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RESUMO

O estresse social é um tipo de estresse comum a todas as espécies superiores de
mamiferos. Através do protocolo de derrota social, podemos estudar os efeitos comportamentais
e fisioldgicos deste estresse, controlando qual animal é o agressor e qual o derrotado. Este
protocolo possui valor etoldgico significativo, e pode ser aplicado com diferentes intensidades e
frequéncias: exposicdo Unica, exposicdo crbnica, exposicdo aguda (ou intermitente), ou
exposi¢do repetida. A derrota social comega com um rato Wistar, abrigado em uma caixa grande
com uma fémea esterilizada, treinado para brigar com machos menores colocados dentro de seu
territério apds a retirada da fémea. Os animais menores, chamados intrusos, sao colocados
dentro da caixa do residente protegidos por sua prépria caixa por dez minutos, na fase chamada
Pré-Confrontacdo. Apds esse tempo, o intruso é colocado em contato direto com o residente na
fase de Confrontagdo. Essa fase termina quando o residente for¢a o intruso a assumir uma
postura submissa (deitado no substrato de barriga para cima), ou cinco minutos apds a primeira
mordida do residente. Em termos de comportamento, exposi¢des Unicas levam a sintomas
depressivos, como menor mobilidade nos testes de campo aberto e nado forcado. Uma
exposicao repetida também aumenta sintomas depressivos, bem como comportamentos do tipo
ansioso (self grooming e avaliagdo de risco). A exposi¢do aguda tem efeitos similares em
sintomas depressivos e ansiosos, como maior imobilidade no campo aberto, menor preferéncia
por solugdes agucaradas, desinteresse sexual, entre outros. A exposicdo cronica leva a anedonia,
além de modificagBes no sistema nervoso central. Este estudo estd focado na relagdo entre os
comportamentos apresentados pelos intrusos durante a derrota social e os niveis de IGF-1 e
corticosterona dosados no soro destes animais. Os comportamentos foram analisados e trés
categorias de escores foram montadas a partir dessa analise: escore de exploracdo social, escore
ofensivo e escore defensivo. Nossos resultados mostram gque ndo sé o grupo controle apresentou
niveis mais altos de corticosterona do que o grupo estressado, como também a relacdo desses
niveis com um escore agressivo mais alto, e a0 mesmo tempo, escores de exploracao social mais
baixos. Além disso, a dosagem de IGF-1 ndo mostrou diferencas entre 0 grupo estressado e o
grupo controle, o que indica que este fator de crescimento pode ndo estar diretamente
relacionado com o estresse.



LISTA DE ABREVIACOES

5-HT: serotonina

ACTH: hormdnio adrenocorticotrofico
BDNF: brain derived neurotrophic factor
HPA: hipotalamo-pituitaria-adrenal

IGF-1: insulin-like growth factor 1

SAM: simpato-adreno-medular



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Resposta ao Estresse

Estresse pode ser definido como um desafio ao equilibro homeostético do individuo,
podendo se dar através de um evento ambiental ou social, imediato ou futuro, que resulta em
uma cascata de respostas neuronais, imunoldgicas e autondmicas, que tem por objetivo
reequilibrar o organismo (Miczek, Yap, & Covington |11, 2008). A resposta ao estresse funciona
primariamente por duas vias: o eixo Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal, e o eixo Simpato-Adreno-
Medular (Figura 1). Primeiramente, o estimulo estressante é percebido pelo cérebro, e o
hipotalamo dé inicio a cascata de sinalizag&o.

Pelo eixo HPA, o hipotdlamo libera CRH (horménio liberador de corticotrofina), que
vai agir sobre a glandula pituitaria, fazendo com que ela libere ACTH (hormbnio
adrenocorticotrofico), entre outros horménios. O ACTH vai agir sobre o cortex da glandula
adrenal, que vai liberar glicocorticoides na corrente sanguinea. Pelo eixo SAM, o hipotalamo
envia um sinal diretamente para a medula da glandula adrenal através do sistema simpatico. A
medula da adrenal produz catecolaminas, como adrenalina e noradrenalina, que também sdo
liberadas na corrente sanguinea. Cada via € ativada dependendo do tipo de estressor percebido, e
da resposta necesséria (Sternberg, 2006).

Hipotdlamo

Glandula Adrenal

GlicocorticOides — mmm— —Catecolaminas

Corpo Corrente
sanguinea

Figura 1: Vias de resposta ao estresse.



1.2 Estresse social

O estresse social é um tipo de evento estressor comum na vida de quase todas as
espécies com algum tipo de organizacdo social, especialmente mamiferos (Blanchard et al.,
2001; Miczek, Yap, & Covington Ill, 2008). Modelos animais de estresse social incluem
exposicdes Unicas, cronicas, intermitentes ou continuas de um individuo a outro coespecifico.
As interacbes podem variar de acordo com a espécie, sexo, idade, histérico individual e
ambiente (Blanchard et al., 2001). Dentro desses modelos, dois fatores podem ser decisivos para
o0 status social: a frequéncia e intensidade das interacGes agonisticas e a sensac¢do de controle

sobre a situacdo (Raab et al., 1986).

