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RESUMO

Déficit de motivacdo estd frequentemente relacionado a sintomas depressivos. Testes
comportamentais para avaliar motivacdo podem ser uteis no estudo de psicopatologias e seus
tratamentos. Na pesquisa bésica, um paradigma para estimar motivagdo em experimentos
consiste na associagdo de uma puni¢do ou recompensa a uma tarefa que o sujeito deve realizar.
Puni¢des reduzem a frequéncia do comportamento, enquanto recompensas aumentam. Aqui, o
aparato escada vertical, geralmente utilizado para treinamento de forca em ratos, foi adaptado
para mensurar a motivacao de ratos através da escalada quando recompensados com alimentos
palataveis. A hipdtese € que o alimento palatdvel aumentaria a incidéncia de escalada. Quarenta
ratos machos e fémeas Wistar (90-120 dias de vida) foram alojados em temperatura controlada,
ciclo invertido 12/12 h, com acesso livre a 4gua e comida durante todo o periodo experimental.
Todos os ratos foram expostos a alimentos palataveis em suas caixas antes dos testes
comportamentais, que foram aplicados na seguinte ordem: dia 13: campo aberto (TCA); dia 20:
preferéncia alimentar (TPAL); dia 27 a 41: escalada vertical (TEV, pré-teste, teste, retestes 1 e
2). Todos os testes foram gravados para posterior analise usando o software EthoWatcher. No
TCA foram contabilizados pardmetros para locomogdo. No TPAL verificou-se o tempo gasto
pelos ratos nas proximidades dos alimentos. Em cada sessdo do TEV foram registrados os
parametros de exploragdo da caixa em diferentes locais do aparato (caixa, escada e abrigo).
Grupos de fémeas (n=19) e machos (n=21) foram aleatoriamente divididos nos subgrupos
“Espontaneo” e “Refor¢ado” antes da sessdo teste de escala vertical. No TCA, as fémeas
percorreram uma maior distancia (4892,75 cm £ 171,5) que os machos (3624,48 cm + 143,7)
(p< 0,0001; teste t). E os machos exploraram mais o centro da arena (85,55 s £ 5,3) do que as
fémeas (60,89 s + 5.5) (p < 0,05; teste t). No TPAL, o alimento preferido por um maior nimero
de animais foi racao (n=17), seguido do Bis (n=11), e os menos preferidos foram o Snow Flakes
(n=6) e Froot Loops (n=6). No pré-teste do TEV, a maioria das fémeas escalaram a escada,
enquanto poucos machos o fizeram. A repeti¢do do teste fez com que a laténcia para escalada
diminuisse e o nimero de fémeas escaladoras aumentasse em ambos grupos ("Espontaneas”,
pré-teste: 158,6 s £ 29,5 (8 escaladoras), resteste 2: 52,72 s + 16,62 (9 escaladoras);
"Reforcadas" (pré-teste: 218,8 s £ 63,9 (3 escaladoras), reteste 2: 35,81 s £ 13,74 (8
escaladoras)). Refor¢co com alimentos palataveis ndo teve influéncia sobre a motivagdo para
escalada em machos e fémeas, a repeti¢do do teste se mostrou importante para o aprendizado
da tarefa nas fémeas, mas ndo dos machos. As ratas mostraram uma maior motivagao natural
para escalada que os ratos.

Palavras-chave: Alimento palatavel. Comportamento. Esfor¢co. Recompensa.



ABSTRACT

Motivation deficits may occur in different psychiatric disorders. Behavioural tests to measure
motivation in laboratory might be useful to study psychopathologies and their treatments. In
basic research, paradigms to estimate motivation often consist of the association of a
punishment or a reward stimulus to a task that a subject has to accomplish. Punishments often
reduce the frequency of the actions taken by the subjects while rewards increase them. Here, a
vertical climbing task, often used to rodent resistance training, was adapted to measure the
motivation of rats to climb a ladder when rewarded with palatable food. The hypothesis is that
palatable food would increase the incidence of climbing. Forty male and female Wistar rats (90-
120 days of life) were housed under controlled temperature, reversed light-dark cycle12/12h
and free access of water and food during all experimental period. Before behavioural testing,
rats were exposed to palatable food in their home cage. Tests were apllied in the following
order: day 13: open field (TCA); day 20: food preference (TPAL); day 27 to 41: vertical
climbing (TEV, pre test, test, retest 1 and 2). All tests were videotaped to further analysis using
the software Ethowatcher. In the TCA, parameters of ambulation were scored. In the TPAL,
time spent close to palatable food was registered. In each session of TEV were registered
parameters of exploration in different sectors of the apparatus (box, ladder and shelter). Before
the test session of TEV, female (n=19) and male rats (n=21) were randomly assigned to the
subgroups “Spontaneous” and “Reinforced”. In the TCA, females traveled largest distances
(4892.75 cm + 171.5) than males (3624.48 cm + 143.7) (p< 0.0001; t test) but males explored
longer the center of the arena (85.55 s £ 5.3) than females (60.89 s £ 5.5) (p < 0.05; teste t). In
the TPAL, the preferred food to a high number of animals was the chow (n=17), followed by
chocolate (n=11), and then Snow Flakes (n=6) and Froot Loops (n=6). In the pretest of TEV,
most females climbed the ladder while few males did it. Over repetition of TEV, latency to
climb the ladder decreased and the number of female climbers increased in both groups
(“Spontaneous”, pre test: 158.6 s =29.5 (8 climbers), retest 2: 52.72 s £ 16.62 (9 climbers);
“Reinforced”, pre test: 218.8 s = 63.9 (3 climbers), retest 2: 35.81 s £ 13.74 (8 climbers)).
palatable food reinforcement had little influence on climbling motivation for male and female
rats. Repetition of test seem to be important to the learning of the task in females but not in
males. Female rats showed more natural motivation to climbing than males.

Keywords: Behavior. Effort. Hedonic Food. Reward.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO E PSICOPATOLOGIAS

A motivacao pode ser definida como um processo que possibilita o ajuste do ambiente
interno e externo em resposta a um estimulo, sendo fundamental para a sobrevivéncia de um
organismo (SALAMONE et al., 2016). Anedonia e avoli¢do sdo categorias de déficit de
motivagdo presentes na depressdo do humor. A anedonia ¢ a redugdo no sentimento de prazer
em tarefas que eram prazerosas anteriormente, enquanto que a avoli¢do seria uma reducdo de
atividades direcionadas a um objetivo (DOWD et al., 2016), estando relacionadas a sintomas
como apatia. A falta de motivacdo pode ser expressa em diversas psicopatologias, como
depressdo, bipolaridade e esquizofrenia (BAILEY et al., 2015; PIZZAGALLI et al., 2008;
SALAMONE et al., 2006) doengas que afetam grande parte da populacao. Somente a depressao
acomete aproximadamente 4,4% da populacdo mundial e 5,8% dos brasileiros (WHO, 2017),
majoritariamente mulheres.

Atualmente os tratamentos farmacolégicos mais comuns dos sintomas da depressao tem
como base a teoria das monoaminas, que indicam a causa da depressdao como um déficit nas
transmissdes monoaminérgicas (serotoninérgica, noradrenérgica e dopaminérgica), € 0s
farmacos antidepressivos, com seus diferentes mecanismos de agdo aumentam a concentragao
dessas monoaminas nas fendas sindpticas, otimizando essas transmissdes ( SCHILDKRAUT;

KETY, 1967).

1.2 ANATOMIA DA MOTIVACAO

A regulagdo da motivacao parece ter fundamentalmente o envolvimento do componente
dopaminérgico (SALAMONE et al., 2015). Desde 1950 ¢ conhecido que a dopamina esta
presente no processo de recompensa, € seus niveis afetam diretamente o esforgo direcionado a
ela (BERRIDGE; ROBINSON, 1998). Além de regular as respostas comportamentais de
estimulos hedonicos, esses neurdnios dopaminérgicos também estdo envolvidos na resposta a
estimulos aversivos e estressantes (ABERCROMBIE et al., 1989).

O comportamento motivado ¢ gerado a partir da atividade de regides conectadas entre
si, onde ¢ avaliada a importancia de um estimulo e atribui-se um valor a ele. A partir da
avaliacdo do estimulo, um comportamento compativel ¢ selecionado pelo organismo. O circuito

motivacional tem como base as proje¢oes da area tegmental ventral (ATV) para as regides
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corticais e limbicas, chamada via mesocorticolimbica (Figura 1). As principais regides que
recebem as projecdes dopaminérgicas da ATV e compdem essa via sdo o nucleo accumbens,

hipocampo, amigdala, palido ventral e cortex pré-frontal (LOVE, 2015).

Figura 1 - Via mesocorticolimbica

b

Legenda: Representacdo do encéfalo humano (a) e rato (b) em corte sagital. Neuronios dopaminérgicos da via
mesocorticolimbica representados em azul. CPF cortex pré-frontal; NAc nticleo accumbens; PV palido ventral,
AM amigdala; HP hipocampo e ATV area tegmental ventral. Fonte: Elaborado pela autora.

A por¢do medial do cortex frontal parece estar relacionada ao valor da recompensa,
enquanto o cortex cingulado anterior ¢ responsavel por associar a agdo € a recompensa
(RUSHWORTH et al., 2011). A amigdala, além de processar informagdes sensoriais, responde
a pistas de uma futura recompensa e calcula sua magnitude (BELOVA; PATON; SALZMAN,
2008). O hipocampo ¢é responsavel por processar informagdo contextual na memoria e
transmiti-la através das conexdes com a ATV e o nucleo accumbens, relacionando contexto e
recompensa. O nucleo accumbens € visto como um centro de integragdo com as outras areas,
onde as informagdes do cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala sdo assimiladas para, por
meio de conexdes com o palido ventral e mesencéfalo, se transformarem em acao (LUO et al.,

2011).
1.3 MOTIVACAO E TESTES COMPORTAMENTAIS
Na ciéncia basica, para entender melhor as psicopatologias, sintomas expressos, €

desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas psicofarmacologicas sdo realizados testes

comportamentais em animais como ratos, camundongos e mosca-das-frutas (JONES et al.,


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47142014000300528&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#B17
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47142014000300528&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#B17
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47142014000300528&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#B17
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2011). O uso desses animais como ferramentas para o desenvolvimento de novos testes
comportamentais, junto ao refinamento dos ja existentes, contribuem para uma melhor
avaliacdo dos sintomas relacionados as alteragdes psicopatologicas (NUNES; HALLAK,
2014).

