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APRESENTACAO

Este livro € um convite para o leitor compreender como o comportamento
do gato influencia nas respostas defensivas e nociceptivas de ratos. Com isso, o
presente livro traz para o leitor uma abordagem atualizada sobre a neuroquimica
que ha por tras da dor e do comportamento defensivo durante o confronto presa
predador.



RESUMO

As respostas defensivas variam de acordo com a distancia entre a presa e
o predador e o grau de ameaca que cada situacdo oferece. Estudos sugerem
que o confronto com o predador pode eliciar diferentes tipos de analgesia, bem
como a ocorréncia de ansiedade e medo. O nosso objetivo foi avaliar o efeito do
comportamento do gato nas respostas defensivas e nociceptivas de ratos. Para
tanto, foram utilizados 48 ratos Wistar com peso de 250 a 350 g. O experimento
consistiu na avaliagdo das respostas defensivas de ratos dos grupos CTRL (sem a
presenca do gato), GAt (gato ativo) e Gin (gato inativo), N= 16 animais por grupo,
divididos em grupos com ou sem a possibilidade de fuga para o abrigo na arena
de teste comportamental, seguido do teste algesimétrico da placa quente para
medir a influéncia da exposi¢éo ao gato na resposta nociceptiva dos ratos. No dia
seguinte (dia 2), todos os animais voltaram a arena de teste comportamental para
reexposicao ao contexto aversivo (sem a presenca do gato). Os grupos GAt (p<
0,01) e GIn (p= 0,03) apresentaram um tempo de congelamento significativamente
maior que o CTRL, adicionalmente, os grupos GAt e GiIn, apresentaram,
respectivamente, menor tempo de rearing (p< 0,01; p= 0,02) e menor quantidade
de cruzamento nos quadrantes (p< 0,01; p= 0,01), caracterizando uma menor
atividade exploratéria ou maior ansiedade. O grupo GAt apresentou resposta
antinociceptiva no tempo 0, onde foi significativamente diferente do basal (p<
0,01) e do intervalo de tempo 60 (p= 0,01). No dia 2, o grupo GAt apresentou
um tempo de congelamento significativamente maior que o grupo Gin (p= 0,04),
paralelamente, os animais dos grupos Gln, sem a possibilidade de fuga para o
abrigo, apresentaram um tempo de rearing (p=0,01) e quantidade de cruzamentos
nos quadrantes maiores que os grupos CTRL e GAt sem a possibilidade de fuga
para o abrigo (p= 0,02; p< 0,02). O grupo GIn mostrou um nimero de tentativas
ou avaliagéo de risco significativamente maior que o CTRL (p= 0,01). No dia 2,
nenhum grupo apresentou resposta antinociceptiva significativa. Os resultados
sugerem que o comportamento do gato tem influéncia direta na resposta
comportamental e nociceptiva apresentada pelos ratos. Neste sentido, a presenca
de um gato ativo promoveu o aumento do tempo de congelamento, diminuiu a
atividade exploratéria, induziu respostas antinociceptivas em ratos e promoveu
respostas de congelamento na reexposicdo dos ratos ao contexto aversivo.

PALAVRAS-CHAVE: analgesia, respostas defensivas, dor, medo, ansiedade



ABSTRACT

Defensive responses vary according to the distance between prey and predator and
the degree of threat that every situation offers. Studies suggest that the confrontation
with the predator produces different types of analgesia as well as, the occurrence
of anxiety and fear. The evaluate the effect of exposure of rat to different aversive
conditions in defensive and nociceptive responses was our pursue. Therefore,
we used 48 Wistar male rats weighing 250 to 350 g. On day 1, defensive and
nociceptive responses of CTRL (without the cat’s presence), GAt (active cat) and
GIn (inactive cat) groups was evaluated. It was N = 16 animals per group, divided
into groups with or without the possibility of escape to the shelter in the behavioral
test arena (5 min), followed by hot plate test to measure the nociceptive response
of rats. The following day (Day 2), all animals were returned to behavioral testing
arena, for 5 min, to re-exposure to aversive environment (without the presence
cat). GAt (p <0.01) and Gin (p = 0.03) groups had a significantly higher freezing
time than CTRL. Additionally, GAt and GIn groups presented, respectively, shorter
rearing (p <0.01; p =0.02) and fewer quadrants crossing (p <0.01; p=0.01). Farther,
GAt group exhibited antinociceptive response at time 0, which was significantly
different from baseline (p <0.01) and interval time 60 (p = 0.01). Still on day 2, GAt
group had significantly higher freezing than Glin group (p= 0.04), additionally, the
animals of GIn group, without the possibility of escape to the shelter, had higher
rearing duration (p = 0.01) and number of quadrants intersections than CTRL and
GAt groups without the possibility of escape to the shelter (p = 0.02; p <0.02). GIn
group showed a higher number of risk assessment than CTRL (p = 0.01). On day
2, no group showed significant antinociceptive response. The results suggest that
cat’s behavior has a direct influence on behavioral and nociceptive response of
rats. In this sense, the presence of an active cat promoted the increase in freezing
duration, the decrease exploratory activity and it induced antinociception responses
in rats, besides promoting freezing responses in them after a re-exposure to
aversive context.

KEYWORDS: analgesia, defensive behavior, pain, fear, anxiety
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INTRODUCAO

As respostas comportamentais defensivas apresentadas podem variar de acordo
com alguns fatores, tais como, a distancia entre a presa e o predador (RATNER, 1967) e a
avaliagdo do grau de ameaca que cada situacéo oferece (BLANCHARD e BLANCHARD,
1988). Assim que identificado o perigo (presenca do predador) e este estando distante, a
resposta apresentada pela presa, frequentemente, é o congelamento (freezing). Com a
reducdo da distancia entre a presa e o predador, a presa normalmente inicia respostas de
fuga e, com uma proximidade maior entre os dois, respostas de luta podem ser executadas.
Finalmente, apds ter sido capturada pelo predador algumas espécies emitirdo ainda o
comportamento de imobilidade ténica (RATNER, 1967; RODGERS e RANDALL, 1987).

Durante a execug¢do dos comportamentos defensivos, é fundamental que ocorra a
ativacédo de sistemas analgésicos enddgenos os quais permitem ao animal a realizagédo
dessas estratégias comportamentais de maneira adequada. Nesse sentido, BOLLES
e FANSELOW (1980) sugeriram que a ativagdo dos mecanismos antinociceptivos
representaria parte importante dos sistemas defensivos, ja que a diminui¢do da sensibilidade
nociceptiva permitiria que o animal ameacgado executasse 0s comportamentos defensivos,
como congelamento, fuga e luta, sem o impedimento causado pela motivacdo de atender
a injuria e iniciar respostas recuperativas. Isso é particularmente importante, pois durante
encontros com predadores ou co-especificos agressivos, é provavel que ocorram lesbes
corporais. Assim, alguns trabalhos mostram a ocorréncia de antinocicepgéo associada
a situacbes que desencadeiam reagdes de defesa, tais como a deteccédo de odores de
co-especificos estressados (JENSEN e SMITH, 1982), a presenca do predador natural
(LESTER e FANSELOW, 1985) e o ato da predagao (KROMER e DUM, 1980).

Além disso, Rodgers e Randall (1987) propuseram que o tipo de analgesia
apresentada durante um comportamento defensivo dependeria do tipo de resposta
apresentada. Nesse contexto, respostas como a fuga ou luta apresentariam analgesia do
tipo ndo-opidide e comportamentos defensivos de imobilidade, tais como congelamento
ou imobilidade ténica, cursariam com analgesia do tipo opidide (Rodgers e Randall, 1987).
Sendo assim, é possivel que exista uma relagéo entre a resposta comportamental defensiva
e o tipo de antinocicepcéo.

Experimentalmente, diversos modelos laboratoriais tém sido usados no estudo das
reacoes de defesa. Neste sentido, estudos que expdem animais de laboratério a estimulos
aversivos semelhantes aos encontrados na natureza, tais como: exposi¢cdo ao predador
vivo (BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006; BLANCHARD et al. 1990; CANTERAS e GOTO,
1999; COMOLI et al. 2003), ao odor do predador (BLANCHARD et al., 1990; DIELENBERG
et al. 2001) ou a um co-especifico agressivo (MICZEK et al. 2004), sédo capazes de
eliciar comportamentos defensivos a partir de um estimulo etologicamente relevante. A
associacao desses modelos experimentais a técnicas de microinjecéo central de drogas,
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neurotracamento e a lesdes e estimulacdes eletroquimicas do sistema nervoso central
tem contribuido no estudo dos substratos neurais e neurotransmissores envolvidos com a
expressao dos comportamentos defensivos.

Neste sentido, uma vez que as respostas defensivas variam com o grau de ameaca
de cada situacdo e que a antinocicepcéo apresentada tem relacdo com o comportamento
defensivo apresentado, o nosso objetivo com o presente trabalho foi avaliar como o
comportamento do gato e a possibilidade de fuga influenciariam no comportamento
defensivo e na resposta nociceptiva de ratos.

