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“Nao fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e
corajoso! Nao se apavore nem desanime, pois
0 Senhor, o seu Deus, estara com vocé por
onde vocé andar.”

(Josué 1, 9)
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RESUMO

Freitas, Talita da Silva Clerc; Krahe, Thomas Eichenberg. Caracterizacéo
Comportamental dos Ratos Cariocas com Baixo Congelamento: Uma
Avaliacdo de um Potencial Modelo de TDAH. Rio de Janeiro, 2024. 106p.
Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro.

O medo é uma parte intrinseca da evolucdo humana e animal, mas pode se
manifestar de forma patoldgica, como no Transtorno de Ansiedade. Ha estudos na
literatura que apontam o uso modelos animais para compreender psicopatologias,
devido a simplicidade e semelhanca neurobioldgica. Foram desenvolvidas duas
linhagens de ratos, denominadas Cariocas com Alto e Baixo Congelamento (CAC
e CBC), que significa os niveis de ansiedade. O objetivo deste estudo foi investigar
comportamentos compulsivos e hiperativos nos “Cariocas”, especificamente o
grooming e o rearing de 138 animais (CAC, n=34; CBC, n=36; CTL, n=38). A
metodologia foi analitica e descritiva com base em imagens obtidas em gravacdes
do teste do medo contextual, ao longo de 8 minutos antes do choque. N0ssos
resultados indicaram que os CBC apresentam maior frequéncia [F(3,60)= 45,94,
p<0,0001] e duracdo [F(3,43)= 21,51, p< 0,0001] do comportamento de rearing
quando comparados aos outros grupos, CAC e CTL (rANOVA, P<0,05, teste post
hoc de LSD). Do mesmo modo, quanto ao grooming, houve uma diminuicéo
significativa no tempo total [F(2,00)= 6,35, p<0,01]. Portanto, os resultados
sugerem que os CBCs exibem um comportamento mais hiperativo, apoiando a

hipbtese de que podem servir como um modelo animal de TDAH.

Palavras-chave

Modelo Animal; Rearing; Grooming; Ansiedade; TDAH.



ABSTRACT

Freitas, Talita da Silva Clerc; Krahe, Thomas Eichenberg. Behavioral
Characterization of Carioca Rats with Low Freezing: An Assessment of a
Potential ADHD Model. Rio de Janeiro, 2024. 106p. Dissertacdo de Mestrado —
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

Fear is an intrinsic part of human and animal evolution, but it can manifest itself in
pathological ways, such as Anxiety Disorder. There are studies in the literature that
point to the use of animal models to understand psychopathologies, due to their
simplicity and neurobiological similarity. Two strains of rats were developed,
called Cariocas with High and Low Freezing (CAC and CBC), which means anxiety
levels. The objective of this study was to investigate compulsive and hyperactive
behaviors in “Cariocas”, specifically the grooming and rearing of 138 animals
(CAC, n=34; CBC, n=36; CTL, n=38). The methodology was analytical and
descriptive based on images obtained from recordings of the contextual fear test,
over 8 minutes before the shock. Our results indicated that BCC present a higher
frequency [F(3,60)= 45.94, p<0.0001] and duration [F(3,43)= 21.51, p< 0.0001] of
behavior rearing when compared to the other groups, CAC and CTL (rANOVA;
P<0.05, LSD post hoc test). Likewise, regarding grooming, there was a significant
decrease in total time [F(2.00)= 6.35, p<0.01]. Therefore, the results suggest that
CBCs exhibit more hyperactive behavior, supporting the hypothesis that they may
serve as an animal model of ADHD.

Keywords

Animal Model; Rearing; Grooming; Anxiety; ADHD.
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INTRODUCAO

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) € considerado
um transtorno do neurodesenvolvimento com carater hereditario e heterogéneo
marcado por uma triade sintomatoldgica — desatencdo, hiperatividade e
impulsividade (American Psychiatric Association, 2023; Moisan et al., 2003;
Russell et al., 2005; Sagvolden & Johansen, 2012; Ugarte et al., 2023). O quadro é
comumente diagnosticado em idade escolar, mas pode persistir até a vida adulta e
atinge cerca de 7,2% de criancas e 2,5% dos adultos mundialmente (American
Psychiatric Association, 2023; Friedman & Rapoport, 2015; Posner et al., 2020;
Salari et al., 2023). Contudo, podem ocorrer modificacGes da sintomatologia ao
longo do tempo, o que foi pontuado por estudos longitudinais que evidenciaram um
declinio dos sintomas, tais como déficit de atencdo, impulsividade e hiperatividade
(Posner et al., 2020; Salari et al., 2023). Algumas das consequéncias desse
transtorno envolvem dificuldades de aprendizagem e autoestima (Maia &
Confortin, 2015; O’Leary, 2021), perturbagdo da vivéncia social, delinquéncia
juvenil, criminalidade, uso de substancias, como &lcool e drogas ilicitas,
suscetibilidade ao HIV e um aumento significativo da mortalidade devido a causas
ndo naturais (Cortese et al., 2023; American Psychiatric Association, 2023;
Sagvolden & Johansen, 2012). Além disso, 0 TDAH tem uma prevaléncia 2,5 vezes
maior em homens do que mulheres (American Psychiatric Association, 2023;
Cortese et al., 2023; Kaplan & Sadock, 1988), e estudos comparativos apontam que
0S meninos teriam sintomas mais externalizados, como a impulsividade, enquanto
as meninas apresentariam caracteristicas mais internalizadas, como desatencédo
(Rucklidge, 2010).

Nas ultimas décadas, transtornos como Déficit de Atencdo e Hiperatividade,
Obsessivo Compulsivo, Opositivo Desafiante e Dislexia parecem ter se tornado
“contagiosos”, uma vez que o numero de diagnosticos de criancas e adolescentes
em idade escolar s6 tem crescido. Tal fato atrai a atencdo de muitos pais,

profissionais da educacéo e da satde (Pais et al., 2016). A partir desse aumento do
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nimero de casos, surge um questionamento: seriam muitos casos ou uma Visdo
hiperpatologica do comportamento? Nesse ponto que muitos estudiosos buscam
realizar pesquisas para aumentar o entendimento acerca dos quadros. Um
comportamento pode permitir multiplos diagndsticos, como no caso da hipobulia
que é como em Depressdo, Transtorno Bipolar e até Transtornos Alimentares.
Assim, os sinais comportamentais, quando disfuncionais, caracterizam um ou mais
quadros que sé podem ser concluidos apds uma analise mais profunda, segundo o
trabalho de Pais e seus colaboradores (2016).

Alguns aspectos genéticos e neurobioldgicos das psicopatologias ainda sdo
desconhecidos, como o0 TDAH (Puumala et al., 1996; Russell, 2011; Sagvolden et
al., 2005; Sagvolden & Johansen, 2012). Por isso, torna-se relevante o uso de
modelos animais para uma melhor compreensdo da relacdo entre os transtornos e
seus circuitos neurais e comportamentais, visto que possibilita um estudo mais
simples e homogéneo de sistemas e funcdes complexas; além de permitir que sejam
feitos experimentos de cunho investigativo (Cryan & Holmes, 2005; Hassan et al.,
2013; Wegener et al., 2011). Devido a esses fatos, diversos modelos de roedores ja
foram desenvolvidos para investigar os mecanismos de diferentes quadros
diagndsticos (Raymundo & Goldim, 2002). Descobertas de estudos em modelos
animais de TDAH apontam para importantes fatores genéticos, neurogquimicos,
estruturais e comportamentais associados ao TDAH (de la Pefa et al., 2018;
Kostrzewa et al., 1994; Rahi & Kumar, 2021; Russell, 2011; Russell et al., 2005;
Sagvolden et al., 2005; Sagvolden & Johansen, 2012; Sontag et al., 2010; Wickens
et al., 2011). Outros estudos também apontam para déficits de aprendizagem,
aumento da impulsividade, comportamentos repetitivos e hiperatividade
(Sagvolden et al., 2008; Kim et al., 2012; Drolet et al., 2002; Howells & Russell,
2008; Kim et al., 2012; Puumala et al., 1996; Wultz et al., 1990). Com relacédo a
hiperatividade e comportamentos compulsivos, destacam-se o rearing e grooming,
respectivamente — comportamentos inatos e considerados como indices
comportamentais relevantes em modelos animais, inclusive os de TDAH (Kiguchi
et al., 2008; Negishi et al., 2005).

