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RESUMO

O enfrentamento comportamental é definido como a estratégia utilizada
para reduzir o impacto negativo do estresse sobre o bem estar de um
individuo. O desenvolvimento de estratégias bem sucedidas para a
reducdo ou eliminagdo do evento estressante depende de fatores como
experiéncia prévia, processos mediadores, variabilidade individual e
previsibilidade. Assim, comportamentos adotados frente a eventos
estressantes  revelam  processos associativos de  aprendizado,
vulnerabilidade ao ambiente, flexibilidade comportamental e tomada de
decisdes. Os estudos sobre as estratégias de enfrentamento
desenvolvidas por animais de laboratorio, visando a resolugdo de
eventos aversivos, favorecem a andlise das variagdes individuais
presentes em um grupo, caracterizando padrfes comportamentais
reconheciveis. O modelo de condicionamento olfatério aversivo,
padronizado por nosso grupo, ¢ muito utilizado para o estudo das
memérias aversivas, uma vez que o paradigma envolve processos
cognitivos e emocionais. O condicionamento ocorre através da
associacdo entre um estimulo incondicionado e um estimulo olfatério
neutro que, ap6s alguns pareamentos, adquire a capacidade de evocar
respostas defensivas que tipicamente sdo expressas na presenca de
perigo. Como os animais sdo expostos a situacBes aversivas tanto para a
aquisicdo do condicionamento quanto para a expressdo das respostas
defensivas, 0 modelo se apresenta como uma excelente ferramenta para
o0 entendimento das defini¢cdes de estratégias comportamentais adotadas.
Portanto, 0 objetivo do presente estudo foi analisar as estratégias de
enfrentamento desenvolvidas pelos animais em situacBes estressantes
confrontadas no modelo de condicionamento olfatério aversivo. Para
este propdsito, a analise dos comportamentos exibidos pelos animais foi
ampliada, de acordo com as condicBes experimentais do laboratério. Em
seguida, a analise do novo conjunto de estratégias comportamentais foi
realizada em grupos submetidos as condi¢cdes experimentais Pareado e
Néao Pareado durante trés sessdes de teste do protocolo experimental,
bem como em grupos tratados com o benzodiazepinico midazolam,
administrado antes ou imediatamente apds a aquisicdo do
condicionamento, e antes da expressdo das respostas defensivas. Os
resultados demonstraram que o perfil comportamental analisado nas trés
sessdes de teste apresenta diferencgas claras entre as sessdes, ja que 0s
animais foram capazes de desenvolver uma estratégia de enfrentamento
ao ambiente, modificando-a sempre que novos estimulos estressantes
foram confrontados. Também, o aparecimento de comportamentos como



agachar-cheirar, agachar, head-out e stretch-attend se mostrou
caracteristico na expressdo de comportamentos de defesa no modelo
proposto, quando os animais foram expostos ao odor condicionado.
Esses resultados levaram a conclusdo de que o condicionamento
olfatério aversivo € um modelo capaz de avaliar as estratégias
comportamentais de enfrentamento em situacGes estressantes, bem como
caracterizar comportamentos defensivos especificos capazes de
aprimorar a analise ja executada. Os resultados também demonstraram
que a estratégia de enfrentamento comportamental pode ser afetada, de
acordo com a condicdo experimental e/ ou tratamento farmacolégico
utilizado.

Palavras-chave: Condicionamento olfatério aversivo. Definicdo de
estratégia de enfrentamento. Estimulos aversivos. Comportamentos
defensivos.



ABSTRACT

The coping style is defined as the strategy used to reduce the negative
impact of stress on the individual’s welfare. The development of
successful strategies for reducing or eliminating the stressful event
depends on factors such as previous experience, mediating processes,
individual variability and predictability. Thus, behaviors adopted against
stressful events reveal associative learning processes, vulnerability to
the environment, behavioral flexibility and decision making. Studies
focused on coping strategies develop by laboratory animals aimed to
resolve aversive events enables the analysis of individual variations on
the same group and elucidates recognizable behavioral patterns. The
olfactory fear conditioning paradigm, standardized by our group, is
largely used for studying aversive memories, since the paradigm
involves emotional and cognitive processes. Fear conditioning occurs
through the association between an unconditioned stimulus and a neutral
olfactory stimulus that, after a few pairings, acquires the ability to evoke
defensive responses that typically occur in the presence of danger. As
the animals are exposed to aversive situations for the acquisition of the
conditioning and for the expression of defensive responses, the model
can be used as an excellent tool for the understanding of coping styles.
Therefore, the aim of this study was to analyze the coping styles
developed in stressful situations confronted in the olfactory fear
conditioning paradigm. For this purpose, the analysis of the behaviors
exhibited by the animals was enlarged under the experimental
conditions of the laboratory. Then, the new set of behavioral strategies
was analyzed on groups submitted to the paired and unpaired conditions
during three test sessions of the experimental protocol, as well as in
groups treated with the benzodiazepine midazolam, administered before
or after the acquisition of the conditioning, or before the expression of
the defensive responses. The results showed that there were clear
differences of the behavioral profile exhibited by animals in the three
test sessions, since the animals were able to develop a coping strategy to
the environment, modifying it whenever a new stressful stimulus was
confronted. Also, the analysis of new behaviors such as crouching-
sniffing, crouching, head-out and stretch-attend showed that they can be
considered as characteristic expression of defensive behaviors in the
proposed model, when the animals were exposed to the conditioned
odor. These results led to the conclusion that the olfactory fear
conditioning is a model able to evaluate the coping styles in stressful
situations, as well as characterize specific defensive behaviors and



improve the analysis. The results also showed that the coping style may
be affected, according to the experimental condition and/ or the
pharmacological treatment.

Keywords: Olfactory fear conditioning. Coping style. Aversive stimuli.
Defensive behaviors.
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1 INTRODUCAO

As respostas  defensivas, desenvolvidas e adquiridas
evolutivamente pelos animais quando esses sdo confrontados com
situacdes de perigo ou estresse, se originam em disposi¢cdes
comportamentais semelhantes entre os mais diversos animais, apesar de
possuirem caracteristicas particulares de acordo com a espécie
observada. O uso destes, inclusive, se torna uma importante ferramenta
para o estudo embasado em evidéncias experimentais, englobando o
conhecimento sobre estruturas neurais envolvidas e regulagdo de
comportamentos. O estudo das emogdes foi amplamente destacado pelo
trabalho pioneiro de Charles Darwin (1872), “A Expressdo das Emogdes
nos Homens e Animais”, onde ele propde que as posturas e movimentos
utilizados para tais expressdes estdo sujeitas as mesmas leis que
transmitem as caracteristicas ao longo das geragoes.

A partir desses fatos, os trabalhos referentes a analise do
comportamento de defesa nos animais observaram diferentes estratégias
desenvolvidas em resposta a perigos que a espécie estudada encontra em
sua vida selvagem, no seu nicho ecolégico. Estudos etoldgicos,
desenvolvidos pelo casal Robert e Caroline Blanchard, trazem
informacGes que comprovam que determinadas ameacgas S0
responsaveis pela expressio de um conjunto de respostas
comportamentais inatas (BLANCHARD et al., 1986, 1993;
BLANCHARD & BLANCHARD, 1988, 1989, 2003). Mais tarde,
foram demonstradas que essas mesmas respostas defensivas podem ser
exibidas a partir da exposicdo a um estimulo aversivo aprendido, quando
um sinal (que pode ser de qualquer natureza sensorial) inicialmente
neutro adquire propriedades semelhantes, apds ter sido associado com o
mesmo estimulo que possui carater aversivo por si s6 (KIM & JUNG,
2006).

Com esses trabalhos iniciais acerca das emocgfes vivenciadas
pelos animais e homens, e a sua relacdo com o0s comportamentos
especificos adotados, demais estudos destacam conceitos mais
aprimorados, que também sdo necessarios para o entendimento dos
processos envolvidos. A ciéncia que enfatiza a cognicdo e as pesquisas
acerca das emocdes mostra a relagdo entre funcdes psicobioldgicas e
mecanismos neurais, que regulam e controlam componentes capazes de
modificar a natureza das respostas de acordo com as circunstancias
enfrentadas (LEDOUX, 2000). Estudos mais recentes demonstram
também que as experiéncias subjetivas e fatores que controlam a
intensidade ou relevancia do evento confrontado sdo determinantes para
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0 entendimento das emocg0es e estratégias comportamentais adotadas
(FONTAINE et al., 2007).

Nos Ultimos anos, nota-se um crescimento na quantidade de
trabalhos publicados que utilizam modelos animais com o objetivo de
elucidar as bases neurais das emoc0es, especialmente do medo e da
ansiedade. A expressdo inadequada destas emocOes pode levar a
psicopatologias que, atualmente, acometem um grande numero de
pessoas em todo o mundo. Em animais de laboratério, utilizam-se
modelos de aprendizado aversivo e a avaliagdo de comportamentos
defensivos como medidas de “medo” e “ansiedade”. Por este motivo, é
importante que a andlise destes comportamentos seja criteriosa e
cuidadosa, pois diferentes fatores podem influenciar a definicdo de
estratégia comportamental em situacGes de perigo.

Assim, comportamentos adotados frente a diferentes eventos
estressantes ou conflitantes podem revelar como as associacGes
emocionais sdo aprendidas e/ ou modificadas (HARTLEY & PHELPS,
2010). Da mesma forma, a maneira como o individuo em questdo ira
lidar com tal evento envolve diversos fatores relacionados com
variabilidade e padrdo comportamental, além de previsibilidade e da
intensidade do evento (WATSON & HUBBARD, 1996), fatores estes
envolvidos tanto com respostas de defesa inatas quanto com respostas
aprendidas. Com isso, torna-se necessaria a discussao de conceitos que
envolvem definicdo de estratégias de enfrentamento comportamental, ja
gue englobam principalmente a maneira como o individuo ira lidar com
determinadas situagdes, e como essa tomada de decisdo ira interferir na
resolucéo de um determinado evento estressante.

1.1 Estratégia de Enfrentamento Comportamental: O Termo
Coping, Suas Aplicac¢des e Estudos Relacionados.

Sdo muitos os estudos e as teorias que englobam conceitos que
definem o que sdo estratégias comportamentais, quais S0 suas
principais caracteristicas e bases neurobioldgicas. A grande maioria dos
autores envolvidos define o termo, também conhecido como coping (do
inglés, to cope) e/ ou coping style, traduzido neste estudo como
estratégia de enfrentamento, de acordo com seus efeitos relacionados a
fisiologia do estresse.

A estratégia de enfrentamento define uma série de reagdes
comportamentais que surgem frente a estimulos aversivos e séo
caracteristicas para certo grupo de individuos (WECHSLER, 1995).
Esses estimulos apresentados induziriam reagdes fisiologicas
padronizadas ao estresse, como a resposta de luta e/ ou fuga, descrita por
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Cannon (1922), e a ativacao do sistema simpatico adrenomedular e eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (GOLDSTEIN, 2010). Desta forma, as
reacbes comportamentais apareceriam a fim de minimizar tal
desconforto e contornar o evento causado pelas situagdes aversivas.

A partir dessa primeira defini¢do, muitos estudos surgiram com o
objetivo de definir melhor a estratégia de enfrentamento apresentada por
varias espécies de animais, inclusive humanos. Um estudo pioneiro,
proposto por Weiss, em 1968, demonstrou um experimento padréo
desenvolvido em laboratério, onde um grupo de ratos apresentava
respostas comportamentais vinculadas a estratégias de enfrentamento.
Neste estudo, os animais expressavam comportamentos especificos para
evitar os choques elétricos. O grupo de ratos que era capaz de
desenvolver uma estratégia adequada para tal situacdo, apresentava
valores mais atenuados para os parametros relacionados diretamente
com o estresse fisioldgico.

Vérias outras definicdes de estratégia de enfrentamento ja foram
observadas por diversos autores (WECHSLER, 1995), considerando
fatores fisiol6gicos e comportamentais para dominar todo e qualquer
tipo de situacdo, seja ela aversiva ou ndo. Apesar das poucas
divergéncias apresentadas por varias destas defini¢cdes, a grande maioria
concorda com 0 conceito de que a percepcdo animal para esses
estimulos apresentados foi moldada pela evolucéo para reconhecimento
de situacOes aversivas e desconfortaveis. A partir de entdo, o termo
estratégia de enfrentamento passou a ser relacionado ndo apenas com
fatores diretamente ligados ao estresse, mas também & adaptagdo
comportamental.

Quando se trata de estratégia de enfrentamento em humanos, a
proposta classica e mais aceita em psicologia é aquela sugerida por
Lazarus e Folkman, em 1984. Sendo muito semelhante ao que ja havia
sido proposto por outros autores, tal teoria define estratégia de
enfrentamento como uma série de esforcos cognitivos e
comportamentais, que sdo capazes de mudar constantemente. A razao
para o desenvolvimento de tais estratégias seria o controle dos estimulos
externos e/ ou internos especificos, quando estes sdo considerados como
excedentes dos recursos proprios e pessoais. O estudo também mostra
gue a estratégia de enfrentamento pode ser caracterizada de acordo com
o seu foco principal: 1) Focado nos problemas: incluiria a busca de
informac0es e a solugdo propriamente dita dos problemas relacionados;
e 2) Focado nas emocdes: envolveria a regulacdo e a expressdo de
emoc0es relacionadas com a situacdo sem, necessariamente, haver uma
resolugdo mais pratica do problema em si.



30

Ainda segundo esse estudo (LAZARUS & FOLKMAN, 1984),
essa seria uma grande diferenca constatada entre a estratégia de
enfrentamento observada em humanos e outras espécies, ja que muitos
autores sugerem a impossibilidade de coletar dados referentes a
influéncia das estratégias nas emocdes dos animais, sendo que essas sdo
dependentes de experiéncias prévias, impossiveis de serem acessadas
em muitos casos (WESCHLER, 1995; BATESON, 1991). O estudo
ainda aponta que a adaptacdo observada ocorre visando um bem-estar e
funcionamento adequados, mesmo que isso ndo seja definitivo. Tudo
porque a estratégia de enfrentamento pode ser ou ndo bem sucedida, ja
gue o termo salienta o processo completo e ndo apenas o resultado final.
As acdes de enfrentamento dirigidas, que também sdo caracterizadas
como episddios distintos interconectados e sequenciais, podem ser
independentes e diferenciadas de acordo com o evento estressante
envolvido.

A habilidade do organismo em lidar com tais eventos estressores
é definida de acordo com a magnitude do impacto do estimulo em
guestdo. Uma estratégia concluida com sucesso, portanto, seria aquela
gue mantivesse 0 estressor sob controle por mais tempo ou que fosse
capaz, inclusive, de elimina-lo (URSIN & OLFF, 1993). Nesse caso, a
definicdo de estratégia de enfrentamento estaria diretamente ligada a
habilidade do individuo em reduzir o fator estressante, ndo apenas
controlando-o, mas mantendo esse controle por mais tempo. Se as
respostas observadas resultarem em sucesso, 0 individuo tera a
capacidade de armazenar tais informacbes através de processos de
aprendizado e memoria, e manter um padrdo comportamental frente a tal
estimulo (KOOLHAAS et al., 1999).

Da mesma forma, as defini¢bes de estratégias comportamentais
sd0 muito particulares para cada individuo. Além da magnitude do
impacto do estimulo, ja citado, outros fatores sdo importantes para
definir a estratégia de enfrentamento adequada, de acordo com
capacidades proprias. Fatores como o genétipo do individuo,
experiéncias prévias, apoio social, aprendizado e manutencdo de um
padrdo comportamental de estratégias passadas, e anatomia e fisiologia
do organismo irdo interferir na forma particular do individuo em lidar
com o evento estressante (KOOLHAAS et al.,, 1999). Da mesma
maneira, alteragbes tanto genotipicas quanto fenotipicas podem ser
relevantes para o desempenho em testes comportamentais, bem como
variacdes que podem surgir no ambiente e no préprio procedimento
experimental (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; NOSEK et al.,
2008). Portanto, ha uma tendéncia nos estudos relacionados com
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definicbes de estratégia em focar nas caracteristicas comportamentais
bésicas, como respostas iniciais ao estimulo, o que, teoricamente, seriam
comuns a todos os individuos, ao invés de se aprofundar em conceitos
como flexibilidade comportamental e variagdo individual, enfatizando
padrdes tipicos que determinardo a estratégia de enfrentamento
apresentada pelo sujeito do estudo (OVERLI et al., 2007). Essas
diferencas individuais que podem ser moldadas pelo contexto e/ ou pelo
estimulo empregado também sdo conhecidas como “personalidade” ou
“temperamento”  (BELL, 2007), englobando  combinagdes
comportamentais que levardo a estratégias exclusivas. Vale ressaltar que
os devidos termos ndo tem a mesma implicacdo que o conceito
“personalidade” possui para humanos, sendo, tradicionalmente,
entendido de outra forma (DINGEMANSE et al., 2009). Nesse caso,
personalidade estaria mais relacionada com plasticidade individual,
demonstrando variagdes evolutivas e fendbmenos especificos.

Portanto, o entendimento da variagdo individual e da
vulnerabilidade ao estresse apresentada de acordo com situagdes
ambientais distintas, levou a novas descobertas sobre caracterizacOes
fenotipicas e diferenciacdes individuais de adaptacdo neurobioldgica
(KOOLHAAS et al., 2007). Muitos autores, como Sih e colaboradores
(2004), utilizam o termo “sindrome comportamental” para definir tal
fendmeno, evidenciando que cada individuo é capaz de expressar tipos
especificos de comportamentos, dentro de uma mesma populacdo ou
espécie. De forma alternativa, mas muito similar, o termo também
consegue definir um grupo de espécies que apresentam uma mesma
sindrome comportamental, porém cada espécie expressando um
comportamento tipico e diferenciado. Portanto, este termo pode ser
aplicado para qualquer série de comportamentos correlacionados entre
si, e consistentes com o passar do tempo e com as diversas situacfes
apresentadas, ja que expressa um significado mais generalizado e neutro
(KOOLHAAS et al., 2007).