Diante do exposto, nossa hipétese € de que o comportamento defensivo e a resposta
nociceptiva apresentada pela presa (ratos) dependera do comportamento do predador (gato)
e das caracteristicas do ambiente, ou seja, da existéncia ou ndo da possibilidade de fuga.
Além disso, a reexposi¢do dos ratos ao contexto aversivo, devera induzir comportamentos

defensivos e alteragdes na sensibilidade dolorosa associada a esta.
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2.1 COMPORTAMENTO DEFENSIVO, MEDO E ANSIEDADE.

Estudos que analisam o comportamento defensivo em ratos e camundongos
contribuem de forma significativa para a compreensdo das bases neurais relacionadas
aos transtornos de medo e ansiedade. Além disso, as estratégias defensivas utilizadas por
animais de laboratério em diferentes niveis de ameacga podem ser relacionadas a estados
emocionais distintos (MARKS, 1987; BLANCHARD, 1988; GRAY e MCNAUGHTON, 2000;
GRAEFF e ZANGROSSI, 2002).

As respostas comportamentais defensivas podem variar de acordo com alguns
fatores, tais como, da distancia entre o predador e a presa (RATNER, 1967) e da avaliacéo
do grau de ameacga que cada situacéo oferece (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988).

Os Blanchard, em 1988, classificaram o tipo de estratégia defensiva adotada
pela presa (roedor) de acordo com o nivel de ameaca, que pode ser: potencial, distal
e proximal. Assim, quando ha uma ameaca potencial, as estratégias observadas séo
comportamentos exploratorios cautelosos e hesitantes com a realizagdo de movimentos
corporais que permitem a aproximagao e a investigacéo da possivel ameaga, denominados
de comportamentos de avaliagdo de risco. Uma ameaca distal estd associada aos
comportamentos de fuga, onde o animal tenta escapar da situacdo de confronto com o
predador, porém, precisa existir uma rota de saida no ambiente. Na ameaca distal, ainda
pode ocorrer o comportamento de congelamento, no qual o animal permanece imovel, caso
a fuga néo seja viavel e/ou o predador mantenha ainda certa distancia. O nivel proximal
ocorre quando o predador esta em contato direto ou a pequena distancia do animal, nesses
casos, observam-se comportamentos defensivos como: tentativas ndo direcionadas e
descontroladas de fuga ou luta defensiva, onde o animal mantém postura de ameaca e
pode até morder o predador. Ainda em uma ameaca proximal, algumas espécies emitem o
comportamento defensivo de imobilidade tdnica, apds terem sido capturadas pelo predador
(RATNER, 1967; RODGERS e RANDALL, 1987).

De acordo com BLANCHARD et al. (1990), o medo surge diante de situagbes claras
e evidentes de ameaca e perigo real ou aparente, j4 a ansiedade é desencadeada por
situacdes onde o perigo € apenas potencial, incerto e vago, contudo, os dois estados
emocionais diferem em relagdo aos estimulos ou situagbes desencadeadoras do medo
ou ansiedade. Neste sentido, o comportamento defensivo em situagcbes de medo ou
panico e de ansiedade séo diferentes (BLANCHARD et al. 1993). Os comportamentos
representativos do medo ou péanico (fuga e congelamento) sédo desencadeados quando o
estimulo ou a situagdo ameagadora sao reais, como a presenca do predador, enquanto os
representativos de ansiedade (avaliagdo de risco) seriam desencadeados por estimulos ou
situagdes apenas potencialmente ameacgadoras como o odor do predador.
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Ao longo dos anos, no que tange as respostas de ansiedade e medo associadas
a comportamentos defensivos, diversos estudos foram desenvolvidos. BLANCHARD e
colaboradores (1990) observaram que em uma pista reta contendo odor de gato, ratos
apresentaram alto indice de avaliacdo de risco, que é um comportamento defensivo
caracteristico de ansiedade e, que o diazepam e o etanol foram capazes de diminuir
significativamente tal comportamento.

ADAMEC e SHALLOW (1993) observaram que uma Unica exposicao a um gato,
aumentou a ansiedade de ratos no labirinto em cruz elevado de 1 a 21 dias e que a gravidade
da ansiedade produzida teve influéncia do comportamento do gato. Mais recentemente,
BULOS et al. (2015) mostraram que uma exposi¢cdo de apenas 5 minutos a um gato
vivo, produziu um efeito ansiogénico nos testes do labirinto em cruz elevado e labirinto
em T, caracterizado pela aquisicdo de esquiva inibitéria, que é associada a ansiedade
generalizada. Tal resposta foi bloqueada pela administragéo de diazepan, que possui agéo
ansiolitica.

2.2 MEMORIA AVERSIVA E MEDO AO CONTEXTO

As memorias aversivas sao fundamentais para a sobrevivéncia de um individuo. No
condicionamento aversivo, observa-se uma associagéo entre um estimulo incondicionado,
como, por exemplo, um choque elétrico, e um estimulo neutro, como o toque de uma
campainha pareada ao choque elétrico. A partir da combinacao desses estimulos, o estimulo
neutro adquire capacidade de eliciar respostas incondicionadas. No condicionamento ao
contexto, o ambiente pode ser associado ao estimulo incondicionado, neste caso, com um
choque elétrico, passando a eliciar respostas aversivas (REIS et al. 1999; KUNZE et al.
2015).

O condicionamento aversivo demonstra ser um tipo de aprendizagem envolvendo
relagbes de controle de estimulo, onde, o estimulo aversivo sinaliza a apresentacdo de
outro estimulo, gerando respostas defensivas. Assim, a apresentacao apenas do contexto
aversivo pode induzir respostas de congelamento ou de potenciacdo de comportamentos
exploratérios (PILZ e SCHNITZLER, 1996). A aprendizagem no condicionamento aversivo,
geralmente, é avaliada pelo comportamento de congelamento que ocorre durante a
exposicdo ao contexto (HITCHCOCK e DAVIS, 1991). Os estudos que abordam o
condicionamento aversivo, geralmente, sdo referidos como condicionamento do medo,
baseado no fato de que o comportamento de congelamento faz parte das respostas
defensivas de roedores e outros animais (KUNZE et al. 2015; BRANDE-EILAT et al. 2015;
FERRARI et al. 1999). Além disso, o0 medo ao contexto em roedores, pode ser induzido
pela exposicao a estimulos predatérios ou aversivos, como por exemplo: odor predatério,
co-especifico agressivo, predador natural e choque ao pé (VIELLARD et al. 2016; SILVA et
al. 2013).
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Com relagédo ao substrato neural, estudos mostram que o hipocampo e a amigdala
estdo envolvidos no condicionamento do medo contextual (ANTONIADIS e MCDONALD,
2000; ZHANG et al. 2001; RABINAK e MAREN, 2008). Mais recentemente, VIELLARD et
al. (2016) mostraram que ratos que retornaram ao contexto, onde no dia anterior receberam
choque ao pé, apresentaram aumento na expressao de c-Fos em areas como: nucleo
central da amigdala e substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (SCPvl). J& ZHOU et
al. (2016) mostraram que o hipocampo intacto é necessario para a formagdo de memoria
remota e que o hipocampo unilateral é suficiente para a forma¢cdo memoria recente do

medo contextual.

2.3 COMPORTAMENTO DEFENSIVO E MODULAGAO DA DOR

Durante a execugdo dos comportamentos defensivos, é fundamental que ocorra a
ativacdo de sistemas analgésicos endégenos, os quais permitem ao animal a realizagéo
dessas estratégias comportamentais de maneira adequada. Nesse sentido, BOLLES
e FANSELOW (1980) sugeriram que a ativagdo dos mecanismos antinociceptivos
representaria parte importante dos sistemas defensivos, ja que a diminuicao da sensibilidade
nociceptiva permitiria que o animal ameagado executasse os comportamentos defensivos,
como congelamento, fuga ou luta, sem o impedimento causado pela motivacao de atender
a injuria e iniciar respostas recuperativas. Isso é particularmente importante, pois, durante
0 encontro com predadores ou co-especificos agressivos, € provavel que ocorram lesbes
corporais.

Segundo RODGERS e RANDALL (1987), apesar da ocorréncia de antinocicepg¢ao
durante as reacdes de defesa, € improvavel que a analgesia associada a resposta de fuga
ativa e a associada as respostas de imobilidade sejam mediadas de modo semelhante,
ja que a forma ativa/passiva e a fungdo de evitar a captura ou reduzir o interesse do
predador pela presa sdo obviamente muito diferentes. Sendo assim, o tipo de analgesia
(opidide ou nao opidide) depende da natureza do estimulo e também da reagéo defensiva
desencadeada. De fato, durante uma resposta de defesa ativa, como a fuga ou luta, a
analgesia parece ser do tipo ndo-opidide, de duracéo rapida (x 10 min). Por outro lado,
durante as respostas de imobilidade (congelamento e imobilidade tdnica), resposta
defensiva passiva, a analgesia seria do tipo opibide, de duragdo mais prolongada (+ 40
min) (RODGERS e RANDALL,1987).