A fungdo hedonica em animais de laboratorio pode ser avaliada usando o teste de
preferéncia por sacarose. Neste teste ¢ fornecido ao roedor um recipiente com agua € outro com
solucdo de sacarose, verificando a propor¢do ingerida, o maior consumo de solu¢do sacarose
indica uma resposta hedonica (MUSCAT; WILLNER, 1989), que parece estar relacionando
tanto a palatabilidade da solugdo quanto do beneficio caloérico (BOLLES; HAYWARD;
CRANDALL, 1981), capaz de estimular a via de recompensa. Os alimentos que possuem essas
caracteristicas serdo mencionados aqui como “alimentos palatdveis”. Em outro teste, avalia-se
a reatividade a estimulos gustativos (teste de reatividade ao sabor), através das expressoes
faciais observadas. Reacao de “/iking”, definida como séries ritmicas de protrusdes de lingua,
observada em vérias espécies como humanos, chimpanzés, ratos e camundongos, indica uma
preservacao da fun¢do hedonica (BERRIDGE; ROBINSON, 2003). Para avaliar a avoli¢do, os
testes envolvem aplicagdo de reforgos ou punicdes, dependendo da intengdo do experimentador
com a modulacao do comportamento do sujeito, aumentando ou diminuindo sua frequéncia

(Figura 2).

Figura 2- Efeitos dos reforcos e punicdes sobre o comportamento animal

EFEITO DA
CONSEQUENCIA

/’/\

REFORCO PUNICAO

Aumento da frequéncia Diminulcao da frequéncia

de um comportamento.

.’/\

POSITIVO NEGATIVO

Aumento da frequéncia Aumento da frequéncia
de um comportamento de um comportamento
pelo acréscimo de pela auséncia de
um estimulo. um estimulo.

de um comportamento.

,/\

POSITIVA NEGATIVA
Diminuicdo da frequéncia Diminuicdo da frequéncia
de um compoartamento de um comportamento
pelo acréscimo de pelo auséncia de
um estimulo. um estimulo.

Fonte: Psicoedu.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47142014000300528&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#B17
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Reforgos sdo estimulos que quando apresentados apos uma acao aumentam a incidéncia
dela no futuro, enquanto puni¢des sdao estimulos que diminuem esta incidéncia. Reforgos e
punicdes podem ser dos tipos positivos ou negativos, ou seja, respectivamente presentes ou
suprimidos de uma situagdo especifica (NALL; RUNG; SHAHAN, 2019; SALAMONE et al.,
2006).

Os reforcos positivos ou recompensas, geralmente alimentos (pellet de agticar ou agua
e racdo apds privacgdo), sdo disponibilizados aos animais experimentais ao final de tarefas
especificas como pressionar uma alavanca, por exemplo. Nestes testes, a quantidade de vezes
que o rato precisa realizar a tarefa para conseguir a recompensa pode permanecer fixa (fixed
ratio) ou aumentar ao decorrer da sessao (progressive ratio). Neste paradigma, o momento que
o rato deixa de realizar a tarefa (pressionar a alavanca) ¢ chamado de “breakpoint” e ¢
considerado proporcional ao estado motivado do animal. No trabalho de Tapia et al. (2019), as
fémeas apresentaram um maior “breakpoint” e consumo de pellet de agucar que os machos no
progressive ratio. Na utilizacdo do pellet de agucar (alimento palatavel) como reforgador,
mesmo quando o roedor estd em estado saciado, ele se esfor¢a mais para realizar a tarefa,
evidenciando que a palatabilidade eleva o valor do refor¢co, modificando o estado motivacional
(HODOS, 1961; MOSCARELLO; BEN-SHAHAR; ETTENBERG, 2009). Estudos em
humanos envolvendo recompensa apresentaram resultados parecidos, os sujeitos faziam um
esfor¢o maior para as recompensas preferidas (PENROD; WALLACE; DYER, 2008).

O teste de escolha baseada em esfor¢o surgiu para superar algumas limitagdes do
progressive ratio, também ¢ realizado na caixa de Skinner, uma caixa fechada possuindo uma
alavanca a qual o animal ¢ treinado a pressionar para obter agua ou comida através de um local
dispensador presente na caixa, e adiciona o componente de custo-beneficio (DER-AVAKIAN
et al., 2015). Nele, o animal deve decidir entre conquistar um alimento preferido (ou mais
abundante) realizando uma tarefa dificil ou obter um alimento menos preferido (ou menos
abundante) realizando uma tarefa facil (SALAMONE et al., 2007). Assim, neste paradigma se
evidencia que ¢ “pesada” a relagdo custo-beneficio para a tomada de decis@o em realizar a
tarefa. Um teste semelhante a esse feito na caixa de Skinner foi realizado por Salamone, Cousins
e Bucher (1994) num T-maze ou labirinto em T. Como o nome sugere o aparato possui um
formato em T, e o animal era colocado na base que dé4 acesso ao corredor com os dois bragos,
em um dos bragos possuia um alimento regular, enquanto um alimento preferido (ou abundante)
¢ colocado em outro brago com uma barreira que deveria ser ultrapassada para o acesso.

Conforme as sessoes se repetiam, a dificuldade de acesso ao alimento preferido aumentava. O
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“breakpoint” era determinado pelo momento em que o sujeito escolhia o brago com o alimento

menos preferido ou em menor quantidade.

1.4 LIMITACOES DOS TESTES QUE AVALIAM MOTIVACAO

Os testes como “‘fixed ratio”, “progressive ratio” ou testes de escolha baseado em
esforco podem avaliar o grau de motiva¢do em ratos, porém apresentam algumas limitagdes.
Dentre elas pode-se citar a necessidade de equipamentos especiais (e.g. caixa de Skinner),
esquemas de treinamento longos, a complexidade experimental e a aplicagdo de puni¢des ou
privacdes (de agua ou de alimentos) que, além de diminuir o bem-estar dos animais, podem
levar a conclusdes equivocadas (MOSCARELLO; BEN-SHAHAR; ETTENBERG, 2009). Por
exemplo, o valor de uma recompensa pode diminuir a medida que o sujeito alcanca a saciedade
ou também devido a intolerancia do sujeito sobre as alteracdes no intervalo entre uma
apresentacao da recompensa e a outra (DER-AVAKIAN et al., 2016).

Por outro lado, o aumento da resposta (apertar a alavanca) pode acontecer devido a um
automatismo motor e excitacdo geral ndo dirigida a tarefa (BAILEY et al., 2015), exatamente
por exigir dos animais um conjunto de movimentos simples. Além de depender do aprendizado
do animal em realizar a tarefa, j4 que a acdo em si € um comportamento desconhecido a eles.
Com isso, o desenvolvimento de novos métodos que excluem esses vieses ¢ fundamental para
uma melhor compreensao da neurobiologia da motivacao (WARD, 2015).

O presente trabalho visa desenvolver um novo método para avaliar motivagdo, com a
tentativa de excluir algumas das limitagcdes apresentadas pelos testes ja existentes. Assim,
buscou-se um esquema experimental que fosse simples de realizar, demandasse pouco tempo
experimental, exigisse pouco treinamento e preservasse o bem-estar do animal experimental. A
tarefa proposta ao animal ¢ a escalada de uma escada que seria refor¢ada pela oferta de um
alimento palatavel. A escalada foi escolhida por se tratar de atividade natural para os ratos
(MAKOWSKA; WEARY, 2016) e exige a movimenta¢do coordenada dos membros. Desta
maneira, diminui a dificuldade no aprendizado da tarefa e a probabilidade da realizagdo da
mesma pela simples agitacdo do animal ou um automatismo motor. Com uma maior facilidade
no aprendizado da escalada, espera-se que o experimento seja mais simples de realizar e mais
curto. Apesar de ser um aparato simples, a escada ¢ um objeto versatil que permite alterar o
grau de dificuldade para se alcangar uma recompensa, seja alterando a distancia entre a base e

0 topo, seja alterando o angulo da inclinagao.
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O bem-estar dos animais experimentais sera preservado ja que no protocolo nao ha
nenhum momento de privacao de alimento visto que a recompensa serd um alimento palatavel,
entdo mesmo saciado, o animal ainda buscard completar a tarefa (HODOS, 1961). Outro
diferencial do trabalho, ¢ a utilizagdo de grupos experimentais composto por fémeas, levando
em consideragdo as diferengas sexuais, como no comportamento de escalada (HUCK; PRICE,
1976). Esta conduta cientifica vem sendo exigida por agéncias financiadoras, como National
Institutes of Health (NIH) (COLLINS; TABAK, 2014), uma vez que algumas psicopatologias,
como a depressdo sdo mais frequentemente diagnosticadas em mulheres. A existéncia de um
novo método refinado para avaliar a motivacdo em ratos permitird um maior entendimento
sobre os sintomas expressos nas psicopatologias, além de possibilitar a utilizagdo em testes pré-

clinicos in vivo, colaborando assim com a descoberta de novas terapias psicofarmacologicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar um novo teste para avaliar a motivacao de ratos através de uma tarefa de

esforco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)
©)
d)

e)
f)
g)

h)

Adaptar o aparato escada vertical para analise comportamental de ratos.

Criar um catadlogo comportamental para a andlise do teste.

Aperfeigoar o teste através de modificagdes fisicas e outras condi¢des experimentais.
Determinar por qual comida (pellet de ragao, Froot Loops®, Snow Flakes® e Bis®) os
animais tem preferéncia.

Avaliar se o alimento palatavel ¢ um incentivo para motivar a escalada dos animais.
Verificar se ha motivagdo dos ratos para completar a tarefa no aparato.

Observar se ha diferencas comportamentais nos testes de acordo com o sexo do animal,
fémea ou macho.

Analisar a relacdo entre locomocao e realizagdo da tarefa, supondo-se que existem perfis

de animais ativos e ndo ativos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Realizou-se o experimento com Ratos Wistar (Figura 3), considerados doceis e de facil
manipulagdo. Foram utilizados no Experimento piloto um total de 10 animais (machos), € no
Experimento 1, 20 machos e 20 fémeas, recebidos no biotério (BIO066) com 21 dias de vida e
acondicionados em cada biotério de acordo com o sexo. As salas dos animais foram mantidas
em temperatura (21 = 3 °C) e iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas, luzes acesas as 19 h)
controladas. Apos aclimatizacao (aproximadamente 1 semana), os animais eram divididos em
3 a 4 animais por caixa (Experimento piloto) ou em pares por caixas (Experimento 1). As
higienizac¢des das caixas foram realizadas trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta), junto
a troca de agua e reposi¢do de racdo. Os animais tinham acesso livre a d4gua e comida durante
todo o periodo de acondicionamento e experimento. Com 150 dias de vida (Experimento piloto)

e de 90 a 120 dias de vidas (Experimento 1), os animais entraram na rotina experimental.

Figura 3 - Rato Wistar

;I
P e
| A2

Fonte: SDCFMUSP.