Com o protocolo de derrota social com ratos sendo um paradigma intruso-residente, é
possivel medir o nimero de interaces, bem como controlar qual animal é o agressor e qual é o
derrotado. Essa confrontagdo intraespecifica entre machos é etologicamente relevante, e pode
ser utilizada para elucidar adaptac@es fisioldgicas e comportamentais ao estresse (Paul et al.,
2011). Este modelo consiste na exposi¢do de um individuo experimental a um macho agressivo
e dominante. Miczek e colegas (Miczek, 1979; Tornatzky & Miczek, 1993; 1994)
desenvolveram e caracterizaram esse protocolo. Antes do inicio dos experimentos, machos
adultos sdo selecionados para viver em caixas grandes com uma fémea esterilizada como
companheira. Ap6s um periodo de adaptacdo para estabelecimento do territorio, pode-se iniciar
o0 protocolo, que é dividido em trés fases: Pré-Confrontacdo, Confrontacao, e Pés-Confrontacéo,
esta Ultima sendo opcional. Antes da Pré-Confrontacdo, as fémeas sdo retiradas da caixa, e
recolocadas apoés o final da ultima etapa (Miczek, 1979).

Na primeira fase, o intruso, um macho adulto que vive abrigado em uma caixa bem
menor que a do residente, é colocado, ainda dentro de sua caixa, no territorio do residente.
Assim, ele é exposto ao animal maior, que sente seu territorio sendo invadido. Nao ha contato
fisico entre os animais nesta etapa, que dura 10 minutos. Para a fase de Confrontacao, a caixa do
intruso é retirada de dentro da caixa do residente, e 0s animais sdo colocados em contato direto.
Esta etapa pode ser encerrada de trés maneiras diferentes: se o residente ndo apresentar nenhum
tipo de comportamento agressivo (i.e. ndo morder nem forcar o outro a se submeter), ela termina
apo6s 10 minutos; se o residente morder, mas ndo submeter, sdo contados cinco minutos apés a
primeira mordida para retirar o intruso; ou, Se o residente mostrar sua dominancia forgando o
intruso a se submeter por pelo menos 6 segundos, a etapa é encerrada. A fase de Pds-

Confrontacdo segue os mesmos passos da primeira fase.

Pode-se dividir a derrota social em trés categorias, dependendo da frequéncia dos

confrontos: exposicdo Unica, exposicdo repetida (dois ou mais conflitos diarios), exposicdo



intermitente ou aguda (pequeno numero de conflitos em dias ndo consecutivos), e exposicao
crénica, na qual o intruso reside na mesma caixa que o agressor com uma barreira que impede o
contato fisico, mas permite o contato visual e olfativo. Cada uma dessas categorias acarreta em

mudangas comportamentais, algumas muito semelhantes, outras distintas.

1.3 Exposicao unica a derrota social

Animais expostos a um Unico episddio de derrota social exibem vocaliza¢cdes em uma
faixa considerada aversiva (20 kHz) (Burgdorf, Kroes, Beinfeld, Panksepp, & Moskal, 2010),
além de sintomas depressivos, como menor mobilidade no Open Field e em testes de nado
forcado (Marini et al., 2006).

A nivel molecular, esses individuos apresentam quantidades elevadas de corticosterona,
ACTH e CRH (Marini et al., 2006; Razzoli, Carboni, & Arban, 2009; Funk, Li, & L€, 2006).
Burgdorf et al. (2006) demonstraram uma alteracdo na expressao de IGF-1 no cérebro de ratos

logo apds um episddio de derrota social.
1.4 Exposicao repetida a derrota social

Ratos expostos a dois, ou mais, episédios de derrota social diarios, apresentam mais
vocalizagOes aversivas na faixa de 20kHz; mais comportamentos de coping reativo (Kroes,
Burgdorf, Otto, Panksepp, & Moskal, 2007; Paul et al., 2011); mais comportamentos do tipo
ansioso (self grooming, locomogdo elevada em ambientes desconhecidos, avaliagdo de risco)
(Razzoli et al., 2009; Razzoli et al., 2007; Carboni et al., 2006); e mais comportamentos do tipo
depressivo, como diminui¢do da atividade geral e sociabilidade no teste de interacdo social,
diminuicdo na preferéncia por solugdo acucarada e diminuicdo no comportamento reprodutivo
(Furay, McDevitt, Miczek, & Neumaier, 2011; Razzoli et al., 2009).

Como biomarcadores, esses animais também apresentam niveis elevados de
corticosterona e ACTH no sangue (Razzoli et al., 2007), bem como alteragdes em outras
moléculas neurotréficas, como BDNF e FGF (fator de crescimento de fibroblastos) (Duclot &
Kabbaj, 2013; Turner, Calvo, Frost, Akil, & Watson, 2008).

1.5 Exposicao intermitente & derrota social

Esse tipo de exposicdo, também chamado de aguda, leva os individuos a apresentarem
comportamento social diminuido, maior laténcia e menor frequéncia de se submeter durante um

confronto (Buwalda, Stubbendorff, Zickert, & Koolhaas, 2013); também apresentaram sintomas



do tipo depressivo e ansioso, como desinteresse sexual (Nocjar, Zhang, Feng, & Panksepp,
2012), maior imobilidade no teste de campo aberto, e menor preferéncia por solugdes
adocicadas (Olivares et al., 2012). Em nivel molecular, esses ratos também apresentam niveis
mais baixos de hormdnios da tiredide, regulados pelo eixo HPA (Olivares et al., 2012), bem
como alteragfes em fatores neurotréficos como BDNF (Fanous et al., 2011; Miczek et al., 2011).

1.6 Exposicao cronica a derrota social

Ratos expostos a protocolos de derrota social continua apresentam aumento nos
comportamentos submissivos (Buwalda et al., 2013); sintomas do tipo depressivo como
anedonia, diminuicdo da preferéncia por solucdo acgucarada, e diminuicdo do comportamento
exploratorio (Kanarik et al., 2011; Miczek et al., 2011; Chen et al., 2012). Além disso, esses
animais mostram niveis claramente mais altos de corticosterona, diminui¢do de metabdlitos de
5-HT, e supressdo de BDNF em algumas areas cerebrais (Miczek et al., 2011; Chen et al., 2012;
Grunewald et al., 2012).