Estudos anteriores mostraram a ocorréncia de antinocicepgéo associada a situagdes
que desencadeiam reagdes de defesa. JENSEN e SMITH (1982) mostraram que a laténcia,
no teste da retirada da cauda, aumentou em ratos que testemunharam co-especificos
recebendo choques nas patas. Possivelmente, isso se deu pela deteccdo de odores
desses co-especificos estressados, constatando a existéncia de analgesia enddgena
nessa situacédo. Posteriormente, foi visto que a analgesia produzida foi bloqueada com
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administracdo de um antagonista opidide (naloxona 10mg/kg). J& LESTER e FANSELOW
(1985) observaram que ratos expostos a um gato diminuiram a resposta nociceptiva no
teste da formalina, e que essa reducdo da nocicepgao foi revertida completamente e
parcialmente quando administrado respectivamente os antagonistas opidides naltrexona e
naloxona. KROMER e DUM (1980) mostraram que ratos que apresentavam comportamento
de “Mouse-killing” tiveram um aumento do limiar nociceptivo no teste da placa quente e que
esse efeito foi prevenido pela administracdo de um antagonista opiaceo. Esses conjuntos
de dados indicam o envolvimento de mecanismos opidides nas alteracoes do limiar
nociceptivo associada ao comportamento agressivo.

A relagéo entre perigo e antinocicepcao parece ser esclarecida em alguns estudos.
De acordo com HARRIS (1996), estudos anteriores ja mostravam que, enquanto os sinais
de perigo, que preveem um evento aversivo, promovem respostas antinociceptivas, sinais
de seguranca, que indicam a inexisténcia de evento aversivo, promovem bloqueio da
resposta antinociceptiva, chegando a reverter os efeitos analgésicos da morfina sistémica
(WIERTELAK et al. 1992).

O medo desempenha um papel critico em respostas antinociceptivas induzidas
ambientalmente, além disso, existem evidéncias de que algumas respostas antinociceptivas
sé@o dependentes da excitagcdo pelo medo e varias demonstracdes de respostas nociceptivas
frente ao perigo inato ou aprendido (BLANCHARD e BLANCHARD, 1972; BOLLES e
FANSELOW, 1980).

A exposicdo de ratos (Peromyscus leucopus) por trinta segundos a um predador
natural (Mustela erminea) resultou em respostas antinociceptivas, sendo estas, bloqueadas
pela administragcdo prévia de benzodiazepina (10 mg / kg) ou o diazepam (4,0 mg/kg) e
ndo bloqueadas pelo antagonista opidide, naloxona. Com 5 minutos de exposi¢éo, tanto a
benzodiazepina quanto o naloxona bloquearam a resposta nociceptiva. Ja com 15 minutos
de exposicado, apenas o naloxona conseguiu bloquear a resposta nociceptiva (KAVALIERS,
1988). Por outro lado, HELMSTETTER (1992) observou que lesdes eletroliticas na amigdala
de ratos aboliu o congelamento e hipoalgesia associados ao medo contextual, indicando
a participagdo da amigdala na ativagdo dos sistemas antinociceptivos descendentes em
resposta a estresse ambiental.

2.4 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DE COMPORTAMENTOS
DEFENSIVOS

Ao longo dos anos, diversos modelos animais foram desenvolvidos para investigar o
comportamento defensivos de mamiferos frente a diversos estimulos aversivos.

Em 1990, BLANCHARD e colaboradores caracterizaram o0 comportamento
defensivo de ratos expostos ao seu predador natural em um sistema de tocas que tinha
muitas caracteristicas do habitat natural de ratos. Eles observaram que um conjunto
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diferente de comportamentos defensivos foi visto quando os ratos foram confrontados por
um predador fora da toca. Fuga para a toca e congelamento dentro da toca foram seguidos
por investigacao ativa da superficie onde o gato foi visto (avaliagédo de risco) e todos estes
comportamentos foram acompanhados pela inibicdo de comportamentos nao-defensivos,
como: comer, beber, comportamento sexual e agresséo.

Com base nesta analise, diversos modelos animais foram desenvolvidos para se
obter respostas mais aprofundadas sobre o assunto, um deles foi o de SHEPHERD et al.
(1993), onde eles avaliaram a relacdo ansiedade e resposta defensiva. Para isso, eles
expuseram ratos e ratas ao predador natural (gato) ou ao odor do gato em uma caixa com dois
compartimentos e um tunel, que permite a movimentagao do rato entre os compartimentos,
e observaram alguns parametros como: evitagdo ao gato, posicdo de agachamento,
exploragcdo da area, comportamentos de avaliacdo de risco e comportamentos nao-
defensivos (comer, beber). Como resultado, eles viram que as atividades ndo-defensivas,
o tempo no compartimento préximo ao gato e a exploragéo da area, diminuiram. Enquanto
que o tempo de agachamento e avaliagcao de risco aumentaram. Em todos os resultados,
as fémeas apresentaram resposta defensiva mais acentuada que os machos.

O teste do labirinto em T elevado (LTE) € um modelo experimental que separa
comportamentos defensivos, como a esquiva inibitéria e avaliagéo de risco (relacionados
com transtornos de ansiedade generalizada) e a fuga (relacionada com transtornos de
medo ou pénico). Na sessdo experimental, o rato executa duas fungdes: esquiva inibitoria
e respostas de fuga de sentido Unico. (GRAEFF et al., 1993; GRAEFF e ZANGROSSI
2002). O LTE surgiu da necessidade de se explicar o papel controverso da serotonina na
ansiedade. De acordo com GRAEFF (1991), os comportamentos defensivos de esquiva
inibitoria e fuga no LTE recrutam diferentes areas e circuitos neurais. Enquanto a fuga
€ proveniente da acdo da serotonina vinda por fibras nervosas do nucleo dorsal da rafe
(NDR) em receptores 5-HT presente em estruturas, tais como: a amigdala e o cértex preé-
frontal, a esquiva inibitéria é produzida a partir da serotonina, liberada em receptores 5-HT
na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) por fibras também originarias no NDR.

Nos ultimos anos, diversos modelos animais tém sido desenvolvidos para se
estudar o comportamento defensivo de presas quando expostas ao estimulo predatério.
Neste sentido, SILVA et al. (2013) construiram um modelo animal que consiste num teste
comportamental, onde padrdes semelhantes de comportamento de medo sédo extraidos
de camundongos expostos ao predador (rato predatério), rato (co-especifico) agressivo
ou um choque elétrico no pé. O aparelho usado para o teste, consistia de duas camaras
separadas por um corredor estreito. O rato era confinado em uma das camaras e exposto
a um rato predatério, um co-especifico agressivo, um choque pé ou um rato de brinquedo.
No outro dia, os ratos tinham o acesso livre ao corredor e a segunda camara, mas dessa
vez com auséncia de ameaca. Neste modelo, péde ser estudado as respostas de medo no

primeiro dia e, na reexposicédo, pdde-se avaliar o medo contextual.
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Recentemente, BULOS et al. (2015) criaram um modelo que avalia respostas
defensivas (como a esquiva inibitéria e fuga, caracteristicas de ansiedade e medo
respectivamente) no labirinto em T e no labirinto em cruz elevado, apos os ratos terem
sido expostos a um gato. O objetivo foi avaliar o efeito da exposicdo ao predador nas
respostas defensivas caracteristicas de medo e ansiedade. Ja SIEVERT e LASKA (2016)
desenvolveram um modelo animal, no qual expuseram ratos a sete tipos de odores isolados
que fazem parte dos componentes quimicos da urina, fezes e secre¢cbes das glandulas
anais de seus predadores naturais, onde eles avaliaram a ansiedade e o estresse a partir
de respostas como: comportamento de evitamento, atividade motora geral e o namero
de bolos fecais excretados. Como resultado, eles viram que dois odores provocaram
comportamento de evitamento nos ratos e nenhum odor provocou alteragdo na atividade
motora geral e no numero de bolos fecais excretados.

BLANCHARD et al. (2016) desenvolveu um modelo de estudo comportamental
em condicbes ambientais, com o objetivo de investigar o uso do habitat por coelhos
(Oryctolagus cuniculus) que enfrentam ameaca de predacao por gatos selvagens. Paraisso,
eles escolheram uma é&rea coberta por Poa annua, que € a vegetacao de preferéncia dos
coelhos da regido, e com montes de areia que permitiam que os coelhos e gatos ficassem
fora do campo visual um do outro. Como resultado, os coelhos pastaram mais em algumas
areas, desobstruindo e passando mais tempo nestas, possivelmente para terem opcoes
de fuga durante um possivel ataque, sugerindo que os gatos influenciam fortemente o uso
do habitat por coelhos daquela regido. Contudo, mesmo com essa diversidade de modelos
animais que tentam explicar os varios tipos de comportamento defensivo de acordo com
o estimulo predatério, nenhum estudo avaliou o efeito da resposta comportamental do
predador e das condi¢gdes ambientais (chance de fuga ou ndo) na resposta comportamental

defensiva e nociceptiva apresentada pela presa.