Como a definicdo primordial de estratégia de enfrentamento
indica padrbes de respostas alternativas em reacdo a diferentes
estressores, estudos ja agregam tais evidéncias com os conceitos de
variagdo individual e sua real propor¢do nos comportamentos
observados. Inicialmente, Benus e colaboradores propuseram, em 1991,
que diferencas individuais que surgem em comportamentos como a
agressdo podem avaliar estratégias distintas de enfrentamento. De
acordo com caracteristicas particulares de cada individuo, respostas
mais ou menos agressivas seriam indicativas de formas diferentes de
definir estratégias comportamentais. Dessa maneira, os individuos mais
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agressivos teriam uma tendéncia maior a responderem de forma ativa
frente a situacdes aversivas, sendo que o contrario seria verdadeiro, para
individuos menos agressivos. A partir desse estudo (BENUS et al.,
1991), foi sugerida a existéncia de, pelo menos, dois tipos de estratégias
comportamentais: 1) Aquelas que levariam a um padrdo de respostas
mais ativas; e 2) Outras que seriam caracterizadas por comportamentos
ditos como mais passivos.

Em seguida, foi estabelecido que os animais que adotavam uma
estratégia comportamental caracterizada por comportamentos ativos,
tinham certa facilidade no desenvolvimento de rotinas e manutengdo
destas, apresentando comportamentos de maneira mais intrinseca, com
dificuldades de adaptacdo e reagdes aos novos estimulos oferecidos pelo
ambiente. J& os animais que reagiam passivamente, apresentavam uma
grande facilidade em obter informac6es do espago onde se encontravam,
sendo mais maleaveis a alteracbes ambientais. Por essas novas
definiges, outra nomenclatura muito utilizada (KOOLHAAS et al.,
1999) divide os grupos de animais, classificando-os em: 1) Animais pro-
ativos (predicOes rigidas organizadas, levando a comportamentos pré-
estabelecidos e, consequentemente, mais impulsivos); e 2) Animais
reativos (maior flexibilidade comportamental e uma relacdo direta com
0s estimulos apresentados).

Portanto, segundo essa defini¢do, os animais pré-ativos ou
reativos podem tanto apresentar comportamentos passivos quanto
expressar comportamentos ativos. O fator que influenciaria seria o seu
grau de flexibilidade perante as situa¢des confrontadas, o que controlaria
as funcdes comportamentais (COPPENS et al., 2010).

Em todos os momentos, independente da nomenclatura utilizada,
a estratégia de enfrentamento caracteristica neste estudo revela a
necessidade do animal em reduzir a fonte de estresse, seja através de
comportamentos mais impulsivos e ativos (padrdo de resposta animal
pré-ativo), ou ainda pela reducdo do fator emocional causado pelo
evento estressante, como no caso das estratégias ditas passivas
(caracteristicas para animais com perfil reativo) (BENUS et al., 1991).
A execucdo da acdo bem sucedida e a vantagem que o individuo levara
sobre a situacdo aversiva dependerdo da vulnerabilidade ao ambiente e
da flexibilidade dos comportamentos.

Os testes desenvolvidos em laboratério com roedores ja
determinam  padrbes de flexibilidade desses animais e,
consequentemente, conseguem entender se estes respondem de maneira
mais pro-ativa ou reativa (BENUS et al., 1990). Levando-se em
consideracdo que os animais ditos reativos sdo mais flexiveis a
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mudangas externas, sendo contrarios aos pro-ativos, que tendem a
responder de uma maneira mais rigida, muitos estudos ja utilizam testes
simples para fazer essa triagem inicial nos vérios grupos de animais. E
possivel colocar os sujeitos experimentais em um labirinto e ensina-los a
buscar uma recompensa, como um pellet de ragdo (BENUS et al., 1990).
Apos alguns treinos, os animais saberdo rapidamente localizar onde esta
a comida. Se, ap6s alguns dias de acerto, o alimento for mudado de
lugar, ou o labirinto sofrer alteracbes com pistas adicionais, sera
possivel distinguir comportamentos especificos para cada tipo de
estratégia de enfrentamento. O animal pré-ativo tendera a nao prestar
atencdo as mudancas efetuadas, seguindo o caminho ao qual j& estava
habituado; ja o animal reativo comegard explorando o labirinto
novamente, podendo levar muito mais tempo para completar a tarefa. O
gue comprova, mais uma vez, que animais reativos sdo muito mais
guiados por estimulos externos captados do ambiente, sendo que
aceitam mais tranquilamente as novas informagGes que o cercam sem,
necessariamente, expressar formas de muda-las. Ao contrario dos
animais ditos pro-ativos, que apresentam rotinas bem estabelecidas e
certa rigidez a mudancas (COPPENS et al., 2010).

Estudos mais especificos, utilizando testes comportamentais bem
estabelecidos e padronizados para mensuracdo de pardmetros como
“ansiedade”, relacionam a existéncia de diferentes estratégias
desenvolvidas frente a determinadas situa¢des, permitindo ao animal a
chance de escolher entre padrdes de respostas distintos. O teste
comportamental de “enterrar defensivo condicionado”, descrito por Treit
e colaboradores, em 1981, e revisado por De Boer e Koolhaas, em 2003,
demonstra as respostas exibidas pelos animais, quando expostos e
confrontados a uma sonda eletrificada inserida nas suas caixas-moradia.
Assim que o animal em questdo encosta na sonda, um leve choque é
aplicado, permitindo ao roedor duas opcles claras de estratégia
comportamental que podem ser adotadas: ou ele automaticamente tenta
enterrar o0 objeto desconhecido e ja aversivo, com o intuito de escondé-
lo e, de alguma forma, se ver livre desse evento; ou ele apresenta
comportamentos tipicos de imobilidade ao lado do objeto, também
tentando aliviar o desconforto e as emocGes aversivas causadas pelo
choque. Assim, fica claro definir a primeira alternativa como um tipico
padrdo de comportamentos ativos expressos pelo animal, ao contrario da
segunda opg¢do, quando uma resposta mais passiva, caracterizada pela
imobilidade foi executada (DE BOER & KOOLHAAS, 2003). E
importante salientar que, nas duas alternativas, a opc¢do tomada
alcangara bons resultados, atingindo a mesma meta, ja que em ambas as
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situagdes o0s animais conseguirdo adotar posturas defensivas de sucesso.
Da mesma forma, é interessante ressaltar novamente que o teste em
questdo é conhecido e geralmente considerado como um teste de
ansiedade. Porém, este também pode ser analisado segundo esta
interpretacdo, sugerindo este teste como uma forma de também
mensurar caracteristicas individuais de comportamento (DE BOER &
KOOLHAAS, 2003).

Sob a mesma visdo, outros testes comportamentais também
podem ser reinterpretados. O teste de nado for¢ado, desenvolvido por
Porsolt e colaboradores, em 1977, é um dos modelos mais utilizados
para avaliagdo de drogas com atividade antidepressiva, sendo também
conhecido como modelo de desespero comportamental. Neste estudo,
Porsolt e colaboradores demonstraram que, quando um animal (rato ou
camundongo) €é submetido a um estresse inescapavel, como sua
colocacdo em um cilindro contendo &gua, o mesmo desempenhara
movimentos de fuga dessa situacdo supostamente desagradavel, como
nado e escalada, e, em poucos minutos, adotara postura imovel,
caracterizada pela auséncia total de movimentos ou apresentard apenas
movimentos muito leves suficientes para deixar a cabeca emersa. O
tratamento com antidepressivos, portanto, é capaz de reduzir o tempo de
imobilidade apresentados pelos animais submetidos a esse teste. Em
2005, o mesmo teste sofreu uma nova interpretagdo, desenvolvida por
Veenema e colaboradores, onde foi possivel analisar que camundongos
selvagens geneticamente selecionados para apresentarem uma longa
laténcia de ataqgue (BROADHURST & BIGNAMI, 1965; VAN
OORTMERSSEN & BAKKER, 1981; ESCORIHUELA et al., 1999),
gue caracterizaria um perfil comportamental de baixa agressividade para
ndo agressivo, apresentavam, no modelo em questdo, maior expressdo
do comportamento de imobilidade. J& os outros animais, que tinham por
caracteristica um perfil mais agressivo, apresentando um periodo mais
curto de laténcia de ataque, expressaram, de maneira mais pronunciada,
0s comportamentos como nado e escalada (VEENEMA et al., 2005).
Esse resultado sugere, mais uma vez, a utilizacdo do teste em questdo
para averiguagdo de caracteristicas precisas no comportamento desses
animais.

Portanto, considerando-se os testes comportamentais descritos,
nomenclaturas e defini¢bes sugeridas, é possivel considerar a ampla area
gue o termo estratégia de enfrentamento vem conquistando nos Gltimos
anos, frente a diversos estudos relacionados com padrGes de
comportamento.  Juntamente com esses estudos, parametros
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neuroendocrinos e bases neurobioldgicas sdo apresentadas, a fim de
complementar e corroborar tais achados.

Com relacdo a esses estudos complementares neuroenddcrinos e
neurobiolodgicos, é possivel verificar que a grande maioria enfatiza os
horménios do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), bem como o
balanco entre o sistema nervoso autondmico simpatico e parassimpatico.

Em 1993, Hansen e Damgaard abordaram a ideia de que as
ativagdes do sistema nervoso autondmico iriam de acordo com o0s
padrdes comportamentais diferenciados entre si. 1sso coincide com o
fato de que a estratégia de enfrentamento ndo é caracterizada apenas por
suas respostas comportamentais, mas também, por bases fisiol6gicas e
neuroenddcrinas. Neste estudo (HANSEN & DAMGAARD, 1993),
animais que se utilizariam de estratégias ativas, sendo, portanto, mais
agressivos, teriam uma maior ativacdo do sistema nervoso simpaético,
com um aumento evidenciado nos niveis de adrenalina e noradrenalina
(DE BOER et al., 1990; KOOLHAAS et al., 2010). Por outro lado, 0s
animais que reagiriam utilizando comportamentos passivos seriam
aqueles com maior ativacdo do sistema nervoso parassimpatico
(HANSEN & DAMGAARD, 1993). Ainda, o estudo afirma que o
responsavel pela maior ou menor ativacdo de tais sistemas envolvidos é
o alerta emocional apresentado por cada animal. Ja outros estudos
relacionados diretamente com o eixo HPA (KOOLHAAS et al., 2010)
apontam divergéncias nos niveis de corticosterona plasmatica, de acordo
com o teste relacionado e a estratégia de enfrentamento definida
(KORTE et al., 1992; VEENEMA et al., 2003, 2004).

Koolhaas e colaboradores (2010) enfatizaram que as diferentes
maneiras de definir uma estratégia de enfrentamento devem ser
mediadas pelas mesmas bases neurobiologicas. E estas ja seriam
conhecidas, por fazerem parte de um circuito emocional de areas
limbicas cerebrais, que incluiria nicleo accumbens, amigdala,
hipocampo, hipotalamo, entre outras &reas (HARTLEY & PHELPS,
2010). O que definiria qual o estilo de estratégia adotada, podendo ser
estratégia pro-ativa ou reativa, seriam as subpopulacfes de neurdnios de
uma mesma regido; ou entdo, até a mesma subpopulacdo neuronal
poderia definir diferentes estratégias comportamentais, de acordo com
diferentes niveis de neuromodulacdo (KOOLHAAS et al., 2010),
neurotransmissdo e ativacdo de receptores e sistemas especificos
envolvidos (GIORGI et al., 2003; VEENEMA et al., 2005; METNA-
LAURENT et al.,, 2012). Um estudo mais recente ja mostra que o
aprendizado que ocorre apoés a estratégia de enfrentamento desenvolvida
no contexto no qual o estimulo aversivo é apresentado resulta em
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neuroadaptacdes em certas regides cerebrais responsaveis por aspectos
emocionais, motivacionais e cognitivos (NECHVATAL & LYONS,
2013). Tais modificacdes, observadas principalmente através de estudos
de imagem, seriam responsaveis pela resiliéncia individual,
desenvolvimento de habilidades e regulacdo emocional necessaria para a
expressdo comportamental em uma evocacdo futura.

1.2 Aplicando os Conceitos de Estratégia de Enfrentamento em
Novos Modelos Comportamentais.

Conforme ja citado na secdo acima, sdo muitos os estudos acerca
das estrategias utilizadas pelas mais distintas espécies para minimizar ou
controlar todo e qualquer tipo de fator estressante. A nova visdo que
acompanha o conceito de estratégia de enfrentamento permite que
inlmeros testes ja bem estabelecidos e padronizados possam ser
reanalisados e reinterpretados, favorecendo-se das variag¢6es individuais
presentes em toda populacdo e caracterizando outras maneiras de
regulacdo emocional. Como a maioria das definigdes visa a resolucédo de
eventos aversivos, o mesmo fator emocional é imprescindivel para o
bom entendimento das estratégias de enfrentamento adotadas.

Um modelo amplamente utilizado para os estudos sobre medo e
defesa frente a estimulos aversivos baseia-se nos experimentos de
condicionamento classico desenvolvido por Ivan Paviov. Em 1927, o
renomado fisiologista mostrou, em seus estudos com cdes, que um
estimulo considerado emocionalmente neutro (no caso, 0 som de uma
campainha; estimulo sonoro) poderia ser associado com um estimulo
que obtivesse alguma relevancia emocional. No estudo em questdo, o
som era emitido imediatamente anterior a apresentacdo de um alimento,
gue desencadeava o reflexo de saliva¢do no cdo. Inicialmente, o animal
salivava apenas quando o alimento estava na sua boca, mas, apés
diversas associa¢0es, a salivacdo passou a ser observada quando apenas
0 ruido sonoro era emitido, caracterizando uma resposta condicionada.
Quando o mesmo modelo foi utilizado para o estudo de medo, o
estimulo incondicionado (EI) apresenta carater emocional aversivo,
gerando respostas defensivas que ocorrem na presenca de perigo.
Associando-se, da mesma forma, o estimulo inicialmente neutro com
um EI aversivo, o estimulo neutro retém a capacidade de desencadear as
respostas defensivas, podendo fazé-lo mesmo quando o El ndo é
apresentado. Tais respostas sdo ditas como condicionadas e
caracterizadas por pardmetros comportamentais, alteracdes autonémicas
e enddcrinas (LEDOUX, 2000).
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Vaérios estimulos condicionados ja foram utilizados em diversos
estudos relacionados com condicionamento aversivo, sendo alguns
exemplos: som (LEDOUX, 2003; ROOZENDAAL et al.,, 2006),
estimulos tatéis (KILPATRICK & CAHILL, 2003; SEVELINGES et
al., 2004) e luzes (TAZUMI & OKAICHI, 2002; NEWTON et al.,
2004). Além desses, o local onde ocorrem as associagdes, também
chamado de contexto, pode ser utilizado como estimulo neutro
(FANSELOW, 2000; RESSTEL et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007),
gue sera posteriormente condicionado.

De forma semelhante, o El aversivo é aquele capaz de
desencadear respostas inatas de medo. O estimulo mais utilizado € o
choque elétrico nas patas, ja que exibe resposta emocional condicionada
clara e mensuravel (SCHAFE et al., 2005). Além deste, outros estimulos
podem ser utilizados como incondicionados, como a estimula¢do
guimica ou elétrica de estruturas cerebrais (PAVESI et al., 2011,
KINCHESKI et al., 2012; MOCHNY et al., 2013).

Geralmente, sdo necessarias algumas associacdes entre os dois
tipos de estimulos para que aquele que se apresentava inicialmente como
neutro consiga adquirir o carater aversivo e desencadear, por si s,
respostas defensivas (LEE et al., 2001). A partir dessa associagdo tem-
se, portanto, a formacdo da memoria referente ao evento, que sera
mensurada no momento da reexposicéo do estimulo agora condicionado.
Assim, o processo pode ser compreendido pela aquisicdo, que é o
primeiro estagio desse aprendizado e pela expressdo dessa resposta,
guando o estimulo condicionado serd novamente exposto, podendo
evocar 0s comportamentos defensivos esperados (MCGAUGH, 2000;
PEZZE & FELDON, 2004; GARAKANI et al., 2006).

A evocacdo de tais memorias ir4 levar a comportamentos de
defesa caracteristicos que poderdo ser quantificados adequadamente
através de medidas da magnitude da resposta. Os estudos mais classicos
caracterizam a resposta de sobressalto e o comportamento de
imobilidade condicionada como importantes medidas de resposta
defensiva (FANSELOW & HELMSTETTER, 1988; DAVIS, 1990;
RICHMOND et al., 1998). Além desses, outros pardmetros menos
convencionais podem ser utilizados para avaliagdo do condicionamento,
0 que inclui medidas de aproximacdo ou esquiva do estimulo aversivo,
bem como comportamentos do repertério dos animais em estudo
(KILPATRICK & CAHILL, 2003).

Frente a todas essas evidéncias, é possivel constatar que o modelo
de condicionamento aversivo se mostra apto para ser analisado através
de uma visdo definida pelo conceito de estratégia de enfrentamento, ja
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gue os animais deverdo ser confrontados com eventos estressantes ja na
associagdo entre os estimulos, bem como na reexposi¢do ao estimulo
condicionado.

1.3 O Modelo de Condicionamento Olfatdrio Aversivo.

Um modelo estabelecido passivel de ser utilizado nessa nova
analise que envolve definicbes de estratégias defensivas € 0 modelo de
condicionamento olfatorio aversivo. Este utiliza estimulos neutros
olfatorios, ja que este sistema sensorial & um dos mais importantes e
essenciais na vida dos roedores, sendo muito mais complexo e
sofisticado, se comparado ao mesmo sistema em humanos (BRENNAN
& KENDRICK, 1997, 2006; RESTREPO et al., 2004; SILL & SMITH,
2012; WANG et al., 2013). O olfato desses animais & necessario para
atividades como identificagdo de individuos, reproducdo, procura por
alimentos, interacdo social e reconhecimento de perigo (RESTREPO et
al., 2004), enfatizando a importancia em estuda-lo.

O modelo de condicionamento olfatério aversivo (COA) foi
primeiramente padronizado neste laboratdrio por Kroon e Carobrez, em
2009, apds outros estudos ja terem demonstrado tal relevancia na
associacdo entre um estimulo aversivo inato e um estimulo olfatério
essencialmente neutro, 0 que sempre resultou em respostas emocionais
robustas (OTTO et al., 2000; DIELENBERG & MCGREGOR, 2001).
Neste estudo (KROON & CAROBREZ, 2009), o odor de café, utilizado
como estimulo olfatdrio neutro, foi apresentado aos animais e associado
ao choque elétrico nas patas, que foi o responsavel pelo carater
emocional aversivo. Para expressdo e posterior quantificacdo das
respostas emocionais adquiridas, apenas a relevancia aversiva do odor
foi considerada (excluindo-se as influéncias contextuais), enfatizando-se
0 condicionamento olfatério ocorrido através da mensuracdo de
pardmetros relativos.