Apo6s o fim do experimento, os animais foram eutanasiados com uma overdose dos
anestésicos veterindrios cetamina 10% (Syntec, Hortolandia/SP) e xilazina 2% (Syntec,
Hortolandia/SP) nas doses de 100mg/Kg e 6mg/Kg respectivamente, através da administragao
intraperitoneal. Para verificar a profundidade da anestesia foram verificados os reflexos
interdigitais com pingamento doloroso, e reflexo palpebral ao encostar a cauda do animal nos
olhos do mesmo (CONCEA, 2016b). Apos a perda de reflexo do animal, fez-se a decapitagao
por guilhotina. Protocolo aprovado pelo comité de ética CEUA/UFSC (protocolo N°
8080160217).
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3.2 APRESENTACAO DA COMIDA

Todos os ratos foram apresentados na caixa de moradia aos alimentos palataveis de
diferentes sabores (chocolate, frutas e milho agucarado) para que tivessem a oportunidade de
conhecé-los antes de fazer o teste de preferéncia alimentar. Assim, pretende-se excluir a
possibilidade que o animal evite a comida por ser desconhecida (neofobia) ou se aproxime dela
apenas para explorar (neofilia).

Neste procedimento, a apresentagdo da comida foi feita com 2 cestos fechados (em
forma de cubo feitos de grade metalica revestida com plastico, nas dimensdes de
Semx5cmx5cm com 4 espagos de 5 mm x 5 mm em cada face) contendo em cada, uma
unidade de cada alimento palatidvel (Figura 4), descritos a seguir com respectivas marcas e
média aritmética das massas medidas das unidades (n=20) + desvio padrio: Froot Loops
(Kellogg’s) 0,275g + 0,04; Snow flakes (Nestl¢) 0,146g + 0,03; e Bis preto (Lacta) 1,5g + 0,21-
considerar uma unidade igual %4 de um Bis inteiro-; colocados nas caixas de moradia contendo

agua e ragdo como usualmente.

Figura 4 - Cestos metalicos contendo alimentos palataveis

Fonte: Elabora pela autora.

Esses alimentos ficaram expostos aos animais residentes durante 24 horas, era feita a
conferencia dos cestos (aberto ou fechado) e alimentos (presenga ou nao) e anotados. Caso o
alimento estivesse ausente, eram repostos por mais 24 horas, e repetiu-se esse procedimento
totalizando 4 dias consecutivos. Também se observou a aparéncia das fezes dos animais, e feita

anotacdo caso alteragdo fosse evidenciada fisicamente.
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3.3 TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto (TCA) consiste em uma arena onde o animal ¢ colocado e
deixado explorar durante determinado tempo, foi desenvolvido em 1934 por Calvin Hall para
avaliacdo de emocionalidade, e continua sendo utilizado para avaliar locomog¢dao e outros
comportamentos exploratorios ou de autolimpeza (PATTI et al., 2005). A diminui¢do na
exploracdo central da arena ¢ interpretada com um comportamento do “tipo ansioso”, uma vez
que a regido central ¢ considerada aversiva e drogas ansioliticas tem apresentado um aumento
na locomocao e exploragao dessa regido (LISTER, 1990). A locomo¢ao pode ser avaliada pela
distancia total percorrida pelo sujeito em qualquer local da arena.

Neste trabalho, a analise da locomogao dos animais foi realizada com uma arena de
campo aberto 100 x 100 cm circundado por uma parede de 40 cm de altura no material MDF
revestido preto (possibilitando limpeza com alcool 70% p/v apds cada animal), dividido
digitalmente em 25 quadrados de 20 x 20 cm (Figura 5) modificado de Castanon et al. (1994).
O animal era colocado individualmente no quadrado central, e deixado livre para exploragao
durante 5 minutos de sessdo, enquanto a sessdo era gravada por uma camera posicionada
proxima ao teto da sala de experimental, dando visibilidade a todo aparato. As analises dos
videos obtidos foram feitas posteriormente utilizando o software Ethowatcher (CRISPIM
JUNIOR et al., 2012). O presente teste foi realizado para verificar se o animal tem preferéncia
por algum canto da arena; sua locomogao total; e perfil de exploragdo central e periférica; além

de familiarizar o animal com a arena para posterior teste de preferéncia alimentar.

Figura 5 - Arena quadrada do Campo aberto

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.3.1 Analise TCA

Nos videos do campo aberto foi realizada a sobreposicdo de uma imagem com as
divisdes do campo em 25 quadrados numerados com pares de niumeros de acordo com a posi¢ao
horizontal (linhas de 1 a 5, primeiro nimero) e vertical (colunas 1 a 5, segundo niimero) (Figura
6). O quadrado “onde esta a maior parte do corpo do sujeito” foi considerado o local onde ele
esta presente (no exemplo abaixo quadrado 35), gerando os parametros de laténcia, frequéncia
e duracdo para cada local, e possibilitando a soma dos mesmos para obter dados sobre uma

regido especifica da arena.

Figura 6 - Divisdes do campo aberto

Yideo on Analysis

Fonte: Elaborado pela autora.

A locomogao foi avaliada a partir do numero de quadrantes que o animal cruzou durante
o teste e pela distancia total percorrida, obtida com a fun¢do “tracking” do Ethowatcher. Para
avaliar o comportamento do “tipo ansioso” no TCA foi realizada a soma da duragao em que o
animal permaneceu nos quadrados periféricos
(1T+12+13+14+15+21+25+31+35+41+45+51+52+53+54+55) e centrais (duragdo total menos
a duracdo nas periferias) da arena. Para verificar se o animal tinha preferéncia por um dos quatro
cantos da arena, e exclui-la no teste de Preferéncia alimentar, foi feita a soma da duracdo dos
animais em cada canto, superior esquerdo (11+12+21+22), superior direito (14+15+24+25),
inferior esquerdo (41+42+51+52) e inferior direito (44+45+54+55).
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3.4 TESTE DE PREFERENCIA ALIMENTAR

Para avaliar nos animais a preferéncia por alimento palatavel usou-se o “teste de
preferéncia alimentar” (TPAL) feito na arena do Campo aberto. Em cada um dos quatros cantos
da arena (superior esquerdo (11+12+21+22), superior direito (14+15+24+25), inferior esquerdo
(41+42+51+52) e inferior direito (44+45+54+55)) foram colocadas 5 unidades de cada
alimento (Froot Loops (Kellogg's), Bis preto (Lacta), Snow flakes (Nestl¢), ragao). O local de
cada op¢do de alimento foi arbitrariamente selecionado (primeiro lote de animais do
experimento 1) ou sorteados com papéis contendo escrito o nome das opgoes de alimentos para
cada canto (segundo lote de animais do experimento 1).

No inicio do teste o animal foi colocado no quadrado central da arena e permitido
explorar durante os 5 minutos de sessdo. Uma camera posicionada proxima ao teto da sala de

experimento, com visibilidade de todo o aparato gravava a sessdo para posterior analise.
4.4.1 Analise TPAL

Na analise TPAL, os videos tinham as mesmas divisdes que as do Campo aberto, (ver
item 4.3.1 e Figura 7). Para medir a preferéncia desses animais pelos alimentos, utilizou-se o
percentual da duracdo (100%= soma do tempo nos 4 cantos) em que o animal permaneceu no
quadrado o qual o alimento palatavel estava presente e os outros trés proximos a esse,

totalizando 4 quadrados -que chamaremos aqui de cantos-, destacados na Figura 7.

Figura 7 - Divisées da arena do TPAL

Fonte: Elaborado pela autora.
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Para excluir uma possivel preferéncia por um canto da arena e nao pelo alimento
palatavel, subtraiu-se do percentual da duragdo em cada canto da sessao de TPAL do percentual
da duracdo em que o animal permaneceu nesses mesmos cantos na sessao de TCA. Espera-se
que os animais permane¢am na sessao de TCA 25% do tempo total dos cantos em cada canto,
e que na sessao de TPAL esses percentuais se redistribuam de acordo com a preferéncia
alimentar do animal, diminuindo o percentual de tempo explorando perto de alguns alimentos

e aumentando em outros.

3.5 ESCALADA VERTICAL

Para realizagdo do teste de escalada vertical (TEV) foi feita a adaptacdo de um aparato
jé existente e utilizado para o treinamento de resisténcia em roedores (NETO et al., 2016). O
aparato ¢ conhecido como “escada vertical”, consiste numa plataforma na base de uma escada
de madeira com degraus metalicos (110 cm altura, 18 cm largura, distancia de 2 cm entre
degraus, com 80° de inclina¢do) que na parte superior possui um abrigo no formato de uma casa
sem teto, também de madeira (Figura 8). A essa estrutura, foi adicionado uma caixa plastica
(27,5cm x 17 cm x 13,5 cm), que tem a possibilidade se ser acoplada em alturas diferentes da
escada (baixa: 0 cm; intermediaria: 55 cm; alta: 102 cm).

O TEV foi utilizado para avaliar a motivagdo dos ratos em completar a atividade
proposta, i.e. escalada, com diferentes graus de dificuldade. No estudo piloto, os animais foram
alocados em 3 diferentes grupos: espontaneo (auséncia de influéncia ou incentivo); forgado
(com o experimentador forgando a escalada do animal empurrando delicadamente com as maos
em direcdo a escada e para cima); refor¢ado (Froot Loops na plataforma superior do aparato).
No experimento 1, os animais foram alocados em 2 diferentes grupos: espontaneo (auséncia de
influéncia ou incentivo) e reforcado (mistura de alimentos palatdveis na plataforma superior do

aparato).
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Figura 8 - Aparato de escalada vertical

Fonte: Elaborado pela autora.

Independente do grupo, os animais eram colocados individualmente na caixa plastica
que da acesso a escada e abrigo, as sessoes tinham a duragao de 15 ou 5 minutos e eram gravadas
por uma camera posicionada proxima ao teto da sala de experimento, com visibilidade de todo

0 aparato.

4.5.1 Analise TEV

A andlise do comportamento no TEV foi feita com base dos possiveis locais em que o
animal pode explorar: caixa base, escada e abrigo. Primeiramente foi realizada uma anélise
qualitativa para verificar o comportamento dos animais frente a diferentes situagdes, e também
para identificar a melhor forma de fazer a analise quantitativa, auxiliando no aperfeigoamento
do catalogo proposto inicialmente.

No Experimento Piloto o catdlogo possuia 5 categorias (Figura 9), separadas de acordo
com a proximidade do animal do abrigo acima da escada, na plataforma superior. Nomeadas
como: Parte distal da caixa (distal), parte proximal da caixa (proximal), tocando a escada
(tocando), escalando a escada (escalando) e entrando no abrigo (abrigo). E para essas categorias
obtivemos os parametros de frequéncia, duragdo e laténcia. Também foi observado o perfil
comportamental ao decorrer da sessdo, através da segmentaciao do tempo de sessdo em 0-60s;

>60-120s; >120-180s; >180-240s; >240s-300s.
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Figura 9 — Catalogo comportamental do experimento piloto
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Legenda: Abrigo e escada vistos de frente, categorias: abrigo e escalada.
Caixa base vista de cima com parte da escada; Da esquerda para direita,
categorias: tocando, proximal e distal. Fonte: Elaborado pela autora.