2.5 AREAS NEURAIS ENVOLVIDAS NA MODULAQi\O DOS
COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS.

Experimentalmente diversos modelos laboratoriais foram desenvolvidos para o
estudo das reacdes de defesa. Neste sentido, o uso do predador natural tem sido utilizado
por diversos grupos para estudar a circuitaria neural envolvida com respostas de medo.
CANTERAS e GOTO (1999) examinaram a distribuicdo de neurdnios que expressam Fos
nas diversas regides da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) de ratos expostos a
um predador natural. Assim, apds o encontro com o predador, um conjunto de células
imunorreativas para Fos foi observado nas regides dorsomedial e dorsolateral da SCP
rostral e nas regides lateral e ventrolateral da SCP caudal. Por outro lado, ratos expostos
a um gato vivo ou gato de brinquedo tiveram aumento significativo na porcentagem de

neurdnios duplamente marcados para proteina c-fos e NADPH-d em regi6es como a por¢ao
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anteromedial do nucleo leito da estria terminal (BSTMA), amigdala medial (MEA), nlcleos
periventricular parvocelular (pPVN) e pré-mamilar dorsal (PMd), nacleos hipotalamicos,
substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI) e nucleo dorsal da rafe (BEIJAMINI
e GUIMARAES, 2006).

Outro estudo comparou o padrao de expressao de c-Fos na SCP de ratos expostos
ao predador vivo (gato) ou durante o comportamento de predagédo de insetos (COMOLI
et al. 2003). Neste sentido, a exposi¢cdo ao predador causou um aumento a expressao de
c-Fos na SCP, onde, em niveis rostrais, a expresséo de Fos estava distribuida nas regides
dorsomedial e dorsolateral, ao passo que, caudalmente, a expressao de neurénios Fos
positivos era principalmente nas areas laterais e ventrolateral da SCP, bem como no nlcleo
dorsal da rafe. Por outro lado, a resposta de predacgéo foi associada com o aumento da
expressao de Fos predominantemente nos dois tergos rostrais da SCP lateral.

Adicionalmente, ratos expostos ao odor predatorio (gato) mostraram maior
expressao de Fos que seus controles, mais especificamente, na amigdala medial postero
ventral, no nucleo pré-mamilar (parte dorsal), no niucleo do hipotalamo ventromedial (parte
dorsomedial), no nacleo do hipotalamo dorsomedial, na SCP (dorsomedial, dorsolateral e
areas ventrolaterais) e no nucleo cuneiforme (DIELENBERG et al. 2001).

Estudos mostraram que a estimulagéo elétrica da SCP dorsal produz comportamentos
semelhantes a ataques de panico (caracteristicos de medo) em pacientes submetidos a
neurocirurgia (AMANO et al. 1978; NASHOLD et al. 1969). J4 GRAEFF (1991) observou que
a esquiva inibitéria (comportamento defensivo relacionado com a ansiedade) é produzida
a partir da serotonina, liberada em receptores 5-HT na SCP dorsal. Por fim, a microinjecéo
de aminoacidos excitatorios ou drogas que inibem a neurotransmissdo mediada pelo acido
gama amino butirico (GABA), na SCP dorsal de ratos, evocou respostas de fuga abruptas,
juntamente com alteragdes cardiovasculares que lembram um ataque de panico (BECKETT
e MARSDEN 1995; SCHENBERG et al. 2001). Contudo, foi observado que a SCP modula
respostas defensivas de acordo com estimulos aversivos de medo ou ansiedade.

Em estudo com primatas, FORCELLI et al. (2016) mostraram que ativagéo
do coliculo superior resultou no surgimento de comportamentos de defesa, como o
encolhimento, fuga e vocalizagdes defensivas. Este efeito foi observado em paralelo com a
diminuicdo das interagdes sociais. Em contrapartida, a inativagcdo da amigdala basolateral
atenuou significativamente o comportamento de encolhimento. Quando a inativagdo na
amigdala basolateral foi concomitante a ativagéo do coliculo superior, houve atenuag¢édo no
comportamento de encolhimento, enquanto que os comportamentos de fuga e vocalizagbes
defensivas estiveram presentes.

Para investigar se os padrbes de ativacdo neural induzidos por choque nas patas,
exposicédo ao predador ou co-especifico agressivo envolvem areas distintas no hipotalamo,
SILVAet al. (2013) realizaram um mapeamento em diferentes regides do hipotdlamo de ratos

com marcacgéao de c-Fos. Em particular, a exposicéo ao predador ativou significativamente a
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regido dorsomedial do hipotalamo ventromedial (VMHdm), enquanto que a exposi¢cdo a uma
mesma espécie agressiva ativou significativamente a regido ventrolateral do hipotalamo
ventromedial (VMHvI). Por sua vez, os ratos expostos a choque nas patas ndo mostraram
ativacéo no hipotalamo ventromedial, indicando que o hipotalamo medial € seletivamente
recrutado durante a exposicédo ao predador e medo social e que os comportamentos de
medo semelhantes recrutam diferentes circuitos cerebrais.

Mais recentemente, VIELLARD et al. (2016) investigaram as areas neurais envolvidas
em diferentes comportamentos defensivos no medo contextual. Eles observaram que tanto
0s animais que apresentaram comportamento de avaliagdo de risco, como 0s animais
que mostraram comportamento de congelamento, tiveram ativacao de c-Fos na amigdala
central e SCPvl. Porém, ao analisarem a expresséo de c-fos em regides do circuito septo-
hipocampo-hipotalamo, eles observaram maior expressao nas regides justadorsomedial da
area hipotalamica lateral, no nucleo pré-mamilar dorsal e na SCP lateral e dorsomedial em
animais que mostraram comportamento de avaliagcéo de risco.

2.6 SISTEMA DESCENDENTE DE ANALGESIA ENDOGENA

A dor é uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos desse potencial dano (IASP, 2010).

Segundo SILVA e OLIVEIRA (2006), a dor é importante para preservar a integridade
fisica do individuo, porém, em situacdes de estresse intenso e perigo, é frequente a
ocorréncia de analgesia enddgena, impedindo que a dor comprometa o seu desempenho
durante a situacao de risco. REYNOLDS (1969) evidenciou a participacdo de uma estrutura
do sistema nervoso central na produgéo de analgesia. Ele viu que a estimulacéo elétrica do
tronco encefalico, incluindo a substancia cinzenta periaquedutal do mesencéfalo (SCP) de
ratos, permitiu a realizacdo de uma cirurgia abdominal sem nenhum tipo de anestesia, onde
0s animais ndo demonstraram manifestagdo comportamental ou motora da dor.

Nas décadas de 1970 e 1980, muitos trabalhos evidenciaram o papel fundamental
de algumas estruturas do tronco encefalico na modulagdo da resposta nociceptiva, as
principais estruturas sdo a SCP, o locus coeruleus (LC) e o Bulbo rostral ventromedial
(RVM), que inclui o nucleo magno da rafe (NMR) (YAKSH, 1984; YAKSH, 1978; JONES e
GEBHART 1988; GEBHART, 1986). Essas estruturas, quando ativadas, se comunicam e
medeiam impulsos rostrocaudais que inibem a transmiss&o nociceptiva nos neurénios do
corno dorsal da medula espinal (CDME). Assim, a SCP ventrolateral, quando estimulada
eletricamente ou por substancias como o glutamato ou morfina, estimula neurénios do RVM
que, por sua vez, emitem axénios para o CDME através do funiculo dorso lateral e liberam
principalmente serotonina. Os neurénios do CDME possuem receptores para serotonina (5-
HT) e noradrenalina, o que culmina na inibi¢do do neurdnio de segunda ordem que conduz
o estimulo nociceptivo, resultando na antinocicep¢ao (AIRMONE et al. 1987; JENSEN e
YAKSH, 1984).
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Fisiologicamente, a SCP pode ser ativada por informacgdes provenientes de areas do
sistema limbico, como amigdala, hipotalamo e cértex cingulado anterior, desencadeadas
durante situagcbes de estresse, medo (respostas afetivas de carater aversivo), exercicio
intenso e durante o confronto com o predador. Essa ativacdo depende da liberacao
de peptideos opidides enddégenos em situagbes de perigo, defesa, estresse e medo,
provavelmente pelas estruturas do sistema limbico citadas anteriormente. Tanto a SCP
quanto o RVM possuem receptores opioidérgicos, principalmente do tipo i/, onde os opidides
enddgenos se ligam e ativam o sistema inibitorio rostrocaudal antinociceptivo e promove a
analgesia. Apesar do RVM ser a principal fonte de serotonina para o CDME, tal estrutura
também apresenta grande proporcéo de células nédo-serotoninérgicas, incluindo aquelas
que contém encefalina, somatostatina, glutamato, substancia P, GABA, colecistocinina e
que também geram projegcbes para medula espinal (JONES et al. 1991; BOWKER et al.,
1988; MINSON et al. 1991; BOWKER et al. 1983; MANTHY e HUNT, 2002).

O RVM e SPC ventrolateral também emitem projegbes para outra estrutura do
tronco encefalico, o tegumento pontino dorsolateral (TPDL), que uma vez ativado, emite
axbnios para o CDME e libera noradrenalina promovendo a antinocicepgdo (JONES,
1992; PROUDFIT, 1988; CLARK e PROUDFIT, 1991; BAJIC e PROUDFIT, 1999). O locus
coeruleus e o TPDL séo as principais estruturas do tronco encefalico responsaveis pela
antinocicepcdo noradrenérgica em ratos (JONES, 1992; PROUDFIT, 1988; CLARK e
PROUDFIT, 1991; GEBHART, 1986).