A partir da padronizacdo e devida validacdo farmacoldgica
apresentada no mesmo estudo (KROON & CAROBREZ, 2009), outros
trabalhos ja foram realizados utilizando-se do mesmo modelo. Cavalli e
colaboradores demonstraram que o uso de drogas ansiogénicas, como o
pentilenotetrazol, também € passivel de ser utilizado como El aversivo,
promovendo, da mesma maneira, o condicionamento olfatorio em ratos
(CAVALLI et al., 2009). Pavesi e colaboradores (2011) relacionaram o
envolvimento de certas estruturais encefalicas, como o ndcleo pré-
mamilar dorsal, através da sua estimulacdo quimica direta, a fim de
mimetizar a exposi¢cdo do animal ao seu predador e desencadear as
respostas comportamentais defensivas esperadas. Dessa forma, tal
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estimulacdo também pode ser utilizada como estimulo incondicionado
no modelo de condicionamento olfatério aversivo (PAVESI et al.,
2011). De maneira semelhante, Kincheski e colaboradores (2012)
estudaram a estimulagdo da coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal (MCPdI) no aprendizado associativo com odor. Neste
trabalho, a estimulacdo quimica da MCPdlI com NMDA promoveu a
expressao de comportamentos defensivos, sendo esta experiéncia capaz
de promover o condicionamento olfatério (KINCHESKI et al., 2012). O
pareamento entre o acetato de amila, um composto sintético com odor
caracteristico de banana, e cinco choques nas patas recruta a ativacdo do
eixo HPA, promovendo o aumento nos niveis de corticosterona ap6s o
condicionamento e apo6s a exposi¢cdo ao odor condicionado (SOUZA,
2011).

Os trabalhos acima foram concluidos de acordo com analises
efetuadas acerca de pardmetros ja estabelecidos, durante a avaliacdo do
comportamento dos animais nos diferentes dias de teste propostos (DO-
MONTE, 2006; KROON, 2007; SOUZA, 2007). Apds a sessdo de
condicionamento, a avaliagdo do medo condicionado foi realizada em
uma caixa de odor construida em acrilico e dividida em dois
compartimentos, conforme mostrado na Figura 1 (KROON, 2007).

Figura 1. Esquema representativo da caixa de odor utilizada nos trabalhos
referentes ao condicionamento olfatorio aversivo (KROON, 2007).

Assim, a resposta defensiva era medida nessa caixa através de
pardmetros, como: tempo que o animal permaneceu proximo a fonte de
odor e/ ou escondido no ambiente fechado, frequéncia de aproximacdes
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a fonte de odor, nimero de vezes que o animal se aproximou da flanela
somado com 0 numero de entradas no compartimento fechado
(frequéncia de cruzamentos) e o tempo que o animal realizou
movimentos corporais anterégrados mantendo a cabeca direcionada para
a flanela, com ou sem as patas dianteiras para fora do compartimento
fechado, definido como comportamento de head-out (DO-MONTE,
2006; KROON, 2007; SOUZA, 2007). Todos os valores eram referentes
aos 10 min de sessdo e relacionados ao comportamento defensivo
exibido frente ao estimulo olfatério condicionado ou ao contexto.

Dessa maneira, fica claro constatar que o modelo de COA, além
de ser proprio para o estudo de aprendizado associativo e
comportamentos defensivos evocados, também relaciona de forma
precisa 0 envolvimento de &reas cerebrais atuantes e presentes na
circuitaria neural, como areas corticais, amigdala e outras estruturas
particulares.

Os sistemas de neuromodulacdo e neurotransmissdo também séo
passiveis de serem estudados no modelo proposto, em conjunto com 0s
trabalhos especificos direcionados para 0 mapeamento dessas estruturas
envolvidas. O sistema GABAérgico, por exemplo, ja foi amplamente
descrito em varios estudos acerca do medo condicionado, ja que
apresenta amplas redes de interneurdnios e projecfes neuronais em
estruturas envolvidas na modulagcdo da ansiedade e medo, como
amigdala, hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal (CHERUBINI
& CONTI, 2001; MILLAN, 2003) . O GABA (4cido gama-
aminobutirico) é o principal aminoécido inibitdrio do sistema nervoso
central, sendo capaz de influenciar outros mediadores cerebrais de acGes
ansiogénicas, quando ativado na tentativa de controlar possiveis
atividades exacerbadas presentes no processo de medo condicionado
(ISHIDA et al., 2002).

O GABA ativa dois tipos principais de receptores, sendo eles: 1)
Receptor GABA, ionotrdpico: glicoproteina transmembrana hetero-
oligomérica composta de cinco subunidades, que se arranjam ao redor
de um canal permeavel a ions cloreto; e 2) Receptor GABAg
metabotropico: formado por um Unico peptideo, possui seu mecanismo
de transducdo de sinais a partir do acoplamento com o sistema de
proteinas G.

O receptor GABA, estd amplamente relacionado com 0s
transtornos de ansiedade, sendo também identificado por sua agéo
anticonvulsivante, além de atividade sobre processos de amnésia
retrograda e sedacdo (OLKKOLA & AHONEN, 2008). Tais acdes sdo
moduladas por sitios alostéricos especificos, localizados entre as
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subunidades alfa e gama do receptor. Os benzodiazepinicos ndo ativam
diretamente o receptor GABA, mas necessitam da presenga do GABA
para expressar os seus efeitos (OLKKOLA & AHONEN, 2008). Tais
efeitos sdo, claramente, dose-dependente, sendo que a inducgdo ao sono
necessita de doses altas, enquanto que a sedacdo e efeito ansiolitico
podem ser conseguidos com doses mais baixas.

Ja em relacdo aos paradigmas que avaliam o medo inato, como a
exposicdo ao odor de predador, os benzodiazepinicos atenuam as
respostas defensivas tipicamente apresentadas, apds administracdo do
benzodiazepinico midazolam, potente agonista do sitio especifico
relacionado (DIELENBERG et al., 1999; DO-MONTE, 2006). Outros
estudos também enfatizam a acdo dos benzodiazepinicos na atenuacdo
de respostas defensivas especificas, como comportamento de
imobilidade de condicionamento de medo ao contexto, além de redugéo
semelhante no sobressalto potencializado pelo medo (FANSELOW &
HELMSTETTER, 1988; SANTOS et al., 2005). Todos esses prejuizos
sdo observados nas respostas condicionadas aversivas, quando 0s
benzodiazepinicos sdo administrados sistemicamente ou diretamente nas
estruturas cerebrais relacionadas a circuitaria do condicionamento.

A participacdo do GABA nos processos de aprendizado
associativo, medo e ansiedade também ja foram descritos em trabalhos
desenvolvidos neste laboratdrio. Kroon e Carobrez demonstraram, em
2009, que a administracdo do benzodiazepinico midazolam foi capaz de
prejudicar a etapa inicial da formagdo da memoria aversiva no
condicionamento olfatério aversivo, ja que aboliu 0s comportamentos
defensivos quando o farmaco foi administrado antes ou imediatamente
apos a sessdo de condicionamento. Porém, a expressao das respostas
defensivas ndo foi afetada, quando o farmaco foi administrado
imediatamente antes do teste para verificacdo da memoéria emocional
(KROON & CAROBREZ, 2009). De forma semelhante, Cavalli e
colaboradores demonstraram que a administragdo do mesmo farmaco é
capaz de prejudicar a expressdo dos comportamentos defensivos ap6s o
condicionamento  olfatério aversivo, quando se utilizou o
pentilenotetrazol como EI (CAVALLI et al., 2009).

Portanto, considerando as teorias referentes a estratégias
comportamentais apresentadas, a utilizacdo do condicionamento
Pavloviano também se apresenta como uma excelente ferramenta para o
entendimento dos mecanismos neurobioldgicos do medo e das
definicbes de estratégias comportamentais adotadas pelos animais,
guando expostos a diferentes estimulos estressantes. Desta forma, no
presente trabalho, o modelo de COA ja padronizado neste laboratério foi
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novamente interpretado, através da inclusdo de novas medidas
comportamentais, propondo uma nova forma de analise, diferente da
habitual. A tentativa de elucidar os conceitos como variacdo individual e
personalidade, passiveis ou ndo de serem reconhecidos no modelo
proposto, tem por objetivo avaliar a influéncia destes pardmetros e
fatores nos resultados encontrados, comparando-os aos resultados
obtidos com os parametros normalmente utilizados. Portanto, o0s
conceitos de estratégia de enfrentamento foram imprescindiveis para a
compreensdao do perfil comportamental adotado pelos animais nos
diferentes dias de teste do protocolo experimental sugerido.

Na etapa inicial do trabalho, que consistiu na analise exploratéria
dos dados, uma nova forma de analise foi definida durante o
condicionamento, com inclusdo da avaliagdo de novos comportamentos
relacionados com defesa e atividade geral. Posteriormente, verificou-se
como o benzodiazepinico midazolam foi capaz de mudar ou adequar o
perfil comportamental defensivo adotado pelos animais submetidos ao
condicionamento de medo evocado a partir de um estimulo olfatério.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O principal objetivo de presente estudo é analisar as estratégias
comportamentais de enfrentamento em situacdes estressantes, Uteis para
a avaliacdo neuropsicofarmacoldgica do comportamento defensivo em
ratos.

2.2 Objetivos Especificos

o Ampliar a analise das estratégias comportamentais exibidas por
ratos Wistar machos, quando submetidos a um protocolo
experimental de condicionamento olfatoério aversivo (COA);

e Testar a nova andlise no conjunto de estratégias comportamentais
desenvolvido por ratos submetidos a situacdo experimental
pareada e ndo pareada, no protocolo do COA;

e Testar e comparar 0 desempenho e as estratégias
comportamentais desenvolvidas pelos ratos, ap6s receberem o
tratamento com um farmaco da classe dos benzodiazepinicos,
administrado antes ou imediatamente ap6s a formagdo da
memodria associativa entre os estimulos incondicionado (choque
nas patas) e condicionado (odor de café).

e Testar e comparar o0 desempenho e as estratégias
comportamentais desenvolvidas pelos ratos, ap6s o tratamento
com um farmaco da classe dos benzodiazepinicos, administrado
antes da exposicao seletiva ao estimulo condicionado no COA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados os dados experimentais gravados em CD-ROM,
obtidos a partir de 96 ratos Wistar machos, com idade entre 3 e 4 meses,
pesando entre 300 e 450 g. Esses dados haviam sido utilizados por
Juliana  Amorim Vieira Kroon, para o desenvolvimento de sua
dissertagdo de mestrado “Efeitos do midazolam, propranolol e
escopolamina em ratos submetidos ao modelo de condicionamento
olfatorio de medo” (KROON, 2007) e, posteriormente, publicado no
periddico Neurobiology of Learning and Memory (KROON &
CAROBREZ, 2009). Desta forma, todos os cuidados na sua manutengdo
e uso foram, & época, seguidos e aprovados pelo Comité de Etica sobre o
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(23080.006118/2004-36/UFSC).

3.2 Grupos Experimentais
Os dados de dois grupos experimentais foram utilizados neste
trabalho:

1. Experimento 1: Grupo Pareado [associacdo entre o El (choque
nas patas), juntamente com o estimulo condicionado (EC -
odor de café), ja que ambos foram apresentados a0 mesmo
tempo] e N&o Pareado (apresentacdo do El no dia 1 do
protocolo experimental, e apresentacdo do EC no dia 2);

2. Experimento 2: Todos os trés grupos analisados foram pareados
(EI+EC) e receberam salina (grupo controle) ou midazolam®,
nos seguintes regimes de infusdo: a) Grupo 1, antes da
aquisicdo da associacdo EI+EC; b) Grupo 2, imediatamente
apos a aquisicdo EI+EC; e ¢) Grupo 3, antes da exposicdo ao
EC.

3.3 Paradigma do Condicionamento Olfatorio Aversivo
3.3.1 Procedimentos gerais

O paradigma experimental utilizado nesse trabalho consiste de
duas etapas bem definidas: a etapa de aquisicdo do condicionamento
olfatério aversivo (dois primeiros dias) e a etapa de expressdo do
condicionamento olfatério aversivo (trés dias subsequentes), ambas

! Dormonid ®, Roche, Brazil; dissolvido em solugéo fisiolégica (NaCl 0,9 %), e
administrado por via intraperitoneal, com um volume de injecao de 1,0 ml/ kg,
nas doses de 0,375 e 0,5 mg/ kg.
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destacadas na figura 2. Todas as sesses foram separadas por 24 h. No
presente trabalho, é dada énfase para o estudo das estratégias
comportamentais desenvolvidas pelos animais frente aos diferentes
estimulos apresentados na segunda etapa do paradigma, ou seja, na
expressao das respostas condicionadas.

Caixa de condicionamento

T+

Dia 1 Dia 2
Familiarizagao Condicionamento (Café + Choque)

Caixa de odor

24h 24h
- u -
Dia 3 Dia 4 Dia 5
Familiarizagao (Odor neutro) Teste EC1 (Odor de café) Teste EC2 (Odor neutro)

Figura 2. Procedimento esquematico do condicionamento olfatério aversivo
(KROON & CAROBREZ, 2009).

Na primeira etapa do procedimento experimental, os animais
foram alocados em uma caixa de condicionamento (50 cm x 26 cm x 35
cm), composta por paredes de aluminio, sendo a face frontal e a tampa
construida com acrilico transparente, e piso gradeado eletrificado
(grades de ago inoxidavel com 1 cm de distancia, entre si). Esta caixa
estava conectada a um gerador de choques (Insight, Ribeirdo Preto, Sdo
Paulo, Brasil) pré-programados, utilizado como EI.

No primeiro dia de protocolo, os animais exploraram livremente
este aparato, durante 4 min, em uma sessdo de familiarizacdo. Vinte e
guatro horas apds, ocorreu a sessdo de condicionamento, quando foram
aplicados cinco pareamentos entre odor de café?, uniformemente
distribuidos no compartimento abaixo do piso gradeado (EC) com
choque elétrico nas patas (0.4 mA, com duracdo de 2 s cada; e intervalo
de 40 s entre cada choque). A caixa de condicionamento estava instalada
em uma sala com som atenuado e iluminagdo controlada de 80 lux.

215 g de quantidade de p6 de café Melitta®, Brasil, tradicional, torrado e
moido.
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Na segunda etapa do procedimento experimental, a fim de reduzir
qualquer influéncia contextual, a expressdo do medo condicionado e as
estratégias comportamentais adotadas frente a esse novo estimulo foram
medidas em uma caixa de odor, presente em uma sala com iluminagéo
reduzida de quatro lux. Essa caixa, confeccionada a partir de acrilico
escuro, exceto as paredes frontais, construidas a partir de acrilico
transparente, possui dois ambientes distintos: um ambiente aberto (40
cm x 26 cm x 40 cm) e um compartimento fechado, inclusive com teto
(20 cm x 26 cm x 40 cm). O livre acesso entre os dois compartimentos,
ocorria por uma abertura (6 cm x 6 cm), situada na parede divisoria
entre 0os compartimentos. Na parede oposta ao ambiente fechado, uma
flanela enrolada foi utilizada como pista visual ou fonte de odor.

Desta forma, no terceiro dia do protocolo experimental, os
animais exploraram de maneira livre a caixa de odor e os pardmetros
comportamentais foram medidos, na auséncia de qualquer estimulo
olfatério, durante 10 min. Nesta sessdo, se procede a avaliacdo de
estratégias e comportamentos adotados pelos animais, em um ambiente
totalmente novo e sem estimulo aversivo presente, exceto a novidade.
No quarto dia, os ratos foram expostos ao EC durante 10 min em uma
sessdo denominada como teste EC1. Nessa sessdo, 0S mesmos
parametros comportamentais foram coletados, e um padrdo
comportamental estabelecido frente ao estimulo olfatério condicionado
(EC1) foi estabelecido. No quinto dia, os ratos retornaram ao mesmo
contexto do dia anterior, porém sem a presen¢a do EC, em uma sessdo
denominada de teste EC2. Nesta sessdo, a postura dos animais frente a
um possivel condicionamento de segunda ordem, estabelecido no dia
anterior como resultado de um pareamento entre o odor de café (EC1) e
0 contexto (EC2) foi observada durante 10 min.

3.3.2 Novos parametros avaliados e método de analise

O foco inicial do presente trabalho foi ampliar a anélise do
repertorio comportamental exibida pelos ratos durante a familiarizacéo,
a exposicdo ao EC (EC1) ou ao contexto (EC2), no teste do COA (dias
03, 04 e 05).

A andlise de todos os videos foi efetuada manual e
sistematicamente com o auxilio de um software especializado (ANY-
Maze™ Video-Tracking System), sendo que a sessdo foi analisada
minuto a minuto, totalizando os 10 min j& padronizados para cada dia.
Desta forma, a caixa de odor foi dividida em trés ambientes de tamanhos
iguais (20 cm x 26 cm x 40 cm), assim denominados: 1) O ambiente
fechado (a partir de agora, chamado de C); 2) O ambiente aberto
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préximo ao odor (agora chamado P), exatamente onde a fonte de odor
foi colocada, na parede oposta ao compartimento fechado; e 3) O espaco
intermediario (a partir de agora, relacionado como 1), que se situa
exatamente no centro da caixa, entre os dois outros espacos (figura 3).

Compartimento Fechado
(9]

Zona Intermediaria
(N

Area Préxima ao Odor
(P)

Figura 3. llustraco esquematica da nova diviséo da caixa de odor.