Uma das estratégias mais usadas para compreender transtornos psicologicos
é a utilizacdo de modelos animais, uma vez que sdo difundidos desde o inicio do
século XX. Alguns dos motivos que torna essa escolha bem aceita é que animais

possuem um sistema nervoso mais simples, permitem uma maior homogeneidade e
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possibilita um maior controle do ambiente, gerando inimeras op¢des de intervencdo
(Sagvolden, 2000). Como tratado anteriormente, o comportamento é um dos
elementos-chave para o diagnostico psicopatoldgico. No caso das pesquisas
animais, essa validacdo de face, ou seja, de comportamento, € o cerne da validacao
de modelos animais (Sagvolden, 2000; Sagvolden et al., 2008; Sagvolden &
Johansen, 2012). Além disso, ¢ importante considerar os 3 R’s apresentados no
material de Goldberg & Hartung (2006) — reducdo, refinamento e substituicdo do
inglés reduce, refinament e replacement. O primeiro tem como objetivo conseguir
0 maximo de informagdes adequadas usando 0 menor nimero de animais possiveis.
O segundo é definido por evoluir os protocolos e técnicas utilizadas em
procedimentos e experimentos visando envolver menos dor e sofrimento por parte
do animal. Por fim, o ultimo R ¢ definido pela tentativa de substituir totalmente o
uso de animais em testes experimentais.

O grooming pode apresentar diferentes significados a depender de seu
contexto e sua hierarquia, como autolimpeza, atividade deslocada, manutencao
corporal e até excitagdo social (Bolles, 1960; Jolles et al., 1979; Sachs, 1988; Spruijt
et al.,, 1992). Quando esse comportamento passa a ser executado de forma
exacerbada, pode ser um sinal de comportamento repetitivo ou com o intuito de
aliviar o desconforto; assim, sendo correlacionado com modelos animais de
autismo, TDAH e ansiedade (Diaz-Moréan et al., 2014; Estanislau et al., 2019a;
Korff & Harvey, 2006). O rearing, por sua vez, é caracterizado como um
comportamento exploratério, que quando é feito constantemente assume um carater
hiperativo (Huang et al., 2013; Luo et al., 2014; Montgomery, 1955; Olmedo-
Cordoba et al., 2023; Sturman et al., 2018). Estes comportamentos ja foram
estudados em outros modelos animais de TDAH (para saber mais sobre, leia
Ennaceur, 2014), nos quais € esperado que o0 animal tenha um aumento de rearing
e reducdo de grooming, conforme descrito por Besson e seus colaboradores (2008)
e em outros estudos (Abdulla et al., 2020; Calzavara et al., 2011; Ohno et al., 2012;
Ruocco, Carnevale, et al., 2009; Ruocco, de Souza Silva, et al., 2009; Ruocco et al.,
2015; Unis et al., 1991; Yuan et al, 2019). Pode-se observar que,
independentemente do tipo de modelo animal para TDAH usado, seja Rato
Espontaneamente Hipertenso, seja um modelo por lesdo farmacoldgica por 6-
OHDA(Sontag et al., 2010), a hiperatividade € classificada pelo aumento do

numero de rearings (Wickens et al., 2011). Tal ponto é corroborado pela
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administracao de Metilfenidato no modelo Knock-Out (DAT-KO), o que ocasionou
a reducdo do comportamento hiperativo espontaneo (Leo & Gainetdinov, 2013).
Quanto o grooming, sua participacdo no modelo animal de TDAH é controversa,
visto que ha estudos que apontam uma redugdo e outros que apenas nao apresentam
diferenca entre os animais experimentais e controles, o que evidencia uma menor
ansiedade (Abdulla et al., 2020; Negishi et al., 2005).

Estudos recentes do nosso grupo tém sugerido que os ratos Cariocas com
baixo congelamento (CBC) sdo um modelo de TDAH (Lages et al., 2021; Landeira-
Fernandez, 2019; Macédo-Souza et al., 2020). Lages e colaboradores (2021)
demonstraram o CBC apresentou um aumento do congelamento no Teste do Medo
Contextual, ao receber doses de Metilfenidato antes da sesséo de treino. Além disso,
estudos recentes demonstraram que ratos CBC apresentam um comportamento de
hiperativo e um prejuizo na memoria, devido a uma extin¢cdo mais rapida (Goulart
et al., 2021; Macédo-Souza et al., 2020). Os ratos CBC s&o uma das linhagens
provenientes do cruzamento seletivo de animais baseado nas respostas do medo
condicionado ao contexto, que ao longo da ultima década deu origem aos ratos
cariocas com alto congelamento (CAC) e os CBCs (de Castro Gomes & Landeira-
Fernandez, 2008). Ao passo que existem evidéncias comportamentais, bioquimicas,
farmacoldgicas e fisioldgicas dando suporte aos CACs como modelo animal de
ansiedade generalizada, o numero de estudos caracterizando os ratos CBC como
um modelo animal de TDAH é reduzido (Lages et al., 2022). Portanto, com o intuito
de reforgar a validade do uso dos CBCs como um modelo animal de TDAH e,
levando-se em conta a importancia das medidas de grooming e rearing na
caracterizacdo de modelos animais deste fenétipo, o presente trabalho tem como

objetivo avaliar estes comportamentos em ratos CBC, CAC e controles (CTL).

11

Modelo dos Ratos Cariocas
De acordo com o trabalho iniciado por De Castro-Gomes e Landeira-
Fernandez (2008), o modelo dos ratos Carioca surge de uma manipulacdo com base
no comportamento que provoca a criacdo de linhagens extremas, devido a
manuten¢do do gendtipo desejado. A partir disso, muitos estudos foram feitos em
nosso laboratorio, o que permitiu a descoberta de diversos aspectos a respeito do

Transtorno de Ansiedade Generalizada.
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Papel da Pesquisa Animal

A pesquisa animal tem sido adotada desde a Antiguidade Classica, uma vez
que permite a realizacdo de um estudo experimental a partir de uma analise
comportamental, neurobiologica e fisiologica. Alemaeon, Erasistratus e Aristoteles
séo alguns dos nomes que realizavam pesquisa comparativa com animais. Segundo
Raimundo e Goldim (2002), acreditava-se que era uma forma de compreender 0s
orgaos internos, observar estruturas e formular hipoteses.

Nessa logica, o uso do modelo animal permite uma compreensdo da
anatomia e fisiologia humana, visto que o animal apresenta similaridades com o
organismo do homem; porém, suas estruturas sdo mais simples, tornando possivel
estudar desde fendmenos simples até complexos. Estas pesquisas podem usar
diferentes tipos de animais, como primatas, peixes, cdes; no entanto, 0s mais usados
no altimo século sdo os ratos e camundongos (Pereira, 2013). Segundo Hassan et
al. (2013), “Modelos animais sdo extremamente relevantes para estudar os
mecanismos neuroenddcrinos, neurogquimicos e neurogenéticos de comportamentos
complexos, como a Ansiedade.”

A escolha desse animal ocorre em detrimento da possibilidade de simular
sintomas e comportamentos complexos compativeis com patologias humanas,
podendo-se criar um modelo genético, que torna possivel investigar como os genes
influenciam os tracos de personalidade e, possivelmente, o0s transtornos
psicolégicos (Cryan & Holmes, 2005; Wegener et al., 2011). Ndo obstante, 0s
mamiferos apresentam uma neurobiologia parecida com a dos humanos, sendo
muito mais simples de compreender e estudar a atividade de novas drogas e
possiveis diferengas neuroanatémicas. De fato, 0 modelo animal permite uma maior
compreensdo da fisiologia da psicopatologia, uma vez que possibilita o estudo
comportamental, farmacologia e uma compatibilidade tedrica; ou seja, para ser
validado, o modelo animal precisa apresentar validagéo de face, validagéo preditiva

e validacdo de constructo.
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1.1.2
Tipos de Validade

A validade de face é a capacidade do modelo animal simular, ainda que de
forma simples, as caracteristicas comportamentais do transtorno em questao
(Willner, 1986). Ela refere-se as semelhancas fenomenoldgicas do comportamento
animal e da sintomatologia humana (Graeff & Zangrossi, 2002). Nesse sentido, essa
validagdo tem o mesmo peso que no diagnostico humano, no qual é por meio do
comportamento que os pais, professores e profissionais da saude identificam que
algo esta atipico, sendo este um dos primeiros aspectos a ser validado para assegurar
que o modelo animal realmente ¢ compativel com o0s sintomas e sinais que 0s
humanos apresentam.

A validade preditiva, por sua vez, é a capacidade de prever aspectos
comportamentais, genéticos e neurobiologicos, a partir do modelo, que podem ser
desconhecidos anteriormente (Puumala et al., 1996; Willner, 1986). Tal validacéo
contempla a efetividade ou ndo do tratamento (Graeff & Zangrossi, 2002).
Conforme dito a priori, hd muitas incertezas acerca da etiologia de alguns
transtornos mentais. Sendo assim, o objetivo desse critério é verificar a potencial
eficacia que os efeitos dos possiveis tratamentos terapéuticos possam ter (Portella,
2020). Segundo o mesmo autor, nem sempre a parte medicamentosa entrega
resultado, uma vez que pode ser consequéncia de um marcador de heterogeneidade
diagnostica ou farmacoldgica. Considerando tal possibilidade, ndo sera invalidado
0 modelo que ndo der resultados medicamentosos, pois poderia indicar um
instrumento rudimentar, caracterizando como a eliminacéo de uma resposta “falso-
positiva.”