1.7 Estilos de coping

Estilos de coping sdo conceitos muito Uteis quando se trata de compreender a
capacidade adaptativa individual frente a doengas relacionadas com estresse. Estilo de coping
pode ser definido como um conjunto coeso de comportamentos e respostas fisioldgicas frente a
um evento estressor, que é caracteristico de um grupo de individuos. Apesar da grande
variedade de formas de apresentacdo, bem como os inimeros fatores envolvidos, tem sido feito

um esforgo para classificar esses estilos (Koolhaas et al., 1999).

O coping proativo é similar a resposta de luta-ou-fuga, caracterizada por
agressividade e controle de territério. Animais com esta caracteristica desenvolvem estratégias
para evitar estressores rapidamente, e sdo, em geral, mais agressivos e mais rigidos em seus
padrdes de comportamento. Esses comportamentos sdo acompanhados de baixa atividade do
eixo HPA, como evidenciado por baixos niveis séricos de corticosterona, e uma maior resposta
por parte do sistema simpatico, por meio de um aumento das catecolaminas circulantes
(Koolhaas et al., 1999). Ja o coping reativo é uma resposta com baixos niveis de agressividade,
em que o animal passa muito tempo imével. Animais reativos tendem a desenvolver estratégias
mais flexiveis, e apenas reagem em situacBes extremas. Esses comportamentos sdo
acompanhados de uma alta regulacdo do eixo HPA, e baixa ativacdo do sistema simpatico
(Koolhaas et al., 1999).



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi de compreender as respostas fisiologicas e
comportamentais de ratos Wistar machos expostos a um protocolo de derrota social intermitente.

2.1 Objetivos especificos
a) avaliar os niveis de corticosterona sérica;
b) avaliar os niveis de IGF-1 sérico;

C) computar escores comportamentais.
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RESUMO

Derrota social é o resultado de uma confrontacéo intraespecifica de ratos machos, sendo
etologicamente relevante, e podendo ser utilizada em estudos para a compreensdo das
adaptacOes fisiologicas e comportamentais ao estresse. Neste trabalho foram utilizados trés
grupos de ratos Wistar machos adultos. Um grupo de animais, chamados de residentes, que
foram treinados para ser agressivos, e residiam em caixas de acrilico transparente de
46x71x46cm pareados com fémeas laqueadas; outro, submetido ao protocolo de derrota social,
chamado de intruso ou derrotado, e um grupo controle. O protocolo consiste de trés fases: Pré-
Confrontacdo, Confrontacdo, e Pds-Confrontacdo. O comportamento do grupo intruso foi
observado durante a fase de Confrontacdo, e trés escores foram montados a partir dessas
observacGes: escore de exploracdo social, escore ofensivo e defensivo. Este estudo esta focado
na relacéo entre os escores montados, e os niveis de IGF-1 e corticosterona dosados no soro dos
animais. Foram utilizados kits comerciais de ELISA para fazer as medidas moleculares. Nossos
resultados mostram que o grupo controle apresentou niveis mais altos de corticosterona do que
0 grupo derrotado. Neste grupo, existe uma relacdo entre niveis mais altos de corticosterona
com um escore agressivo mais alto, e ao mesmo tempo, um escore de exploracdo social mais
baixo. Além disso, a dosagem de IGF-1 ndo mostrou diferencas entre o grupo estressado e o
grupo controle, o que indica que este fator de crescimento pode ndo estar diretamente
relacionado com o estresse.

ABSTRACT

Social defeat is the result of an intraspecific confrontation between male rats, having
great ethological relevance, and being of use in studies that seek to understand the physiological
and behavioral adaptations to stress. For this paper, three groups of adult male Wistar rats were
used. One group of animals trained to be aggressive, who resided in transparent acrylic boxes,
measuring 46x71x46¢cm, with a sterilized female; another, who underwent the social defeat
protocol, called intruder or defeated, and a control group. The protocol consists of three phases:
Pre-Confrontation, Confrontation and Post-Confrontation. The behavior of the intruder group
was observed during the Confrontation phase, and three separate scores were built on those
observations: offensive score, defensive score, and social exploration score. This study focusses
on the relation between the assembled scores and the levels of IGF-1 and corticosterone dosed
on the rats’s serum. Comercial ELISA kits were used to measure these substances. Our results
show that the control group presented higher levels of corticosterone than the defeated group.
Also, within the defeated group, higher levels of corticosterone were associated with higher

offensive scores, and lower social exploration scores. The measurements of IGF-1 show no
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statistical differences between the defeated group and the control group, which indicates that,

peripherically, this growth factor may not be directly related to the adaptions to stress.
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Introducéo

Estresse pode ser definido como um desafio ao equilibro homeostatico do individuo,
podendo se dar através de um evento ambiental ou social, imediato ou futuro, que resulta em
uma cascata de respostas neuronais, imunoldgicas e autondmicas, que tem por objetivo
reequilibrar o organismo. O estresse social é particularmente relevante em espécies que
dependem do cuidado parental e organizacdo social durante a vida, tendo efeitos duradouros e

significativos (Miczek, Yap, & Covington |11, 2008).