Assim, foram determinados os periodos de tempo em que 0s
animais permaneceram em cada espago delimitado na caixa (areas C e
P). Além desta varidvel, outros comportamentos apresentados pelos
animais e que se mostraram como caracteristicos para esse ambiente
também foram medidos. S&o eles:

e Levantar (Rearing): Postura assumida pelo animal em qualquer
um dos trés ambientes (C, | ou P), quando este se sustenta
apenas nas duas patas traseiras, com as patas dianteiras sem
tocar 0 chdo. Este comportamento pode ser adotado estando
apoiado em qualquer uma das paredes da caixa, ou ndo
(BLANCHARD et al., 1998).

e Auto-limpeza (Grooming): Comportamento de auto-limpeza,
quando o animal lambe alguma parte de seu corpo. Também
pode apresenta-lo em qualquer um dos trés ambientes distintos
(BLANCHARD et al., 1998).

e Agachar (Crouching): Postura que o animal assume em qualquer
um dos trés compartimentos (C, | ou P), quando fica em posicao
agachada, com o dorso curvado e sem extensdo das patas
dianteiras ou traseiras, sendo considerada praticamente como
uma imobilidade (BLANCHARD & BLANCHARD, 1969;
BLANCHARD et al., 1998).
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e Head-out (HO): Comportamento de avaliagdo de risco
apresentado pelo animal, quando este estd localizado no
compartimento fechado e coloca sua cabega ou uma das patas
dianteiras na zona intermediaria, a fim de buscar informacdes
do ambiente aberto, com movimentos de cabeca e investigacdo
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1989).

e Agachar-cheirar (Crouch-sniffing): Postura investigativa que o
animal assume quando esta no compartimento fechado, ficando
em posicdo agachada com o dorso curvado (crouching),
acompanhado de qualquer movimento de cabeca, a procura de
novas informacdes do ambiente (BLANCHARD et al., 1998).

e Stretch-attend (SA): Comportamento de aproximagéo, quando o
animal assume uma posi¢do com seu corpo alongado e suas
patas traseiras estendidas para tras, orientado para a fonte de
odor (BLANCHARD etal., 1997; HUBBARD et al., 2004).

e Cheirar (Sniffing): Comportamento investigativo do animal,
apresentado préximo a fonte de odor, quando ele cheira tanto a
flanela (com ou sem odor) quanto a area aproximada. Este
comportamento apenas é apresentado na area P.

e Contato (Contact): Comportamento também apresentado apenas
na area P, quando o animal estd cheirando a fonte de odor e
coloca uma ou duas patas dianteiras sob a flanela, podendo
também mordé-Ila.

3.3.3 Etapa | — Analise exploratéria de estratégias comportamentais no
modelo de condicionamento olfatorio aversivo.

Conforme descrito em Grupos Experimentais, no Experimento 1,
dois grupos foram formados: grupos Pareado e N&o Pareado.

Os animais do grupo Pareado foram colocados na caixa de
condicionamento e a exploraram livremente no primeiro dia, durante a
sessdo de familiarizacdo. No dia seguinte, retornaram a mesma caixa, e
transcorridos 40 s, receberam cinco choques nas patas, na presenga do
odor de café, em intervalos de 40 s. Os animais do grupo Ndo Pareado
foram colocados na caixa de condicionamento no primeiro dia de
protocolo experimental e, logo ap6s os 40 s iniciais, receberam os
mesmos cinco choques descritos para 0s animais do grupo Pareado, mas
sem a presenca do odor. No dia seguinte, os animais retornaram a
mesma caixa, quando o odor de café estava presente, porém, nenhum
choque foi aplicado. Nos trés dias subsequentes, durante a etapa de
expressdo das respostas condicionadas e determinacdo de estratégias
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comportamentais, ambos 0s grupos passaram pelo mesmo procedimento
ja descrito anteriormente, sessdo de familiarizacdo, teste EC1 e teste
EC2.

3.3.4 Etapa Il — Teste farmacoldgico

ApoOs a triagem inicial dos animais necessarios para a validacdo
do novo método de analise, procederam-se o teste e a comparacdo do
desempenho, e as estratégias comportamentais desenvolvidas pelos
ratos, apds o tratamento com um farmaco da classe dos
benzodiazepinicos, 0 midazolam.

Para tanto, foram verificados os efeitos da manipulacio
farmacoldgica ocasionada pelo benzodiazepinico midazolam nas doses
de 0,375 ou 0,5 mg/ kg, enquanto a solucdo salina (NaCl, 0,9 %) foi
utilizada como grupo controle, nas diferentes etapas:

e Aquisicdo do condicionamento: Administracdo sistémica, 30 min
antes da sessdo de condicionamento (dia 2);

e Consolidacdo: Administracdo sistémica, 30 min apos a sessdo de
condicionamento (dia 2);

e Expressdo das respostas condicionadas: Administracdo sistémica,
30 min antes da sessdo de teste EC1 (dia 4).

3.4 Anédlise Estatistica

A analise dos dados obtidos no presente estudo foi realizada com
0 auxilio do programa estatistico Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, EUA) e a
representacdo dos graficos através do programa Prisma 5.0 (GraphPad
Prism, San Diego, EUA).

Os resultados referentes ao parametro periodo de tempo gasto nos
diferentes ambiente do aparato foram representados como média. Ja os
pardmetros comportamentais obtidos durante os diferentes dias de teste
relativos a frequéncia, duracdo e duracdo média foram representados
como mediana (intervalo interquartil), ja que esses dados foram
analisados por testes ndo paramétricos.

Os dados obtidos para o parametro tempo foram analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) de uma via ou andlise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas, dependendo dos grupos analisados e
da comparacdo esperada. Em todos os casos, o teste post-hoc utilizado
foi o de Newman-Keuls.

Ja os dados referentes aos parametros comportamentais foram
analisados pelo Teste de Mann-Whitney, quando duas amostras
independentes foram comparadas; Teste de Kruskal-Wallis, quando se
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compararam mais de duas amostras independentes; e Teste de Friedman,
guando duas ou mais variaveis dependentes foram analisadas.
Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS

A anélise realizada neste estudo se baseou nos dados obtidos e
utilizados na dissertacdo de Mestrado da aluna Juliana Amorim Vieira
Kroon (KROON, 2007). Neste trabalho, ficou demonstrado que a
associacdo entre o estimulo neutro (odor de café) e o El (choque nas
patas) foi bem-sucedida apds cinco pareamentos. Os parametros
analisados, ja citados anteriormente, consideravam uma divisao da caixa
de odor, quando apenas o compartimento fechado e a area prdxima a
fonte de odor (7 cm de aproximagdo) eram relevantes (DO-MONTE,
2006; KROON, 2007; SOUZA, 2007; KROON & CAROBREZ, 2009).
O teste farmacoldgico realizado com midazolam verificou que a
administracdo do benzodiazepinico foi capaz de reduzir as respostas
defensivas, quando administrado antes ou imediatamente apds o
condicionamento. Porém, o mesmo farmaco ndo foi capaz de exercer
qualquer efeito na expressao da resposta previamente aprendida. Assim,
esses resultados ja descritos e publicados constituiram-se no ponto de
partida para este estudo, cujo objetivo inicial foi o de ampliar o catalogo
de comportamentos exibidos para se definir possiveis estruturas de
estratégias de enfrentamento a eventos aversivos que possam ser
analisados em conjunto.

4.1 Etapa | - Analise Exploratoria de Estratégias Comportamentais
no Modelo de Condicionamento Olfat6rio Aversivo.

A) Periodo de tempo de permanéncia nos diferentes

compartimentos da caixa de odor.

Encontra-se, na figura 4, a descricdo temporal dos dados
referentes ao tempo gasto nos compartimentos fechado e préoximo da
fonte de odor, durante a familiarizacdo, sessdo EC1 e EC2. Como é
possivel verificar, os animais dos grupos Pareado e N&o Pareado
apresentam diferencas visiveis no periodo de tempo em que
permanecem nos compartimentos distintos, principalmente durante EC1
e EC2.



54

Pareado - Fechado

&
- Pareado - Préximo

501 -©- N&o-Pareado - Fechado
= Néo-Pareado - Proximo

Duragéo (s)
N w B
? o o

=
o
1

T—T—T
123 456 7 8 910 123 456 78 910 1 23 45 6 7 8 9 10min

FAM EC1 EC2

Figura 4. Avaliagdio do efeito das diferentes condigbes de
condicionamento(grupos Pareado e Nao-Pareado) para o parametro de tempo
gasto nos diferentes ambientes. Proximo: ambiente proximo a fonte de odor;
Fechado: ambiente fechado. Valores expressos em média e analisados minuto a
minuto. N = 9 animais em cada grupo.

Quando o teste ANOVA para medidas repetidas foi aplicado
apenas para o dia de familiarizagdo (primeiros 10 min), uma diferenga
significativa (p<0,05) foi verificada somente para o fator grupo, quando
analisado apenas o ambiente fechado [F(1,16) = 9,87], sendo que as
outras condi¢cBes ndo apresentaram tal diferenca [fator repeticdo:
F(9,144) = 0,62; p = 0,77; fator interacdo: F(9,144) = 1,02; p = 0,42].
Durante a familiarizacdo, nenhuma diferenca significativa para o tempo
de permanéncia préximo a fonte de odor [fator grupo: F(1,16) = 3,29; p
= 0,08; fator repeticdo: F(9,144) = 0,86; p = 0,55; fator interacdo:
F(9,144) = 1,05; p = 0,39] foi detectada. Isso indica que 0s animais do
grupo Pareado ja apresentam uma preferéncia pelo ambiente fechado, se
comparados aos animais do outro grupo, mesmo que nenhum estimulo
olfatorio esteja presente no devido aparato.

Durante a sessdo de teste EC1 (10 min intermediarios destacados
na figura 4), o fator grupo também é o Unico parametro que apresenta
diferencas significativas (p<0,05), tanto para o ambiente fechado
[F(1,16) = 16,90], quanto para a rea préxima ao odor [F(1,16) = 9,37].
Nenhum dos outros fatores analisados mostrou diferencas significativas,
nos dois ambientes: fechado [fator repeti¢do: F(9,144) = 0,73; p = 0,67;
fator interacdo: F(9,144) = 0,71; p = 0,69] e proximo a fonte de odor
[fator repeticdo: F(9,144) = 0,82; p = 0,59; fator interacdo: F(9,144) =
0,40; p = 0,93].
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Durante a sessdo de teste EC2 (Ultimos 10 min apresentados na
figura), o mesmo resultado do teste EC1 foi observado, revelando
diferencas significativas (p<0,05) para os ambientes: fechado [F(1,16) =
15,32] e proximo [F(1,16) = 10,81], apenas no fator grupo. No fator
repeticdo, nenhuma diferenca foi constatada nos dois ambientes
[fechado: F(9,144) = 1,28; p = 0,24; préximo: F(9,144) = 1,21; p =
0,29]. E no fator interagdo, somente uma tendéncia foi encontrada para o
ambiente fechado [F(9,144) = 1,77; p = 0,07], sendo ndo significante
para a area proxima ao odor [F(9,144) = 1,15; p = 0,32].

Por outro lado, quando se efetua a ANOVA considerando-se
tanto os grupos quanto os ambientes distintos nos dois Gltimos dias de
sessdo, ou seja, Ultimos 20 min apresentados no grafico anterior, foi
possivel verificar uma diferenca significativa apenas no fator grupo
[F(1,16) = 19,30; p<0,05]. Ou seja, independente do dia de teste ou do
ambiente analisado, o grupo Pareado se mostra significativamente
distinto ao grupo N&o Pareado. O mesmo ndo acontece para o fator
repeticdo [F(19,304) = 1,01; p = 0,43] ou para o fator interacdo, que
apresenta apenas uma tendéncia [F(19,304) = 1,52; p = 0,07]. Neste
caso, 0 teste post-hoc Newman-Keuls aponta algumas diferencas
significativas (p<0,05) entre os animais dos grupos Pareado e N&o-
Pareado na sessdo de teste EC1 nos seguintes minutos: 3, 7, 8, 9 e 10; e
na sessdo de teste EC2 nos minutos: 3 e 4.

B) Avaliacdo de outros comportamentos caracteristicos
desenvolvidos pelos animais quando expostos na caixa de
odor e apresentados nos diferentes dias de teste.

De maneira geral, todos os pardmetros comportamentais
desenvolvidos pelos animais na caixa de odor foram observados e
aqueles que se mostraram mais prevalentes foram destacados. Um
estudo mais aprofundado sobre esses comportamentos foi realizado e,
apos a constatacdo de que os mesmos ja foram relacionados de acordo
com seu carater exploratdrio e/ ou defensivo em outros estudos, optou-
se por utiliza-los neste trabalho, definindo o catdlogo comportamental
selecionado.

Analisando a tabela 1, é possivel observar as medianas da
duracdo total (s) que cada grupo, Pareado ou N&do Pareado, gastou em
cada comportamento mensurado, nas diferentes areas do aparato (C, | ou
P) e nas diferentes sessfes de testes analisadas (FAM, EC1 ou EC2). J&
na tabela 2, as medianas das frequéncias dos mesmos comportamentos
ja citados foram detalhados.
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Os dados da duracdo e da frequéncia foram utilizados para o
célculo da duracdo média (duracdo média = duracdo/ frequéncia) de
cada comportamento. Esses dados estdo representados na tabela 3.

Assim, todos esses dados foram analisados por testes ndo
paramétricos, ja que os grupos ndo apresentaram distribuicdo normal.
Primeiramente, as comparac@es entre os grupos Pareado e N&o Pareado
foram realizadas, a partir da andlise de cada comportamento e cada
sessdo separadamente, atraveés do teste de Mann-Whitney. Logo em
seguida, efetuou-se a comparagdo entre os trés dias distintos de sessao,
para cada comportamento apresentado em ambos 0s grupos, através do
teste de Friedman. Os resultados dessa andlise encontram-se
representados nas tabelas 1, 2 e 3.

Com base nos resultados obtidos para o pardmetro duracdo
média, é possivel constatar que a maioria dos comportamentos
apresentaram diferengas significativas quando comparou-se a sessdo de
FAM com os dias de teste EC1 e/ ou EC2. Para o grupo Pareado, 0s
efeitos significativos (p<0,05) foram revelados para os comportamentos:
Groom P; Crouch | e Crouch P; C-Sniff C; e SA I. Ja para o grupo N&o
Pareado, 0os comportamentos que apresentaram diferencas significativas
foram: Groom | e P; Crouch C, | e P; Sniff P.

Por outro lado, o fator grupo se mostrou relevante em alguns
comportamentos, a partir da constatagdo de diferencas significativas
(p<0,05) expressas quando os dois grupos foram comparados. Os
comportamentos foram: Rear | e P (teste EC1); Crouch | (teste EC1 e/
ou EC2); C-Sniff C (teste EC2); SA | (teste EC1 e/ ou EC2); Cont P
(teste EC1).

Outra interpretacdo dos dados mensurados para 0S grupos
Pareado e Ndo Pareado pode ser observada no quadro 1. Os valores de
porcentagem da duracdo média (duracdo/ frequéncia) de todos os
comportamentos (totalizando 100%) foram descritos em uma escala
sequencial, considerando a sua ordem de prevaléncia nas diferentes
sessdes observadas (quadro 1). O comportamento nimero 1 foi
considerado como o mais prevalente, enquanto que o0 comportamento
nimero 13 representou 0 menos prevalente, para cada sessdo e grupo
analisado. Assim, um padréo de atuacdo de certos comportamentos pode
ser observado.
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Tabela 1. Duracdo Total (s) dos pardmetros comportamentais obtidos durante trés
sessOes subsequentes de 10 min de exposicdo dos animais & caixa de odor
[Familiarizagdo (FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2)]. Valores expressos
pela mediana (intervalo interquartil: Q1-Q3). *p<0,05, diferenca significativa entre o
comportamento durante a FAM e as sessdes de teste EC1 e/ ou EC2; # p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos Pareado (Par) e N&o Pareado (N-Par). N =9
animais em cada grupo.

FAM EC1 EC2
Rear C Par. 54,8 (30,1-59,5) * 22 (15,9-49,4) 26,0 (24,8-33,7)
ear
N-Par. 18 (16,8-21,1) * # 28,6 (25,3-54,0) 35,7 (19,0-40,2)
Rear | Par. 27,5(17,7-34,4) * 10,2 (0,4-12,2) 8,5 (7,0-15,0)
ear
N-Par. 32,8 (26,4-48,9) 28,9 (10,5-41,0) # 23,2 (17,3-41,8)
Rear P Par. 25,7 (17,8-37,4) * 8,7 (0,1-15,0) 15,9 (12,4-18,2)
ear
N-Par. 32,3 (27,2-53,9) 25,7 (15,5-52,3) # 25,7 (10,7-41,2)
Par. 19,9 (1,2-25,6) 40,3 (23,0-80,8) 56,3 (23,4-104,9)
Groom C
N-Par. 1,6 (0-4,4)* 25,7 (12,4-50,5) 95,9 (38,0-129,8)
Par. 0 (0-11,4) 0(0-0,2) 0 (0-0,2)
Groom |
N-Par. 6,5 (0-18,4) * 0,4 (0-3,2) 0(0-1,1)
Par. 3,0 (0-11,3) 0 (0-0) 0 (0-0)
Groom P
N-Par. 29(1,7-271,7) * 0 (0-0) 1,1(0-2,2)
Par. 6,3 (0-33,6) 4,6 (0-46,8) 8,4 (1,8-21,4)
Crouch C
N-Par. 0(0-1,6) 2,2 (0-2,9) 2,7(0,3-8,1)
Par. 7,3(0,5-8,8) * 0 (0-0) 0 (0-0)
Crouch |
N-Par. 1,0 (0-4,3) * 0,8 (0-3,0) # 4,6 (1,6-10,6) #
Par. 6,7 (0-16,7) * 0 (0-0) 0 (0-0)
Crouch P
N-Par. 6,3 (2,6-27,3) * 0(0-1,2) 0 (0-8,0)
Par. 0(0-0) * 26,6 (2,2-38,8) 16,6 (8,4-31,1)
C-Sniff C
N-Par. 0 (0-0) 0 (0-10,4) # 0,6 (0-2,9) #
SA | Par. 0 (0-0) * 2,8(0,8-11,1) 3,8 (1,2-7,8)
N-Par. 0 (0-0) 0(0-1,0) # 0,6 (0-2,3) #
Snift P Par. 36,1 (31,9-42,9) * 18,9 (6,5-35,1) 19,6 (11,3-21,0)
ni
N-Par. 53,4 (48,4-78,3) *# 43,3(35,1-47,5)# 37,4(22,1-40) #
Par. 4,7 (0,7-9,6) 0 (0-6,4) 1,7 (1,2-4,2)
ContP

N-Par. 6,7 (1,2-189) * 11,0 (9,7-30,5) # 6,0 (4,7-7,8)
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Tabela 2. Frequéncia dos pardmetros comportamentais obtidos durante trés sessfes
subsequentes de 10 min de exposicdo dos animais a caixa de odor [Familiarizacdo
(FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2)]. Valores expressos pela mediana
(intervalo interquartil:  Q1-Q3). *p<0,05, diferenga significativa entre o
comportamento durante a FAM e as sessOes de teste EC1 e/ ou EC2; # p<0,05,
diferenca significativa entre os grupos Pareado (Par) e N&o Pareado (N-Par). N =9
animais em cada grupo.