Por fim, a validade de constructo baseia-se na similaridade tedrica e
etioldgica (Graeff & Zangrossi, 2002). O modelo precisa seguir a l6gica teérica por
tras do transtorno para explica-lo (Willner, 1986). Segundo Nestler & Hyman,
(2010):

“Na situagdo ideal, os pesquisadores alcangariam
validade de construgdo recriando em um animal 0s
processos etioldgicos que causam uma doenca em
humanos e, assim, replicam caracteristicas neurais

e comportamentais da doenga.”



17

Esse critério acaba por ser mais importante que a validade de face, pois
evidencia as conexdes dos sintomas com a doenca (Portella, 2019). Com isso, a
demonstracdo do modelo requer o estabelecimento de constructos homdlogos entre
pessoas e animais e o destaque de que uma mudanca no constructo sera responsavel

pela desordem do modelo (Willner, 1991).

113

Linhagem dos Ratos Cariocas

O Transtorno de Ansiedade, segundo De Castro Gomes & Landeira-
Fernandez (2008) ““(...) apresenta categorias heterogéneas, devido a associagdo do
medo excessivo e irracional somado ao medo intenso com excitagdo fisiologica.”
Tal psicopatologia é um dos transtornos que mais acomete a populacdo mundial,
sendo o Brasil um dos principais paises com maiores indices de incidéncia (WHO,
2017). Contudo, o comportamento ansioso esta presente nos seres vivos desde o
inicio da evolucdo humana. Foi em decorréncia de situacdes de medo e antecipagdes
que muitas espécies conservaram sua sobrevivéncia, uma vez que 0s mamiferos -
humanos ou ndo - possuem as mesmas estratégias defensivas devido a uma ativacdo
neural similar (De Castro Gomes et al., 2011). Desse modo, € comprovado que a
ansiedade e 0 medo sdo caracteristicas adaptativas e evolutivas da vida, tendo como
exemplo as situacbes de medo que evitam possiveis acidentes, como nadar num mar
agitado ou numa ponte com alta ressaca.

Sob essa Otica, o Transtorno de Ansiedade diferencia-se da adaptacédo
evolutiva desenvolvida ao longo das décadas. O medo e a ansiedade sdo tracos
selecionados através da evolucdo humana, pois protegia nossos ancestrais dos
perigos do ambiente (Cosmides & Tooby, 2000), mas o quadro diagndstico
representa uma resposta patolégica ou disfuncional desse comportamento natural
ao medo (Dias et al., 2009). Segundo Castro-Gomes e seus colaboradores (2011),
medo e ansiedade sdo conceitos complexos, ambos usados para descrever um
conjunto de eventos neurais altamente orquestrados que envolvem o processamento
sensorial e respostas motoras provocadas por situagcdes ameagadoras. Nesse sentido,
em casos Nnos quais a adaptacdo torna-se incapacitante, como na vivéncia excessiva
ou na auséncia de estimulos, surge a condicdo patoldgica citada. Considerando o

exposto, torna-se necessario que os modelos animais utilizados no estudo do
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Transtorno de Ansiedade contemplem suas caracteristicas, isto &, que avalie o
processo complexo, multidimensional e dindmico que ela é (Castro-Gomes et al.,
2011).

Na literatura, é possivel encontrar diversos modelos animais para ansiedade
e cada um deles tém sua existéncia gerada por diferentes paradigmas, vide a
comparacdo feita por Castro-Gomes e seus colaboradores (2011), na qual se ressalta
que as diferentes respostas defensivas nos testes (defecagem, evitacdo dos bracgos
abertos, por exemplo) demonstra as diferentes formas da ansiedade se apresentar.
Em um primeiro momento, consideravam que a ansiedade era “mediada por um
constructo unico e geral” (Broadhurst, 1975; Gray, 1979; Hall, 1934). Contudo,
essa concepcdo foi provada errada com novos estudos que afirmavam que o
“comportamento defensivo dos animais ¢ mediado por um constructo complexo ¢
multidimensional” (Aguilar et al.,, 2002), assemelhando-se ao carater
multidimensional da ansiedade apresentado a priori. Um dos critérios para a
validacdo do modelo animal envolve uma similaridade do comportamento animal
com o apresentado por pacientes em contextos clinicos. Dentro desse cenario, torna-
se possivel “entender os mecanismos fisiopatologicos e projetar terapias mais
eficazes” (Castro-Gomes et al., 2011). Um comportamento que possibilita essa
compreensdo a respeito da ansiedade é a ansiedade antecipatéria, presente em
quadros de Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG) e Transtorno do Panico,
0 que gera um intenso debate, conforme apresentado por Castro-Gomes e seus
colaboradores (2011). Baseado nisso, é necessario destacar que a crise de panico é
uma das marcas do Transtorno do Pénico, Transtorno de Ansiedade cronico
definido por constantes e persistentes experiéncias de crise ou preocupacao
exacerbada sem perigo ou razdo evidente. Desse modo, a ansiedade antecipatéria é
um comportamento inibidor que ocorre em crises de panico (Galvédo et al., 2011).

A diversidade das dimensdes apresentadas pelos modelos animais de
ansiedade mostra uma dificuldade de determinar apenas um Unico tipo de modelo
animal. Apesar dessa dificuldade, o condicionamento do medo é uma das principais
causas de ansiedade (Pavlov, 1928; Watson & Rayner, 1920). Pautado nesses
fundamentos, foi desenvolvido, no Laboratdrio de Neurociéncia Comportamental,
um modelo animal de ansiedade: a Linhagem dos Cariocas. Formada por Wistar
Albino, oriundos da FioCruz (1995), a linhagem foi mantida em colbnia na
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC Rio). Em 2006, iniciou-
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se a reproducdo seletiva, atraves da selecdo bidirecional. Tal técnica é usada em
laboratdrios desde meados do séc. XX (Ramos & Mormeéde, 2006), e permite a
modificacdo genética, aumentando a frequéncia de determinados genes para ativar
um fendtipo (Landeira-Fernandez, 2019), correlacionando 0s tragos
comportamentais e 0s genes. Além disso, tal técnica permite um maior
entendimento da relacdo das predisposicGes genéticas e da aprendizagem aversiva
(Sartori et al., 2011; Steckler et al., 2008). Essa escolha é tomada baseada nas
caracteristicas apresentadas que se deseja modificar, seja aumentando, seja
diminuindo. Assim, 0s animais com 0 mesmo comportamento cruzam entre si para
ampliar a expressdo dessa acdo, permitindo o surgimento de extremos opostos que,
apos algumas geracdes, se apresentam em duas linhagens distintas de ansiedade,
além do grupo controle (de Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008). A
distincdo de animais € explorada, segundo Ramos & Mormede (2006), desde o séc.
XX, com o surgimento de diferentes linhagens na literatura (de Castro Gomes &
Landeira-Fernandez, 2008; Castro-Gomes, Silva & Landeira-Fernandez, 2011).

De acordo com essa logica, ocorre a selecdo de animais aptos para o
cruzamento baseado em um dado comportamento, que neste caso seria 0
congelamento, ou seja, a inibicdo de qualquer movimentacao corporal, com exce¢édo
da respiracdo e das vibragdes. Como esse comportamento é hereditério, ele pode
ser selecionado (Ponder et al., 2007; Radcliffe et al., 2000), permitindo o
surgimento de duas linhagens, a partir da selecdo reprodutiva: uma de alto
congelamento e outra de baixo. Isso ocorre pelo fato de ser o congelamento um
comportamento direto e mensuravel do medo condicionado, que ndo se enquadra
em uma resposta de aquisicdo operante; tal reacdo ¢ uma defesa ao choque, cuja
associacao de estimulos condicionados ou ndo, podendo ser manipulado pela sua
forga associativa (Fanselow & Bolles, 1979; Landeira-Fernandez, 1996; Landeira-
Fernandez et al., 1995). Desse modo, 0s animais que apresentavam alto
congelamento cruzavam entre si e 0s de baixo entre 0 seu grupo também, dando
origem as respectivas linhagens: Cariocas com Alto Congelamento (CAC) e
Cariocas com Baixo Congelamento (CBC).

Os animais sdo submetidos a selegdo bidirecional apenas na fase adulta,
entre 90-120 dias de idade. Com 21 dias de nascimento, eles séo separados por sexo

em grupos de 5-6 animais por caixa, segundo cada linhagem, em caixas de
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policarbonato (18 x 31 x 38 cm) com comida e &4gua ad libitum. A sala tem uma
temperatura controlada (24+/- 1°C) e o ciclo dia/noite ¢ mantido por 12h (7h-19h).
Para determinar quais animais apresentavam o comportamento de
congelamento, os animais foram submetidos a uma experiéncia de aprendizagem
do medo. Uma forma de condicionamento do medo é o emparelhamento de um
estimulo neutro (Luz) com um estimulo aversivo (Choque) que, apds algumas
repeticdes, fazem o individuo associar a luz ao choque, tornando o estimulo luz
condicionado. Outro modo de condicionar um sujeito é pela imprevisibilidade; ou
seja, dar um choque leve, apds o animal estar numa camara nova, que ndo possui
nenhum estimulo extra. Ao retornar para a cAmara, ele revive o0 medo, ainda que
ndo haja estimulo, devido as associa¢des feitas da situacdo anterior. Cada um desses
condicionamentos associa-se com uma patologia da ansiedade diferente: o primeiro
remete-se a uma fobia especifica, enquanto o segundo caracteriza um TAG (De
Castro Gomes et al., 2011).