Neste contexto, existe o protocolo de derrota social, que consiste em uma confrontacdo
intraespecifica de ratos ou camundongos machos, sendo etologicamente relevante, e podendo
ser utilizado em estudos que buscam elucidar as adaptacGes fisioldgicas e comportamentais ao
estresse (Paul et al., 2011). A literatura mostra que roedores expostos a um dnico episddio de
derrota social apresentam alteraces em respostas autonémicas, neuroenddcrinas e
comportamentais (Raab et al., 1986), incluindo aumento de comportamentos de medo e do tipo
ansioso (Razzoli et al., 2006). Ratos expostos a episddios repetidos de derrota social também
respondem com aumento de comportamentos do tipo ansioso (Kinn et al., 2008; Paul et al.,
2011), reorganizacao dendritica (Kole, Costoli, Koolhaas, & Fuchs, 2004), reducéo de ingestéo
de alimentos e ganho de peso corporal (Meerlo, Overkamp, Daan, Van Den Hoofdakker RH, &
Koolhaas, 1996) e padrdes de sono alterados (Kinn et al., 2008).

Este trabalho estd focado particularmente nos efeitos do estresse social sobre o sistema
enddcrino, que se iniciam de maneira similar a respostas a outros tipos de estresse, com a
ativacdo do sistema simpatico, que leva a taquicardia, aumento de pressdo arterial e temperatura
corporal. Além disso, este tipo de estresse também leva a um aumento na atividade do eixo
HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal), essencial para que o individuo possa lidar com o evento
estressor, pois a liberacdo de glicocorticoides ativa 0 metabolismo energético e o sistema imune,
tendo, portanto, um papel restaurador e protetor (Miczek et al., 2008). A liberagdo destes
hormdnios também pode ocorrer como resposta antecipatoria a um estressor iminente ou
persistente (Pardon, Kendall, Pérez-Diaz, Duxon, & Marsden, 2004). O prolongamento dessa

atividade também acarreta em consequéncias fisiopatoldgicas diversas (McEwen, 2008).

Estilos de coping sdo conceitos muito Uteis quando se trata de compreender a
capacidade adaptativa individual frente a doencas relacionadas com estresse. Estilo de coping
pode ser definido como um conjunto coeso de comportamentos e respostas fisiologicas frente a
um evento estressor, que é caracteristico de um grupo de individuos. Apesar da grande
variedade de formas de apresentacdo, bem como os inimeros fatores envolvidos, tem sido feito

um esforco para classificar esses estilos (Koolhaas et al., 1999).
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O coping proativo € similar a resposta de luta-ou-fuga, caracterizada por agressividade e
controle de territério. Animais com essa caracteristica desenvolvem estratégias para evitar
estressores rapidamente, e sdo, em geral, mais agressivos e mais rigidos em seus padrdes de
comportamento. Estes comportamentos sdo acompanhados de baixa atividade do eixo HPA,
como evidenciado por baixos niveis séricos de corticosterona, e uma maior resposta por parte do
sistema simpatico, por meio de um aumento nas catecolaminas circulantes (Koolhaas et al.,
1999). J& o coping reativo é uma resposta com baixos niveis de agressividade, em que o animal
passa muito tempo imovel. Animais reativos tendem a desenvolver estratégias mais flexiveis e
apenas reagem em situacGes extremas. Estes comportamentos sdo acompanhados de uma alta

regulacdo do eixo HPA e baixa ativacdo do sistema simpético (Koolhaas et al., 1999).

Em individuos adultos, a exposi¢do intermitente a episddios de estresse por derrota
social resulta em uma sensibilizagdo comportamental e neural, levando a respostas
comparativamente maiores por parte dos sistemas simpatico e glicocorticoide, enquanto o
estresse durar (Bartolomucci et al., 2003; Covington et al., 2005; Sgoifo et al., 2005; Tornatzky
& Miczek, 1994). A ativacdo do eixo HPA é geralmente medida através dos niveis de
horménios corticosteroides em plasma, saliva, ou, com menor frequéncia, fezes (Blanchard et al.
2001).

O hipocampo faz parte da integragdo entre o sistema limbico e o eixo HPA, e tem um
papel ativo na regulacdo da resposta ao estresse (Fuchs, Flugge, & Czeh, 2006). Mudancas
morfoldgicas e moleculares nesta estrutura tém sido documentadas ap6s muitos tipos de estresse,
incluindo o social (McEwen, 2002). Ratos intrusos, apds um ou dois episodios de derrota,
rapidamente demonstram retragdo dendritica na arvore apical, que pode passar para os dendritos
basais mais tarde (Kole et al., 2004). Apesar de a maior parte dos resultados envolvendo
remodelacdo dendritica no hipocampo ter sido obtida apds estresse crénico, conflitos breves
também sdo capazes de causar uma reorganizacdo de redes neuronais durante varias semanas

apos exposicao aguda ao estresse (Fuchs et al., 2006).

O IGF-1 (Insulin-like growth fator 1) é um fator neurotréfico e ha muito se sabe que ele
promove a sobrevivéncia de neurbnios. Sob estresse oxidativo induzido por peréxido de
hidrogénio, IGF-1 promove a sobrevivéncia de neurbnios no cerebelo e em certas areas do
hipocampo de ratos (Heck, Lezoualc’h, Engert, & Behl, 1999; Wilkins, Chandran, & Compston,
2001). Um aumento na captacdo de IGF-1 da corrente sanguinea para areas cerebrais especificas
em ratos foi relacionado com neurogénese, também no hipocampo (Trejo, Carro, & Torres-
Aleman, 2001).

E possivel que altos niveis de glicocorticoides inibam a neurogénese, parcialmente

através de uma via mediada por IGF-1 (Anderson, Aberg, Nilsson, & Eriksson, 2002).
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Atualmente, a associacdo entre IGF-1 e neurogénese hipocampal em adultos estd clara: esses
dados estdo largamente correlacionados, porém mais estudos ainda séo necessarios para elucidar

a extensdo da modulagéo por parte do IGF-1 neste processo.