FAM EC1 EC2

Rear C Par. 20 (13 - 23) 9 (7-25) 11 (9 - 13)
N-Par. 11(8—13) * # 13 (12— 16) 14 (11 - 16)

Rear | Par. 11 (10— 12) * 6(0-7) 5(3-6)
N-Par. 15 (13- 17) * # 10 (6—15) # 7(5-11)

Rear P Par. 11(8-14)* 6(1-9) 7(06-9)
N-Par. 16 (14 — 18) 9(6-17) 7(5-13)

Groom C Par. 3(1-4) 6(@4-7) 5(4-6)
N-Par. 2(0-3)* 3(1-6) 12(7-14)#

Groom | Par. 0(0-2) 0(00-0) 0(0-0)
N-Par. 2(0-3)* 1(0-2) 0(0-2)

Groom P Par. 1(0-3)* 0(0-0) 0(0-0)
N-Par. 2(1-6)* 0(0-0) 1(0-1)

Crouch C Par. 2(0-4) 4(0-6) 2(1-4)
N-Par. 0(00-1) 1(0-2) 1(1-2)

Crouch | Par. 1(1-4)* 0(0-0) 0(0-0)
N-Par. 1(0-2) 1(0-2)# 2(1-4)#

Crouch P Par. 10-3)* 0(0-0) 0(0-0)
N-Par. 2(1-7)* 0(0-3) 0(0-1)

C-SniffC Par. 0(0-0)* 9(1-13) 6 (2— 10)
N-Par. 0(0-0) 0(0-3)# 1(0-2)#

SAl Par. 0(00-0)* 2(1-3) 2(1-2)
N-Par. 0(0-0) 00-1)# 1(0-1)#

Sniff P Par. 16 (14— 20) 11 (3-13) 11(9-12)
N-Par. 25 (24— 30) * # 21 (18- 24) # 15 (12— 19) #

ContP Par. 1(1-3) 0(0-3) 1(1-2)

N-Par. 2(1-3) 5(3-8)# 2(1-4)
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Tabela 3. Duragdo Média dos parametros comportamentais obtidos durante trés
sessOes subsequentes de 10 min de exposicdo dos animais & caixa de odor
[Familiarizagdo (FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2)]. Valores referentes a
duragdo média (duracéo/ frequéncia), expressos pela mediana (intervalo interquartil:
Q1-Q3). *p<0,05, diferenca significativa entre o comportamento durante a FAM e as
sessOes de teste EC1 e/ ou EC2; # p<0,05, diferenga significativa entre os grupos

Pareado (Par) e Nao Pareado (N-Par). N = 9 animais em cada grupo.

FAM EC1 EC2
Par. 2,8(2,3-29) 1,9(1,9-3,0) 24(24-28)
Rear C
N-Par. 2,1(16-27) 2,3(2,1-33) 2,4(18-27)
Rear | Par. 2,3(1,7-3,0) 1,6 (0,6 -1,9) 22(1,9-27)
ear
N-Par. 25(2,0-32) 27022-29)# 3,1(2,8-34)
Par. 25(2,1-29) 1,4(0,1-1)9) 20(18-22)
Rear P
N-Par. 2,3(1,9-3,0) 30(26-32)# 25(1,7-31)
Par. 4,9 (1,2-6,8) 6,8 (4,6 —11,5) 9,9(3,9-149)
Groom C
N-Par. 0,8(0-1,4) 8,4 (6,5-10,2) 11,5 (6,9 - 13,7)
Par. 0(0-5,8) 0(0-0) 0(-0)
Groom |
N-Par. 26(0-50)* 04(0-21) 0(0-0,5)
Par. 1,3(0-19)* 0(0-0) 0(0-0)
Groom P
N-Par. 1,4(08-74)* 0(0-0) 1,1(0-1,6)
Par. 2,4(0-8,4) 2,0(0-4,0) 35(1,6-59)
Crouch C
N-Par. 0(0-08)* 1,00-14) 2,7(0,3-2,7)
Par. 20(05-44)* 0(0-0) 0(0-0)
Crouch |
N-Par. 060-21)* 08(0-15)# 1,7(15-34)#
Par. 35(0-38)* 0(0-0) 0(0-0)
Crouch P
N-Par. 30(23-35* 0(0-1,0 0(0-2,3)
Par. 0(0-0)* 22(1,8-3,1 3,0(1,9-4,2
C-Sniff C ( ) ( ) ( )
N-Par. 0(0-0,1) 0(0-3,4) 030-13)#
SA | Par. 0(0-0)* 1,4(0,7-3,2) 2,0(0,8-3,8)
N-Par. 0(0-0,1) 0(0-09# 0,6 (0-2,0)#
Par. 2,1(1,7-2,6) 1,8(1,6 -2,6) 1,6(13-1,7)
Sniff P
N-Par. 22(21-24)* 1,8(1,8-2,2) 19(1,8-21)
Par. 3,1(0,7-4,7) 0(0-21) 1,7(0,6 - 2,5)
ContP
N-Par. 3,1(1,0-6,0) 38(27-41)# 3,8(2,3-4,6)
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Quadro 1. Ordem de prevaléncia (Prev.) dos pardmetros comportamentais obtidos
durante trés sessdes subsequentes de 10 min de exposi¢do dos animais a caixa de
odor [Familiarizacdo (FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2)]. Ordem
sequencial do comportamento mais prevalente (nimero 1) ao comportamento menos
prevalente (nimero 13), expressos pelos animais dos grupos Pareado (Par) e Néo
Pareado (N-Par). N = 9 animais em cada grupo.

FAM EC1 EC2

Prev. Par. N-Par. Par. N-Par. Par. N-Par.
1 Crouch C Groom P Groom C Groom C Groom C Groom C
2 Groom | Groom C Crouch C Cont P Crouch C Cont P
3 Groom C Cont P C-Sniff C Rear | C-Sniff C Rear |
4 Groom P Groom | Rear C Rear P SA | Rear P
5 Crouch | Rear | SA Rear C Rear | Crouch C
6 Cont P Crouch P Sniff P Groom | Rear C Rear C
7 Rear C Rear P Rear P Sniff P Rear P Crouch |
8 Crouch P Sniff P Rear | C-Sniff C Sniff P Sniff P
9 Rear P Rear C Cont P Crouch C Cont P Groom P
10 Sniff P Crouch | Groom P Crouch | Groom P Crouch P
11 Rear | Crouch C Crouch P Crouch P Groom | SA I
12 C-Sniff C | C-Sniff C Groom | SA | Crouch P Groom |
13 SA | SA | Crouch | Groom P Crouch | C-Sniff C

Dessa forma, foi possivel observar que o padrdo comportamental
dos grupos analisados foi modificado, de acordo com a sessdo
confrontada. Em resumo, os dois grupos expressaram comportamentos
muito variados na sessdo de familiarizacdo, demonstrando uma falta de
preferéncia por qualquer um dos ambientes. Ja nas sessdes de teste EC1
e/ ou EC2, os animais do grupo Pareado apresentaram uma prevaléncia
maior de comportamentos expressos no ambiente fechado, o que
corrobora com os dados observados para 0 parametro tempo gasto na
caixa de odor.

Apo0s essas constatacdes, as figuras a seguir puderam ser melhor
interpretadas, ja que nelas foram apresentados os mesmos valores de
porcentagem da duracdo média (duracdo/ frequéncia) para cada
comportamento mensurado nas diferentes sessdes, totalizando 100% em
comportamentos executados. Nota-se 0 aparecimento de determinados
pardmetros em momentos diferentes, sendo que isso varia de acordo
com as condi¢Oes experimentais dos grupos Pareado e N&o Pareado
(figura 5). As cores do gréafico variam de acordo com o ambiente no qual
0s comportamentos foram mensurados, sendo que os parametros C-Sniff
C e SA | estdo destacados em todas as figuras.
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Grupo Pareado ~ Grupo Nao Pareado
FAMILIARIZACAO

GroomP; 3,9

Rear P; 6.8 Crouchl; 3
CrouchT; 8.1

GroomI; 13,1

SAIL 0.1

Crouch C; 1,6
C-Sniff C; 0,1

TESTE EC1

ContP; 4.8
Groom P; 1,3 CrouchP: 2.1

CrouchP; 12

CrouchI; 35

Crouch1;0,4 _4
GroomI; 0.4

Crouch C; 3,8
TESTE EC2

Sniff P; 5,1
Crouch P; 05

Rear C; 7.1

CrouchP; 4.1
GroomP; 4,1 Sniff P; 5,7

CrouchI; 0,1 .
GroomI; 2,2 fRearI; 7.6

CrouchI; 5,7

C-Sniff C; 2,1

Figura 5. Porcentagem da duragdo média dos parametros comportamentais
avaliados para as diferentes condi¢cGes de condicionamento durante a FAM,
Teste EC1 e Teste EC2. Graficos referentes ao grupo Pareado estdo exibidos do
lado esquerdo da figura, enquanto que os graficos relativos ao grupo Néo
Pareado estdo agrupados do lado direito da figura. Valores expressos em
porcentagem. N = 9 animais em cada grupo.Jll Comportamentos de ocorréncia
no espagco fechado; [_[Comportamentos na zona intermediaria;

B Comportamentos na area proxima ao odor.
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Assim, foi possivel constatar que 0os comportamentos destacados
no grafico (C-Sniff C e SA 1) foram aqueles que apresentaram diferencas
estatisticas, quando se efetuou a analise de Mann-Whitney, comparando
os dois grupos analisados, Pareado e Nao Pareado (tabela 3). Também,
observou-se que 0s comportamentos expressos pelos animais do grupo
Pareado na zona intermediaria e na area proxima a fonte de odor tem
uma diminuigdo na sua porcentagem. Dessa forma, foi possivel verificar
que o grupo Pareado apresentou uma maior quantidade de
comportamentos varidveis entre as sessdes de FAM e de testes EC1 e/
ou EC2 (figura 5 — lado esquerdo).

Da mesma forma, nenhum parametro comportamental apresentou
diferencas significativas para o grupo N&o Pareado (figura 5 — lado
direito), o que refletiu ainda mais os efeitos distintos das duas condi¢bes
experimentais impostas.

C) Diferenciacdo e agrupamento de parametros
comportamentais sugeridos como defensivos e/ ou néo
defensivos, caracteristicos para determinadas etapas do
procedimento experimental.

A partir da analise anterior, 0s comportamentos avaliados foram
caracterizados de acordo com 0 momento em que S8 mais ou menos
prevalentes e 0 agrupamento dos mesmos e a analise minuto a minuto
foram feitos, de acordo com sua possivel relacdo com estratégias de
enfrentamento em situacdes adversas.

Desta forma, os comportamentos Crouch C, C-Sniff C, HO, SA I,
Cont P, Sniff P, Rear C e Groom C foram extraidos para uma analise
temporal mais pormenorizada. Analisando as figuras 6 e 7 a seguir,
algumas diferencas na duragdo de certos comportamentos foram
observadas, de acordo com a condi¢do experimental estabelecida,
pareada e ndo pareada.

Em ambas as figuras, o gréafico relativo ao tempo gasto em cada
um dos compartimentos do aparato foi primeiramente apresentado, e 0s
valores dos parametros comportamentais mais relevantes foram
colocados em seguida, para comparagao e acompanhamento do que esta
ocorrendo durante as sessdes.
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Figura 6. Evolugao temporal da duragdo (s) dos parametros comportamentais no
Grupo Pareado durante a Familiarizacdo (FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2
(EC2). Os valores estdo representados pela média. N = 9 animais.
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Figura 7. Evolugdo temporal da duracdo (s) dos pardmetros comportamentais
no Grupo Néo Pareado durante a Familiarizacdo (FAM), Teste EC1 (EC1) e
Teste EC2 (EC2). Os valores estdo representados pela média. N = 9 animais.
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Com base nos dados analisados, foi possivel verificar que o0s
grupos possuem perfis comportamentais distintos no decorrer das trés
sessOes observadas, de acordo com a condigdo experimental imposta.
Também, a observacdo da evolugdo temporal dos dados permitiu uma
melhor anélise e constatacdo de como as estratégias de enfrentamento
seriam desenvolvidas no decorrer dos 10 min, suportando a ideia de que
um tempo reduzido da sessdo seria suficiente para o total conhecimento
da caixa de odor e posterior desenvolvimento de estratégias bem
sucedidas.

D) Verificacdo do perfil comportamental apresentado pelos
animais, quando as sessdes analisadas foram divididas em
intervalos de cinco minutos cada.

Os mesmos parametros comportamentais ja apresentados foram
analisados em blocos de cinco minutos, quando se esperou verificar uma
similaridade entre os perfis comportamentais no inicio e no término das
sessOes, dependendo das condigdes empregadas nos grupos Pareado
(figura 8) e Nao Pareado (figura 9).

De acordo com o apresentado na figura 8, é possivel verificar que
a maioria dos pardmetros comportamentais apresentados pelos animais
do grupo Pareado foi expressa com a mesma prevaléncia, seja nos cinco
minutos iniciais ou finais de cada sessdo. A figura 9 também
demonstrou uma similaridade muito grande entre os valores de certos
comportamentos pelo grupo N&o Pareado, nos cinco minutos iniciais e
finais das sessdes apresentadas. 1sso sugere que apenas cinco minutos ja
possam ser suficientes para que o animal desenvolva sua estratégia de
enfrentamento sobre estimulos externos.
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GRUPO PAREADO

Minutos l1ab Minutos 6 a 10
FAMILIARIZACAO

Groom P; 4,1

CrouchP; 2,6

CrouchI; 1,5

CrouchT; 11,6
GroomI; 2

SAT 0.1

TESTE EC2

CrouchP; 0,1
GroomP; 4.4
RearP;30

Figura 8. Porcentagem da duracdo média dos parametros comportamentais
avaliados para a condigdo do grupo Pareado durante a FAM, Teste EC1 e Teste
EC2. Graficos referentes aos cinco primeiros minutos estdo exibidos do lado
esquerdo da figura, enquanto os gréaficos relativos aos cinco minutos finais estdo
agrupados do lado direito da figura.Valores expressos em porcentagem. N = 9
animais. [l Comportamentos de ocorréncia no espaco fechado;

] Comportamentos na zona intermediaria; [l Comportamentos na &rea
préxima ao odor.
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GRUPO NAO PAREADO

Minutos l1ab Minutos 6 a 10
FAMILIARIZACAO

Crouchl; 3.5

CrouchI; 2,1 __

GroomI; 13,1 GroomI; 7.1

SAT; 0.1

Crouch C; 1,7
C-Sniff C; 0,1

TESTE EC1

CrouchP; 1,3
CrouchI; 5.7

SAL01
CSuiff G 21 rouche 1.6
TESTE EC2

5 CrouchP; 2 ContP; 7.6

C-SmifC; 4.2 Crouch C; 3.2

Crouch P; 4,2

GroomP; 3, Groom P;

CrouchI; 6,2
GroomI; 0,6 ———

C-Sniff C; 1.6 Crouch C; 2.3

Figura 9. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para a condi¢do do grupo N&o Pareado durante a FAM, Teste EC1 e
Teste EC2. Gréficos referentes aos cinco primeiros minutos estdo exibidos do
lado esquerdo da figura, enquanto os graficos relativos aos cinco minutos finais
estdo agrupados do lado direito da figura. Valores expressos em porcentagem.

N = 9 animais. [l Comportamentos de ocorréncia no espago fechado;

] Comportamentos na zona intermediaria; Bl Comportamentos na é&rea
préxima ao odor.
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Assim, os resultados da etapa | demonstraram uma distingdo
entre os perfis comportamentais evocados pelos animais, de acordo com
a condicdo experimental imposta e os diferentes dias de teste. Da mesma
forma, os grupos apresentaram prevaléncias diferentes em determinados
pardmetros comportamentais, 0 que sugeriu uma definicdo de estratégias
que podem ser modificadas de acordo com a apresentacdo de estimulos
estressores, dependendo da sua relevancia emocional. Também, foi
possivel constatar uma similaridade dos perfis comportamentais
observados para 0s cinco minutos iniciais e cinco minutos finais da
sessdo, 0 que sugeriu que a primeira metade do tempo habitual da sessdo
ja seria suficiente para a defini¢do das estratégias desenvolvidas.

4.2 Etapa Il — Teste Farmacolégico

Nesta etapa, os ratos foram injetados com salina ou midazolam
em trés momentos previamente definidos: 1) 30 min antes do
condicionamento (EI+EC); 2) Imediatamente apds o condicionamento; e
3) 30 min antes da sessdo de teste EC1.

4.2.1 Andlise do padrao comportamental dos grupos controle (salina).

Procedeu-se, inicialmente, uma comparacgao geral entre 0s grupos
controle, tratados com salina, comparados com o grupo Pareado, sem
tratamento, para verificar possivel efeito da injecdo na expressdo do
comportamento. Para isso, todos os graficos foram relacionados na
figura 10, apresentando os comportamentos mensurados na sessdo de
teste EC1, j& que na mesma é apresentado o padrdo comportamental
defensivo e possivel defini¢do de estratégia de enfrentamento esperados.

De acordo com esses resultados, verificou-se que 0s grupos
analisados apresentaram perfis comportamentais semelhantes, de acordo
com a observacdo dos comportamentos expressos. O aparecimento dos
pardmetros destacados C-Sniff C e SA | também foi significante em
todos os graficos e poucos comportamentos variaram em porcentagem
dependendo da condicdo experimental ou da experiéncia prévia. Dessa
forma, acreditou-se que os grupos salina poderiam ser utilizados como
controle, para posterior comparagdo com 0s grupos tratados com o
benzodiazepinico midazolam.



GRUPO PAREADO

ContP; 48

CrouchP; 1,2

CrouchT; 0.4 _J
GIoUmI,OAJ’ Rear ] 24

GRUPO SALINA (APOS O
CONDICIONAMENTO)

CrouchP: 0,1 _SniffP; 2.4

CrouchI; 19,4
Groom1; 0,1
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GRUPO SALINA (ANTES DO
CONDICIONAMENTO)

CrouchP; 0,9 SpiffP; 4,6

CrouchI; 5 __

SAT;28

GRUPO SALINA (ANTES DO
TESTE)

ContP; 4,4
Crouch P; 0.3

Groom P; 1 4

CrouchI;33
GroomI; 0,

Figura 10. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para as diferentes condicOes de tratamento durante o Teste EC1 para o
grupo Pareado e grupos controle (salina), em diferentes momentos de
administracdo. Valores expressos em porcentagem. N = 7-10 animais.