De Castro Gomes & Landeira-Fernandez (2008) optaram por seguir com o
condicionamento ndo associativo, por meio da Caixa do Medo Contextual -
exemplo da manifestacdo do comportamento defensivo de congelar, caracterizado
pela imobilidade em situacbes ameacadoras (Fanselow, 1984). Dessa forma, o
congelamento - medida cléssica de medo (Fanselow, 1980) - comportamento é
avaliado em animais modelos de Transtorno de Ansiedade Generalizada, uma vez
que demonstram tracos de medo disfuncional. Nesse experimento, o rato €
colocado num novo ambiente: uma caixa (25 x 30 x 20 cm), na qual tera alguns
minutos de exploracdo até serem surpreendidos por choques nas patas. Ap6s 0
choque, eles continuam congelando ao retornarem para a caixa, havendo ou nao
estimulo aversivo, segundo Gale e seus colaboradores (2004).

O condicionamento contextual dos Cariocas ocorreu numa camara de
observacao (25 x 20 x 20 cm) com reducdo sonora - ventilagdo com barulho
ambiente (78dB) durante a fase dia. Dentro dessa caixa, ha uma luz (25W) e uma
camera de video montada no fundo, para que o comportamento fosse observado por
um monitor fora da caixa. O piso é composto por 15 hastes de aco inoxidavel com
4mm de diametro e espacadas de 1,5cm (centro a centro), ligadas a um gerador de
choque conectado ao computador usado pelo experimentador, responsavel por
aplicar o choque. As caixas foram limpas com uma solu¢éo de hidroxido de aménio
(5%) antes e depois de cada sujeito (De Castro Gomes et al., 2011; de Castro Gomes
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& Landeira-Fernandez, 2008). Neste caso, o congelamento € uma consequéncia
direta do choque (Sigmundi & Bolles, 1983) e depende da associacdo do contexto
(caixa) e o choque, visto que é uma resposta ao medo contextual - choque nas patas
- € um dos modelos animais mais confidveis de TAG (Branddo et al., 2008;
Landeira-Fernandez, 1996).

Alguns cuidados sdo tomados a fim de evitar varidveis que possam
atrapalhar os resultados. A manipulacdo dos animais uma vez por dia durante dois
minutos, no decorrer de 5 dias, por exemplo, descarta o fator ansiolitico do contato
com a mdo humana. Esse protocolo foi aprovado pelo comité de ética da Sociedade
Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (De Castro Gomes et al., 2011; de
Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008). Ao fim desses dias de manipulacéo,
0s animais passam 8 minutos, antes do choque, dentro da caixa. Apos este tempo,
ele recebe trés choques (1mA inicialmente, mas que foi reduzido para 0.6mA ap6s
a S8, de acordo com De Castro Gomes et al., (2011) com duragéo de 1s e intervalo
de 20s entre cada um. Ao término dessa parte, ele permanece 2min na caixa. Apos
24h, o animal retorna e fica 8 min na caixa, sem receber nenhum tipo de estimulo
durante este periodo; o que proporcionou a avaliacdo do medo. O experimentador
observa e registra o congelamento - auséncia total de movimento do corpo, exceto
respiracdo (de Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008); o congelamento pos
choque e o congelamento ap6s 24h sdo medidos como aprendizagem associativa
(Landeira-Fernandez, 1996), permitindo que seja ativado o gendtipo “ansioso”.

O processo € replicado com todas as geracdes, a fim de fenotipa-los, ou seja,
ativar as caracteristicas comportamentais herdadas por esses. O cruzamento ocorre
entre animais da mesma linhagem, sendo evitados entre irmdos para reduzir a
consanguinidade, que “poderia provocar uma redu¢do de infertilidade e mudangas
aleatdrias no desenvolvimento das linhagens devido a deriva genética (Falconer &
Mackay, 1996). Nessa logica, os CAC cruzam entre si, assim como os CBC. Alem
dessas duas linhagens, foi desenvolvida uma terceira, cuja selecéo é feita de modo
randdmico, gerando uma resposta bastante variavel que definira o comportamento
da Linhagem Controle (De Castro Gomes et al., 2011; de Castro Gomes &
Landeira-Fernandez, 2008; Dias et al., 2009). Esse acasalamento de dois animais,
gue possuem as mesmas caracteristicas comportamentais, ao longo de muitas
geracOes, resulta no surgimento de duas linhagens extremamente opostas (De

Castro Gomes et al., 2011), de forma gque o nascimento da linhagem dos Cariocas
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com Alto e Baixo Congelamento e do Controle é resultado da reproducdo seletiva
baseada nas respostas ao Experimento de medo contextual, uma vez que varios
estudos indicam que € uma forma simples de investigar a ansiedade antecipatoria
(Branddo et al., 2008; Galvéo et al., 2011). Progressivamente, a divergéncia de
comportamentos entre as linhagens foi aumentando, criando trés linhagens
totalmente diferentes apds trés geracdes, o que indica uma forte hereditariedade
comportamental, observada por Castro Gomes & Landeira-Fernandez (2008),
sendo possivel considerar o CAC com propensao para as respostas de medo, ou
seja, 0 congelamento apos a S3 Castro-Gomes e seus colaboradores (2011). Surge,
assim, trés comportamentos: uma amostragem randdémica e duas extremas, sendo
uma em cada ponta dos tracos de ansiedade.

Foi possivel, portanto, identificar que as linhagens apresentavam parametros
opostos de comportamentos classificados como ansiosos, sendo um alto e outro
baixo. Pode-se afirmar, a partir de estudos prévios (Magierek et al., 2003), que ratos
expostos a Caixa de Medo Contextual apresentaram um congelamento, como
resposta defensiva, muito mais robusto que os animais ndo expostos (Galvéo et al.,
2011), sendo esse um dos comportamentos mais confiaveis no condicionamento do
medo (Fanselow, 1984), obtendo a validacdo de face. Outros aspectos
multidimensionais foram avaliados e confirmados, como o0s estudos
farmacoldgicos, nos quais se observa os diferentes impactos da droga no sistema
nervoso do animal. Em alguns casos produz um efeito ansiolitico (Maki et al.,
2000), mas em outros o0 animal possui uma resisténcia a benzodiazepina (Graeff &
Zangrossi, 2002).

1.1.4
Hipotese do TDAH

Nos ultimos anos, nosso grupo identificou evidéncias que desencadearam a
hipétese de o CBC ser um modelo animal para o TDAH. Galvdo e seus
colaboradores (2011) pontuaram que o CBC poderia congelar menos, pois estariam
mais “assustados” e por isso estariam buscando fugas de uma forma ativa. Contudo
tal ideia e refutada por diversas evidéncias: uma delas € a comprovacao
farmacoldgica do congelamento decorrente do chogue nas patas como um modelo

animal de ansiedade antecipatéria (Morris & Bouton, 2006); outro ponto levantado
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foi que o CBC apresentaria uma menor atividade Fos no PVN associado ao nucleo
basolateral da amigdala (BLA) e PL e um aumento no giro cingulado anterior (CG1)
e cortex perirrinal.

Uma explicacgdo seria a baixa projecéo e excitatdria do BLA e PL - estruturas
envolvidas no contexto do medo. Outra opcdo seria 0 aumento de CG1 inibir BLA
e PVN (Landeira-Fernandez, 2019). Além disso, segundo o mesmo estudo, 0 CBC
apresenta uma alta atividade do PR, que poderia indicar uma sobrecarga de
processamento de informacgdes multissensoriais caracteristicas do TDAH. Por fim,
outra evidéncia apresentada foi por Macédo-Souza e seus colaboradores (2020), ao
afirmar que a rapida extincdo do CBC seria consequente de um comportamento
mais hiperativo, contrastando com a alta ansiedade e apresentando um
comportamento mais ativo. Essa linhagem também mostra uma impulsividade
motora e controle inibitério pobre sobre respostas previamente condicionadas (Bari
& Robbins, 2013; Cabin et al., 2002), podendo-se, entdo, estimar que o rapido
declinio do congelamento do CBC é decorrente de um fenétipo de TDAH. Dessarte,
torna-se necessario compreender as similaridades do CBC com o Transtorno do
Déficit de Atencdo e Hiperatividade, para que evidéncias sejam confirmadas e o
modelo animal validado.