Os trabalhos mencionados acima mostram a variedade de abordagens que podem guiar
0 estudo dos efeitos do estresse no individuo. A significancia deste estudo estd no uso de um
protocolo de estresse social etologicamente valido para medir adaptacdes fisiologicas e

comportamentais, e seus efeitos no modo como os animais lidam com um evento estressor.
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados um total de 34 ratos Wistar neste estudo, 7 fémeas e 27 machos, a
partir de 70 dias de idade. Eles foram abrigados na Unidade de Experimenta¢do Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, onde foram mantidos em alojamentos com temperatura
controlada entre 20 e 22°C, umidade relativa do ar entre 40 e 60% e ciclo claro-escuro de 12

horas, com agua e comida a vontade. Os animais foram separados nos seguintes grupos:

a) Residentes: sete machos foram pareados com sete fémeas, e residiram aos pares em

caixas de acrilico com dimensdes de 46x71x46¢cm durante todo o periodo dos experimentos.

b) Intrusos: 10 machos, abrigados individualmente em caixas de acrilico de
15x20x25cm. Foram expostos aos residentes durante o protocolo de derrota social.

c) Controles: 10 machos, abrigados em caixas idénticas as dos intrusos.
Laqueadura tubaria de fémeas

A laqueadura das fémeas foi realizada seguindo os procedimentos descritos em Remie
(2000). Inicialmente, as areas a serem incididas, na regido posterior dorsal das fémeas, foram
depiladas e desinfetadas. Depois de anestesiadas com xilazina (10 mg/kg de peso vivo) e
guetamina (100 mg/kg de peso vivo) por administracdo intraperitoneal, as ratas foram
posicionadas ventralmente e foi verificada a eficacia dos anestésicos antes de iniciado o

procedimento.

Os animais foram observados até a completa recuperacdo anestésica, mantidos em
incubadora com aquecimento e fornecimento de O, 100%. A analgesia imediata apés o

procedimento foi feita com dose Unica de Dipirona (500 mg/kg i.p).
Teste do comportamento agressivo do residente

Os sete individuos que foram selecionados para o0 grupo residente, tiveram seu
comportamento agressivo analisado para confirmar sua confiabilidade. Este comportamento é
determinado pela exibi¢do de piloerecdo e postura de dominéncia em situacdo de confronto.
Apb6s um periodo de 45 dias de treino, composto de sessdes de teste com intervalos de 48 h,
apenas aqueles animais que apresentaram laténcia e nimero de mordidas com baixa variagcdo em

sessOes recentes foram utilizados como residentes no protocolo de derrota social.
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Grupo Controle

Os animais do grupo ND (ndo derrotados) foram manipulados e expostos a uma nova
caixa pelo mesmo tempo que o grupo de intrusos ao qual correspondem. Eles eram da mesma

linhagem e idade que os animais do grupo intruso.
Episodios intermitentes e breves de derrota social

A derrota social consiste na confrontacdo entre dois ratos machos. A fémea foi retirada
da caixa do residente cerca de uma hora antes da realizacdo do protocolo, que se divide em trés
fases: Pré-Confrontacdo, Confrontagdo, e Pds-Confrontagéo.

Durante a fase de Pré-Confrontacdo, o intruso foi colocado na caixa do residente,
protegido dentro de sua propria caixa, durante 10 minutos. Terminado esse tempo, iniciou-se a
fase de Confrontacao, na qual o intruso foi recolocado na caixa do residente sem protecdo. Essa
fase se encerrava quando o intruso apresentava postura de submissdo supinada durante 6
segundos consecutivos, ou 5 minutos apds a primeira mordida do residente. Passado esse tempo,
0 intruso era recolocado na sua caixa para a Ultima fase, na qual ele permanecia protegido por
mais 10 minutos dentro da caixa do residente. Cada animal do grupo intruso passou por esse

protocolo quatro vezes, com 72 horas de intervalo ao longo de 10 dias.
Analise dos comportamentos agressivo-defensivos

As confrontagcBes foram gravadas por 25 minutos. Um observador treinado e cego
guanto ao tratamento aplicado, analisou 0s comportamentos da primeira e Gltima sessfes, da
fases de confrontacdo como visto em (J.M. Koolhaas, Schuurman, & Wiepkema, 1980; J.M.
Koolhaas et al., 2013). O software utilizado foi 0 RATOS (elaborado pelo préprio grupo de
pesquisa em 2013) e um nivel de confiabilidade intraobservador foi atingido (Coeficiente de
Correlagdo Intraclasse r = 0,92). Os dados considerados relevantes para computar 0s escores
comportamentais foram de laténcia, frequéncia e duragdo. Os comportamentos utilizados para
montar o escore ofensivo (postura upright, ataque clinch, e submeter), o escore defensivo
(postura submissa, fuga, freezing, postura upright) e de exploragdo social (investigar, sniffing
genital, e social grooming) estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 1), e foram baseados em no

trabalho de Koolhaas e colaboradores (2013).
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Tabela 1: Definicbes de comportamentos agonisticos observados em intrusos

machos durante fase de confrontagdo da derrota social.