Em estudo recente, CAMPION et al. (2016) avaliaram se a SCP ventrolateral
(SCPvI) e o nacleo dorsal da rafe (NDR), estruturas do tronco encefélico, sdo sistemas
antinociceptivos distintos. Esta hipotese foi testada através da determinagédo da poténcia
antinociceptiva da microinjecao de morfina em cada estrutura. A antinocicep¢do ocorreu
apos 94% das injecdes de morfina na SCP ventrolateral, enquanto que apenas 68,3% e
78,3% das injecbes nos aspectos lateral e medial do NDR produziram antinocicepgéo.
Estes dados indicaram que o SCP ventrolateral e NDR s&o estruturas antinociceptivas
distintas.

2.7 SISTEMA ROSTROCAUDAL DE FACILITAGAO DA DOR

Algumas estruturas do tronco encefélico, como por exemplo: RVM e SCPvl, podem
mediar tanto a inibicdo quanto facilitacédo da dor. Nesse contexto, a intensidade do estimulo
determina se é produzida inibicao ou facilitagao rostrocaudal da dor, pois, estimulos elétricos
de baixa intensidade produziram facilitagcdo, enquanto estimulos de maior intensidade
produziram inibicdo da resposta nociceotiva nessas estruturas (ZHUO e GEBHART, 1991).
Além disso, a injecé@o de pequenas quantidades de glutamato ou agonista opidide, em areas
do tronco encefalico, como RVM e SCPuvl, provocaram facilitagcdo da resposta nociceptiva
(URBAN e GEBHART 1999; HOLDEN e PROUDFIT, 1999).
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MARTINS et al. (2010) observaram que a inje¢éo de glicina na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd), cinco minutos antes da administracdo de formalina na
articulacdo do joelho de ratos, causou hipernocicepgdo nas doses de 10 e 20 mmol e
antinocicepcéao nas doses de 80 e 100 mmol.

O RVM também possui um importante papel na facilitacdo da resposta nociceptiva.
A modulacéo da dor no RVM depende de, pelo menos, trés tipos de neurdnios, sdo
eles: as células ON, OFF e neutras. As células ON aumentam sua atividade antes de
comportamentos nociceptivos de animais, enquanto as células OFF pausam abruptamente.
Por outro lado, a ativagéo das células OFF resulta na inibicdo da entrada nociceptiva. As
células neutras respondem a alguns estimulos nocivos e a outros néo, esses neuronios
podem representar um subtipo de células ON ou OFF (FIELDS et al. 1983).

Ainda neste sentido, FIELDS et al. (1983) observaram que a morfina ativa tonicamente
as células OFF e inibe as células ON. Por outro lado, HEINRICHER et al. (1992) mostraram
que a morfina inibe diretamente as células ON, que possuem receptores opibdides do tipo
U, mas que ndo ativa diretamente as células OFF, sendo estas ativas pela inibicdo do
interneurdnio gabarérgico que esta tonicamente ativo. Em geral, os estudos com animais
envolvendo a hiperalgesia parecem aumentar a atividade das células ON, enquanto que
as manipulacgdes hipoalgésicas ou analgésicos levam ao aumento da atividade das células
OFF. Contudo, estes levantamentos sugerem que SCP e RVM desempenham um papel
importante, ndo apenas para a antinocicep¢do, mas também no desenvolvimento e na

manutencdo da resposta nociceptiva.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do comportamento do gato nas respostas defensivas e nociceptivas
de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Avaliar o efeito do comportamento do gato e da possibilidade de fuga nas res-
postas comportamentais defensivas de ratos;

+  Avaliar o efeito do comportamento do gato e da possibilidade de fuga na res-
posta nociceptiva de ratos;

+ Avaliar as respostas comportamentais defensivas de ratos reexpostos ao con-
texto aversivo;

»  Verificar a resposta nociceptiva mediada pela reexposi¢éo ao contexto aversivo.

Objetivos
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MATERIAL E METODQOS

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados 48 ratos Wistar, com peso que variou de 250 a 350
gramas, provenientes do biotério do Laboratoério de Fisiologia do Comportamento da UFS.
Os animais foram mantidos em gaiolas com no maximo cinco animais, com livre acesso a
agua e comida, no biotério do Laboratério de Fisiologia do Comportamento da UFS, com
temperatura controlada entre 22 e 24°C e ciclo claro/escuro de 12h. Além disso, foram
utilizados gatos machos adultos de proprietario particular, os quais permaneceram na
universidade apenas durante os testes comportamentais. Todos os protocolos experimentais
foram conduzidos em acordo com os principios éticos estabelecidos pelas Resolugbes
Normativas, Decretos e Portarias do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), bem como a Lei N° 11.794 (Lei Arouca). Os experimentos foram
iniciados apds aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFS, sob
protocolo N°. 49/2015.

4.2 APARATO PARA O TESTE COMPORTAMENTAL

O aparato para o teste comportamental consistiu em uma arena retangular (80 cm
x 22 cm x 50 cm) de mdf, dividida em dois compartimentos iguais de 40 cm por uma
parede de acrilico com pequenos furos que permitem o rato ver e sentir o cheiro do gxzato.
Durante a sesséo experimental, o rato foi colocado no compartimento oposto ao gato. O
compartimento onde se encontrava o rato ainda foi dividido em duas partes iguais (20 cm
cada) por uma parede com um orificio, que permitiu a movimentagéo do rato nas duas
partes do compartimento. Em alguns grupos experimentais, essa parede foi substituida por
outra parede sem o orificio, que impedia a entrada do rato no abrigo. A parte proxima ao
gato foi considerada a area de confronto e a parte distante, o abrigo.

Material e métodos
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Figura 1: Aparato para o teste comportamental

Fonte: arquivo pessoal.

4.3 TESTE COMPORTAMENTAL

Para o teste comportamental, os animais foram expostos a um gato apresentando
comportamento mais ativo (GAt) ou inativo (GIn). Como o nosso objetivo foi verificar
variagdes na resposta comportamental e nociceptiva dos ratos a partir do comportamento
do gato e a maioria dos gatos testados ndo mostravam interesse nos ratos, decidimos
colocar junto com o GAt a gravagédo de um miado. Assim, antes da sessdo experimental,
todos os ratos foram previamente habituados durante 5 minutos por 2 dias consecutivos,
na arena de teste. No terceiro dia (D1), os ratos foram expostos ao aparato vazio (CTRL),
GAt ou GIn, por 5 min. Finalmente no quarto dia (Dia experimental 2 - D2), o rato retornou a
arena de teste por 5 min, sem a presencga do gato. Todas as sessbes experimentais foram
filmadas para posterior analise comportamental. Ap6s cada sessdo experimental, a arena

de testes foi cuidadosamente limpa com uma solu¢éo de etanol a 10%.
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Figura 2: Rato Wistar durante a realiza¢@o do teste comportamental com a presenca do gato.

Fonte: arquivo pessoal.

4.4 ANALISE COMPORTAMENTAL

Os videos gravados durante as sessOes experimentais foram avaliados
posteriormente por um observador treinado. Os seguintes comportamentos foram
individualmente considerados: congelamento (cessacdo de todos os movimentos) e
atividade exploratoria: quantidade de quadrantes cruzados, “rearing” (comportamento de
levantar sobre as patas traseiras) e avaliagéo de risco (as tentativas de aproximagéo da
area proxima ao gato, colocando o nariz ou patas dianteiras no espag¢o novo e retornando
imediatamente ao abrigo).

4.5 TESTE ALGESIMETRICO DA PLACA QUENTE

Para a realizacdo do teste da placa quente (PQ), os animais foram colocados
sobre uma placa de aluminio mantida a 52 + 1°C, com caixa de acrilico transparente para
contencao do animal. Os animais permaneceram sobre o aparato até a emissédo da resposta
comportamental sugestiva de dor, e o tempo decorrido até a emissdo dessa resposta foi
cronometrado. A resposta considerada foi a lambedura de uma das patas traseiras ou salto.
Caso o animal ndo apresentasse a resposta comportamental no periodo de 30 segundos
(tempo de corte), 0 mesmo era retirado da placa para se evitar possiveis danos teciduais.

Para realizacéo desses experimentos, todos os ratos foram previamente adaptados
as condicbes experimentais. Para tanto, os animais foram colocados sobre a placa
quente, mantida a temperatura ambiente, por 5 minutos durante dois dias consecutivos.
No dia do experimento, foi determinada a laténcia basal da resposta emitida pelo animal
quando colocado sobre a placa quente a 52°C. A laténcia basal é a média de trés medidas
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efetuadas em intervalos aleatorios de 3 a 5 minutos entre eles, para cada animal. Apos a
determinagéo da laténcia basal, os animais foram submetidos as condi¢cdes experimentais
e foram testados novamente na PQ, nos intervalos de tempo de 0, 15, 30 e 60 minutos.

Figura 3: Rato Wistar na placa quente durante a realizagéo do teste algesimétrico

Fonte: arquivo pessoal.