No Experimento 1, sentiu-se a necessidade de detalhar o catdlogo experimental, por
razdo do teste ter sido realizado também com fémeas e essas apresentarem comportamentos nao
observados anteriormente nos machos, € outros comportamentos ja realizados pelos machos no
Experimento Piloto ndo estavam presentes no catilogo. O catdlogo comportamental utilizado
no Experimento 1 (Figura 10) foi dividido nas seguintes categorias: Parte distal da caixa (distal),
parte proximal da caixa (proximal), presente na borda da caixa (borda), tocando a escada
(tocando escada), escalando a escada (escalada), entrando no abrigo (abrigo), e descendo a

escada (descendo).
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Figura 10- Catalogo comportamental do Experimento 1
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Legenda: Abrigo e escada vistos de frente, categorias: descendo, abrigo e escalada.
Caixa base vista de cima com parte da escada; Da esquerda para direita, categorias:
tocando, proximal, distal e borda. Fonte: Elaborado pela autora.

3.6 EXPERIMENTO PILOTO

Esse experimento foi dividido em trés semanas, para facilitar o entendimento de seu
desenvolvimento foi elaborada a Quadro 1 contendo todas as informagdes dos aspectos de cada
sessdo experimental de TEV. As sessdes ocorreram com intervalos de no minimo um dia entre
elas. As sessOes da primeira semana foram consideradas de ambientacdo para todos os ratos.
Nas sessoes de ambientacao, cada rato era colocado individualmente na caixa base, localizada

no chdo em frente a escada, para livre exploragao.

Quadro 1 — Desenho experimental do experimento piloto.

Continua
Sessdo: Semana- Dia | Incentivo do grupo? Altura da caixa? | Cor da luz?
(Dia da semana) (Froot Loops/Forgado)
Semana 1 | Sessdo: 1*: S1-Dia 1 Nao Baixa Branca
(Segunda-feira)
Sessao: 2*: S1-Dia 2 Nao Baixa Branca
(Quinta-feira)
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Quadro 2 — Desenho experimental do experimento piloto.

Conclusao

Sessdo: Semana- Dia | Incentivo do grupo? Altura da caixa? | Cor da luz?
(Dia da semana) (Froot Loops/Forgado)

Semana 2 | Sessdo: 3*: S2-Dia 1 Sim Alta Branca
(Segunda-feira)
Sessdo: 4* S2-Dia 2 Sim Intermediaria Branca
(Quarta-feira)
Sessao: 5*: S2-Dia 3 Sim Intermediaria Vermelha
(Sexta-feira)

Semana 3 | Sessdo: 6 S3-Dia 1 Sim Baixa Vermelha
(Segunda-feira)
Sessao: 7*: S3-Dia 2 Nao Baixa Vermelha
(Quarta-feira)

Legenda: Elaborado pela autora

Na segunda semana, os ratos foram alocados arbitrariamente a diferentes grupos
experimentais que eram caracterizados pela disponibilidade ou auséncia de algum tipo de
incentivo para escalar a escada. Os ratos de cada grupo experimental foram expostos ao aparato
da 3% a 6 sessdo, denominada sessoes de treinamento. A altura da caixa base foi modificada em
cada sess@o de forma a aumentar a dificuldade ao longo do treinamento. Assim, na 3% sessdo a
caixa base esteve na altura alta (facilitando o acesso do animal ao abrigo na plataforma
superior), na 4* sessdo a caixa esteve na altura intermediaria, na 5* sessdo a caixa base se
manteve na mesma altura, porém passou a ser utilizada a luz vermelha. Na terceira semana, foi
realizada a 6* sessdo, com a caixa base em altura baixa. E na 7% sessdo, denominada teste, a
caixa base esteve em altura baixa e a todos os ratos foi permitida exploragdo livre do aparato

sem nenhum tipo de incentivo.

3.7 EXPERIMENTO 1

De acordo com os dados obtidos durante o estudo piloto (ver item 5.1), a presenca de
incentivo, como alimento palatavel no abrigo ou caixa proxima ao abrigo durante o TEV, e
repeticdo do TEV (treinamento) facilita a escalada da escada. No experimento 1 se investigou

a influéncia do alimento palatdvel sobre a realizagdo espontanea ou no aprendizado da escalada.
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Também se investigou o comportamento das ratas em comparagdo ao dos ratos. O desfecho de
interesse primario foi a frequéncia de escalada, porém foram também registradas as demais
acdes dos animais na situacdo para posterior avaliacdo. Para tanto, os seguintes grupos
experimentais foram idealizados:

1) Machos ndo incentivados a escalar com alimentos palataveis (grupo Espontaneo);

2) Machos incentivados a escalar com alimentos palataveis (grupo Refor¢ado);

3) Fémeas ndo incentivadas a escalar com alimentos palataveis (grupo Espontaneo);

4) Fémeas incentivadas a escalar com alimentos palataveis (grupo Refor¢ado).

Antes do experimento, os ratos machos e fémeas eram mantidos em caixas com grupos
de seis ratos separados por sexo desde o desmame até alcancarem entre 42 a 56 dias de vida
quando foram separados em pares. Em cada caixa havia um rato com marcacdo de caneta
hidrossoltivel na cauda e o outro sem esta marca. As marcas da cauda foram usadas para
identificar os animais ao longo do experimento. Quando os animais alcancaram entre 90 a 120
dias de vida entraram na rotina experimental (Figura 11). As condi¢des de alojamento e biotério
foram as mesmas descritas para o estudo piloto. A alocacdo dos animais para os grupos
experimentais foi feita por sorteio com uma moeda imediatamente antes da primeira sessao de
treinamento (também denominada de teste). Todos os testes desse experimento foram

realizados entre as 9 e 13h.

Figura 11 — Desenho experimental do experimento 1

Sorteio
-upo Espontaneo ou Reforcado
Alimento palatavel Jerupo Esp el
na caixa TCA TPAL PT T RT1 RT2
Da 2 4 56 13 20 27 28 34 41
Semana 1 2 3 4 5 6

Legenda: TCA= teste do campo aberto; TPAL= teste da preferéncia alimentar; Escalada vertical: PT= pré-
teste, T= teste, RT1=reteste 1 ¢ RT2=reteste 2. Fonte: Elaborado pela autora.

Antes de iniciar o TEV se verificou o interesse dos animais por alimentos supostamente
palataveis, com um TPAL, para que pudessem ser usados como incentivos para a escalada
durante o TEV. Para tanto foi examinado o consumo dos “alimentos palataveis” na gaiola-casa
e em um teste de preferéncia alimentar na 1* e na 3* semana experimental, respectivamente. Na
2* semana, os animais passaram pelo TCA na mesma arena onde também realizou o teste de
preferéncia alimentar, para separar a preferéncia por um alimento da preferéncia por um local.

Para os testes de escalada a caixa base foi posicionada na altura intermedidria por representar
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um grau de dificuldade médio para os ratos (ver estudo piloto), e os alimentos consumidos tanto
na gaiola-casa como no TPAL, considerado palatavel, foram usados como incentivos.

As quatro sessdes de escalada ocorreram entre 4* e 6 * semanas experimentais. A
primeira sessdo, também denominada pré-teste ocorreu na 4* semana e consiste de uma longa
exposicao para a familiarizacao (15 minutos) contendo alimento palatavel no abrigo para todos
os grupos, 24 horas depois ocorreu a primeira sessao de 5 minutos de treinamento, também
denominada teste, que se repetiu nas 6* e 7° semanas. A repeti¢ao da 6* semana foi denominada
reteste 1 e a da 7* semana reteste 2. A denominacdo pré-teste, teste, reteste 1 e reteste 2 foi
adotada para facilitar a comparacao com o teste de nado for¢ado repetido usado em nosso
laboratorio (MEZADRI et al., 2011; POSSAMALI et al., 2014; DOMINGUES et al., 2018). Os
ratos dos grupos Refor¢ados foram testados no aparato com alimentos palataveis na plataforma
superior nas sessoes de teste e retestes, enquanto os alimentos palataveis foram suprimidos para
os ratos dos grupos Espontaneos. Os desfechos analisados foram as frequéncias de subida da
escada no pré-teste, nos testes e retestes. O grau de motivagdo para a escalada dado pelo
alimento palatavel em si foi estimado pela andlise dos desfechos da sessdo de teste entre os
grupos. O grau de motivacdo para escalada dado pelo aprendizado da tarefa foi estimado pela
analise da diferenga dos desfechos entre as sessoes de pré-teste (primeiros 5 min) com o reteste
2.

Nos dias do teste, reteste 1 e reteste 2 de escalada vertical foram medidas a massa
corporal dos animais em uma balanga de precisao (0,01 gramas, Classe II, Shimadzu). Todos
os testes comportamentais foram realizados em uma mesma sala de experimento, com
temperatura ambiente de 21 + 2 °C; luz vermelha (maximo 10 luxes) e no maximo 80 decibéis

de ruido (CONCEA, 2016a), verificados todos os dias de experimento.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para comparacao entre dois grupos (ex: machos e fémeas) no TCA ou no TPAL foi
utilizado o Test t com corre¢ao de Welch, devido os tamanhos de amostra diferentes. Para
comparac¢ao do mesmo grupo em diferentes situagdes foi utilizado o Test t pareado. A relagdo
entre dois parametros diferentes foi avaliada a partir do r? (regressao linear), e para verificar a
correlacdo entre dados com relagdo monotonica e ndo linear usou-se r de Spearman. As
comparagdes entre os grupos experimentais foram feitas utilizando Analise de variancia
(ANOVA) de duas vias (fatores: sexo; grupo). As comparagoes intragrupos foram feitas usando

ANOVA de duas vias (Fatores: sexo; condi¢do) com medidas repetidas (niveis: TCA; TPAL
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ou pré-teste; reteste 2). Em todas as figuras e nos textos a seguir os dados sdo apresentados com
média e erro padrao da média (média = EPM). Os valores exatos de tamanho da amostra por

grupos estdo nas legendas das figuras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro foi realizado o experimento piloto, e a partir da observacdo de seus dados o
Experimento 1 foi desenvolvido. Portanto, essa secdo foi organizada da mesma forma, com a

discussdo dos resultados obtidos no Experimento piloto seguido do Experimento 1.

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO DO EXPERIMENTO PILOTO

A andlise dos resultados do Piloto foi realizada totalizando as medidas dos
comportamentos registrados no TEV pela duracao total de cada teste ou minuto-a-minuto como

descritas nos proximos topicos.

4.1.1 Piloto — tempo niao segmentado

Durante o TEV, os animais de todos os grupos excretaram fezes solidas e pastosas,
principalmente do grupo forg¢ado, que tiveram um niimero maior de fezes e com aparéncia
diarreica, mostrando um estresse pela situacdo. Em todas as sessdes os animais exploraram mais
a caixa base do que a escada ou o abrigo. Ao longo do experimento todos os ratos escalaram a
escada pelo menos uma vez, em alguma sessdo, mas apenas seis deles alcangaram o abrigo (2
espontaneos, 4 reforcados).