Segundo o trabalho de Lages e seus colaboradores (2021), a administragéo
de Metilfenidato nos ratos Cariocas fez com que ndo houvesse alteracdo
comportamental no CAC e CTL; porém, o CBC passou a exibir um comportamento
oposto do comum: houve um aumento significativo desse congelamento. Com isso,
evidenciando que ha um envolvimento do circuito dopaminérgico na hiperatividade
e falha na aquisicdo de memoria dessa linhagem. Além disso, foi evidenciado nesse
mesmo estudo que, diferentemente do comum, ao receber Haloperidol, os CBCs
apresentaram uma catatonia ainda maior do que o esperado. Desse modo,
concluindo que realmente ha o envolvimento do sistema de dopamina no impacto
comportamento desses animais, por meio de uma evidéncia farmacoldgica que é
coesa com a validade preditiva deste quadro psicopatolégico; visto que, ao receber
o metilfenidato, o comportamento hiperativo foi reduzido, possibilitando a
aquisicdo de aprendizagem, devido a amenizacdo do déficit atencional
proporcionado por esse farmaco.

Portanto, € evidente, que com o passar dos anos, foram surgindo mais e mais

pontos que sinalizam a possibilidade de que, com o cruzamento sucessivo dos
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Cariocas, tenha sido selecionado uma caracteristica além do congelamento, como
ocorreu com o0s ratos romanos (Para conhecer mais, confira Escorihuela et al.,
1999). Embora ndo seja o desejado, tal fato pode ocorrer, uma vez que a selecéo
ocorre com base no comportamento, logo, com 0s cruzamentos consecutivos pode
ter sido acidentalmente selecionado caracteristicas inesperadas: o perfil de um
possivel modelo animal de TDAH (Morris & Bouton, 2006). Vale ressaltar que para
haver um modelo anima, como descrito a priori, € preciso cumprir com trés tipos
de validade. Até o presente momento, h& hipdteses neurobioldgicas e
comportamentais, respectivamente (Leon et al., 2020; Macédo-Souza et al., 2020).
A primeira evidéncia que corrobora essa hipotese € a farmacoldgica descrita por
Lages e seus colaboradores (2021), cuja amplitude abarca a hiperatividade e déficit
atencional. Sendo assim, ha a necessidade de investigar outros aspectos, como a
impulsividade em suas trés dimens@es de validade e mais evidéncias acerca dos

outros sintomas da triade sintomatoldgica.

12

Comportamento Patolégico
A diferenca entre patologia e normalidade é ténue, como evidenciado por
diversas pessoas em nossa sociedade, como psicologos, socidlogos e escritores
(Myers, 2016). No conto “O Alienista” (de Assis, 2014), fica evidente como esse
tema importante é abordado no meio académico (Pais et al., 2016), assim como é
satirizado pelas artes. Ou seja, é fundamental que haja uma diferenciacdo sensivel
e ndo apenas categorica. Desse modo, é imprescindivel compreender o parametro

utilizado para tal distincao.

121

Normal vs. Patoldgico
Os transtornos psicoldgicos sdo estudados em muitas culturas diferentes ao
redor do mundo. Outrora generalizadas como loucura, as “doengas mentais”
provocam grande estigma em seus portadores, gerando indmeras consequéncias
negativas para eles, como a exclusdo. A cultura € um dos pontos determinantes para

uma visao patolégica ou ndo acerca de determinados comportamentos (Myers,
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2016): enquanto uma cultura pode condenar certas acdes e atitudes, outra pode
considera-las dentro do padrdo normal. Um exemplo disso é apresentado por Myers
em sua obra (2016), na qual ele traz a tribo Wodaabe da Africa Ocidental, cujos
homens usam maquiagem e vestimenta elaborada como uma forma de atrair
mulheres. Tal comportamento seria visto como atipico no Ocidente, podendo
indicar uma certa excentricidade patologica que despertaria a atengéo de psiquiatras
e psicélogos que buscariam compreender o porqué de tais escolhas. A logica das
patologias de grau psicologico é, dessa forma, influenciada diretamente pela cultura
e os valores que moldam a sociedade. Sob essa Otica, é preciso compreender o
contexto sociocultural que ambienta os estudos e pesquisas acerca dessa tematica
para, entdo, identificar como sdo vistos os comportamentos humanos, sejam eles
considerados normais ou nao (Myers, 2016).

O ser humano tem um interesse pelo excepcional, pelo atipico (Myers, 2016).
Tal ponto fica evidente quando observamos 0S sucessos que 0s circos modernos
fizeram no século XVIII (Bolognesi, 2002). Phillip Astley, um suboficial da
cavalaria inglesa, uniu as performances equestres apresentadas pelo servico militar
com os saltimbancos errantes, dando origem aos espetaculos circenses modernos
que viriam a encantar e entreter muitas cidades. O fascinio pelo diferente, entdo, foi
um dos principais elementos que alavancou o sucesso desse novo modelo de
diversdo. Essa curiosidade é um dos motivadores que levam ao estudo dos
transtornos psicoldgicos. William James afirmou que “estudar o0 anormal é a melhor
maneira de se compreender o normal” (apud Myers, 2016). Uma vez que todos
sentem-se deprimidos, ansiosos e abandonados em algum momento, 0 ato de
estudar esses comportamentos, segundo Myers, tem um senso de
autorreconhecimento. Ou seja, o individuo olha para o atipico reconhecendo partes
de seu comportamento. Contudo isso ndo é declarado. A sociedade, por muitos
anos, preferia excluir agueles que desviavam da norma, a fim de manter uma
imagem de perfeigéo, de beleza e normalidade.

Na obra Histdria da Loucura na Idade Média, de autoria de Foucault (1978),
¢ possivel compreender a ldgica da loucura. Em um primeiro momento, o “louco”
poderia viver em sociedade, tendo um lugar, durante um periodo. Um grande
exemplo disso sdo os bobos da corte que tinham um papel importante na Idade
Média, garantindo o divertimento do rei e de sua corte. Todavia, a partir do

momento que eles se tornassem insuportaveis, eram expulsos, surgindo, assim, a
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semente da excluséo do diferente, a fim de manter a ordem social e reafirmar a
piedade cristd, uma vez que ajudavam a manter os excluidos nos arredores da cidade
desde que nao estivessem “contaminando” o meio social. Em seguida, o autor traz
um segundo momento, no qual ele usa a pintura “Stultifera Navis” para outro
possivel destino dos desviantes da norma. Segundo ele, ao serem expulsos, esses
poderiam ser colocados em navios e enviados ao mar, demonstrando a violéncia do
tratamento com o “louco” desde os primordios dessa relacdo. Ao envia-los ao mar,
a ideia era tirar de perto, do campo de visual, aquele ser que poluia a sociedade com
seu jeito errante de ser; ele deveria ser purificado e afastado para ndo trazer
prejuizos para os saos. Num terceiro momento, Foucault resgata as ideias goticas,
que abordavam muito sobre a loucura e a morte. As gargulas representavam o medo
da morte, como também o da loucura, relacionando os dois conceitos, como se 0
diferente fosse uma lembranca do demonio. Em contrapartida, surge um discurso
ndo excludente para com esse publico, pois hd uma ideia de que a razdo e a loucura
sdo relativas, estando entrelacadas naturalmente. Tal ideia fica nitida no seguinte
fragmento de Azizi, D. (2019):

“No século XVI, a loucura possuia um estatuto diferente em
relagdo ao do século XVII. Um exemplo é a filosofia de
Montaigne, onde o ser louco e o ser ndo louco eram tidos como
certeza. N&o havia a certeza sélida de loucura e da desrazdo do
homem, todos poderiam ser loucos e sensatos. Nao existe ciséo

definitiva.”

Dessa forma, evidenciava-se uma reversibilidade, ja que haveria loucura na
razdo, assim como razdo na loucura. Entretanto, esse passo rumo a nao excluséo foi
desfeito no quarto momento da obra de Foucault (1961). A Grande Internagéo
surgiu como consequéncia do aumento das cidades, o desenvolvimento da
industrializacdo e a mudanca do padrdo econémico, gerando uma nova visdo de
mundo. Nesse novo modelo que nascia, a ordem era um dos principais elementos.
Com isso, como o louco néo trabalhava, ele ndo gerava dinheiro, de forma que
deveria ser afastado para ndo causar danos ao regime dominante, sendo um peso
para a sua familia e para o Estado. Nesse contexto, inaugura-se a ldgica violenta
por tras do Hospicios e ManicOmios que passam a servir de depdsito dos
indesejados e loucos. Desse modo, fica evidente o carater excludente inerente as
doencas relacionadas a satude mental, conforme explicitado por Focault (1961),
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destacando, assim, o porqué elas foram tabus por tantos anos e porque a reluténcia
em identificar a Psicologia como uma ciéncia que trata doencas reais, de cunho
psicoldgico e neurobiologico.