[ Comportamentos de ocorréncia no espago fechado; [ ] Comportamentos na
zona intermediaria; [l Comportamentos na area proxima ao odor.
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4.2.2. Verificagdo do perfil comportamental apresentado pelos ratos
administrados com midazolam antes da sessdo de condicionamento.

A) Periodo de tempo de permanéncia nos diferentes

compartimentos da caixa de odor.

Nesta etapa de resultados, os grupos de animais tratados com
midazolam ou salina, administrados antes da sessdo de
condicionamento, foram analisados. Inicialmente, o pardmetro tempo
gasto pelos animais no ambiente fechado e/ ou area préxima ao odor foi
averiguado, sendo que a sua evolucdo temporal pode ser analisada na
figura 11.
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Figura 11. Evolucdo temporal do tempo (s) gasto pelos ratos nos ambientes
fechado (A) ou area proxima do odor (B) submetidos a diferentes condicGes de
tratamento de Mdz 0.3 (midazolam 0,375 mg/kg/ml), Mdz 0.5 (midazolam 0,5
mg/kg/ml) e salina administrados antes do condicionamento. Familiariza¢do
(FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2). Valores expressos pela média e
analisados minuto a minuto. N = 7-8 animais.

A ANOVA para o pardmetro tempo de permanéncia no espacgo
fechado (figura 11 — painel A) ndo detectou efeito significante (p<0,05)



71

para nenhuma das sessdes avaliadas, sendo elas: familiarizagdo [fator
grupo: F(2,17) = 1,95; p = 0,17; fator repeticdo: F(9,153) = 0,92; p =
0,50; fator interacdo: F(18,153) = 0,70; p = 0,80], sesséo de teste EC1
[fator grupo: F(2,17) = 1,93; p = 0,17; fator repetigdo: F(9,153) = 0,92; p
= 0,50; fator interacdo: F(18,153) = 1,03; p = 0,42] e sessdo de teste
EC2 [fator grupo: F(2,17) = 2,33; p = 0,12; fator repeticdo: F(9,153) =
1,67; p = 0,10; fator interacdo: F(18,153) = 0,82; p = 0,67].

Para o parametro tempo de permanéncia na area proxima a fonte
de odor (figura 11 — painel B), foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05) para a sessdo de teste EC2, nos fatores: grupo
[F(2,17) = 7,60] e repeti¢do [F(9,153) = 2,00]; para o fator interacéo,
nenhuma diferenca significativa foi encontrada [F(18,153) = 1,43; p =
0,12]. O teste post-hoc Newman-Keuls indicou que o grupo Mdz 0.3
apresentou um aumento no periodo de permanéncia na area,
principalmente no minuto 8. Nas demais sessfes, nenhum efeito
significativo pode ser constatado: sessdo de familiarizacdo [fator grupo:
F(2,17) = 1,93; p = 0,17; fator repeti¢do: F(9,153) = 0,81; p = 0,60; fator
interacdo: F(18,153) = 0,50; p = 0,95] e sessdo de teste EC1 [fator
grupo: F(2,17) = 3,17; p = 0,06; fator repeticdo: F(9,153) = 0,82; p =
0,59; fator interacdo: F(18,153) = 1,15; p = 0,30].

B) Verificagdo do perfil comportamental apresentado pelos

animais.

A verificagdo dos comportamentos expressos pelos animais
também foi efetuada nesse caso, de acordo com as diferentes condi¢des
experimentais propostas e os diferentes dias de sessdo. O teste de
Kruskal-Wallis foi executado para analise estatistica de todos os
parametros ja citados, e apenas 0 comportamento Groom | apresentou
diferenca significativa (p<0,05) na sessdo de teste EC2, quando
comparados os grupos salina, Mdz 0.3 e Mdz 0.5 [H (2, N = 20) = 6,89].

O grupo controle (salina), representado na figura 12, apresentou
um padrdo comportamental semelhante aquele apresentado pelo grupo
Pareado do Experimento 1, considerando-se as diferentes sessGes de
teste analisadas. Em resumo, o0s valores dos pardmetros
comportamentais observados variaram ap6s o condicionamento,
enfatizando uma modificacdo na estratégia definida, de acordo com o
evento estressante enfrentado.

Os grupos Mdz 0.3 (figura 13 — lado esquerdo) e Mdz 0.5 (figura
13 — lado direito) revelaram diferencgas significantes em determinados
comportamentos, quando estes foram comparados com 0S mesmos
apresentados pelos animais do grupo salina (controle).
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Grupo Salina
FAMILIARIZACAO

GroomI; 11,7

C-Sniff C: 1.6 Crouch C; 0,7

TESTE EC1 TESTE EC2

Crouch P; 0.9 SRiffP- 4.6

Sniff P:4.6_ ContP: 1.6

Crouch P; 0.6

GroomP; 1

CrouchI; 2,5
Groom1I; 0,1

Crouchl;s__

——
—
RearI; 89

SAL 28

Crouch C; 6,6

Figura 12. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para a condig¢do experimental do grupo salina administrada antes do
condicionamento, durante a FAM, Teste EC1 e Teste EC2. Valores expressos
em porcentagem. N = 7-8 animais.[ll] Comportamentos de ocorréncia no espago
fechado; [] Comportamentos na zona intermediéria; [l Comportamentos na
area préxima ao odor.
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Grupo Mdz 0.3 Grupo Mdz 0.5
FAMILIARIZACAO

CrouchT;
CrouchI; 16,1

C-Smiff C; 0,1 C snifrc 0.0 TG

TESTE EC1
CrouchI; 3.4

I
Groom ;4 -~

CrouchI; ;’.,11
GroomI;48

SAT: 24
C-Sniff C; 48

TESTE EC2

Crouch C; 3,5

Crouch P; 1.9 Sniff P- 5.
] SniffP; 5.3

‘Groom

CrouchlI; 22
GroomI;37

Crouch C. 4.7
Figura 13. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para as condig¢fes experimentais dos grupos Mdz 0.3 (midazolam
0,375 mg/kg/ml — lado esquerdo) e Mdz 0.5 (midazolam 0,5 mg/kg/ml — lado
direito) administrados antes de condicionamento, durante a FAM, Teste EC1 e
Teste EC2. Valores expressos em porcentagem. N = 7-8 animais.

[ Comportamentos de ocorréncia no espago fechado; [_] Comportamentos na
zona intermediaria; IMlIComportamentos na &rea proxima ao odor.
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Portanto, foi possivel concluir que certos parametros
comportamentais foram afetados ap6s o tratamento com o
benzodiazepinico midazolam, de acordo com 0s resultados
apresentados. Os animais dos grupos Mdz 0.3 e Mdz 0.5 expressaram
uma quantidade significante de comportamentos na zona intermediaria e
na area préxima ao odor durante os testes EC1 e EC2, sendo que o
mesmo ndo foi verificado para os animais do grupo salina. Da mesma
forma, os comportamentos destacados C-Sniff C e SA | ja puderam ser
notados no dia da FAM e a sua porcentagem variou muito pouco nos
outros dias de teste, para 0s grupos ja citados. Porém, apenas o
comportamento Groom | apresentou diferencgas estatisticas, sendo que a
maioria das diferencas destacadas anteriormente foi apenas verificada
por comparagao visual.

4.2.3. Verificacdo do perfil comportamental apresentado pelos ratos
administrados com midazolam ap6s a sessdo de condicionamento.

A) Periodo de tempo de permanéncia nos diferentes

compartimentos da caixa de odor.

Apo6s a verificacdo das alteracdes comportamentais provocadas
pela administracdo de midazolam antes da sessdo de condicionamento, a
mesma analise foi efetuada para um grupo independente de animais
tratados com o mesmo benzodiazepinico imediatamente apds a mesma
sessdo, no dia 2 do protocolo experimental. O tempo gasto nos
diferentes ambientes da caixa de odor foi o primeiro pardmetro
analisado (figura 14).

A andlise de variancia de medidas repetidas executada para 0s
valores de tempo relativo ao espago fechado (figura 14 — painel A) ndo
apontou diferencas significativas para o dia de teste EC1 [fator grupo:
F(2,22) = 1,10; p = 0,34; fator repeticdo: F(9,198) = 1,08; p = 0,37; fator
interacdo: F(18,198) = 0,71; p = 0,79] e nem para o dia da sessdo de
teste EC2, nos seguintes fatores: fator grupo: F(2,22) =0,14; p=0,86 ¢
fator repeticdo: F(9,198) = 1,07; p = 0,37. Este Gltimo apenas apresentou
uma tendéncia para o fator interacdo [F(18,198) = 1,63; p = 0,07]. Ja na
sessdo de familiarizacdo, diferengas significativas (p<0,05) foram
constatadas para o fator repeticdo [F(9,198) = 2,19], também apontando
uma tendéncia para o fator grupo [F(2,22) = 2,99; p = 0,07]; porém, o
fator interacdo ndo apresentou nenhuma diferenca [F(18,198) = 1,24; p
= 0,22]. O teste post-hoc Newman-Keuls efetuado para o dia da
familiarizacdo constatou que os valores para os minutos 4 e 5 diferem
daquele apresentado pelo minuto 1.
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Figura 14. Evolucdo temporal do tempo (s) gasto pelos ratos nos ambientes
fechado (A) ou area préxima do odor (B) submetidos a diferentes condicdes de
tratamento de Mdz 0.3 (midazolam 0,375 mg/kg/ml), Mdz 0.5 (midazolam 0,5
mg/kg/ml) e salina administrados ap6s o condicionamento. Familiarizagdo
(FAM), Teste EC1 (ECL1) e Teste EC2 (EC2). Valores expressos pela média e
analisados minuto a minuto. N = 8-10 animais.

Quando efetuado 0 mesmo teste estatistico para os valores
referentes a area proxima ao odor (figura 14 — painel B), diferencas
significativas ndo foram detectadas para nenhum momento, em nenhum
dos dias de teste analisados: familiarizacdo [fator grupo: F(2,22) = 2,66;
p = 0,09; fator repeticdo: F(9,198) = 0,73; p = 0,68; fator interacdo:
F(18,198) = 1,08; p = 0,36], sessdo de teste EC1 [fator grupo: F(2,22) =
2,10; p = 0,14; fator repeticdo: F(9,198) = 0,48; p = 0,88; fator
interacdo: F(18,198) = 1,30; p = 0,18] e sessdo de teste EC2 [fator
grupo: F(2,22) = 1,21; p = 0,31; fator repeticdo: F(9,198) = 0,37; p =
0,94; fator interagdo: F(18,198) = 1,16; p = 0,29].
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B) Verificagdo do perfil comportamental apresentado pelos

animais.

A analise para verificacdo do padrdo comportamental apresentado
pelos animais, nas diferentes condi¢des de tratamento, bem como nos
diferentes dias de teste também apontou diferencas significativas
(p<0,05) em alguns parametros comportamentais observados. Durante a
sessdo de familiarizacdo, apenas o comportamento Groom P [H (2, N =
25) = 12,22] se mostrou diferente significativamente, quando
comparados os grupos salina, Mdz 0.3 e Mdz 0.5. J& na sessdo de teste
EC1, os comportamentos que também apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) foram: Rear P [H (2, N = 25) = 6,04], Groom |
[H (2, N = 25) = 5,26], Crouch C [H (2, N = 25) = 4,97], Crouch P [H
(2, N = 25) = 6,61], Sniff P [H (2, N =25) =6,67] e Cont P [H (2, N =
25) = 6,10]. E na sesséo de teste EC2, apenas o comportamento SA | se
mostrou significativamente diferente, quando comparados 0s grupos
salina, Mdz 0.3 e Mdz 0.5 [H (2, N = 25) = 7,26].

Da mesma forma, essas e outras diferencas comportamentais
significantes expressas pelos diferentes grupos experimentais podem ser
observadas nas figuras 15 (grupo salina) e 16 (grupos Mdz 0.3 — lado
esquerdo da figura; e Mdz 0.5 — lado direito da figura).

Portanto, os Ultimos grupos de animais observados, tratados com
midazolam e/ ou salina imediatamente ap6s a sessdo de
condicionamento, também apresentaram diferencas significantes nos
pardmetros comportamentais avaliados para os diferentes dias de teste.
Um padrdo comportamental distinto havia sido observado para os
grupos de animais tratados com midazolam antes da sessdo de
condicionamento, ja que os comportamentos que variaram de forma
significante nos dois momentos de administracdo ndo foram 0s mesmos.
Dessa forma, foi possivel concluir que o segundo momento de
administracdo do benzodiazepinico também foi capaz de alterar a
expressao de determinados comportamentos, porém, de forma distinta,
mesmo que os resultados apresentados ndo suportem a informacéo de
como essa alteracao estaria sendo processada.
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Grupo Salina

FAMILIARIZACAO

TESTE EC1 TESTE EC2

Crouch P; 0.1
Sniff P; 3.3

Crouch C; 6,2

Figura 15. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para a condicdo experimental do grupo salina administrada ap06s o
condicionamento, durante a FAM, Teste EC1 e Teste EC2. Valores expressos
em porcentagem. N = 8-10 animais. [l Comportamentos de ocorréncia no
espaco fechado; [_]Comportamentos na zona intermediaria;

B Comportamentos na area proxima ao odor.
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Grupo Mdz 0.3 Grupo Mdz 0.5

FAMILIARIZACAO

Groom P; 4.

CrouchI; 82

Groom I; 10,6

SAL31 C-Sniff C: 2,5

TESTE EC1
Crouch P; 2,7 ,_Sniff P; 4.3
GroomP; 5.2
RearP; 4.3

CrouchI; 39
GroomI,3.2 T ——

Rear ;5.7

C-Smiff G 1.1 |Crouch C; 2

RearP- 40 GroomP; 5.4

CrouchT; 6.3

TESTE EC2
SniffP: 4.4

Crouch P; 1.9 Crouch P; 3.7

Sniff P; 5,5

CrouchT; 25 CrouchI; 6,9

GroomI: 0.9

Crouch C; 5.7
Figura 16. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para as condic¢fes experimentais dos grupos Mdz 0.3 (midazolam
0,375 mg/kg/ml — lado esquerdo) e Mdz 0.5 (midazolam 0,5 mg/kg/ml — lado
direito) administrados ap6s o condicionamento, durante a FAM, Teste EC1 e
Teste EC2. Valores expressos em porcentagem. N = 8-10 animais.

B Comportamentos de ocorréncia no espago fechado; [] Comportamentos
na zona intermediaria; [l Comportamentos na area préxima ao odor.
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4.2.4. Verificagdo do perfil comportamental apresentado pelos ratos
administrados com midazolam antes da sessao de teste EC1.

A) Periodo de tempo de permanéncia nos diferentes

compartimentos da caixa de odor.

A (ltima série de resultados apresentados demonstrou o perfil
comportamental dos animais tratados com midazolam e/ ou salina 30
min antes da sessdo de teste EC1. A evolugdo temporal do primeiro
parametro analisado, o tempo gasto pelos animais dos diferentes grupos
no ambiente fechado e/ ou area proxima ao odor durante as sessdes de
FAM, teste EC1 e teste EC2, pode ser observada na figura 17.

A

501

404

304

20

104

Duracéo Espaco Fechado (s)

12345678910 123456780910 123456 7 8 910 Mi

501
-@- Salina
= Mdz0.3
40 -~ Mdz0.5
304

20

Duracé&o Préximo (s)

12345678910 12345678910 123456 7 8 910 mi
FAM EC1 EC2

Figura 17. Evolucéo temporal do tempo (s) gasto pelos ratos nos ambientes
fechado (A) ou area proxima do odor (B) submetidos a diferentes condicbes de
tratamento de Mdz 0.3 (midazolam 0,375 mg/kg/ml), Mdz 0.5 (midazolam 0,5
mg/kg/ml) e salina administrados antes da sessdo de teste EC1. Familiarizagdo
(FAM), Teste EC1 (EC1) e Teste EC2 (EC2). Valores expressos pela média e
analisados minuto a minuto. N = 9 animais para cada grupo.
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O teste ANOVA de medidas repetidas executado apenas para 0
espaco fechado (figura 17 — painel A) na sessdo de FAM apontou
diferencas significativas (p<0,05) nos fatores repeticdo [F(9,216) = 2,39]
e interagdo [F(18,216) = 2,15], mas ndo para o fator grupo [F(2,24) =
0,17; p = 0,84]. O teste post-hoc Newman-Keuls comprovou este
achado, mostrando que o aumento no tempo apresentado pelo grupo
Mdz 0.3 no minuto 10 foi responsavel por tal diferenca. Ja na sesséo de
teste EC1, apenas foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) no
fator repeticdo [F(9,216) = 2,57], sendo que ndo foi encontrada nenhum
efeito significante para os demais fatores: grupo [F(2,24) = 0,66; p =
0,52] e interagdo [F(18,216) = 1,00; p = 0,45]. E na sessdo de teste EC2,
nenhuma diferenca foi encontrada para esta analise [fator grupo: F(2,24)
= 0,04; p = 0,96; fator repeticdo: F(9,216) = 0,87; p = 0,54; fator
interacdo: F(18,216) = 0,58; p = 0,91].

Quando efetuou-se a analise para os valores apresentados na
figura 17 — painel B, relativos ao tempo gasto na area proxima a fonte de
odor, para a sessdo de FAM, nenhum efeito significativo foi apontado
[fator grupo: F( 2,24) = 0,32; p = 0,72; fator repeti¢do: F(9,216) = 1,57,
p = 0,12; fator interacdo: F(18,216) = 1,27; p = 0,20]. O mesmo ocorreu
na sessdo de teste EC2, quando ndo se encontrou nenhuma diferenca
estatistica [fator grupo: F(2,24) = 0,52; p = 0,59; fator repeticdo:
F(9,216) = 0,73; p = 0,67; fator interacdo: F(18,216) = 0,71; p = 0,79].
Ja na sessdo de teste EC1, apenas encontrou-se uma diferenca
significativa (p<0,05) para o fator repeticdo [F(9,216) = 2,55], sendo
gue nenhum resultado foi significativamente expressivo nos demais
fatores [fator tratamento: F(2,24) = 0,21; p = 0,80; fator interacéo:
F(18,216) = 1,16; p = 0,29]. O teste post-hoc Newman-Keuls
comprovou essa constatacdo, demonstrando que o grupo Mdz 0.3
apresentou valores mais elevados no minuto 9, quando comparado ao
minuto 7 do mesmo grupo.