4.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os ratos dos grupos CTRL, GAt e GIn (N= 8 por grupo) foram colocados na
arena teste por 5 minutos com ou sem a opc¢éo de fuga para o abrigo e, apds a sessao
comportamental, as respostas nociceptivas foram avaliadas nos intervalos de tempo de 0,
15, 30, e 60 minutos. No dia seguinte, os ratos retornaram a arena de teste por 5 min, sem
a presenca do gato. Ao término do teste comportamental, as respostas nociceptivas foram
avaliadas nos intervalos de tempo de 0, 15, 30, e 60 minutos.
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Figura 4: Representacdo esquematica das etapas realizadas com os grupos experimentais que tiveram
a opcéo do abrigo (COM ABRIGO) na arena de teste comportamental.
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Figura 4: Representacdo esquematica das etapas realizadas com os grupos experimentais que ndo
tiveram a opc¢éo do abrigo (SEM ABRIGO) na arena de teste comportamental.

4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos do teste comportamental foram analisados por ANOVA de duas
vias para medidas independentes [fator 1: comportamento do gato (CTRL, GAt ou GIn);
fator 2: possibilidade de fuga (SEM ABRIGO, COM ABRIGO)]. No caso de interacéo
significativa entre o fator 1 e o fator 2, foi conduzido um teste a posteriori de Tukey para a
interacdo. Na auséncia de interacdo significativa, os fatores individuais foram analisados
de forma independente por meio de uma ANOVA de uma via e o teste a posteriori de Tukey
foi realizado, quando apropriado.

Os dados obtidos na placa quente foram analisados por meio de ANOVA de trés
vias para medidas repetidas [fator 1: comportamento do gato (CTRL, GAt ou GIn); fator 2:
possibilidade de fuga (SEM ABRIGO, COM ABRIGO); fator 3: intervalo de tempo (0, 15,
30 e 60 min)]. Como nao houve a interacéo significativa dos trés fatores, foi analisada a

interacéo significativa observada entre os fatores: comportamento do gato e intervalo de

Material e métodos

18



tempo. As analises seguiram-se com a fixacdo do fator comportamento do gato para a
realizacdo de ANOVA de uma via para medidas repetidas no fator intervalo de tempo e teste
a posteriori de Tukey, quando apropriado.

Os testes estatisticos foram feitos por meio do software Statistic for Windows. Todos

os testes foram bicaudais e com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

5.1 EFEITO DO COMPORTAMENTO DO GATO E DA POSSIBILIDADE DE
FUGA NAS RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS DEFENSIVAS DE RATOS

5.1.1 Tempo de Congelamento (TC)

5.1.1.1 Dia 1

N&o houve interacéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F,,,= 1,28; p= 0,28); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.

2,43
A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferenga significativa no tempo de congelamento

quando analisado o fator comportamento do gato (F,,. 42,58; p < 0,01). Assim, 0s grupos

2,43=
GAt (p <0,01) e GIn (p= 0,03) apresentaram um tempo de congelamento significativamente
maior que o CTRL (Figura 6). Além disso, o grupo GAt teve um tempo de congelamento
maior que o grupo GIn (p< 0,01). O efeito da possibilidade de fuga nao mostrou diferenca
=1,61; p=0,21).

significativa (F, ,,

DIA1

o
<

Tempo de Congelamento (s)

o

T T
CTRL Gin GAt

Figura 6: Tempo de congelamento, em segundos, dos grupos CTRL, GIn e GAt (N= 16 por grupo).
Dados sé@o expressos como Média + EPM. *p<0,05 quando comparados com o grupo CTRL. # p<0,05
quando comparado com o grupo Gin (pés-teste de Tukey).
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5.1.1.2Dia 2

Nao houve interacgéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F, ,,= 0,03; p= 0,96); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.

A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferenga significativa no tempo de congelamento
=3,93 p= 0,02). Assim, o grupo GAt
(p= 0,04) apresentou um tempo de congelamento significativamente maior que os grupos

quando analisado o fator comportamento do gato (F, ,,

CTRL e GIn (Figura 7). O efeito da possibilidade de fuga nao foi significativamente diferente
(F, ,,=0,14; p=0,70).

1,43
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Figura 7: Tempo de congelamento, em segundos, dos grupos CTRL, GIn e GAt no dia 2 (N= 16 por
grupo). Dados sé@o expressos como Média + EPM. *p<0,05 quando comparados os grupos CTRL e Gin.
(pbs-teste de Tukey).

5.1.2 Tempo de Rearing (TR)

5.1.2.1 Dia 1

N&o houve interacéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F, .= 2,10; p= 0,13); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.

A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferencga significativa no tempo de rearing quando

analisado o fator comportamento do gato (F 11,58; p< 0,001). Assim, os grupos GAt (p<

2,43=
0,01) e GiIn (p= 0,02) apresentaram um tempo de rearing significativamente menor que o

CTRL (Figura 8). O efeito da possibilidade de fuga nao foi significativo (F, ,.<0,01; p=0,99).

1,43
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Figura 8: Tempo de rearing, em segundos, dos grupos CTRL, GIn e GAt (N= 16 por grupo). Dados sédo
expressos como Média + EPM. *p<0,05 quando comparados com o grupo CTRL. (pds-teste de Tukey).

5.1.2.2Dia2

Houve interacgéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade de

fuga (F,,,= 3,61; p= 0,03). Assim, os animais do grupo GiIn sem a possibilidade de fuga

apresentaram um maior tempo de rearing do que os animais do grupo CTRL (p= 0,01) com
a possibilidade de fuga (Figura 9).
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Figura 9: Tempo de rearing, em segundos, dos grupos CTRL, GIn e GAt, com ou sem a possibilidade

de fuga para o abrigo no dia 2 (N= 8 por grupo). Dados s&o expressos como Média + EPM. *p<0,05

foi diferente do CTRL quando comparado os fatores comportamento do gato e possibilidade de fuga
(Anova de duas vias para medidas independentes).
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5.1.3 Quantidade de quadrantes cruzados (QC)

5.1.3.1 Dia 1

N&o houve interacéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F, ,.= 2,50; p= 0,09); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.

2,43
A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferenca significativa na Quantidade de quadrantes
243- 16,00; p= 0,00). Assim,
os grupos GAt (p< 0,001) e GIn (p= 0,01) apresentaram uma quantidade de quadrantes

cruzados quando analisado o fator comportamento do gato (F

cruzados significativamente menor que o CTRL, bem como, o grupo GAt (p= 0,04)
apresentou numero de cruzamentos nos quadrantes menor que o Glin (Figura 10). O efeito

da possibilidade de fuga foi significativo (F. ,,= 10,80; p< 0,00), porém é irrelevante para

1,43
os resultados, considerando que os grupos que nao tém a possibilidade de fuga possuem

menos quadrantes para cruzar.
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Figura 10: Quantidade de quadrantes cruzados dos grupos CTRL, GIn e GAt (N= 16 por grupo). Dados
sdo expressos como Média + EPM. *p<0,05 quando comparados o grupo CTRL. # p<0,05 quando
comparado com o grupo Gin (pbs-teste de Tukey).

5.1.3.2Dia 2

Houve interagéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F, .= 4,00; p= 0,02). Assim, o grupo GIn sem a possibilidade de fuga apresentou

2,43
uma maior quantidade de quadrantes cruzados que os grupos CTRL (p= 0,02) sem a

possibilidade de fuga e GAt (p< 0,01) sem a possibilidade de fuga (Figura 11).
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Figura 11: Quantidade de quadrantes cruzados dos grupos CTRL, Gln e GAt, com ou sem a
possibilidade de fuga para o abrigo no dia 2 (N= 8 por grupo). Dados sdo expressos como Média +
EPM. *p<0,05 quando comparado os fatores comportamento do gato e possibilidade de fuga (Anova de
duas vias para medidas independentes).

5.1.4 Numero de tentativas ou avaliacao de risco (AR)

5.1.4.1 Dia 1

N&o houve interacéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade

de fuga (F,,,= 1,51; p= 0,23); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.

2,43
A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferenca significativa no nUmero de tentativas ou
1= 1,51; p=0,23).
Contudo, tal diferenca se deve ao fato dos animais do grupo sem abrigo néo terem a

avaliacédo de risco quando analisado o fator possibilidade de fuga (F

possibilidade de exibir respostas de avaliagéo de risco, pois, a mesma se refere as tentativas
de aproximacao da area mais proxima ao gato quando o rato se encontrar no abrigo.
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5.1.4.2 Dia 2

N&o houve interacgéo significativa dos fatores comportamento do gato e possibilidade
de fuga (F, .= 0,82; P= 0,44); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.
A aplicacdo do ANOVA mostrou haver diferenca significativa no nUmero de tentativas ou
avaliagé@o de risco quando analisado o fator comportamento do gato (F,,;_ 4,21; p= 0,02).
Assim, o grupo GIn (p= 0,01) mostrou um numero de tentativas ou avaliagdo de risco

significativamente maior que o CTRL (Figura 12).
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Figura 12: Namero de tentativas ou avaliagéo de risco dos grupos CTRL, GIn e GAt no dia 2 (N= 16
por grupo). Dados sé&o expressos como Média + EPM. *p<0,05 quando comparado com o grupo CTRL
(pds-teste de Tukey).