Comportamento
Ataque clinch

Fuga
Freezing

Keep down
Afastar-se

Rearing
Cheirar ambiente

Cheirar genitais
Investigar

Grooming social

Postura submissa

Postura upright

Descricéao

Cambalhotas, pulos e mordidas por parte de
ambos 0s animais, muito  proximos
fisicamente;

Fugir do oponente;

Intruso se agacha com as costas arqueadas,
ocasionalmente com piloerecdo; ndo se
movimenta exceto para respirar e analisar o
ambiente em volta, movendo apenas a cabega;
Segurar 0 oponente contra o substrato;
Qualquer movimento que aumente a distancia
entre os dois animais;

Ficar em postura bipede, sobre as patas
traseiras;

Movimentos rapidos com os bigodes e nariz
sobre o substrato, sem locomogéo;

Cheirar a regido anogenital do oponente;
Movimentos de cheirar direcionados ao pelo
do oponente, exceto na regido anogenital;
Fazer grooming no oponente, ocasionalmente
puxando o pelo ou mordiscando (grooming
agressivo);

Deitar de costas com a barriga exposta ao
oponente como resultado de um keep down;
podem haver movimentos de chute com as
patas traseiras;

Rearing em reacdo a aproximagdo do
oponente, voltados um em direcdo ao outro;
podem segurar o pelo do peito ou das patas
frontais do outro. O macho dominante
geralmente apresenta piloerecdo; ambos
podem ter os olhos semi-cerrados;

Defini¢des baseadas em Koolhaas et al. (1980; 2013)

Coleta de amostras

24 horas ap6és o término do protocolo de derrota social, 0s grupos de animais intrusos e
controle foram anestesiados (10mg/kg de xilazina e 100mg/kg de quetamina, via intraperitoneal).
Esses animais foram eutanasiados por exsanguinacdo apos a anestesia, e 4ml de sangue foram
coletados através de puncdo em tubos sem anticoagulante. Estes tubos foram centrifugados por
10 minutos a 5000 rpm a uma temperatura de 4°C. O soro foi entdo separado em eppendorfs e
armazenado a -80°C até o momento da realizacdo dos testes. Nao foi possivel coletar sangue de

um dos animais do grupo controle.
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Determinacéo dos niveis de corticosterona e IGF-1

Os niveis de corticosterona foram determinados por um ensaio imunoenzimatico
competitivo (ELISA competitivo), com um kit comercial da marca Enzo Life-Sciences. O

ensaio foi executado conforme as instrucGes do fabricante.

Os niveis de IGF-1 foram determinados por ELISA direto, com um kit comercial da

marca Boster Imunnoleader. O ensaio foi executado conforme as instrucdes do fabricante.
Andlises Estatisticas

Foi utilizado o teste Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo das
amostras. As inferéncias estatisticas para os resultados dos testes ELISA foram feitas utilizando
0 teste ndo-paramétrico Mann-Whitney, e as correlagcbes com os comportamentos foram feitas
através da correlacdo de Pearson. As estratégias de coping foram analisadas utilizando Anélise
de Agrupamento (Cluster), as comparacdes entre escores comportamentais foram realizadas
utilizando teste T de Student. O software utilizado foi SPSS verséo 18 para Windows.

Considerac0es éticas

Os procedimentos para confrontagdo social foram de minima intensidade. O
comportamento agressivo observado € tipico da espécie, ndo sendo induzido por lesdo ou
administragéo de droga anteriormente no animal residente. Nenhum efeito adverso, estressor ou
desconfortante é de maior intensidade que os enfrentados por animais comumente armazenados
em grupos. Nestes grupos a ocorréncia de agressdo € um comportamento previsto. Os
procedimentos foram acompanhados pelo veterinario responsavel pela Unidade de

Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os procedimentos seguiram as recomendacdes da Resolucdo Normativa N. 12 (Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA)
e da Resolugdo normativa N. 13(Diretrizes da Pratica de Eutanasia), ambas publicadas em 2013
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), da Lei n® 11.794
de 08 de outubro de 2008 e do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 2011).
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Resultados

Dosagem de IGF-1 sérico

N&o houve diferenca significativa entre as medianas do grupo controle (N= 9) e do
grupo estressado (N= 10), como visto na figura 1. No grupo controle, a mediana foi de 3,15
ng/mL (minimo = 2,82; méaximo = 3,49). No grupo intruso, a mediana foi de 3,44 ng/mL

(minimo = 2,65; maximo = 6,17).

7 00— Mediana = 3.33

6.007

5.007

=

4.007

Q
300  —
|

IGF-1 ng/ml

2.007

1.00

Controles Intrusos
Grupos

Figura 1: Dosagem de IGF-1 nos grupos controle e intruso. Dados obtidos a partir do teste
Mann-Whitney para amostras independentes, com intervalo de confianca de 95%.

Dosagem de corticosterona sérica

O grupo controle (N= 9) apresentou maiores niveis de corticosterona, com uma mediana
maior do que o grupo estressado (N= 10), sendo esta diferenca estatisticamente significativa
(Mann-Whitney U= 6,343; p<0,05 teste bilateral). No grupo controle, a mediana foi de 49,44
ng/mL (minimo = 16,31; maximo = 128,92). J& no grupo intruso, a mediana foi de 31,82 ng/mL

(minimo = 8,14; maximo = 61,37), como visto na figura 2.
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Figura 2: Dosagem de corticosterona nos grupos controle e intruso. Dados obtidos a partir

do teste Mann-Whitney para amostras independentes, com intervalo de confianca de 95%.

Observagéo dos comportamentos

A observagdo dos comportamentos da primeira e Gltima sessdes revelou que a média de
mordidas sofrida pelos intrusos foi de duas (variando de 0 a 8). Em 28 das 40 sessbes
observadas ocorreu derrota por submissdo e, como descrito anteriormente, as sessées em que 0
intruso ndo se submeteu foram terminadas 5 minutos ap6s a primeira mordida do residente

(duragdo media das sessdes foi de 64 min.).