Segundo Myers (2016), os profissionais da salde mental compreendem o0s
transtornos psicolégicos como padrdes continuos de comportamentos, sentimentos
e pensamentos desviantes e/ou disfuncionais; isto €, comportamentos que trazem
algum tipo de prejuizo para o individuo que o possui. Nesse sentido, Portella (2019)
traz uma concepgéo de que, para os analistas do comportamento - profissionais que
optam por seguir uma visao comportamental do ser humano, ndo ha comportamento
errado, uma vez que todo o tipo de comportamento seria fruto da adaptacdo do
individuo em um determinado ambiente. Com isso, as respostas dadas pelo
ambiente contribuiriam para a manutencao ou nao deles, assim reforcando ou néo
aideia de “doenga mental.” Seguindo essa logica, o transtorno psicoldgico possuiria
um fator determinante social e cultural, conforme afirmado por Foucault (1961),
concepcao essa resgatada por Myers (2016), ao afirmar que ha comportamentos em
certas comunidades tribais que seriam classificados como anormais pela sociedade
ocidental, conforme apresentado a priori. Portanto, a compreenséo de transtornos
mentais como um sinénimo de exclusdo apenas retroalimentaria a condi¢do clinica,
culminando na busca da Psicologia em entender o funcionamento por tras de cada
um dos tipos de patologias para oferecer um melhor atendimento e servigo empatico
e eficaz.

Segundo Dalgalarrondo (2008), os quadros psicopatologicos séo relatados
atraves de sinais e sintomas. Esse primeiro é de facil percepcdo e mensuracao, uma
vez que se trata de um comportamento, como taquilalia e rigidez afetiva. Contudo,
0 segundo é um elemento mais subjetivo sendo o relato do paciente e seus
familiares; ou seja, € a parte subjetiva da equacédo. Nessa logica, como defendido
desde o inicio da Psicologia como area da Ciéncia, 0s comportamentos observaveis
sdo fundamentais para um diagnostico tanto sindrbmico quanto nosoldgico.
Pautado nessa fundamentagéo, muitos estudos e pesquisas foram e continuam sendo
desenvolvidos ao longo dos anos, a fim de compreender através da anélise do
comportamento a psicopatologia estudada e suas consequéncias sociais, cognitivas
e neurobioldgicas. Desse modo, fica evidente, como observado no livro de Myers
(2016), que o comportamento é uma variavel vital para uma diagndstica, visto que,

desde os primérdios da humanidade, é devido a ele que uma pessoa é considerada
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“louca” ou ndo. E sera esse o foco do trabalho em questdo: como utilizar a andlise
do comportamento para validar um modelo animal para determinada

psicopatologia.

1.2.2

Grooming

H& comportamentos que séo inatos entre diversas espécies, com diferentes
funcdes e significados etoldgicos, como o grooming, cujas atividades heterogéneas
evidenciam claramente as distintas finalidades (Sachs, 1988). Tal comportamento
apresenta uma hierarquia bem-organizada e pontuada pela progresséo cefalocaudal
(pata dianteira e boca até a pata traseira e genitalia do animal), que estrutura quatro
fases previsiveis com uma média de 25 movimentos; ou seja, € um padrdo complexo
com multiplos componentes. A primeira fase, denominada elliptical stroke (em
portugués curso eliptico), € rapida e possui entre 5 e 10 movimentos com ambas as
patas simultanea e assimetricamente, com movimentos elipticos. A fase seguinte
(unilateral stroke, em portugués curso unilateral) é mais curta (em média 0,25s) e
é composta por 1-4 movimentos unilaterais e altamente assimétricos, que podem
ser de baixa ou média amplitude na altura dos olhos, podendo haver alternancia de
lados. A fase trés (bilateral stroke, em portugués curso bilateral) distingue-se
visualmente das demais por ser composta entre 1 e 5 movimentos grandes com o
uso de duas patas bilateralmente e ser extremamente estereotipado. A Gltima fase
(body licking, em portugués mordidas no corpo) é caracterizada pela postura virada
para o lado ou para tras seguido de mordiscadas nas partes traseiras do corpo. Com
isso, fica evidente que o comportamento de grooming é definido pela friccdo das
patas dianteiras no corpo do animal, comecando pelo rosto e seguindo pelo corpo
até a parte posterior do corpo (Berridge, 1989; Berridge et al., 2005; Berridge &
Aldridge, 2000; Berridge & Whishaw, 1992; Berridge & Whishaw, 1992; Kalueff
etal., 2016).

A partir disso, surge a possibilidade de dividir em dois tipos de grooming, o
rostral e o corporal: o primeiro seria caracterizado pelas trés primeiras fases, devido
0 seu foco ser a regido cefalica, enquanto o corporal é marcado pela ruptura da fase
quatro que é destinada a regido caudal. Ha autores que distinguem esses subtipos
em suas analises comportamentais (Casarrubea et al., 2019; Estanislau et al.,
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2019a), mas ha aqueles que ndo fazem a separacdo (Ahmad & Merali, 1988;
Figueiredo, 2010; Linthorst et al., 1992; Parra, 1999). Desse modo, o grooming é
um comportamento Unico que se divide em quatro fases, mas que pode ser
executado seguindo a ordem prevista ou ndo a depender do contexto como sera
apresentado a seguir.

O grooming apresenta diferentes funcGes e significados a depender do
contexto, como afirmado por Sachs (1988). O cuidado com a superficie corporal, a
fim de limpé-lo de detritos e parasitas, isto €, a compreensao desse comportamento
como autolimpeza é bem difundida, porém esta ndo € a Unica atribuicdo deste
comportamento tdo complexo, como pontuado no trabalho de Sachs. O grooming
também desempenha o papel de manutencdo corporal, por meio da
termorregulacdo, manutencdo de status social, aumento e diminui¢cdo da excitacdo
comportamental e até conotacao sexual (Bury & Schmidt, 1987; Spruijt et al., 1988,
1992). O papel desse comportamento é tdo importante que pode regular e controlar
os fatores relacionais, pois podem ser direcionados para o corpo do animal,
denominado de autogrooming, ou para seus pares — allogrooming. Além disso, ha
outra fungdo importante que seria o displacement, em portugués comportamento de
deslocamento. Seria a versdo do grooming que pode aparentar ser irrelevante, mas
estd ligada a liberacdo de energia acumulada quando o animal ndo ha nenhuma
atividade por fazer (Sachs, 1988; Spruijt et al., 1992).

Ha diversas evidéncias que afirmam que a neurobiologia do grooming
coincide com o0s mecanismos do estresse, devido ao seu papel na reducdo da
excitacdo, isto €, compreende-se 0 retorno a homeostase apds investir em uma
atividade (Kalueff et al., 2016; Spruijt et al., 1992). Além disso, sabe-se que esse
comportamento envolve a circuitaria dopaminérgica, os nacleos da base (estriato,
globo palido, substancia nigra, nacleo accumbens e ndcleo subtalamico), amigdala,
hipotalamo e a regido neocortical, por se tratar de elementos ativados no controle
motor de comportamentos complexos e estereotipados, como afirmado por Kalueff
e seus colaboradores (2016). Nesse sentido, o estriado, o trato nigroestrial e o
circuito corticoestrital, circuitos dopaminérgicos, controlam a expressdo do
grooming, o que e confirmado em pesquisas que evidenciam 0 impacto de
alteracdes nesse trato impacta o comportamento em questdo (Berridge et al., 2005;
Berridge & Whishaw, 1992; Ferhat et al., 2023; Kalueff et al., 2007, 2016). Mais

especificamente, o cerebelo atua como responsavel pela modulacdo do
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comportamento motor, enquanto o tronco encefalico controla a geracao de padrées
caracteristicos da estereotipia. O estriato implementa a sequéncia dos movimentos.
A amigdala responde pela modulacdo do comportamento especifica a cada
momento, destacando o porqué de existir uma diferenciacdo dos tipos de grooming
a depender do contexto (Estanislau et al., 2019a; Kozler et al., 2017); enquanto isso
o0 hipotalamo regula a atividade neuroenddcrina, como a influéncia do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) que atua como um indutor de grooming (Spruijt et
al., 1988, 1992). O neocértex, por sua vez, ira reger a modulagdo geral desse
comportamento. Por fim, explicitando a complexa neurobiologia desse
comportamento (Para mais informac0es, ver revisdo de Kalueff et al., 2016).

Uma vez apresentada a neurobiologia do grooming, torna-se possivel
compreender como certas lesdes e alteracdes neurobiologicas podem impactar no
comportamento do animal. Como demonstrado por Spruijt e seus colaboradores
(1992), uma leséo no estriato acarreta na diminui¢do da sequéncia de groomings,
mas ndo no ndmero de comportamento. Por outro lado, a lesdo do ndcleo
accumbens gera a supressao do comportamento, o que confirma o envolvimento da
dopamina na facilitacdo do grooming. O estudo de Berridge e Wishaw (1992)
aponta para os efeitos em diferentes niveis e tipos de lesdo em regies envolvidas
na neurobiologia do Grooming. A lesdo do cortex motor primario e o suplementar
combinado impactam na completude da agdo, enquanto uma lesdo no motor
secundario provoca o aumento de grooming. A retirada total do cortex (neocértex
e cortex cingulado anterior) reduz significativamente o grooming feito por ratos.
Por sua vez, a retirada do cortex somada a uma ablacdo do estriato fez com que 0s
animais ndo se recuperassem e mantem-se uma propor¢do menor de groomings,
assim como um aumento do tempo gasto na fase um. A les&o cerebelar provoca um
aumento de duas vezes na quantidade de groomings feitos e o tempo investido.
Desse modo, evidenciando a complexidade e integracdo das regides responsaveis
por esse comportamento.