5.2 EFEITO DO COMPORTAMENTO DO GATO E DA POSSIBILIDADE DE
FUGA NAS RESPOSTAS NOCICEPTIVAS DE RATOS

5.2.1 Dia 1

A aplicacédo da ANOVA de trés vias para medidas repetidas ndo mostrou interagédo
significativa dos fatores comportamento do gato, possibilidade de fuga e intervalo de tempo
(F
do ANOVA de duas vias para medidas repetidas mostrou haver interagéo significativa entre
3,60; p= 0,01). Fixando-se o
fator comportamento do gato, o intervalo de tempo como fator Unico mostrou que o grupo

8165 1,22; p= 0,32). Contudo, ap0s a fixacédo do fator possibilidade de fuga, a aplicacédo

os fatores comportamento do gato e intervalo de tempo (F

GAt apresentou resultado significativo (F, . _4,53; p< 0,01), sendo observada uma resposta

4,60=
antinociceptiva no tempo 0, onde foi significativamente diferente do basal (p< 0,01) e do

intervalo de tempo 60 (p= 0,01). (Figura 13)
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Figura 13: Tempo de resposta nociceptiva, em segundos, dos grupos CTRL, Gln e GAt (N= 16 por
grupo). Dados séo expressos como Média + EPM. *p<0,05, quando comparado com o BASAL e aos 60
min (Anova de trés vias para medidas repetidas).

5.2.2 Dia 2

N&o houve interacéo significativa dos fatores comportamento do gato, possibilidade
de fuga e intervalo de tempo (F 0,40; p= 0,12). Nenhuma interacé&o foi observada entre

=1,48;p=0,09) e possibilidade

8,168=
os fatores comportamento do gato e intervalo de tempo (F

0,52; p= 0,24).

8,168

de fuga e intervalo de tempo (F, ...
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DISCUSSAQ

No presente estudo, verificamos as respostas comportamentais e nociceptivas de
ratos frente a estimulos aversivos de diferente intensidade. Os resultados mostraram que
a exposicdo a gatos ativos causou congelamento associado a reducao da sensibilidade
nociceptiva, enquanto que gatos inativos causaram respostas de congelamento sem alterar
a resposta nociceptiva. No dia 2, a reexposi¢éo ao contexto aversivo causou congelamento
sem alterar a resposta nociceptiva nos ratos que foram expostos ao gato ativo no dia
anterior e comportamento de avaliacao de risco sem alterar a resposta nociceptiva nos
ratos que foram expostos ao gato inativo no dia anterior. Esse conjunto de dados sugere
que os ratos apresentam comportamentos distintos dependendo do comportamento do
gato durante um confronto. Além disso, a forma como aconteceu o contato com o gato
determinara a resposta dos ratos na reexposicao.

Assim, os resultados do presente estudo mostraram que no dia 1, houve um aumento
no tempo de congelamento dos ratos expostos ao gato, quando comparados com 0s que
foram expostos apenas a caixa vazia; e que o0s ratos expostos ao gato com comportamento
ativo (GAt) apresentaram um maior tempo de congelamento que os ratos expostos ao
gato com comportamento inativo (GIn). Isso nos mostra que o comportamento do gato
influéncia diretamente a resposta defensiva de congelamento dos ratos. De acordo com
BLANCHARD e BLANCHARD (1988), o congelamento € uma resposta defensiva, onde
0 animal permanece imoével caso a fuga nao seja viavel e/ou o predador mantenha ainda
certa distancia. Contudo, nossos dados mostram que a possibilidade ou ndo de fuga nédo
influenciou nas respostas de congelamento.

Em um estudo que corrobora nossos achados, BLANCHARD et al. (1990) observaram
que em um sistema de tocas que tinha muitas caracteristicas do habitat natural de ratos,
os ratos fugiam para as tocas e apresentavam comportamento de congelamento dentro
das tocas, apds serem confrontados com seu predador natural (gato) fora das tocas. Além
disso, trabalhos mostram que a exposigéo de ratos a diversos tipos de estimulos aversivos,
evoca respostas de congelamento. Por exemplo, TAUGHER et al. (2015) constataram que
ratos exibem resposta de congelamento, quando sdo expostos em uma camara a um lengo
de papel contendo 6 ml de trimethylthiazoline (TMT), um odor isolado de fezes da raposa.
Ja HEGAB et al. (2013) observaram que ratos apresentaram respostas de congelamento,
quando foram expostos a fezes de gato recém-colhidas. Adicionalmente, em um estudo
recente, camundongos foram expostos a varios tipos de estimulos aversivos (rato
predatério, co-especifico agressivo, choque no pé ou rato de brinquedo) em duas camaras
separadas por um corredor estreito (SILVA et al. 2013). Neste estudo, todos os estimulos
aversivos provocaram respostas de congelamento nos ratos e, apenas a exposicéo ao rato
de brinquedo ndo evocou congelamento nos ratos. Tais estudos comprovam a existéncia
da resposta de congelamento em ratos, quando estes sdo expostos a diversos tipos de
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estimulos aversivos. No presente estudo, verificamos que os ratos sdo capazes de avaliar
0 grau de ameaca oferecido em cada situacéo e apresentar comportamentos defensivos
de intensidades diferentes, associados ou ndo a antinocicepg¢édo, compativeis com o grau
da ameacga, como o congelamento. Nesse contexto, a presenca de um gato mais ativo
produziu congelamentos de duragdo maior comparados ao gato inativo.

A avaliagcdo da atividade exploratéria dos ratos no teste comportamental, no dia
1, foi possivel através das medidas do tempo de rearing (TR), quantidade de quadrantes
cruzados (QC) e numero de tentativas ou avaliagdo de risco (AV). A atividade exploratéria
pode ser usada como indice de ansiedade, uma vez que uma maior atividade exploratéria
do rato sugere menor a ansiedade (LISTER, 1990). No presente estudo, foi observado
que os ratos que foram expostos ao GAt ou GIn apresentaram menores TR e QC que
o grupo CTRL, confirmando assim, uma diminuicdo na atividade exploratéria dos ratos
quando expostos ao seu predador natural e possivel maior ansiedade. Ainda neste
sentido, a influéncia do comportamento do gato na atividade exploratoria de ratos pode
ser observada no menor QC nos ratos expostos ao GAt. Além disso, os dados de TR e QC
no Dia 1 do presente estudo podem ser considerados complementares ao comportamento
de congelamento observado, uma vez que o mesmo é caracterizado pela inibicdo dos
movimentos, o que interfere diretamente nas respostas de rearing e exploratéria. Assim,
como no Dia 1 do nosso estudo, o gato estava presente durante o teste comportamental,
consequentemente, podemos acreditar que as redugdes de TR e QC estao associadas ao
medo e ao comportamento de congelamento associado a tal animal.

O dia 2 de teste comportamental teve como objetivo verificar se a reexposicao dos
ratos ao contexto aversivo induziria respostas defensivas e/ou alteragbes na sensibilidade
dolorosa associada a esta situagdo. Nossos resultados mostraram que o medo, ao contexto
aversivo, pdde ser visto nos ratos expostos ao gato ativo, pois, estes apresentaram maior
resposta de congelamento no dia 2 que os ratos expostos ao gato inativo. Os resultados da
atividade exploratéria mostraram que no dia 2, os ratos que foram expostos ao gato com
comportamento inativo apresentaram maior nimero de respostas de avaliagéo de risco,
caracterizando maior ansiedade. Em contrapartida, estes exploraram mais o ambiente,
sendo observado um maior tempo de rearing e maior nUmero de quadrantes cruzados
quando comparado com o CTRL. Provavelmente, essa maior atividade exploratéria possa
estar associada a uma reavaliagdo do ambiente ap6s uma situagéo de confronto aversivo.
Diante disso, os ratos do grupo CTRL exploraram menos, ja que, considerando a habituacéo,
o dia 2 representa o quarto dia seguido de exposicéo a arena de teste comportamental sem
alteracao nas condicdes experimentais. O estudo de SILVA et al. (2013) corrobora em parte
0s nossos achados. Eles expuseram camundongos a diversos estimulos aversivos, tais
como: rato predatorio, co-especifico agressivo, choque no pé ou rato de brinquedo. No dia
seguinte, a reexposicéo ao contexto aversivo provocou o aumento das respostas defensivas

de congelamento, fuga, posicao de estiramento e uma diminuigdo na locomocéo. Por sua
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vez, VIELLARD et al. (2016) desenvolveram um estudo com ratos, onde foram observadas
respostas de medo contextual, baseada em choque, usando diferentes condi¢des de teste
comportamental. Eles viram que as respostas de medo ao contexto variavam de acordo
com as condigcbes ambientais do teste. De modo que os animais que foram limitados a
acessar apenas a camara de condicionamento, no dia posterior ao recebimento de choques
no pé apresentaram respostas de medo contextual, caracterizadas pelo congelamento.
Enquanto isso, os que tiveram acesso a outro compartimento, sem a presenca do estimulo
aversivo, exibiram comportamento de avaliacdo de risco. Estes resultados apoiam os
nossos achados, pois eles apontam para a existéncia de medo ao contexto aversivo. Em
contrapartida, nosso estudo mostrou que esse medo depende da intensidade do estimulo,
neste caso, o comportamento do predador (GAt ou Gin) e ndo depende das condi¢es
ambientais usadas no teste comportamental. De acordo com BLANCHARD et al. (1990), o
medo surge diante de situag¢des claras e evidentes de ameaca e perigo real ou aparente.
Jé a ansiedade é desencadeada por situagcdes onde o perigo é apenas potencial, incerto e
vago, neste caso, o rato exposto ao gato, com comportamento ativo, encara a reexposicao
a arena como uma situagédo de perigo real (medo ao contexto). Por outro lado, o Gin
avalia a reexposicdo como uma situacdo de perigo incerto (ansiedade). Tal hip6tese se
baseia no fato dos animais do grupo GAt apresentarem maior congelamento durante a
reexposicdo, enquanto que os do grupo GIn respondem com respostas de avaliagdo de
risco a reexposicao.