A incidéncia de escalada variou de acordo com o grupo e a sessdo de treinamento do
TEV da seguinte maneira: 1- primeiro dia: Refor¢ado (n=4), Espontaneo (n=3), For¢ado (n=0);
2- segundo dia: Refor¢ado (n=3), Espontaneo (n=2), For¢cado (n=0); 3- terceiro dia: Reforcado
(n=3), Espontaneo (n=3), For¢ado (n=1); 4- quarto dia: Refor¢cado (n=3), Espontaneo (n=2),
Forcado (n=2) (Figura 12).
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Figura 12- Frequéncia de escalada por sessio de treinamento
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Legenda: Dados expressos em frequéncia de escalada para cada animal. Simbolo representa cada
animal pertencente a determinado grupo e trago colorido representa a média de cada grupo.

Os ratos forcados a subir, demoraram mais sessdes de treinamento para comegar a
escalar quando comparado aos demais grupos. Portanto, ao contrario da expectativa inicial,
forgar a subida parece ser uma punicao para os ratos uma vez que a frequéncia de escalada foi
menor neste grupo quando comparado aos “Espontaneos”. O grupo de animais refor¢cados com
alimento palatavel teve, como esperado, uma maior frequéncia de escalada. E a caixa na altura
intermediaria parece ser a mais apropriada para a situacdo experimental, pois permite a subida
dos animais a0 mesmo tempo em que mantém a tarefa desafiadora.

Na Figura 13 se mostra a frequéncia da escalada dos sujeitos na 2* e 7* sessdo do TEV,
antes e depois do treinamento. No total 5 animais aumentaram a frequéncia de escalada, 3 desses
j& haviam escalado uma vez na segunda sessdo, ¢ 2 nenhuma vez. Dois dos animais diminuiram
a frequéncia de escalada da 2° para a 7% sessdo. Com isso, o treinamento parece ter colaborado

para o aumento do comportamento de escalada para a maior parte dos animais.
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Legenda: 2* Sessao referente a antes do treinamento e 7* sessdo referente a depois do
treinamento (n=10). Cada cor representa um animal. Azul: Espontaneo, Vermelho:

Figura 13- Frequéncia da escalada antes e depois do treinamento
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Com a iluminacao da sala com luz na cor vermelha, os animais apresentaram um

comportamento mais ativo, evidenciado pelo aumento da frequéncia total de comportamentos,

além de apresentar uma maior homogeneidade nesse pardmetro (Figura 14). Atribui-se o

aumento de exploracdo a baixa aversao causada pela luz vermelha.

Figura 14- Mudanca da frequéncia total dos comportamentos
de acordo com a cor de luz
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Legenda: Dados expressos como frequéncia de cada animal (n =10). p = 0,0046,
test t pareado.
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4.1.2 Piloto - dados segmentados minuto-a-minuto.

A segmentacdo dos dados minuto-a-minuto possibilitou verificar os comportamentos
que os animais exibiam no decorrer da sessdo. Em todas as sessdes, excetuando a segunda de
treinamento, os animais foram observados mais vezes na parte Distal e Proximal da caixa nos
primeiros 120 segundos de sessdo. A partir desse tempo até o final, a exploragdo da caixa
diminuiu e houve aumento da incidéncia de Escalada e Abrigo, mostrando que hd uma
tendéncia de escalada ao longo do tempo da sessao.

Na sessdo com a caixa alta, terceira exposi¢do a escada vertical e primeira sessao de
treinamento, as frequéncias de Escalada e Abrigo apareceram mais bem distribuidas pelo tempo
de sessdo, mas ainda assim se mostraram aumentadas ao final dessa. Esse resultado pode ser
devido a facilidade do animal em transitar entre a caixa e abrigo, uma vez que a subida ¢ de 8

cm nessa condi¢gdo experimental.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DO EXPERIMENTO 1

Os resultados do Experimento 1 serdo apresentados de acordo com a ordem cronologica

de realizacao dos procedimentos experimentais e testes.

4.2.1 Apresentacio da comida

Nao foram encontrados residuos dos alimentos colocados nas caixas de moradia em
nenhum dos quatro dias, ou seja, os alimentos palatdveis expostos aos animais foram
consumidos todos os dias. Cada caixa possuia dois animais, portanto ndo hd como saber se
todos os animais consumiram todos os alimentos palataveis expostos a eles. E o isolamento dos
animais para a realizagdo desse procedimento experimental poderia causar mudangas do
comportamento em testes como o campo aberto (MOLINA-HERNANDEZ; TELLEZ-
ALCANTARA; PEREZ-GARCIA, 2001). Uma preocupagdo era a possibilidade de os
alimentos palataveis provocarem uma alteragdo digestiva nos animais, entdo se observou as

fezes presentes na caixa nesses quatro dias de exposi¢ao, e nenhuma alteragao foi encontrada.



35

4.2.2 Teste do campo aberto

No TCA, os machos exploraram mais o centro da arena 85,55 s + 5,3 do que as fémeas
60,89 s + 5,5 (p <0,05; teste t), representados na Figura 15, demonstrando nas fémeas um
comportamento mais do “tipo ansioso”. Esse resultado difere dos encontrados na literatura, no
trabalho de Scholl et al. (2019) utilizando Sprague-Dawley, tanto as fémeas em diestro e
metaestro quanto em proestro e estro exploraram mais o centro da arena (4rea total da arena:
54,5 x 80 cm) que os machos. No trabalho de Burke et al. (2016) tanto as fémeas da linhagem
Sprague—Dawley quanto Wistar-Kyoto passaram um maior tempo no centro da arena (circular,
75 cm de diametro) comparadas aos machos. Menor exploragao da zona tigmotaxica (proxima
das paredes) também foi observada nas ratas no trabalho de Valle e Gorzalka (1980, linhagem

nao especificada).

Figura 15- Diferenca sexual na exploracio do centro da arena
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Legenda: Exploragdo no centro da arena (TCA). Dados expressos em Média +
EPM (Fémeas n=19, Machos n=21). Teste t com corregdo de Welch: p< 0,05.

Na Figura 16 podemos observar que as fémeas apresentaram uma locomogao
significantemente maior que os machos (p < 0,0001; teste t), revelada pela andlise da distancia
total percorrida durante o TCA no aparato como um todo: fémeas, 4892,75 cm + 171,5; machos,
3624,48 cm £ 143,7. Esses resultados corroboram a literatura para ratos Wistar e outras
linhagens (ARCHER, 1975; BURKE et al., 2016; MASUR, 1972; SCHOLL et al., 2019).

Durante o TCA, nenhum animal apresentou dificuldades nem limitagdes locomotoras visiveis
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ao explorar a arena, demonstrando integridade fisica. Apenas um macho (L2-M-CX6-A0) teve

a distancia percorrida (2239,785 cm) abaixo de dois desvios padroes da média.

Figura 16- Diferenca sexual na locomoc¢ao no TCA
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Legenda: Distancia total percorrida pelos animais no TCA. Dados
expressos em Média + EPM (Fémeas n=19, Machos n=21). Teste t com
corre¢ao de Welch: p< 0,0001.

Verificou-se também se a exploracdo central estaria inversamente relacionada a
distancia total percorrida pelo animal (Figura 17), ja que as fémeas caminham mais e ficam

menos no centro da arena e os machos apresentaram um padrao contrario.

Figura 17- Relacio entre locomoc¢ao e exploracio central
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Legenda: a) Relacdo entre a duragdo no centro da arena e a distancia total percorrida pelas fémeas (n=19;
r>=0,06530; p > 0,05). b) Relagdo entre a dura¢do no centro da arena ¢ a distancia total percorrida pelos
machos (n=21; r>=0,02947; p > 0,05).
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A regressao entre o tempo de duracao no centro da arena e a distancia total percorrida
ndo apresentam uma correlacdo significativa tanto para machos (r*=0,02947; p > 0,05) quanto
fémeas (r*=0,06530; p > 0,05). Esse resultado j& havia sido observado no trabalho de Scholl et
al. (2019), tanto para os machos quanto para as fémeas- divididas pelo ciclo estral (diestro+
metaestro e proestro + estro)- ndo teve relagdo significativa entre a distancia percorrida com a

exploragdo no centro da arena.

4.2.3 Comparacio entre teste do campo aberto e teste de preferéncia alimentar

Para verificar o efeito que a presenca dos alimentos nos cantos da arena tinha sobre a
explora¢do da mesma, compararam-se alguns dados do TCA com TPAL, descritos a seguir.

A duragdo da exploracdo no centro da arena foi maior no TCA que TPAL (Figura 18)
tanto para os machos (85,55s £ 5,3 € 32,27 s = 5,1) quanto para as fémeas (60,89 s = 5,5 ¢
38,13 s+4,2), enquanto diminuiu a exploragdo do centro da arena no TPAL aumentou o tempo
de exploragdo nos cantos, de 21,21 s para fémeas, e de 50,95 s para os machos. A presenca dos
alimentos nos cantos da arena no TPAL teve uma influéncia significante sobre a diminui¢ao do
tempo de exploracdo no centro da arena (F(1,38)=80,95; p < 0,0000001; Partial eta-
squared = 0,68; ANOVA de duas vias com medidas repetidas)), o fator sexo nado teve influéncia
significante sobre a exploracdo central da arena (F(1,38)=2,92; p = 0,09538; Partial eta-
squared = 0,07; ANOVA de duas vias com medidas repetidas)), a interagdo entre os fatores
alimentos e sexo foi significante ((F(1,38)=13,04; p = 0,000876; Partial eta-squared = 0,26;
ANOVA de duas vias com medidas repetidas)).
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Figura 18- Exploracio do centro da arena na auséncia e presenca
de alimentos nos cantos
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Legenda: Comparacdo da exploragdo central da arena no teste do campo aberto
(TCA) e na presenga dos alimentos nos cantos da arena (TPAL). Dados expressos
em Média = EPM (fémeas n=19, machos n=21). *p < 0,0000001 ANOVA de duas
vias com medidas repetidas.

