da arena (demarcacao territoriall e MCPD (medo) sejam controlados por
mecanismos distintos.

Como a IMO e EXO parecem estar envolvidas em mecanismos
atencionais (Schenberg et al., 2001), os limiares elevados destas respostas nos
ratos SEL causam estranheza em vista da alta reatividade destes animais as

ameacas naturais. Portanto, os limiares reduzidos dos ratos SEL para detec¢éao de
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predadores (alta reatividade) devem ser atribuidos a areas outras que nao a
MCPD. Esta possibilidade € apoiada por evidéncias indiretas provenientes de
estudos de abrasamento (kindling) da amigdala (Tannure, 2005). Ratos WIS
submetidos a este procedimento assemelham-se aos ratos SEL, apresentando
enorme resisténcia a captura e acentuada agressividade. Contudo, tal como os
ratos SEL, as respostas defesa a estimulagdo da MCPD apresentam limiares
significativamente maiores que os ratos controles (Tannure, 2005).

Ao contrario do observado em estudos anteriores da linhagem WIS,
nos quais as curvas logisticas foram quase sempre paralelas para uma mesma
resposta, mesmo quando representativas de tratamentos farmacol6gicos distintos
(Vargas e Schenberg, 2001; Schenberg et al., 2000, 2002), as linhagens diferiram
marcadamente quanto a inclinacdo das curvas, vale dizer, quanto a
responsividade ao estimulo elétrico. Em geral, a anélise da responsividade
forneceu resultados opostos aqueles das Iso. Assim, enquanto as linhagens WIS e
SHR foram menos responsivas, os ratos SEL e WKY apresentaram a maior
responsividade para a maioria dos comportamentos. Portanto, a resposta imediata
e vigorosa dos ratos SEL a deteccao de um predador é, muito provavelmente,
devida as caracteristicas intrinsecas da MCPA desta linhagem.

Os ratos WIS e WKY apresentaram os menores limiares de EXO,
TRT, GLP e SLT. Adicionalmente, os ratos WKY apresentaram limiares
extremamente baixos de DEF e MIC e responsividades iguais as dos ratos WIS
para EXO e TRT e maiores para IMO, DEF, MIC, GLP e SLT. Portanto, os ratos
WKY foram os unicos que combinaram limiares baixos e alta responsividade para

todas as respostas de defesa. Estes ratos tém sido propostos como um modelo
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genético de depressao (Paré, 2000; Paré et al., 2001; Malkesman et al, 2005;
Braw et al., 2006). Por outro lado, a estimulacdo da MCPA tem sido aventada
como um modelo consistente dos ataques de panico (Gentil, 1988; Deakin e
Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). Como péanico e depressao apresentam uma
alta comorbidade, a linhagem WKY parece reunir os elementos para um modelo

genético da comorbidade destes transtornos.
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