Devido ao papel de reducéo da excita¢cdo do grooming, esse comportamento
é responsavel por ser suscetivel ao estresse e a ansiedade; isto é, 0 estresse e a
ansiedade aumentam a sua expressao (Aguilar et al., 2002; Diaz-Morén et al., 2014;
Estanislau et al., 2019a; Kalueff & Tuohimaa, 2005; Spruijt et al., 1992; Vuralli et
al., 2019) Seguindo essa logica, um ambiente novo gera estresse, assim acionando
a producdo de ACTH que induz o grooming. Em alguns casos, o estresse pode ser
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tdo grande que se torna uma patologia, como em quadros de Transtorno de
Ansiedade (TA) e Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) (Berridge & Whishaw,
1992; Graybiel & Saka, 2002). Kalueff e seus colaboradores (2016) demonstraram
em sua revisdo que o TA é caracterizado por um tipo de grooming excessivo, mas
flexivel; enquanto o TOC é marcado pelo grooming excessivo, mas rigido acerca
da hierarquia do comportamento. Desse modo, justificando a ideia proposta por
estudos sobre a diferenca do grooming provocado pelo estresse e o grooming
baseado na funcdo de deslocamento (Estanislau et al., 2019a; Kozler et al., 2017).

Estanislau e seus colaboradores (2019), em seu estudo, pontuou como o
modelo animal de ansiedade pode ter seu grooming modificado, justamente pela
fun¢do de “acalmar” o animal, reduzindo a excitacdo e o desconforto. Ou seja, 0s
animais podem apresentar alteracdes por terem que reduzir a ansiedade em
situacdes ansiogénicas, visto que essas acionam a amigdala, que, por sua vez, ativa
todo o circuito do medo e, por consequéncia, o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA). Tal evidéncia é apresentada no modelo dos ratos romanos, na qual o rato
Romano de Baixa Evitacdo (RBE) é mais reativo ao estresse, 0 que faz seu eixo
HPA ser mais reativo, vinculando a Ansiedade (Escorihuela et al., 1995, 1999;
Fernandez-Teruel et al., 1997). Além disso, ha dados que indicam que o RBE faz
mais groomings do que o grupo controle (Aguilar et al., 2003).

H& modelos animais de TOC que confirma uma disfun¢do no sistema
dopaminérgico nigroestriatal, o que provocaria um excesso de grooming (K. C.
Berridge et al., 2005; Korff & Harvey, 2006). Tal ideia é comprovado com o modelo
dos camundongos mutantes hiperdopaminérgicos de Berridge e seus colaboradores
(2005), cujas sequéncias de grooming eram completas, considerando as quatro
fases, enquanto os animais selvagens (grupo controle) completam a sequéncia
apenas metade das vezes. Além disso, 0s mutantes apresentam uma maior
porcentagem de insercdo, reversdo e omissao de fases; e foram melhores que o
grupo controle na resisténcia e interrupgédo, retornando com mais frequéncia ao
padrdo completo, ap0ds a distracdo. Ou seja, 0s ratos mutantes apresentam padrdes
sequenciais mais rigidos, com o intuito de chegar a fase quatro, mesmo que tenha
pequenas imperfei¢cdes durante o processo. O grupo controle, por sua vez, introduz
imperfei¢cbes em seu padrdo, sendo dificil retornar para a sequéncia completa.
Portanto, os mutantes hiperdopaminérgicos foram mais propensos do que 0s ratos

selvagens a executar sequéncias de cadeia sintatica mais rigidas e fortemente
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estereotipadas, caracterizando um modelo animal de TOC. Este mesmo modelo
destaca que o grooming seria fruto da interrupcdo da neurotransmissao de
dopamina, devido ao aumento da ativacdo de receptores D1 — responsavel por
caracteristicas compulsivas relacionadas a perseveragdo e a rigidez sequencial, o
que provoca um excesso de dopamina extracelular. Vale destacar que ndo ha
comprometimento motor do grupo selvagem, o que sugere que a diferenca entre 0s
grupos é oriunda de uma verdadeira rigidez por parte dos camundongos mutantes
hiperdopaminérgicos.

O grooming excessivo, como demonstrado por Graybiel e Saga (2002), pode
levar a lesBes na pele do animal, assim sendo analogo ao comportamento de
lavagem excessiva das maos feita por pacientes com TOC. Tal ideia é descrita por
Greer e Cappecchi (2002) no modelo Hoxb8, um mutante que apresenta grooming
excessivo a ponto de remover a pelagem do rosto do animal e levar a automutilagéo,
assim provocando anormalidade no Sistema Nervoso Periférico — mais
especificamente uma alteracdo nos nervos. Com isso, esses animais possuem uma
alteracdo na reacdo ao toque, pressdo e nocicepcao.

A neurobiologia do TDAH nédo é bem compreendida, mas apresenta um
circuito fronto-estriatal rico em catecolaminas (Diaz Heijtz & Castellanos, 2006).
A hipotese do TDAH, segundo tais autores, tem como base a acdo da eficacia
indireta dos agonistas dopaminérgicos, como o metilfenidato. Nesse sentido,
cérebro seria mediado pela ativacdo de duas familias distintas D1 e D2. Os
receptores pertencem a uma “superfamilia” de sete receptores transmembranas,
cujo efeito é via proteina G acoplada a sinalizacdo intracelular. Os receptores de D1
expressam altamente no estriato e no Cortex Pré Frontal - areas relevantes para o
TDAH. O modelo usado foi 0 SHR (Sponteneous Hipertensous Rat, em portugués,
rato espontaneamente hipertenso) comumente usado como modelo animal de
TDAH, como estabelecido por Sagvolden e seus colaboradores (Sagvolden, 2000;
Sagvolden et al., 1993, 2005, 2008). O grooming, como demonstrado no modelo
Knock-Out congénito de receptores D1 (D1R), estaria associado a ativacdo de
receptores da classe D1 no cérebro, assim demonstrando um menor namero de
groomings (Waddington et al., 2005). Desse modo, assumindo que o D1R
desempenha um papel na regulacéo desse comportamento, como consequéncia de
0 impacto de sua alteracdo no circuito frontal-estriado ser envolvido no controle

motor nos animais SHR.
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Rearing

O rearing, assim como 0 grooming, € um comportamento inato de animais
de diversas espécies, sendo abordado como um comportamento exploratério e
motor, pela maioria dos autores (Figueiredo, 2010; Sahakian et al., 1977; Vuralli et
al., 2019), sendo uma exploracdo passiva (Arakawa, 2005) e locomogéo vertical
(Figueiredo, 2010). Considerado um determinante para 0 comportamento adulto e
cerebral (Rosenzweig, 1971; Valzelli, 1973), pode-se afirmar que esta presente em
todos os roedores, visto que a exploracdo é um traco evolutivo. Nesse sentido, 0
rearing ocorre quando o animal fica sobre duas patas: um comportamento
complexo e mais dificil, pois exige que ele se equilibre contra a gravidade (Wultz,
1990), tanto sendo apoiado em algo superficie ou sem apoio algum (Sturman,
Germain & Bohacek, 2018; Figueiredo, 2010). Desse modo, é evidente que o
rearing, diferentemente do grooming que é voltado para o corpo, é fisico e sensorial
(Ducottet et al., 2004).

A neurobiologia do rearing ndo é comumente estudada isoladamente. Por
se tratar de um comportamento locomotor que caracteriza a hiperatividade,
costuma-se compreendé-la pela visdo dos transtornos em que sdo avaliados esse
comportamento. No caso da ansiedade, é demonstrado, em um estudo sobre o
impacto do estresse em ratos jovens e seu efeito nos tracos de ansiedade, no qual é
apontado que 0s animais expostos ao estresse e propensos a0 TA possuem uma
correlacdo negativa com a quantidade de rearings, ou seja, hd uma maior
concentracdo de dopamina no cértex pré-frontal medial, em um animal com menor
expressao desse comportamento (Luo et al., 2014).