Mesmo diminuindo de 3624,48 cm + 143,7 para 3207,203 cm + 244,1 (machos) e
aumentando de 4892,75cm = 171,5 para 5198,50 cm + 274,3 (fémeas), a presenca dos
alimentos nos cantos da arena no TPAL nao influenciou a distancia que os animais andaram na
sessao (F (1,38) =0,076; p = 0,78; Partial eta-squared = 0,002; ANOVA de duas vias com
medidas repetidas)). O sexo do animal teve um efeito significante tanto para a locomog¢ao no
TCA, como visto anteriormente, quanto para a locomoc¢ao no TPAL (F (1,38) =56,25; p =
0,0000001; Partial eta-squared = 0,5968; ANOVA de duas vias com medidas repetidas))
(Figura 19). A interagdo entre os fatores sexo e presenca do alimento ndo foi significante (F
(1,38) =3,25; p = 0,079; Partial eta-squared = 0,07886; ANOVA de duas vias com medidas
repetidas)). E interessante observar também que, na sessdo de TPAL os animais apresentaram

uma maior variagao entre si.
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Figura 19- Distincia percorrida na arena na auséncia e presenca de
alimentos nos cantos
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Legenda: Comparacao da locomogdo total no teste do campo aberto (TCA) e na
presenca dos alimentos nos cantos da arena (TPAL). Dados expressos em Média +
EPM (fémeas n=19, machos n=21). *p <0,0000001 ANOVA de duas vias com
medidas repetidas.

No APENDICE A, ¢ possivel observar que, mesmo com as variagdes individuais nos
perfis de exploracdo da arena, quando comparado o rastreamento da sessdo do TCA com do
TPAL, h4a uma tendéncia de concentracao do animal nos cantos, evidenciado pela area marcada

e intensidade da cor vermelha.

4.2.4 Teste de Preferéncia alimentar

As fémeas apresentaram uma distribui¢do esperada de duragdo nos quatro cantos do
TCA (Figura 20): a- 25% =+ 2 no canto que posteriormente possuira Bis no TPAL, b-24% + 1
no canto que possuira Snow Flakes, c-25% + 2 no da Ragdo, d- 26% = 2 no de Froot Loops.
Assim, parece que as ratas nao tinham uma preferéncia por nenhum canto na auséncia dos
alimentos. No TPAL, com a presen¢a de alimentos, o percentual de exploracdao das ratas se
alterou para: a- 29% = 4 no Bis, b- 23% = 3 no Snow Flakes, c- 28% = 3 na racao, d- 21% =+ 2

no Froot Loops.
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Figura 20- Preferéncia das fémeas por alimentos
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Legenda: Exploragdo dos cantos da arena realizada no teste do campo aberto (TCA) e na
presenca dos alimentos (TPAL). Dados expressos em Média £ EPM (n=19). *p = 0,03987,
teste t pareado.

Os dados acima mostram que ha uma variagao entre as ratas, revelando que as fémeas
ndo tém uma concordancia quanto o alimento preferido, pelo contrario, aqui a preferéncia
individual se sobressai. Portanto, foi considerado o alimento preferido de cada rata aquele em
que teve um maior aumento percentual de exploracao do canto em que ela estava presente, esse
valor variou entre 6 e 58%. O alimento que mais fémeas preferiram foi o Bis (n=8), em segundo
a racao (n=6), depois o Froot Loops (n=3) e 0 que menos preferiram foi o Snow Flakes (n=2).

Os machos também apresentaram uma distribuicao esperada de duragdo nos quatro
cantos do TCA (Figura 21): a- 26% =+ 2 no canto que possuird Bis no TPAL, b-24% =+ 2 no
canto que possuird Snow Flakes, c-25% + 2 no da Racgao, d- 23% + 2 no de Froot Loops. No
TPAL o percentual de exploragdo foi o mesmo para o Bis, apenas aumentou o erro padrdo da
média (26% £ 5, p >0,05, teste t pareado), no canto do Snow Flakes diminuiu para 15% =+ 2, na

ra¢cdo aumentou para 42% = 6 e diminuiu no Froot Loops (16% = 3).
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Figura 21- Preferéncia dos machos por alimentos
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Legendas: Explorag@o dos cantos da arena realizada no teste do campo aberto (TCA) e na
presenca dos alimentos (TPAL). Dados expressos em Média £ EPM (n=21). * p <0,05; teste t
pareado.

Os machos também apresentaram variagdes entre si, enquanto Snow Flakes e Froot
Loops parecem ser os alimentos menos preferidos (p = 0,0066 e 0,047; teste t pareado), a ragao
se sobressai como preferida (p = 0,010; teste t pareado). Na verificagdo de alimento preferido
para cada macho, a variacdo de maior aumento percentual da exploracdo dos cantos contendo
os alimentos foi de 5 a 76%. A maioria dos machos preferiu ragdo (n=11), o segundo preferido
foi Snow Flakes (n=4), e os menos preferidos foram Bis e Froot Loops, com trés animais cada.

Na Figura 22 temos o nimero de animais, separados em machos e fémeas, que preferem
cada opc¢do de alimento. Os alimentos menos preferidos pelos animais foram o Snow Flakes e
Froot Loops. O Bis foi o mais preferido pelas fémeas enquanto a Ragdo foi a mais preferida
pelos machos. A preferéncia dos machos pela racao foi surpreendente. Especulamos que a ragao
poderia lembrar a caixa de moradia e, portanto, os sujeitos se sentiriam mais seguros quando
proximos a ela. Neste caso € possivel que as sessdes de familiarizagdo com as varias opgoes de
alimentos anteriormente na casa de moradia ndo tenham sido suficientes para diminuir a

neofobia.
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Figura 22- Numero de animais por alimentos preferidos
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Legenda: Preferéncia de alimento por animal. Dados expressos em nimero de animais que
apresentaram no canto que continha o alimento (Bis, Snow Flakes, Ragdo ou Froot Loops) um
maior aumento na exploragdo, calculado pela subtragdo do percentual de tempo permanecido
no TPAL pelo TCA (fémea n=19, macho n=21).

4.2.5 Teste de Escalada Vertical

Para facilitar a descri¢do e discussdao dos resultados do TEV, reuniu-se os dados dos
principais parametros (laténcia e frequéncia) para o comportamento de maior interesse
(escalada) com a divisao dos quatro grupos na Tabela 1.

Nessa secao a descri¢ao dos resultados sera referente aos comportamentos dos animais
dos grupos fémeas e machos dos subgrupos espontaneos e refor¢cados nas diferentes sessdes do

TEV. Caso seja de interesse é possivel consultar os dados individuais no APENDICE A.



Tabela 1 — Ntimero de escaladores, laténcia e frequéncia para a categoria Escalada.
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Grupos Parametro PT T RT1 RT2
(tamanho da (primeiros 5
amostra) min)
Fémeas | N escaladores 8 9 10 9
Espontanea -
S Laténcia 158,6 s £ 29,5 107,7 s £ 77,31 s+ 52,72 s £
(n=10) 33,62 21,98 16,62
Frequéncia 1,62 £ 0,26 2,2 +0,44 24+0,5 2,55+ 041
Fémeas | N escaladores 3 6 8 8
Reforcadas ™ 0 [ 218852630 | 75055+ | 8748s% | 3581s+
(n=9) 27,79 35,02 13,74
Frequéncia 1,33 +£0,33 3,5+0,76 2,75+ 0,49 4+0,5
Machos | N escaladores 3 3 2 2
Espontaneo 77 scia | 1133473 | 114025+ | 2725s+ | 63245+
(nzs1 N 20,38 9,88 39,71
Frequéncia 1,67 £ 0,67 1,66 +£0,33 3+1 4,5+1,5
Machos | N escaladores 0 2 2 3
Reforcados ™7 iancia . 31,985+ | 1383s% | 14873s=
(n=10) 108,8 83 4 55,63
Frequéncia - 2+1 1,5+0,5 1,67 £ 0,67

Legenda: PT= pré-teste; T= teste; RT1=retestel; RT2= reteste2. Dados expressos em X = EPM (n de animais

que realizaram o comportamento). Elaborado pela autora.

4.2.5.1 Resultados da sessdo Pré-teste do TEV

Nessa sessao os ratos, f€émeas e machos, tiveram o primeiro contato com o aparato que

continha a caixa base na posi¢do intermedidria e uma mistura de alimentos palataveis no abrigo

no topo da escada. Nem todos os animais escalaram a escada nesta sessao.

O local que as ratas mais exploraram foi a caixa, passando em média 85% do tempo da

sessdo nela e aproximadamente 6% do tempo tocando a escada. Dezoito das 19 fémeas

escalaram a escada, 11 dessas o fizeram nos primeiros 300 s (ou 5 min) de sessao (Tabela 1), 6

entre os 300 e 600 s (ou 5 € 10 min), e 1 nos ultimos 300 s (ou entre 10 e 15 min). A média +

EPM de laténcia para escalada apresentada pelas fémeas foi de 325,77 s + 51,08; e a frequéncia

3,42 £ 0,46. Nos primeiros 300 s de sessdo 5 fémeas chegaram ao abrigo. Seis fémeas

alcangaram o abrigo entre 300 e 600 s, sendo que 3 delas ja haviam explorado o abrigo nos

primeiros 300 s. Nos tltimos 300 s, 5 das 6 fémeas que alcangaram o abrigo entre 300 ¢ 600 o

fizeram novamente.
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O local que ratos mais exploraram também foi a caixa, passando em média 93% do
tempo da sessdo nela e aproximadamente 6% do tempo tocando a escada. Uma menor
quantidade de machos escalou a escada comparada as fémeas. De 21 machos apenas 7 (6 do
“futuro” grupo Espontaneo e 1 do “futuro” grupo Reforcado) escalaram, 3 desses o fizeram nos
primeiros 300 s de sessao (Tabela 1), 3 entre 300 e 600 s, e apenas 1 nos 300 s finais. A média
+ EPM de laténcia para escalada apresentada por todos os machos foi de 699,92 s + 68,19; e a
frequéncia 0,71 + 0,34. Para os machos que escalaram, a laténcia foi de 299,77 s = 80,43 e
frequéncia de 2,14 £ 0,82. Em nenhum momento dos 900 s de pré-teste algum macho alcangou

o abrigo.

4.2.5.2 Resultados e da sessdao Teste do TEV

A partir da sessdo de teste os machos e fémeas foram alocados para o grupo
“Espontaneo” ou “Refor¢ado”, e a descricdo dos resultados a partir daqui sera feita da mesma
maneira.

As fémeas do grupo Espontaneo permaneceram na caixa 78% do tempo da sessdo, e 8%
do tempo tocando a escada. Das 10 fémeas desse grupo, 9 escalaram com uma média + EPM
da laténcia de 107,70 s + 33,62 e frequéncia de 2,2 + 0,44 entre elas (Tabela 1). Das 9 fémeas
que escalaram, 5 alcangaram o abrigo e apresentaram uma frequéncia média de 2,2 + 0,42. As
fémeas do grupo Reforcado permaneceram também 78% do tempo da sessdo na caixa e 7% do
tempo tocando a escada. Seis de 9 fémeas desse grupo escalaram com laténcia de
75,05 s £ 27,79 e frequéncia de 3,5 £ 0,76 (Tabela 1). Dessas 6 fémeas que escalaram, apenas
2 chegaram ao abrigo, uma delas sete vezes e a outra duas.