No teste algesimétrico da placa quente, nossos resultados mostraram que
apenas os ratos que foram expostos ao gato ativo (GAt) apresentaram antinocicepcéo.
Este resultado confirma a nossa hipétese de que o comportamento do predador (gato)
influencia diretamente as respostas nociceptivas de ratos, porém, as caracteristicas do
ambiente (possibilidade ou ndo de fuga) nao influenciam. De acordo com RODGERS
e RANDALL (1987), o congelamento é uma resposta defensiva do tipo passiva e esta
associado a analgesia causada por opidides enddgenos, que seria uma analgesia mais
duradoura (mais ou menos 40 minutos). Entretanto, nossos resultados mostraram que os
ratos que foram expostos ao gato ativo apresentaram o maior tempo de congelamento e
foram os Unicos que apresentaram resposta antinociceptiva. Tal resposta esteve presente
apenas no tempo 0, logo ap6s o fim do teste comportamental, sendo que, nos tempos 15,
30 e 60 minutos, a resposta nao existiu. Seguindo a teoria de RODGERS e RANDALL
(1987), as respostas antinociceptivas mais rapidas (mais ou menos 10 minutos) estariam
associadas a comportamentos defensivos ativos, como fuga ou luta, e a analgesia seria
mediada por substancias endégenas nao-opidides. Na reexposicao, ndo foi observada
resposta antinociceptiva no teste algesimétrico, apesar da existéncia do medo ao contexto
aversivo e congelamento nos ratos que foram expostos ao GAt. Estas respostas néo foram
tdo intensas como no dia 1. Uma vez que estimulos aversivos podem iniciar respostas
antinociceptivas opibdides ou néo-opidides, estudos futuros sé@o necessarios para avaliar o
tipo de analgesia mediada em nosso modelo.
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Apesar da ocorréncia de comportamentos defensivos, os animais expostos ao
gato inativo apresentaram auséncia da resposta antinociceptiva, a qual pode ter sido
consequéncia da linhagem de ratos utilizada para o experimento, do tempo de exposi¢éo ao
gato ou contexto aversivo e, ainda, do teste algesimétrico utilizado. Neste sentido, estudos
com linhagens de ratos e tempos de exposicao diferentes mostram resultados que divergem
dos nossos achados, por exemplo, KAVALIERS (1988) observou que a exposi¢ao de ratos
(Peromyscus leucopus), por 30 s, 5 e 15 min a um predador natural (Mustela erminea),
resultou em respostas antinociceptivas. Ja LICHTMAN e FANSELOW (1990) mostraram
que, apos 2 min de exposi¢do a um gato, ratos apresentaram antinocicepgéo em dois tipos
de testes de retirada da cauda (estimulo térmico ou choque). Além disso, outra explicacéo
para a auséncia de antinocicepgao na reexposicao é a reducédo na intensidade do estimulo
devido a auséncia do gato.

Sabe-se que, 0 medo e a ansiedade evocam comportamentos defensivos e estes,
por sua vez, modulam respostas nociceptivas. Muitos trabalhos mostraram que diversas
estruturas sé@o ativadas em roedores, quando estes sdo expostos a diversos tipos de
estimulos aversivos, como: odor predatério, predador natural, fezes do predador natural,
co-especifico agressivo, gato de brinquedo e choque ao pé. Tais estruturas séo porgcéao
anteromedial do nucleo leito da estria terminal, amigdala medial, nucleo periventricular
parvocelular, nicleo pré-mamilar dorsal e lateral, nicleo dorsal da rafe, amigdala medial
postero ventral, nicleos hipotaldmicos (dorsomedial do hipotdlamo ventromedial - VMHdm,
ventrolateral do hipotalamo ventromedial - VMHvI), (BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006;
COMOLI et al., 2003; DIELENBERG et al. 2001; SILVA et al. 2013; VIELLARD et al. 2016).
Porém, a regido que mais parece modular, concomitantemente, respostas comportamentais
defensivas e nociceptivas € a substancia cinzenta periaquedutal (SCP). A SCP esta
dividida em areas, tais como: SCP dorsolateral, SCP dorsomedial, regides dorsomedial
e dorsolateral da SCP rostral e nas regides lateral e ventrolateral da SCP caudal. Estas
areas estao envolvidas diretamente em respostas defensivas frente a estimulos predatorios
(CANTERAS e GOTO, 1999; BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006; COMOLI et al. 2003;
DIELENBERG et al. 2001). Além disso, a SCP também participa da modulagéo da resposta
nociceptiva juntamente com outras estruturas do tronco encefalico, como o bulbo rostral-
ventro-medial (RVM) e Locus Coeruleus (LC) (YAKSH, 1984; YAKSH, 1978; JONES 1988;
GEBHART, 1986; GEBHART, 1988). Nossos resultados mostraram que os ratos expostos
ao GAt apresentaram maior tempo de congelamento e foram os Unicos que mostraram
resposta antinociceptiva. Assim, & provavel que o0 medo e o estresse causado ativaram
areas do sistema limbico, tais como: amigdala e hipotalamo, que ativaram a SCP (JONES,
1991; BOWKER, 1988; MINSON et al., 1991; BOWKER et al., 1983; HUNT; MANTHY,
2002). Seguindo a teoria de RODGERS e RANDALL (1987), a analgesia de curta duracéo
em respostas defensivas estaria associada a liberagdo enddgena de noradrenalina,

assim a antinocicepcao de curta duracdo observada no presente estudo, provavelmente
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foi causada pela ativacdo da SCP. Esta emite projecdes para outras estruturas do tronco
encefélico, tais como: tegumento pontino dorsolateral e locus coeruleos, que, por sua
vez, sdo responsaveis pela analgesia noradrenérgica no corno dorsal da medula espinhal
(JONES, 1992; PROUDFIT, 1988; PROUDFIT 1991; CLARK, 1991; GEBHART, 1986).
Assim, é possivel explicar o fato da antinocicepgéo observada nos ratos expostos ao gato
ativo, embora estudos futuros sejam necessarios para confirmar tal hipotese.

Nossos resultados mostram que, no nosso aparato experimental, a possibilidade
ou nao de fuga para o abrigo ndo influenciou nas respostas defensivas (congelamento)
e nociceptivas. Isso pode ter acontecido devido a alguma limitacdo metodolégica, como
por exemplo, a proximidade entre o rato e o gato mesmo depois do rato fugir para o
abrigo. Assim, a presenca do abrigo ndo representou uma reducao do carater aversivo do
confronto. Nesse contexto, alguns ajustes podem ser feitos no aparato experimental para
que a fuga para o abrigo represente uma reducdo na intensidade do estimulo aversivo
da situacdo experimental. Possivelmente, um aumento na distancia entre o abrigo e
0 gato proporcionasse uma condicdo de seguranga maior para o rato, modificando sua
interpretacdo do contexto aversivo a que foi inserido.

Os resultados encontrados no presente estudo mostram de forma interessante que a
resposta defensiva e a antinocicepcao apresentadas pelo rato depende do comportamento
do gato. Além disso, dependendo do grau de ameaca apresentado, os animais apresentam
respostas comportamentais sugestivas de medo ou ansiedade durante a reexposi¢céo ao
contexto. Com base nesses resultados, estudos futuros podem nos ajudar a elucidar os
mecanismos centrais envolvidos na selecdo dos comportamentos defensivos durante uma
situacé@o de confronto com o predador. Na reexposicéo, 0s nossos achados nos permitem
estudar a relacédo entre o comportamento do gato no confronto, as estruturas centrais

envolvidas com a memoria aversiva e o tipo de comportamento apresentado pelo rato.
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CONCLUSAO

Com base nos nossos achados, € possivel concluir que o comportamento ativo do
gato aumenta o tempo de congelamento, diminui a atividade exploratoria, induz respostas
antinoceptivas em ratos e provoca respostas de congelamento na reexposi¢éo dos ratos
ao contexto aversivo. Por outro lado, comportamentos menos ativos do gato sédo capazes
de induzir congelamento dissociado de analgesia em ratos e, durante a reexposi¢éo, os
animais apresentam comportamentos de avaliacdo de risco. Contudo, as caracteristicas
ambientais (possibilidade de fuga ou né@o para o abrigo) do presente estudo ndo foram
capazes de influenciar nas respostas nociceptivas e comportamentais defensivas de ratos.
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