B) Verificacdo do perfil comportamental apresentado pelos

animais.

A analise para verificagdo do padrdo comportamental apresentado
pelos animais, nas diferentes condi¢bes de tratamento, bem como nos
diferentes dias de teste também apontou diferencas significativas
(p<0,05) em alguns parametros comportamentais observados. Durante a
sessdo de familiarizacéo, apenas o comportamento Rear | [H (2, N = 27)
= 10,68] se mostrou diferente significativamente, quando comparados 0s
grupos salina, Mdz 0.3 e Mdz 0.5. Na sessdo de teste EC1, nenhum
parametro apresentou diferencas significativas, ao contrario da sessao de
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teste EC2, quando os comportamentos Rear P [H (2, N = 27) = 6,88] e
Groom C [H (2, N = 27) = 4,98] se mostraram significativamente
diferentes (p<0,05).

De forma semelhante, os graficos demonstrados para cada grupo
desta etapa podem ser observados nas figuras 18 (grupo salina) e 19
(grupo Mdz 0.3 — lado esquerdo da figura; e grupo Mdz 0.5 — lado
direito da figura), onde algumas diferencas passiveis de serem discutidas
foram analisadas.

Grupo Salina

FAMILIARIZACAO

RearP:6.7 Groomp;4,2

Crouch C; 2.5

TESTE EC1 TESTE EC2

SniffP; 5,6

ContP; 4,4

Crouch P; 0.3
GroomP; 1.4

CrouchT; 33
GroomI; 08— N
RearI; 7,7

Crouchl; 3.9
Groom1: 2,5

Figura 18. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para a condicdo experimental do grupo salina administrada antes da
sessdo de teste EC1, durante a FAM, Teste EC1 e Teste EC2. Valores expressos
em porcentagem. N = 9 animais para cada grupo. lll Comportamentos de
ocorréncia no espaco fechado; [_Eomportamentos na zona intermediaria;

B Comportamentos na &rea proxima ao odor.



82

Grupo Mdz 0.3 Grupo Mdz 0.5
FAMILIARIZACAO

CrouchI; 6,8

SAL2S

Crouch C; 2,3

C-Smiff C; 3.7 Crouch C; 4

TESTE EC1

Crouch P; 5,5

TESTE EC2

Sniff P
5.6 ContP; 3

CrouchP; 4.4

GroomP: 6 CrouchP; 6

CrouchI; 0.3

CrouchI; 2.6
Groom1: 0.9 l

rouch C; 3,3

Figura 19. Porcentagem da duracdo média dos pardmetros comportamentais
avaliados para as condicfes experimentais dos grupos Mdz 0.3 (midazolam
0,375 mg/kg/ml — lado esquerdo) e Mdz 0.5 (midazolam 0,5 mg/kg/ml — lado
direito) administrados antes da sesséo de teste EC1, durante a FAM, Teste EC1
e Teste EC2. Valores expressos em porcentagem. N = 9 animais.

B Comportamentos de ocorréncia no espago fechado; [] Comportamentos
na zona intermediaria; [ Comportamentos na area proxima ao odor.
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Assim, os Ultimos resultados apresentados confirmaram, mais
uma vez, que o benzodiazepinico midazolam poderia estar interferindo
nos processos de definicdo dos comportamentos defensivos, ja que os
grupos Mdz 0.3 e Mdz 0.5 apresentaram diferencas significantes nos
pardmetros comportamentais mensurados para os diferentes dias de
teste.

Portanto, todos os resultados apresentados para a segunda etapa
de experimentos dizem respeito a possiveis alteragdes comportamentais
causadas pelo tratamento com o benzodiazepinico midazolam nos
diferentes dias de teste do protocolo experimental. Os grupos de animais
foram tratados com o farmaco e/ ou salina em diferentes etapas do
protocolo, e cada momento de administracdo levou a uma modificacdo
em parametros comportamentais diferentes.
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5 DISCUSSAO

Os estudos atuais acerca de processos envolvidos na regulacdo
emocional, seus parametros neurobioldgicos e alteractes fisioldgicas e
enddcrinas subsequentes, tém descrito o comportamento de defesa de
varias espécies de animais, através da utilizacdo e apresentacdo de
estimulos ameacadores reais e potenciais. A forma como 0s animais irdo
enfrentar tais estimulos e as estratégias comportamentais adotadas a fim
de minimizar ou excluir o desconforto causado por estes € o que
fundamenta os estudos sobre a definigdo de estratégias de enfrentamento
comportamental (URSIN & OLFF, 1993).

Como descrito anteriormente, grande parte das definicbes
referentes ao tema trata sobre a resolucdo de eventos aversivos,
justificando o uso de modelos comportamentais que tenham como
principal elemento o confronto direto com esse tipo de estimulo. Dessa
forma, o modelo de condicionamento aversivo se mostra como uma
grande ferramenta para estes estudos, compreendendo as estratégias de
enfrentamento adotadas pelos animais. No presente trabalho, o modelo
de condicionamento olfatdrio aversivo foi utilizado e a analise dos
grupos experimentais foi efetuada, de acordo com 0s conceitos de
estratégia comportamental.

Os animais que compuseram 0s grupos para a coleta de dados
foram os mesmos ja utilizados no trabalho de Kroon, em 2007. Neste
estudo anterior, foi possivel constatar a necessidade de cinco
associagdes entre o odor de café, inicialmente considerado como neutro
para o animal (EC), e o choque elétrico nas patas (El), o que conferiu o
carater aversivo necessario para o condicionamento. Os resultados
apresentados (KROON, 2007; KROON & CAROBREZ, 2009) foram os
parametros referentes ao tempo que o animal permaneceu proximo a
fonte de odor e/ ou escondido no ambiente fechado, a frequéncia de
aproximacOes & fonte de odor, o nimero de vezes que o animal se
aproximou da flanela somado ao nimero de entradas no compartimento
fechado (frequéncia de cruzamentos) e o tempo que o animal gastou no
comportamento de head-out, mantendo a cabega direcionada para a
flanela, com ou sem as patas dianteiras para fora do compartimento
fechado. Os mesmos parametros também foram estabelecidos e
utilizados em outros trabalhos (DO-MONTE, 2006, SOUZA, 2007).

Nos animais, os processos que envolvem aprendizado associativo
ndo podem ser diretamente mensurados, mas inferidos através de seus
comportamentos expressos (CAHILL et al., 2001). Assim, outros
parametros foram incluidos na analise do condicionamento olfatério
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aversivo, ja que os comportamentos defensivos podem ser descritos e
relacionados com o perfil apresentado pelos animais e expresso de
acordo com a situacdo exposta e confrontada. Portanto, no presente
trabalho, uma andlise exploratéria inicial foi executada (experimento 1)
nos grupos de animais que comprovaram 0 sucesso da associa¢do entre
os dois estimulos (EI-EC) no trabalho anterior ja citado, considerando-se
as condicOes experimentais pareada e ndo pareada (KROON, 2007).

A) Andlise Exploratoria

Como ja explicado, o aparato conhecido foi dividido de forma
distinta para este trabalho, compreendendo um novo compartimento e
reordenando os anteriores ja destacados. Porém, inicialmente, constatou-
se que o compartimento intermediario ndo se mostrou relevante para a
verificago das respostas defensivas expressas na caixa de odor (dados
ndo relatados). O perfil comportamental e de locomogéo dos animais na
zona intermedidria da caixa se mostrou muito semelhante ao
apresentado na area préxima a fonte de odor. Tal constatacdo sugere que
os dois ambientes possam ser novamente considerados como um
ambiente s6, enfatizando a relevancia para o animal das duas areas
(fechada e aberta) que sdo bem caracteristicas e claramente distintas,
onde as respostas defensivas podem ser evocadas e expressas. A area
intermediaria se revelou apenas como uma area de transicdo entre os
dois ambientes, sendo que poucos comportamentos ali expressos se
mostraram relevantes para a analise do medo condicionado e defini¢do
de estratégias comportamentais.

Dessa forma, foram apresentados apenas os valores referentes ao
tempo que os animais dos diferentes grupos permaneceram no ambiente
fechado e/ ou na area proxima a fonte de odor, sendo este o primeiro
parametro analisado. Também, a releitura dos videos foi executada com
0 auxilio de um Software especializado, diferentemente da forma
habitual de andlise, que era estritamente manual. Por esse motivo, 0s
valores iniciais do pardmetro tempo foram essenciais para a verificacdo
de um mesmo padrdo de respostas defensivas observado no trabalho
anterior (KROON, 2007; KROON & CAROBREZ, 2009).

Constatou-se que 0s dois grupos observados permaneceram nos
dois ambientes durante um periodo de tempo muito semelhante do que
ja havia sido averiguado anteriormente, no trabalho de Kroon (2007), e a
analise minuto a minuto, efetuada nesse trabalho, permitiu um
detalhamento maior do que aconteceu durante a sessdo. Observando
apenas a sessdo de familiarizacdo, verificou-se uma diferenga
significativa, quando se compararam 0s dois grupos analisados no
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ambiente fechado. Através desse resultado, foi possivel concluir que os
animais do grupo Pareado apresentaram uma preferéncia pelo ambiente
fechado, mesmo sem a exposicdo a algum estimulo olfatério nessa
Sesséo.

Os animais do grupo Pareado foram submetidos a sessdo de
condicionamento (choque elétrico nas patas + exposi¢do ao odor) no dia
2 do protocolo experimental, ou seja, 24 h antes da sessdo de
familiarizacdo na caixa de odor. Ja os animais do grupo Néao Pareado,
por sua vez, também foram submetidos a exposi¢cdo aos mesmos
estimulos que o outro grupo de animais, porém, em dias distintos. Esses
ultimos receberam os cinco choques nas patas no dia 1 do protocolo
experimental (48 h antes da sessdo de familiarizacdo na caixa de odor),
enquanto que o odor apenas foi apresentado no dia 2. Por este motivo,
acredita-se que a relevancia aversiva dos choques nas patas recebidos
pelos animais do grupo Pareado apenas 24 h antes da sessdo de
familiarizacdo, foi capaz de conferir carater emocional diferenciado e,
talvez, mais relevante, que ficou evidenciado por uma permanéncia
maior no ambiente fechado. Mesmo que trabalhos anteriores
demonstrem que o condicionamento olfatério aversivo ocorre apenas
quando o EC precede 0 EI (OTTO et al., 1997), e que a sequéncia de
eventos é imprescindivel para a ocorréncia da associa¢do, ndo se pode
excluir o fato de que os grupos de animais conheceram a caixa de odor
carregando experiéncias emocionais prévias distintas, mesmo que 0s
estimulos expostos tenham sido os mesmos. Vale ressaltar que a sessao
de familiarizacdo é relevante tanto para o animal tomar conhecimento da
caixa e evitar respostas comportamentais desencadeadas por eventos
neofdbicos, quanto para que seja efetuada a mensuragdo dos parametros
comportamentais expressos pelos animais sem qualquer estimulo
olfatério (DIELENBERG et al., 1999). Os resultados desse presente
trabalho mostraram que a sessdo é extremamente relevante com base nas
justificativas apresentadas, mas que a experiéncia prévia também deve
ser levada em consideracao.

Por outro lado, foi possivel verificar algumas respostas
comportamentais iniciais no dia do teste EC1, quando os animais foram
expostos ao odor anteriormente condicionado. Quando se comparou 0
periodo de permanéncia dos dois grupos de animais no ambiente
fechado, foi possivel constatar que os animais do grupo Pareado
permaneceram ali durante a maior parte da sessdo. Também, o tempo de
permanéncia proximo a fonte de odor foi significativamente reduzido, o
que revelou uma preferéncia desses animais em evitar o odor
condicionado. Tal resultado corrobora o que ja foi verificado por Kroon,
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em 2007, sendo este um dos principais parametros que caracterizaram o
perfil defensivo dos animais pareados com cinco choques nas patas
(KROON, 2007; KROON & CAROBREZ, 2009). Por outro lado, o
grupo de animais Ndo Pareado ndo apresentou diferencas no tempo de
permanéncia em qualquer um dos ambientes.

Conforme o esperado, o perfil de ambos 0s grupos se manteve
para a sessdo de teste EC2, quando o odor condicionado ndo estava mais
presente, mas a relevancia emocional do contexto era outra. O ambiente
foi condicionado a partir do momento em que o odor de café com
carater aversivo foi exposto ali, sendo este fendmeno interpretado como
um novo condicionamento contextual. Assim, considerando-se esse
carater aversivo desencadeado, agora, pelo contexto, os animais do
grupo Pareado mantiveram o mesmo perfil visualizado no dia anterior,
guando o estimulo olfatdrio encontrava-se presente. O grupo N&o
Pareado ndo apresentou esse perfil, o que reforga a propriedade neutra
do odor de café, ja que este ndo foi condicionado para o grupo de
animais.

O vasto repertdrio de comportamentos expressos em situacoes
gue possuem carater exploratorio e/ ou defensivo tem sido amplamente
detalhado na literatura (BLANCHARD & BLANCHARD, 1971, 1988;
BLANCHARD et al., 1974, 1975; CARERE et al., 1999), trazendo
informacGes condizentes com a maneira com que o animal ira se portar
em determinadas situacfes. De forma semelhante, alguns
comportamentos podem ser agrupados, caracterizando um padrdo
comportamental para enfrentamento dos eventos estressantes (BENUS
et al., 1987). Portanto, para o aprimoramento da analise e posterior
caracterizacdo das formas de enfrentamento adotadas pelos animais
frente aos diferentes estimulos apresentados durante o condicionamento
olfatério aversivo, uma gama de comportamentos foi mensurada, na
tentativa de compreendé-la como um padrdo caracteristico de respostas
expressas no modelo proposto (BLANCHARD & BLANCHARD, 1969,
1989; BLANCHARD et al., 1997, 1998; HUBBARD et al., 2004).

Os comportamentos defensivos e exploratorios expressos pelos
animais durante as trés sessdes na caixa de odor foram 0s seguintes:
comportamentos de levantar, auto-limpeza e agachar (todos expressos
nos trés compartimentos analisados), head-out, agachar-cheirar, stretch-
attend, cheirar e contato (os dois Ultimos apenas observados proximos a
fonte de odor). As medidas iniciais apresentadas foram referentes a
duracdo e a frequéncia de cada comportamento. Fazendo uma andlise
mais apurada de tais valores, foi possivel constatar que muitos variavam
entre si. Comportamentos que se apresentavam mais prevalentes em
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determinadas sessbes para o0 parametro duracdo, induziam a
interpretacGes opostas, quando o pardmetro frequéncia era observado.
Também, a analise visual dos videos revelou detalhes importantes:
alguns animais expressavam determinados comportamentos apenas uma
vez, mas por um periodo de tempo extremamente prolongado; enquanto
outros apresentavam o0 mesmo comportamento diversas vezes, por
periodos de tempo mais curtos. Analisando o tempo final, a duracéo dos
comportamentos seria praticamente a mesma, porém com uma
frequéncia muito distinta. Para tanto, constatou-se que a melhor forma
de representacdo dos dados seria através do pardmetro duracdo média
(duracdo média = duracdo/ frequéncia), onde tanto os valores da duracéo
guanto da frequéncia seriam importantes, revelando, talvez, medidas
mais confidveis.

Portanto, analisando apenas os valores referentes ao pardmetro
duracdo média, foi possivel verificar que os animais exploraram toda a
caixa de odor de maneira livre durante o dia da familiarizacéo, ja que
todos 0s pardmetros comportamentais apresentaram valores de
porcentagem muito semelhantes, o que confirmou a importancia da
sessdo para 0 conhecimento da caixa.

Comparando-se o dia da familiarizacdo com as duas sessdes de
testes subsequentes, algumas variacbes na expressao de certos
comportamentos puderam ser observadas. As modificagfes mais visiveis
foram aquelas que dizem respeito ao aparecimento dos comportamentos
agachar-cheirar e stretch-attend.

Estudos classicos ja demonstram a postura de agachar
(crouching) expressa pelos animais como um possivel indice de medo.
Sendo esta diferente das posturas de imobilidade adquiridas, acredita-se
também ser evocada por estimulos associados com eventos aversivos
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1969). A postura de agachar pode
ser dividida em outras categorias, de acordo com o grau de curvatura
observado no dorso do animal. O comportamento de agachar-cheirar se
enquadra em uma dessas, caracterizando qualquer comportamento de
agachar acompanhado com movimentos de cabeca investigativos
(BLANCHARD et al., 1998). De forma semelhante, o0 comportamento
stretch-attend, que representa a ambivaléncia entre a esquiva de um
estimulo aversivo e a aproximacdo deste para fins investigativos, esta
relacionado com conceitos de ansiedade, medo e aversdo
(KAESERMANN, 1986; MOLEWIJK et al., 1995).

Ambos 0s comportamentos foram amplamente expressos pelos
animais do grupo Pareado no dia da sessdo de teste EC1, sendo que o
mesmo ndo se observou para a outra condicdo experimental ndo
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pareada. A relevancia emocional condicionada ao odor pode ter sido a
responsavel por tal aparecimento, caracterizando comportamentos
especificos apresentados quando o animal foi confrontado com o
estimulo condicionado.

Os animais do grupo N&ao Pareado, como ndo foram submetidos
ao processo de associagdo EC+EI, ndo expressaram qualquer
comportamento relevante de defesa, quando o mesmo estimulo foi
reapresentado na sessdo de teste EC1.

Houve uma diferenca significativa entre os dois grupos, quando
0s comportamentos destacados foram comparados; o grupo Néo Pareado
apresentou valores significativamente menores do que o grupo Pareado,
enfatizando ainda mais a auséncia de relevancia nos comportamentos
propostos como importantes para a expressao de respostas defensivas no
modelo. Como o conceito de estratégia de enfrentamento sugere uma
série de comportamentos desenvolvidos em resposta a um evento
estressante (KOOLHAAS et al., 1999; COPPENS et al., 2010), este
pode ser a primeiro indicio de uma definicdo de estratégia distinta
desenvolvida pelos animais, quando confrontados com o estimulo
aversivo associado.