Os machos do grupo Espontaneo permaneceram na caixa em média 91% do tempo da
sessdo, € 7% do tempo tocando a escada. De 11 apenas 3 escalaram com laténcia de
114,02 s + 20,38 e frequéncia de 1,66 = 0,33 (Tabela 1). Nenhum desses animais alcangou o
abrigo. Os machos do grupo Refor¢ado permaneceram na caixa em média 89% do tempo da
sessao, e 8% do tempo tocando a escada. Nesse grupo, 2 de 10 animais escalaram com a laténcia
médiade 131,98 s+ 108,8 e frequéncia de 2 + 1 (Tabela 1). Apenas um desses animais alcangou

o abrigo.
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4.2.5.3 Resultados da sessdo Reteste 1 do TEV

As fémeas do grupo Espontineo passaram em média 77% do tempo na caixa e 7%
tocando a escada. As dez escalaram, com laténcia média de 77,31 s £ 21,98 e frequéncia média
de 2,4 £ 0,5 (Tabela 1). Oito delas alcangaram o abrigo com frequéncia média de 1,88 + 0,44.
As fémeas do grupo Reforcado passaram em média 78% do tempo na caixa e 8% tocando a
escada. Um video do grupo nessa sessdo foi perdido, porém, todas as 8 fémeas restantes
escalaram com laténcia média de 87,48 s+ 35,02 e frequéncia de 2,75 + 0,49 (Tabela 1). Dessas,
2 alcangaram o abrigo, com uma frequéncia de 4 e 2.

Os machos do grupo Espontineo passaram em média 90% do tempo na caixa e 6%
tocando a escada. Um video desse grupo também foi perdido, sobrando dados de dez animais.
Desses, 2 animais escalaram (laténcia 27,25 s = 9,88 e frequéncia 3 + 1, Tabela 1), um desses
alcangou o abrigo duas vezes. Os machos do grupo Reforcado passaram em média 91% do
tempo na caixa e 6% tocando a escada. Dos dez animais, também 2 animais escalaram (laténcia

138,3 s £ 83,4 e frequéncia 1,5 £ 0,5, Tabela 1) e um alcangou o abrigo duas vezes.

4.2.5.4 Resultados da sessdao Reteste 2 do TEV

Nessa ultima sessdo, semelhante as duas ultimas, as fémeas do grupo Espontaneo
passaram em média 78% do tempo na caixa e 8% tocando a escada. Nove das 10 fémeas
escalaram (laténcia de 52,72 s + 16,62 e frequéncia 2,55 + 0,41, Tabela 1). Seis delas
alcangaram o abrigo com uma frequéncia média de 2,5 + 0,42. As fémeas reforcadas passaram
em média 74% do tempo na caixa e 8% tocando a escada. Oito de 9 ratas escalaram (laténcia
35,81 s £13,74 e frequéncia 4 £+ 0,5, Tabela 1), quatro delas chegaram no abrigo com uma
frequéncia de 3 + 1,1 entre elas.

Os machos do grupo Espontineo passaram em média 85% do tempo na caixa e 9%
tocando a escada. Dois dos 11 machos do grupo escalaram (laténcia 63,24 s +39,71 e frequéncia
4,5 £ 1,5, Tabela 1) e um deles alcangou o abrigo seis vezes. Os machos do grupo Refor¢cado
ficaram em média 90% do tempo na caixa e 7% tocando a escada. Trés animais desse grupo
escalaram (laténcia de 148,73 s + 55,63 e frequéncia 1,67 + 0,67, Tabela 1) e um deles alcangou

0 abrigo uma vez.
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4.2.5.5 Efeitos do sexo, repeti¢ao e reforco no TEV

Para avaliar o efeito dos alimentos palataveis sobre a motivacdo para escalar foi
comparada a frequéncia de escalada entre os grupos de fémeas e machos Espontaneos ou
Reforgados na sessao teste (Figura 23), e apenas o fator sexo teve influéncia significativa sobre
a frequéncia de escalada (F (1,36) = 14,82; p= 0,00046; Partial eta-squared = 0,2916; ANOVA
de duas vias), o fator alimento palativel ndo teve efeito significante (F (1,36)=0,0952;
p =0,7595; Partial eta-squared = 0,002637; ANOVA de duas vias), nem a interagdo entre os
fatores (F (1,36) = 0,1842; p = 0,6703; Partial eta-squared = 0,005; ANOVA de duas vias).

Figura 23- Comparacio entre grupos na sessiio de teste
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Legenda: Dados expressos em média + EPM (fémeas espontaneas n=10, fémeas reforcadas
n=9, machos espontaneos n=11, machos refor¢ados n=10). * p = 0,00046; ANOVA de duas
vias.

Para verificar o efeito do sexo e repeti¢ao da escalada sobre o aprendizado da tarefa, foi
realizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas da frequéncia de escalada dos 5
primeiros minutos do pré-teste e reteste2 (Figura 24). Tanto o sexo (F (1,38) = 18,67; p =
0,0001; Partial eta-squared = 0,3294) quanto a repeticdo do teste (F (1,38) = 26,88; p =
0,000007; Partial eta-squared = 0,4143) tiveram efeito significante sobre o aprendizado de
escalada dos animais. A interagdo entre os fatores sexo e repeticdo do teste também foi

significante F (1,38) = 11,26; p = 0,0018; Partial eta-squared = 0,2285).
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Figura 24- Aprendizado com a repeticiao do teste
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Legenda: Dados expressos em média = EPM (fémeas n=19, machos n=21).
* p= 0,0001, #p=0,000007; ANOVA de duas vias com medidas
repetidas.

4.2.5.6 Discussdo TEV

Dos animais que escalaram no pré-teste (n=25) a maioria o fizeram nos primeiros 300 s
de sessdo (n=14) e esperava-se que, com a repeti¢ao do teste a laténcia para escalada diminuisse
(Tabela 1), uma vez que os animais ja haviam tido contato com o aparato. E como esperado, a
laténcia para escalada dos animais no teste diminuiu em comparagao ao pré-teste, € mais
animais escalaram na sessao de teste (n=20) que nos primeiros 300 s de pré-teste (n=14, Tabela
1), mostrando que 300 s de sessdo de teste sdo suficientes para avaliar os comportamentos de
interesse nos animais.

Na primeira exposi¢do ao aparato as fémeas logo mostraram uma maior facilidade em
escalar que os machos e tiveram uma maior frequéncia dessa categoria. Algumas ratas (n=8)
apresentaram uma persisténcia em realizar a tarefa, evidenciada pela chegada ao abrigo,
enquanto nenhum macho apresentou esse comportamento nenhuma vez no pré-teste. Esses
resultados, junto aos presentes nas figuras 23 e 24 corroboram ao achado na literatura, no
trabalho de Huck e Price (1976) tanto ratas de laboratdrio quanto selvagens se mostraram mais
motivadas para escalar que os machos nas mesmas condigdes.

As fémeas do grupo Espontaneo mostraram uma tendéncia a escalar precedente ao teste,
pois na sessdo de pré-teste com as mesmas condi¢des para os dois grupos, mais ratas do grupo
Espontineo ja se mostravam escaladoras nos primeiros 300 s de sessdo. Observa-se um

aumento no numero de fémeas do grupo Reforcado escalando nos 300 s disponiveis nas outras
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sessoes (Tabela 1), esse aumento acompanha a diminui¢ao na laténcia para escalada, e ambos
podem ser atribuidos a repeticao do teste.

No presente trabalho, para os machos, os parametros ndo tiveram grandes mudangas
entre as exposi¢des (Tabela 1, figura 24), indicando pouco valor da repeticao do teste para eles,
enquanto para as fémeas o efeito da repeti¢do sobre o aprendizado ¢ evidente (Tabela 1,
figura 24). De todos os machos que escalaram nas sessdes, apenas um de cada grupo chegou
até o abrigo, o do Espontaneo (L2-M-CX3-A1) em duas sessoes (reteste 1 € 2) e o do Refor¢cado
(L1-M-CX3-A0) em trés (teste, reteste 1 e reteste 2).

E possivel que, para o aprendizado dos machos, um protocolo com maior nimero de
sessOes ou com menor intervalo entre elas seja mais efetivo, € mesmo a escalada sendo um
comportamento natural aos ratos, o treinamento ¢ necessario para que alguns animais aprendam
a realiza-la. Talvez a menor quantidade de machos escaladores também possa ser atribuida a
maior massa corporal desses animais e consequente uma maior dificuldade em realizar a
escalada. Os resultados obtidos no presente trabalho poderiam ter sido distintos se os machos
submetidos ao TEV fossem mais jovens, no trabalho de Makowska e Weary (2016) foi
observado um declinio da frequéncia e duragdo do comportamento de escalada em ratos com o
aumento da idade.

Os resultados também revelam o baixo valor reforcador dos alimentos palataveis sobre
a atividade proposta tanto para os machos quanto para as fémeas, e ao contrario do que se
esperava, o uso desses alimentos como recompensa com o protocolo experimental utilizado
(sem privacdes) nao foi o suficiente para motivar a escalada dos animais. Talvez a aplicacao de
um refor¢o de maior saliéncia e valor (BERRIDGE; ROBINSON, 1998) fizesse com que 0s
animais aumentassem a frequéncia da atividade proposta, ¢ possivel que um refor¢o que
envolva motivagao sexual, com adi¢do de um tecido com cheiro de outros ratos no abrigo, tenha

uma saliéncia e valor refor¢ador maior.

4.2.6 Perfil dos animais experimentais

Para verificar se existe um perfil de animais mais ativos € menos ativos, € se 1SsO
influenciaria sobre a realizagdo da escalada no TEV, fez-se a correlagdo entre pardmetros do
TCA e TEV.

A Figura 25 mostra uma correlagdo negativa moderada estatisticamente significante
entre a distancia percorrida no TCA com a laténcia para escalada no pré-teste do TEV

(r = - 0,4948; p= 0,0012).
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A Figura 26 mostra uma correlagdo positiva moderada estatisticamente significante

entre a distancia percorrida no TCA com a frequéncia de escalada no pré-teste do TEV

(r=10,6466; p < 0,0001). Porém as correlagdes foram feitas para todos animais, € nem todos

eles escalaram, principalmente os machos, alterando assim o valor do r.

Figura 25 - Correlacio entre laténcia para escalada e locomocéo
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Legenda: Correlagdo entre distancia total percorrida pelos animais e laténcia
para escalada no pré-teste do TEV (n=40; r de Spearman =-04948; p =0,0012).

Figura 26 - Correlacio entre frequéncia de escalada e locomogio

S 8-

»
1

E =N
1

N
1

o

o O

o
0]
o

oo

Frequéncia de escalada (TE

1
N
[1

6000 8000

200 4000

Distancia em cm (TCA)

Legenda: Correlagdo entre distancia total percorrida pelos animais e frequéncia
de escalada no pré-teste do TEV (n=40; r de Spearman = 0,6466; p = 0,0001).
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5 CONCLUSAO

Os resultados do experimento piloto possibilitaram ajustes experimentais e estruturais,
e melhoramento do catalogo comportamental, viabilizando a aplicagao do TEV em ratos. Assim
como na literatura, no presente trabalho as fémeas se locomoveram mais no TCA que os
machos, porém, divergindo da literatura, elas exploraram menos a area central da arena que
eles. Com o TPAL foi possivel estimar qual o alimento preferido de cada animal, apenas nao
se esperava que uma grande parte deles preferissem racao a alimentos palataveis.