Os comportamentos utilizados para calcular 0s escores comportamentais sdo
apresentados na tabela 2, bem como os escores finais. Existe uma relacdo forte dentro das
medidas do proprio comportamento (i.e. frequéncia e duracdo), e com o tempo de duragdo da
sessdo (r= 0,667 — 0,989, p<0,05). A andlise de agrupamentos das primeiras sessdes revelou
dois grupos distintos, um apresentando coping ativo e outro apresentando coping proativo. As
diferencas se mostraram significativas entre 0s escores comportamentais ofensivo (t(18) =
10.488, p < .0001) e defensivo (t(4.375) = 5.242, p < .05). Contudo, essa diferenca ndo se

repetiu na quarta sessao.
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Escores comportamentais e dosagens moleculares

Os escores comportamentais foram corrigidos para o tempo de duracdo da sessdo
(multiplicou-se o valor do escore pelo tempo de duracdo da confrontagdo). Os niveis mais altos
de corticosterona correlacionaram-se a escore ofensivo mais alto na primeira sesséo (r = .677, p

< .05), e escore social mais baixo na Gltima sessdo (r = -.681, p <.05).

Tabela 2: Caracteristicas comportamentais de intrusos com coping proativo e reativo

Primeira sessio SD Quarta Sessao SD
Coping proativo Coping reativo

Frequéncia Duragdo® Frequéncia Duracdo® Frequéncia Duragdo®

Laténcia de 155,40 105,27 146,40
submissao +274,62 +121.73 +149,61
Submissao 0.4 1,40 1,07 520 1,95 6,50
+0,55 +1,05 +0,06 +5.68 +2.11 +5.03

At finch 1.20 4.40 1,73 0,53 2.60 0,85
aque clinc +1,79 +9.84 +153 +0,02 +3.47 +1,09
S 4,80 1,20 BT 113 0,60 0,75

9 +3.83 +2 17 +6.13 e +1 54 +1 45
Ereesin 0,80 4.60 0,73 8.47 0,05 17,10

9 +1,79 +10,29 +1,91 +28.78 +0,22 +58 44

Keen down 0,40 3,40 0,07 0,07 24,80 0,05
P +0,89 +7.60 +0.26 +0,26 +15,01 +0.22
Afastar-se 36,60 33,60 29,40 2540 18,55 22,35
+8,85 +7.89 +1545  +1317  +16,76 +13,65

Rearin 23,40 36,80 18,73 32,40 18,65 34,50

g +4.98 +1057  +1305 #2511  +1938 +37,16

Cheirar 28,00 67,20 24,47 50,47 0,60 36,70
ambiente +1722  +5034  +1859 45632 +1.39 +51,88
Che o 0,80 0,40 0,53 0,27 175 0,75
eirargenitals 41 10 +055 +0,02 +0,59 +1,68 +2 67
Investioar 4,60 6,40 3.40 4,40 0,00 280
9 +3.29 +4.93 +4.22 +3.94 +0,00 +3,07
Grooming social 0% 0,00 0,07 0,07 10,25 0,00
9 +0,00 +0,00 +0,26 +0,26 +8,01 +0,00

43,80 102,40 11,07 13,93 1,95 15.25

Posturaupright 11244 47908 843 1413 211 1458

Nota: valores expressos em média e desvio padréo;

*duracéo expressa em segundos;
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Escore Ofensivo®: 45,40+11,46** 12,87+8,04 12,25+7,51 -

Escore Defensivo®: 109,60+79,60* 28,73+30,46 39,60+59,94

) b 31,82 (8,14- 49,44 (16,31-
Corticosterona’: 61,37)* 128,92)

®Valores expressos em média e desvio padrdo (M + DP);
®Valores expressos em ng/mL; mediana (minimo - maximo);
*p<0,05

**P<0,001



Discussao

O objetivo do nosso estudo era determinar a relacdo entre a exposicao ao estresse social,
por meio de um protocolo de derrota social, e o sistema enddcrino. Escolhemos medir
corticosterona por seu papel essencial dentro do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal, cuja
regulacdo da resposta ao estresse social ainda deve ser explorada. O IGF-1 j& mostrou ser
alterado por este tipo de estresse (Burgdorf et al., 2006), mas apenas em medidas centrais, nao
periféricas. Uma vez que este é um modelo de estresse psicolégico, escolhemos avaliar os
comportamentos apresentados pelos animais, e estudar a possivel influéncia de estilos de coping

nas respostas fisioldgicas.

Mostramos que existe uma diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de
corticosterona dos ratos do grupo controle e do grupo intruso, mesmo que ela tenha sido inversa
ao esperado. Existe também uma relagdo entre estes mesmos niveis e 0s escores de
comportamento agressivo (positiva) e de exploragdo social (negativa). A auséncia de diferenga
significativa entre os grupos controle e intruso na quantidade de IGF-1 circulante pode indicar

gue esse fator de crescimento ndo é diretamente afetado pelo estresse.
Dosagem de IGF-1 sérica

Os niveis de IGF-1 encontrados em nossas medidas parecem estar de acordo com a
literatura (X. Xia et al., 2013; S. J. Kim et al., 2013) no que se refere a valores encontrados com
testes de ELISA. No soro, 95% deste fator de crescimento encontram-se ligado a um complexo
com a IGFBP-3 (Insulin-like growth factor binding protein 3). Por isso ele é mais
frequentemente dosado em preparados de tecido, tanto cerebral quanto muscular (J. Tirapegui et
al., 2012; Burgdorf et al., 2010).