Ainda, os animais do grupo Ndo Pareado demonstraram a mesma
prevaléncia nos trés dias de teste para 0s comportamentos apresentados
nos ambientes: intermediario e area proxima ao odor. O mesmo ndo
aconteceu para o grupo Pareado, quando esses valores foram reduzidos,
considerando-se, também, a queda do tempo de permanéncia dos
animais desse grupo nos dois compartimentos abertos.

Também, o mesmo perfil comportamental expresso no dia de
teste EC1 foi mantido, quando analisado o dia de teste EC2. Os
comportamentos de agachar-cheirar e stretch-attend, passiveis de serem
reconhecidos na sessdo de teste EC1 para o grupo Pareado, mantiveram
os valores elevados durante a sessdo de teste EC2, mesmo sem a
presenca do estimulo olfatdrio condicionado. No protocolo experimental
averiguado, essa sessdo ja foi amplamente descrita por sua capacidade
em avaliar o medo associativo ao contexto, apds a exposi¢do ao odor
condicionado neste ambiente (KROON, 2007; KROON &
CAROBREZ, 2009; CAVALLLI et al., 2009; SOUZA, 2011; PAVESI et
al., 2011; KINCHESKI et al., 2012).

Apls essas constatagbes iniciais, 0 agrupamento dos
comportamentos defensivos e/ ou ndo defensivos foi efetuado, na
tentativa de tornar as diferengas expressas pelos animais de ambos 0s
grupos ainda mais visiveis, além de detalhar como se d& o desenrolar
desses parametros durante os 10 min de sessao.
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Os comportamentos que apresentaram maiores diferencas
significantes, colocando-se de forma mais prevalente no grupo Pareado,
guando comparado ao grupo N&o Pareado foram: agachar no ambiente
fechado e agachar-cheirar, além de head-out e stretch-attend. Como
detalhado anteriormente, muitos estudos relacionam essas medidas
como parametros comportamentais de expressdo de medo, de defesa e
ansiedade (BLANCHARD et al., 1998, MOLEWIJK et al., 1995;
HUBBARD et al., 2004). Além desses, outra diferenca significante
apareceu quando se analisou apenas 0s comportamentos contato e
cheirar, ambos apresentados préximos a fonte de odor. Foi possivel
constatar que os animais do grupo N&o Pareado ja apresentaram uma
expressao elevada de tais comportamentos no dia da familiarizagao,
sendo que esse perfil foi mantido nos outros dias de teste. Foi possivel
notar, também, que 0s mesmos comportamentos ndo sao tdo visiveis no
grupo Pareado, ainda se considerar que esses animais se aproximaram
muito pouco da fonte de odor, quando o mesmo foi exposto. A Unica
semelhanca capaz de ser verificada entre os dois grupos diz respeito aos
comportamentos de levantar e auto-limpeza que, apesar de variarem
consideravelmente no decorrer das trés sessdes analisadas, apresentaram
um perfil muito parecido.

Com estes dados coletados, também foi possivel analisar qual foi
o perfil comportamental dos animais apresentado nos primeiros e nos
Gltimos cinco minutos de sessdo. Tal informacdo se mostrou relevante
para uma possivel readaptacdo no periodo de tempo analisado. O padréo
de comportamentos expresso pelos grupos Pareado e N&o Pareado se
mostrou muito semelhante daquele que ja havia sido descrito, tanto nos
cinco minutos iniciais, quanto nos cinco minutos finais da sessdo. Os
comportamentos relevantes para o grupo Pareado, durante a analise de
toda a sessdo, foram os mesmos relevantes (C-Sniff C e SA I) para a
sessdo dividida em dois blocos. Relacionando esse resultado com
aqueles expressos para o tempo de permanéncia nos compartimentos
(analise minuto a minuto), concluiu-se que a preferéncia dos animais do
grupo Pareado pelo ambiente fechado nos dias de teste EC1 e EC2 foi
bem clara nos primeiros minutos de andlise, sendo mantida ao longo de
toda a sessdo. Dessa forma, pode-se entender que apenas a primeira
metade do tempo de sessdo ja é suficiente para o desenvolvimento de
estratégias comportamentais de enfrentamento. Como 0s animais do
grupo  N&o Pareado ndo expressaram nenhum  pardmetro
comportamental defensivo na sessdo analisada como um todo, também
nenhuma diferenca foi observada nos cinco minutos iniciais ou finais de
analise.
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Portanto, essa primeira etapa exploratéria dos dados coletados
(experimento 1) comprovou que as trés sessdes ocorridas na caixa de
odor possuem caracteristicas emocionais distintas. Relacionando o0s
dados obtidos com as definicbes de enfrentamento comportamental
discutidas, pode-se entender que as diferentes sessGes apresentadas
levaram a diferentes estratégias de enfrentamento desenvolvidas,
principalmente devido ao aparecimento de comportamentos especificos
expressos pelos animais que foram condicionados ao odor.

B) Teste Farmacoldgico

No trabalho pioneiro sobre a padronizacdo do condicionamento
olfatério aversivo neste laboratdério (KROON, 2007), a etapa
farmacoldgica executada foi imprescindivel para a validacdo do modelo
proposto. Ali, constatou-se que a administragdo do benzodiazepinico
midazolam foi capaz de prejudicar a aquisicdo da memdria de medo,
bem como a sua consolidacdo, através da reducdo das respostas de
defesa apresentadas frente ao odor condicionado. No presente trabalho,
a nova analise foi efetuada sobre os grupos tratados com esse farmaco
(experimento 2), na tentativa de verificar se 0 mesmo esta envolvido em
processos referentes a definicho da estratégia de enfrentamento
comportamental. Também, o objetivo do desenvolvimento desta
segunda etapa foi constatar se 0 benzodiazepinico em questdo seria
capaz de inibir ou alterar as respostas defensivas caracterizadas e
expressas frente ao estimulo condicionado.

Para isso, primeiramente efetuou-se a verificagdo dos perfis
comportamentais apresentados pelos grupos salina (controle),
administrado nos trés momentos distintos, comparando-0s com 0 grupo
Pareado. A sessdo de teste EC1 foi analisada, j& que nela houve a
observacdo da maior quantidade de comportamentos relevantes para a
caracterizacdo do perfil defensivo. Todos o0s grupos possuem uma
grande similaridade entre os padrdes de comportamento verificados,
sendo que poucos parametros variaram em porcentagem. A manipulagao
dos animais e o desconforto causado pelas inje¢cbes para administracéo
do farmaco e/ ou do controle podem ter sido suficientes para
desencadear comportamentos distintos nos grupos observados, da
mesma forma que a experiéncia prévia ao choque elétrico nas patas
conferiu padrdes diferenciados aos animais dos grupos Pareado e N&o
Pareado no experimento 1. Estudos acerca da estratégia de
enfrentamento  comportamental enfatizam a importancia das
experiéncias anteriores para o desenvolvimento da estratégia adequada
(KOOLHAAS et al., 1999). Da mesma forma, o reconhecimento de
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determinadas situacGes ja enfrentadas e a memoria a elas estabelecida
auxiliam na resolucdo de eventos estressantes similares (ROTH et al.,
2012).

Apos isso, a administracdo de midazolam ocorreu em trés
momentos distintos e a caracterizagdo comportamental dos animais foi
efetuada.

No primeiro momento de administracdo (30 min antes da sessdo
de condicionamento), o grupo salina apresentou um perfil
comportamental muito semelhante ao grupo Pareado, do experimento 1,
como ja detalhado anteriormente, apesar da interferéncia estressante da
injecdo sofrida por esses animais. Considerando-se, entéo, 0s grupos que
receberam as doses de 0,375 e 0,5 mg/kg/ml de midazolam, algumas
diferencas podem ser observadas. Nas sessdes de teste EC1 e EC2, os
comportamentos apresentados na area intermediaria e na area proxima a
fonte de odor ndo diminuiram em porcentagem em relacéo a sessdo de
familiarizacdo, como aconteceu tanto no grupo controle quanto no grupo
Pareado do experimento 1. Com relacdo a analise estatistica efetuada, o
Unico comportamento com perfil distinto para os trés grupos observados
foi o comportamento de auto-limpeza, expresso no ambiente
intermediario. Apesar do perfil comportamental dos grupos Mdz 0.3 e
Mdz 0.5 serem muito semelhantes visualmente ao padrdo de
comportamentos apresentado pelo grupo N&o Pareado, 0s testes
estatisticos aplicados ndo revelaram nenhuma outra diferenca.

J& no segundo momento de administracdo, em um grupo
independente (imediatamente apds a sessdo de condicionamento), o
perfil apresentado pelos animais dos grupos Mdz 0.3 e Mdz 0.5 se
mostrou diferente significativamente do grupo controle (salina). Os
comportamentos que variaram de acordo com o grupo observado foram:
levantar na area préxima a fonte de odor, auto-limpeza na zona
intermediaria e na area proxima a fonte de odor, agachar no ambiente
fechado e na area préxima a fonte de odor, stretch-attend, cheirar e
contato. Vale ressaltar que apenas o comportamento stretch-attend foi
caracterizado anteriormente como um parametro importante para o
comportamento defensivo, de acordo com os resultados observados no
experimento 1. Também, os comportamentos no ambiente fechado néo
foram expressivos para as sessfes de teste EC1 e EC2, nos animais do
grupo Mdz 0.5, apesar desse resultado ndo apresentar efeito
significativo.

No terceiro momento de administracdo do benzodiazepinico, 30
min antes da sesséo de teste EC1, poucas diferencgas foram encontradas
entre o perfil comportamental dos grupos observados. Também, poucos
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parametros variaram, quando se analisou cada comportamento de
maneira isolada. As diferencas estatisticas apareceram para 0
comportamento de levantar na zona intermediaria e na area préxima a
fonte de odor, bem como para o comportamento de auto-limpeza no
ambiente fechado. Da mesma maneira, nenhum comportamento dito
como defensivo apresentou qualquer variacdo entre 0s grupos.

Como ja descrito anteriormente, estudos mostram que 0s
benzodiazepinicos atenuam as respostas defensivas tipicamente
apresentadas nos modelos que avaliam o medo inato, por exemplo.
Dessa forma, o0s benzodiazepinicos atuantes nos receptores
GABAérgicos sdao bem conhecidos por suas propriedades ansioliticas
envolvidas (FILE & ARANKO, 1988; DIELENBERG et al., 1999).
Outros estudos também confirmam a participacdo do benzodiazepinico
em processos de memdrias e em processos emocionais (CURRAN &
BIRCH, 1991; SALONEN et al., 1992; POLSTER et al., 1993; TIMIC
et al., 2013), através da constatacdo de que o midazolam é capaz de
suprimir o medo condicionado através da ruptura na formacéo do trago
de memoria durante o condicionamento, ou através da alteracdo do
carater emocional que constitui o evento aversivo (PAIN et al., 2002).
Portanto, a diminuicdo das respostas condicionadas apds a
administracdo de benzodiazepinicos é atribuida a sua acéo ansiolitica,
mas 0 seu carater amnésico ndo pode ser esquecido ou descartado.

Considerando o grande repertorio de comportamentos defensivos
apresentados pelos roedores, Blanchard e colaboradores (1989)
verificaram se 0s benzodiazepinicos seriam capazes de reduzir ou até
modificar reagcdes de defesa. Para isso, uma bateria de testes
comportamentais foi utilizada, sendo que esta enfatiza o0s
comportamentos de medo naturalmente apresentados pelos animais,
utilizando uma série de estimulos nédo-dolorosos e baseados nas reacoes
de ratos selvagens. Neste caso (BLANCHARD et al., 1989), foi possivel
verificar que os benzodiazepinicos ndo incluem uma inibi¢do global de
comportamentos defensivos nos animais, e sim alteram suas estratégias
defensivas desenvolvidas. Estudos mais recentes comecam a pesquisar
um possivel envolvimento entre as a¢fes de benzodiazepinicos e as
explanacBes defensivas sobre transtornos de ansiedade em humanos,
trazendo conceitos mais atuais que envolvem personalidade, percepg¢éo
geral da intensidade do fator aversivo, variacdo individual e efeitos
observados de acordo com a situagdo estudada (PERKINS et al., 2013).

Outra interpretacdo passivel de ser executada, nesse caso, diz
respeito ao conceito de variabilidade individual. Estudos ja confirmam
gue os animais confrontados com o mesmo evento poderdo responder de
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maneiras distintas (“personalidade” do animal), considerando suas
experiéncias prévias e maneiras de lidar com a situacdo (BELL &
STAMPS, 2004; SIH et al., 2004; DINGEMANSE et al., 2009;
COPPENS et al., 2010). Assim, comprova-se a importancia de que, em
muitos casos, uma avaliagdo mais detalhada e particular para um
determinado grupo de animais seja relevante.

Outro conceito valido é aquele que afirma que a qualidade das
respostas comportamentais expressas € distinta da magnitude dessas
respostas (KOOLHAAS et al., 2007). Essa definicdo suporta estudos
que relacionam diferentes dimensdes envolvidas para o entendimento da
variabilidade individual e tipos de estratégias definidas. O modelo de
dois eixos, que comporta respostas inseridas em um plano com duas
dimensfes, qualitativas e quantitativas, tem sido sugerido por varios
autores (STEIMER et al, 1997; VAN REENEN et al., 2005;
FONTAINE et al., 2007; KOOLHAAS et al., 2007, 2010; COOPENS et
al., 2010). Nesse modelo, a dimensdo qualitativa, representada pela
estratégia adotada para enfrentamento, reflete como o animal ira
responder frente aos novos desafios; ja a dimensdo quantitativa, que €
representada pela reatividade emocional, mostra quao forte é tal resposta
apresentada. Dessa forma, tem sido possivel caracterizar diferentes
individuos em grupos semelhantes, de acordo com perfil fenotipico,
variagdo individual e qualidade da resposta. Ainda, através de tal
modelo, é possivel caracterizar determinados grupos genéticos de varias
espécies, que apresentam diferentes niveis de variagdo entre esses dois
eixos dimensionais.

A partir do momento em que as duas dimensdes forem
caracterizadas para o modelo de condicionamento olfatorio aversivo, os
animais analisados poderdo ser agrupados nos quadrantes dos eixos,
esclarecendo o porqué de determinados comportamentos expressos, de
acordo com as valéncias emocionais sugeridas.

Também, os conceitos de pro-atividade e reatividade se tornam
essenciais para um melhor entendimento dos perfis comportamentais, ja
gue tais caracteristicas distintas dos animais irdo definir a forma de
enfrentamento desenvolvida (WECHSLER, 1995; KOOLHAAS et al.,
1999; KOOLHAAS et al., 2007). Uma maneira simples de verificar um
possivel perfil intrinseco apresentado pelo animal é aquela sugerida por
Benus e colaboradores (1990), e j& descrita neste trabalho. O
comportamento expresso pelo animal apds a alteragdo de uma tarefa
simples, como a procura por um pellet de racdo, pode sugerir a forma
como esse animal enfrentard outras situagdes estressantes,
caracterizando um perfil pro-ativo ou reativo (BENUS et al., 1990).
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Dessa forma, os animais poderdo passar por uma triagem inicial em um
teste semelhante, uma semana antes de serem submetidos ao protocolo
de condicionamento olfatorio aversivo. O perfil caracteristico sugerido
na triagem podera ser relacionado com o comportamento defensivo e/ ou
ndo defensivo expresso nos dias de testes, esclarecendo possiveis
diferencas ou semelhancas entre 0s grupos.

Concluindo, o presente trabalho analisou as diferentes sessdes de
teste ocorridas na caixa de odor durante o condicionamento olfatdrio
aversivo. Conforme a verificacdo ja detalhada de que as trés sessdes sao
bem diferentes entre si, com carater e relevancia emocionais distintos, é
possivel entender que os animais sdo capazes de desenvolver uma
estratégia de enfrentamento ao novo ambiente, assim que entram em
contato com 0 mesmo, no dia da familiarizacdo. Vale ressaltar que essa
sessao ja é imprescindivel para o desenvolvimento da melhor estratégia
de enfrentamento, sendo que qualquer experiéncia emocional prévia é
capaz de alterar os comportamentos apresentados pelos animais. Dessa
forma, acredita-se que modificagbes no tempo da sessdo de
familiarizacdo ou, até mesmo, a sua excluséo do protocolo experimental,
serdo suficientes para uma melhor verificacdo do qudo importante é essa
sessdo para o desenvolvimento da estratégia. Nos outros dias de teste
subsequentes, os animais deverdo modificar a estratégia ja adquirida, de
acordo com o acréscimo de novos estimulos aversivos no decorrer do
protocolo, se 0s mesmos apresentarem relevancia emocional suficiente
para isso. O aparecimento de comportamentos como agachar-cheirar,
agachar no compartimento fechado, head-out e stretch-attend se
mostrou caracteristico na expressao das respostas defensivas, quando os
animais foram expostos ao odor condicionado. Tal aparecimento leva a
conclusdo de que os comportamentos relatados devem ser mais bem
explorados em analises posteriores, sendo importantes parametros para a
mensuracdo do carater defensivo expresso pelos animais. Também, é
imprescindivel a triagem para caracterizacdo inicial do perfil dos
animais que serdo submetidos ao protocolo de condicionamento, para
uma melhor constatacdo da forma como os mesmos poderdo lidar com
0s novos estimulos do ambiente e melhor compreensdo dos resultados
obtidos. Nesse sentido, o conhecimento acerca da variabilidade
individual serd necessario para que as diferencas expressas por cada
animal sejam favorecidas.

A andlise acerca dos animais tratados com o benzodiazepinico
midazolam também foi executada, mas os resultados apresentados nédo
permitem uma conclusdo total de como o farmaco estaria interferindo no
desenvolvimento de novas estratégias. Como a analise deste trabalho foi
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feita em cima de dados anteriormente coletados para outro estudo, ndo
foi possivel adequar o protocolo ou acrescentar novos grupos
experimentais para solucionar todas as dividas que ficaram sem
esclarecimento. De qualquer forma, acredita-se que as caracteristicas
ansioliticas e mneménicas do farmaco relacionado sejam interferentes
para um desenvolvimento de estratégias de enfrentamento adequado.
Estudos posteriores e novas formas de analise poderdo solucionar essas
duvidas.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, evidenciou-se que o
condicionamento olfatério aversivo é um modelo capaz de avaliar as
estratégias comportamentais de enfrentamento em  situacOes
estressantes, bem como caracterizar comportamentos defensivos
especificos. Também, o modelo se mostrou passivel em detectar
modificacBes no perfil comportamental, de acordo com a condicdo
experimental e/ ou tratamento farmacoldgico utilizado.
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