As ratas apresentaram uma tendéncia maior a escalar que os machos. Os alimentos
palataveis alocados no abrigo nao tém um valor de refor¢o o suficiente para estimular a
realizacdo da tarefa. A repeticdo do teste parece ter um papel sobre aprendizado da tarefa. O
perfil do animal, ativo ou ndo, parece ter uma influéncia sobre a escalada. As diferencas
comportamentais entre fémeas e machos nos testes ressaltam a importancia da realizagdo de
procedimentos experimentais utilizando animais de ambos os sexos.

Para a utilizagdo do TEV na analise de motivagdo em ratos se tornar possivel, refina¢des
no teste ainda precisam ser feitas. Com os experimentos realizados no presente trabalho foi
possivel chegar em algumas condi¢des experimentais apropriadas para a realizagdo do teste,
como a altura intermediaria da caixa, ilumina¢ao na cor vermelha e duragdo de cincos minutos
das sessdes. Porém o refor¢co com alimentos palataveis, que achdvamos ser o suficiente para
motivar a escalada dos animais sem aplicagdo de privagdes, ndo foi o suficiente para motivar a
escalada tanto das fémeas quanto dos machos. As fémeas realizaram o comportamento de
escalada com maior facilidade, e as poucas e espagadas repeti¢des do teste teve um fundamental
sobre o aprendizado delas, enquanto nos machos a atividade em si ndo foi natural, ao contrario
do que se esperava inicialmente. Para experimentos futuros seria interessante criar um outro
protocolo de treinamento com uma maior frequéncia de exposi¢ao de ratos machos ao aparato,
além da utilizacdo desses animais mais jovens. E também utilizar um incentivo saliente e de

maior valor para motivar a escalada dos animais.
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L2-F-CX3-A1 7.~ 155 -~ 27 ~~ 15 -~ 91
[ 15w o oo
1 1219 0 |300 1 |272 0 |300
L2-F-CX4-A1 g -~ 105 ~~ 38 -~ 19 ~~ 18
|81%[7% | 68%[15°% |73%[3% |82%[7%
1 |369 1 |108 1 |204 0 |300
L2-F-CX5-A1 -~ 243 -~ 93 -~ 189 ~~ 300
[85%[4% | 86% [4% | 76%] 11% [20%] 1%
0 |900 0 |300 1 |222 2 |85
L2-F-CX5-A2 -~ 278 -~ 300 -~ 194 -~ 75
|91%[5% | 88%[12% |76%[6% |s6%]112%
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Continuacao
Frequéncia no
Frequéncia de l abrigo
Ex: LOTE- escalada L 1 |253<—‘ Laténcia (s) no abrigo
SEXO-CAIXA- % do tempo ~~ 234 < ]
ANIMAL permanecido ———» I_B_O_"/g 5% +— % do tempo tocando a Laténcia (s) de
l na caixa escada escalada
ANIMAL | COMIDAl TCA | TPAL | PRE-TESTE | TESTE | RETESTE1 | RETESTE2

GRUPO REFORGADO FEMEAS

COM INCENTIVO

lﬁ%"/.oﬁ6%

~~"29%
[83%|8%

Izéffﬁ%

U,L%:ﬁ3%

0 |900 0 |300 0 |300 0 |300
L1-F-CX1-A1 ~~ 646 -~ 300 ~~ 66 -~ 33
|90%[o% | 42%o% |7%f4% |75%fe
i 0 |900 0 |300 0 |300 0 |300
L1-F-CX4-A0 g = -~ 300 -~ 300 -7 262 -~ 29
_k | 88%]4% | 89% 11% | 78%] 15% [78%]5%
0 |900 0 |300 0 |300 0 |300
L1-F-CX2-A0 ~~ 515 -~ 191 -~ 56 -~ 129
[90%(5% | 76% 4% | 729 12% [66%] 12%
7 199 7 18 4 |32 6 |13
L1-F-CX3-A0 7.7 92 7.7 62 -~ 29 7.7 1
Lr2of5% | 5250 a% EA |sofo
0 |900 0 |300 0 |300 0 |300
L2-F-CX1-AC & ~~ 506 -~ 300 1.7 227 ~~ 300
2 EZER |s43efo% |sonfos Lsof10%
2 |407 0 |300 0 |300 2 |158
L2-F-CX2-A1 -~ 386 ~~ 108 -~ 19 -~ 14
( |83%[6% | 81%[6% |77%]8% |75%[7%
2 |404 2 |49 2 |40 3 |40
L2-F-CX3-A0 f% 4.~ 385 27 47 27 38 3.7 39
-
|sanfs% AR |e2nfs% Lrsufore
. 0 |900 0 |300 x |x 0 |300
L2-F-CX4-A0 ot -~ 269 -~ 79 -7 x -~ 16
4 Jeznfro [rsnfor sk [ranfe
Py . 0 |900 0 |300 0 |300 1 1278
L2-F-CX5-A0 ] -~ 19 -~ 54 -~ 15
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Continuacao
Frequéncia no
Frequéncia de l abrigo
Ex: LOTE- escalada L 1 |253<—‘ Laténcia (s) no abrigo ‘
SEXO-CAIXA- % do tempo ~~ 234 < ]
ANIMAL permanecido > I_B_O_"/g 5% *—| % do tempo tocando a Laténcia (s) de
l na caixa escada escalada
ANIMAL | comipa|  Tca PAL | PRETESTE | TESTE | RETESTE1 | RETESTE2
GRUPO ESPONTANEO MACHOS SEM INCENTIVO
0 |900 0 |300 0 300 0 |300
L1-M-CX1-A1 : 0.~ 900 0.--7300 0.~ 300 0.-~7300
b lonofore EARR |sanfos lszfore
0 |900 0 |300 0 300 0 |300
L1-M-CX4-A1 -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
’ |97%[3% | 10002 |95%[5% |97%[a
0 |900 0 |300 0 |300 0 |300
L1-M-CX2-A0 -7 31 -~ 300 -~ 300 -~ 300
: | 88%] 2% | 91% 0% | 92%[8% [ 85%] 5%
5 0 |900 0 |300 0 |[300 0 |300
L1-moxa-A1 K =900 ~~"95 -~ 737 ~~"103
| 84%] 6% | 82%[8% | 84%| 7% [81%[4%
0 |900 0 |300 0 |[300 0 |300
L2-M-CX1-A0 & -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
{e) [83%|9% | 92% 7% |29%1% [20%] 10%
s . 0 |900 0 |300 0 |[300 0 |300
L2-M-CX2-A0 © 1 =312 0.~ 300 ~~" 300 0.~ 300
w 88%] 1% | 85% [ 15% | 20%] 10% [20%] 10%
0 |900 0 |300 2 212 6 |25
L2-M-CX3-A1 7.-7113 277155 4.7 17 6.~ 24
- lesufare [sose 3% |sofor |ssofo
. . 0 |900 0 |300 0 300 0 |300
L2-M-CX3-A2 * ] -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
w |96%[4% 93272 |97oaf3% |93%[7=
e 0 |900 0 |300 x |x 0 |300
L2-M-CX4-A1 * 7 ~~ 482 -7 93 -7 X -~ 300
' Jorso [szfe x Ix Js2sre
. 0 |900 0 |300 0 |[300 0 |300
L2-M-CX5-A1 g -~ 647 -~ 300 -~ 300 -~ 300
. |96%[3% | 95%[5% |98%[22% |95%[a%
0 |900 0 |300 0 |[300 0 |300
L2-M-CX6-A0 -~ 195 -~ 300 -~ 300 -~ 300
|91%[3% | 94%[6% |98%[22% |95%[s%
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Conclusao
Frequéncia no
Frequéncia de l abrigo
Ex: LOTE- escalada ‘¢ 1 |253<—‘ Laténcia (s) no abrigo |
SEXO-CAIXA- % do tempo 7 234 < ]
ANIMAL permanecido —————» |_sp_°/gﬁ 5% +—] % do tempo tocando a Laténcia (s) de
l na caixa escada escalada
ANIMAL | COMIDA | TCA | TPAL | PRE-TESTE | TESTE | RETESTE1 | RETESTE2
GRUPO REFORGCADO MACHOS COM INCENTIVO
r 1
- 0 |900 0 |300 0 |3OO 0 |300
L1-M-CX1-A0 @ 0.~ 900 0.~ 300 0.~ 300 0.~ 300
‘ 22 |sase e |sanfor Lo ro%
- 0 |900 0 |300 0 |3OO 0 |300
L1-M-CX4-A0 ‘ -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
Biﬁﬁ% lﬁ%ﬁ 2% |9.1:/glg% b?:@ﬁm
0 900 0 |[300 0 |300 0 300
L1-M-CX2-A1 -~ 318 -~ 300 -7 222 -~ 300
B_%Ié% Lﬁz_%ﬁ 8% |_8_7:/d3 % |§_2_°@|§%
0 |900 1 |272 2 |73 1 |66
L1-M-CX3-A0 -~ 900 -~ 23 ~~ 55 ~~ 57
I_%ﬁ 0% lﬁ%%]é% Iz.syﬁ% Iﬁ%ﬁZ%
0 |300 0 |300 0 |3OO 0 |300
L2-M-CX1-A1 ¢ -~ 300 -~ 300 ~~ 300 -~ 249
= B!%ﬁ% La%ﬁO% |§.5:/ﬁ5% |§,7.°/2|J9%
0 |900 0 |300 0 |3OO 0 |300
L2-M-CX2-A1 0.~ 900 17 241 -~ 300 -7 141
losufs% |30 5% sl sl
0 |900 0 |300 0 |3OO 0 |300
L2-M-CX3-A0 a4 i 0.~ 900 0.~ 300 0.~ 300 0.~ 300
‘ 22 G o919 Lo
0 |900 0 ISOO 0 |300 0 ISOO
L2-M-CX4-A0 -~ 900 -~ 300 ~~ 300 -~ 300
. I_%lg% la%lg% |9.8:/:é% bﬁ@ﬁ%
0 900 0 ISOO 0 |300 0 ISOO
L2-M-CX5-A0 = -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
> B_%Ig% La%%lg% |?13/ﬂg% ka_e_"@lf%
" 0 |900 0 |300 0 |3OO 0 |300
L1-M-CX6-A1 -~ 900 -~ 300 -~ 300 -~ 300
Ig,%ﬁ% La%ﬁ% |?£i'/gé% |_9,2.°@|§%