O estudo de Burgdorf e colaboradores buscou elucidar os mecanismos por tras dos
estados positivos que auxiliam na resiliéncia de individuos contra depressdo e ansiedade.
Através de medicOes de vocalizagdes, foi constatado que comportamentos de brincadeira rough-
and-tumble geram vocalizagGes hedobnicas (faixa dos 50 kHz) (estabelecido por Burgdorf &
Panksepp, 2006), enquanto que o protocolo de derrota social diminuia essas vocalizagGes. A
guantidade de IGF-1 foi dosada no cérebro de ratos ap6s sessdes de derrota social e ap6s
sessdes de brincadeira, e demonstrou-se que os niveis centrais de IGF se encontram mais
elevados no segundo grupo. Essas informacGes, aliadas com dados da literatura que mostram
que injecdes de IGF-1 auxiliam na diminuicdo de sintomas depressivos (Stouthart et al., 2003;
Lasaite et al., 2004), sugerem que esse fator de crescimento estd envolvido na geragdo de

estados positivos no cérebro. No nosso estudo ndo houve alteragdo nos valores do IGF-1 no
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grupo de intrusos comparados aos controles. Este resultado sugere que IGF-1 periférico livre na

corrente sanguinea talvez ndo esteja envolvido diretamente na resposta ao estresse.
Dosagem de Corticosterona sérica

As catecolaminas e os glicocorticoides sdo grupos de moléculas extensivamente
estudadas em modelos de estresse (McEwan, 2008). A secrecdo de corticosterona é
primariamente regulada pelo eixo HPA, e existe um feedback negativo exercido por parte do
horménio circulante sobre receptores de glicocorticoides (Chen et al., 2012). Esse mecanismo é
influenciado por varios outros hormonios do estresse, tais como CRH, ACTH, vasopressina, €
também, € claro, pela modalidade do estresse (moderado ou intenso, agudo ou crénico) (Pace &
Spencer, 2005).

Né&o foi feita uma linha de base de corticosterona para este estudo, portanto os niveis de
corticosterona se relacionam apenas com a manipulagdo final dos animais. Os dados
encontrados neste estudo mostram niveis de corticosterona significativamente mais elevados no
grupo controle em comparacdo com o grupo que sofreu derrota social. Isto ndo era o esperado,
pois a literatura sugere que ndo ha habituacao para esse tipo de estresse (Covington Il &Miczek,
2005; Barnumet al., 2007). Contudo, uma possivel explicagdo é que o protocolo de estresse
tenha levado a uma disfuncdo do eixo HPA nos intrusos, que pode ter levado a uma falha de

regulacdo desta via.
Correlagdes entre comportamento e medidas moleculares

Os escores comportamentais deste estudo foram feitos com base no trabalho de
Koolhaas e colegas (1980; 2013). Os estudos originais baseiam os escores em observacdes
completas do comportamento dos animais numa interacdo intruso-residente, e 0s agrupavam em
cinco categorias: ofensivo, exploracdo social, exploracdo ndo-social, inatividade e grooming
(De Boehr & Koolhaas, 2003). Ao utilizar apenas trés categorias, como no presente estudo,
podemos observar um equilibrio entre os escores; quanto mais tempo um animal passa
realizando um determinado tipo de comportamento, menos tempo ele passara realizando outra
categoria de escore. 1sso é evidenciado pela relagdo positiva entre os niveis de corticosterona e o
maior tempo gasto com comportamentos agressivos e pela relacdo negativa com o tempo gasto
em comportamentos do tipo exploracdo social. O porqué de essas diferencas terem se
apresentado de forma significativa em sessOes diferentes (respectivamente, primeira e Gltima)

ainda ndo foi elucidado.
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Por meio destes dados podemos concluir que o estresse social intermitente possui um efeito
profundo sobre as diferencas individuais, chegando ao ponto de nivelar padrdes de
comportamento ao longo do tempo. Esses comportamentos estdo relacionados a quantidade de
corticosterona no sangue, que é um indicador de regulacdo do eixo HPA, e que essa regulagdo
também é afetada pelo tipo de estresse sofrido pelo individuo. Nossos dados também indicam

que o IGF-1 circulante ndo estéa diretamente relacionado com o estresse.
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4. CONCLUSAO

Com este trabalho, concluimos que o protocolo de derrota social afeta profundamente o
modo como individuos respondem ao estresse, como indicado pelo desaparecimento das
diferencas entre os estilos de coping ao longo das sessGes. Os escores comportamentais revelam
gue quanto mais tempo 0s animais passaram realizando comportamentos do tipo agressivo,
menos tempo eles passaram realizando exploracdo social, e ambos encontram-se relacionados

com a quantidade de corticosterona circulante.

Apesar de surpreendente, o fato de que o grupo controle apresentou uma quantidade
significativamente maior de corticosterona do que o grupo intruso sugere que 0 estresse sofrido
pelos animais pode ter sido suficiente para causar uma desregulacdo do eixo HPA, responsavel
por controlar a quantidade desse e de varios outros hormonios na corrente sanguinea, incluindo

horménios relacionados com a resposta ao estresse, como ACTH e CRH.

A auséncia de diferenga significativa entre os dois grupos no que se refere a quantidade
de IGF-1 é um indicativo de que esse fator de crescimento ndo esta diretamente relacionado
com a resposta ao estresse.

Durante a realizacdo deste trabalho, o grupo também estabeleceu e padronizou o
treinamento dos residentes para desenvolver comportamento agressivo, e assim, garantir que
ndo ocorressem encontros em que o intruso ndo sofresse um estresse por derrota, 0 que €

possivel quando se lida com uma linhagem mais ddcil como a Wistar (Koolhaas et al., 2013).
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5. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para esta linha de pesquisa nds temos a realizacdo de um challenge
com CRH, para investigar o efeito do protocolo sobre o eixo HPA em um nivel mais alto de
regulacdo; uma avaliagdo de linha de base de corticosterona para averiguar o efeito de
diferencas individuais; e a dosagem de IGF-1 a nivel central para eliminar a interferéncia da
IGFBP-3. Além disso, o0 grupo também pretende executar uma versao de exposicao cronica a

derrota social.
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