A relagdo da dopamina com a neurobiologia do rearing € vista no TDAH
também, visto que os modelos animais desse quadro expdem uma disfuncéao
dopaminérgica (para mais informacdes, ver a revisdo de Russell, 2011), em especial
no circuito fronto-estriatal que é rico em catecolaminas. O cérebro TDAH seria
mediado pela ativagdo de duas familias distintas D1 e D2. Os receptores pertencem
a uma “superfamilia” de sete receptores transmembranas, cujo efeito € via proteina
G acoplada a sinalizacéo intracelular. Os receptores de D1 expressam altamente no

estriato e no Cortex Pré-Frontal (CPF) - areas relevantes para o TDAH (Diaz Heijtz
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& Castellanos, 2006). Segundo Russell e seus colaboradores (2005), o transtorno
estudado estaria ligado aos genes D1, D4 e D5 (DRD1, DRD4, DRD5. Além disso,
0 gene receptor 4 (DRD4) mapeado no cromossomo 11p15.5 e variagdes desse sdo
transportados pela dopamina da membrana plasmaética - DAT (Sagvolden et al.,
2005). Portanto, deixando evidente que uma hipofuncdo dopaminérgica estaria
vinculado ao aumento do rearing (Russell, 2003; Viggiano et al., 2003), como
demonstrado nos modelos animais Knock Out transportador de dopamina (DAT-
KO) e camundongos transgénicos TRP1 (Sontag et al., 2010). Portanto, a
neurobiologia do TDAH envolve receptores dopaminérgicos, transportadores de
neurotransmissores e sua liberacdo no Sistema Nervoso (Couto et al., 2010), mas

uma vez destacando a influéncia da dopamina na expressao do rearing.

OBJETIVOS

2.1
Objetivo Geral

Avaliar o comportamento de rearing e grooming entre as linhagens dos ratos

Cariocas.

2.2

Objetivos Especificos

e Analisar a frequéncia e a duracdo do comportamento de rearing e grooming
em cada grupo da linhagem dos Cariocas;

e Comparar o comportamento de rearing e grooming entre as linhagens dos
Cariocas;

e ldentificar a discrepancia dos comportamentos de rearing e grooming ao

longo do tempo.
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METODOLOGIA

A metodologia deste estudo foi de natureza analitica e descritiva e teve como

base de dados as imagens obtidas no acervo do Laboratério de Neurociéncia
Comportamental da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC-Rio0).
As gravacdes foram realizadas para a observacdo do comportamento dos
animais durante os minutos que antecedem o choque no experimento da Caixa do
Medo Contextual, segundo o protocolo estabelecido por de Castro Gomes &
Landeira-Fernandez (2008). Nesse sentido, aplicou-se o conceito de reducdo dos
3R’s propostos por Russel e Burch em 1959 (Goldberg & Hartung, 2006), uma vez
que néo foi utilizado nenhum animal, pois foram usadas gravagdes de experimentos
anteriores, garantindo, assim, um maior cuidado relacionado com a bioética da

pesquisa animal.

3.1
Animais
Para nortear a identificacdo dos Cariocas com Baixo Congelamento (CBC),
que estariam relacionados a uma maior incidéncia motora antes de receberem o
choque, assim como ocorre ap6s e no dia de contexto, foram avaliados dois
comportamentos, o rearing e o grooming. O numero total de ratos Wistar Albino
machos adultos (90 a 120 dias) foi de 108 animais, dividindo-se entre as trés
linhagens (CAC n = 34; CTL n = 36; CBC n = 38), considerando trés geracfes
diferentes (S34 a S36); estabelecendo uma média de 36 animais por geracdo, 12 de

cada linhagem.

3.2
Procedimento
Considera-se que a definicdo de grooming adotada segue a compreenséo de
que o comportamento é complexo e possui uma hierarquia representada pela

progressdo cefalocaudal, como evidenciado a priori. Nesse sentido,
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compreendendo as quatro fases como um Unico comportamento; ou seja,
compreende-se qualquer manifestacdo das quatro fases como grooming,
independente de seguirem a sequéncia ou néo, visto que seriam fases diferentes de
um mesmo comportamento, como demonstrado pelos trabalhos de Berridge e seus
colaboradores ao longo dos anos. Assim, considerou-se a definicdo do
comportamento movimento de friccdo das patas dianteiras na cabeca, nariz e orelha,
podendo ser seguido ou ndo pela limpeza do corpo/tronco, da regido genitalia,
cauda e patas, excluindo a acdo de cocar (Ahmad & Merali, 1988; Kalueff &
Tuohimaa, 2005). O rearing, por sua vez, €, segundo Parra (1999), o
“comportamento de levantar-se consiste na postura bipede do rato, apoiando-se nas
patas posteriores, estando ereto ou semi-arqueado”. Assim como Parra, outros
autores classificam a acdo de explorar quando o animal se alonga para cheirar e
conhecer objetos e/ou 0 ambiente (Sahakian et al., 1977), assim erguendo-se sob as
patas traseiras com ou sem apoio das dianteiras (Kozler et al., 2017; Wultz et al.,
1990). Pautado nisso, para este trabalho, considerou-se rearing todas as vezes que
os ratos ficavam de pé apoiados apenas nas patas dianteiras, podendo haver apoio
na caixa ou nao.

Para que ndo houvesse nenhum viés no estudo, todos os animais receberam
um namero de identificacdo, para que a autora ndo soubesse quem era CAC, CBC
nem CTL, preservando os dados da influéncia de expectativas. Além disso, visando
a replicabilidade, elemento importante para pesquisas experimentais, outro
experimentador analisou os videos nos primeiros momentos, para garantir que 0s
resultados aqui apresentados fossem igualmente encontrados por outra pessoa.
Dessa forma, a metodologia foi pensada para contemplar os fundamentos da
pesquisa comparativa e experimental.

Os videos analisados sdao compostos pelos oito minutos que antecedem o
choque da Caixa de Medo Contextual da Linhagem dos Cariocas; isto €, o primeiro
dia do teste (8 minutos de habituacdo — 3 choques — 3 minutos), no qual, apos o
tempo analisado, o animal recebe 3 choques (0.6mA), com intervalo de 10s cada.
Foi escolhido esse recorte temporal, pois ja possuimos evidéncias do tempo pos
choque, como apresentado nos trabalhos de nosso grupo. Entretanto ndo foi
aprofundado o estudo sobre o comportamento anterior ao choque. Como medidas
foram avaliadas a frequéncia e tempo de duracdo de cada comportamento indicado.

A mensuracao foi feita por meio do software X-PloRat, “que permite o registro da
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localizagdo, deslocamento e outras propriedades do comportamento animal em

espacos confinados” (Tejada et al., 2018).

3.3

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software IBM SPSS 23 e o
pacote de dados estatisticos do Microsoft Excel. A avaliacdo da reprodutibilidade
das contagens dos comportamentos de rearing e de grooming foram feitas por
correlacdo entre medidas obtidas por dois experimentadores independentes “cegos”
com relagcdo a identidade do grupo experimental de cada animal. Anélises de
variancia repeticdo (rANOVAs) foram usadas para analisar a frequéncia e o tempo
total de rearing e grooming, com linhagem (CAC, CBC e CTL) e intervalo como
cofatores. Quando efeitos significativos de linhagem reprodutiva e droga, ou
interacdes entre eles foram detectadas, ANOVAs de ordem inferior apropriados
foram realizadas, seguido por testes post hoc de Fisher Protected Least Significant
Difference (FPLSD). Para todos os testes estatisticos, a significancia foi

estabelecida em p <0,05 (bicaudal).
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4

RESULTADOS

A figura 1 ilustra que existe uma boa correlacdo entre as contagens de grooming
e de rearing de 33 animais obtidas por dois experimentadores “cegos” com relacao
a identidade do grupo experimental de cada animal (i.e., CAC, CBC e CTL),
indicando que o método de avaliacao destas mediadas é reprodutivel e independente
do experimentador.
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Figura 1 - Coeficientes de correlagéo: O R de Person dos comportamentos deixa claro que, a partir da
teoria e definicdo neste trabalho apresentadas, é possivel a reprodutibilidade.

A rANOVA do comportamento de rearing revelou um efeito principal da
linhagem tanto para a frequéncia [F (2,00) = 13,16, p < 0,0001], como para 0 tempo
total [F (2,00) = 9,86, p < 0,0001]. Conforme ilustrado na figura 2, foram
observadas diferencas significativas entre as medidas de frequéncia (A) e tempo
total (B) de rearing entre os grupos experimentais. Os ratos CBC apresentam
significativamente uma maior frequéncia e duracdo do comportamento de rearing

guando comparados aos grupos CAC e CTL.

Acerca da medida de rearing, também foi identificado, através rANOVA
do comportamento, um efeito significativo do intervalo para a frequéncia [F (3,60)
=45,94, p <0,0001] e tempo total [F (3,43) = 21,51, p < 0,0001]. A figura 3 mostra
que para todos os grupos houve uma queda da frequéncia (A) e do tempo (B) de
rearing ao longo do tempo.
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Figura 2 - Os gréficos ilustram as médias + EPM da frequéncia (A) e do tempo total (B) de rearing dos
grupos CAC, CBC e CTL. *P < 0.05, LSD post hoc test.

N&o foram observadas interacGes entre linhagem e intervalo tanto para a
frequéncia [F (7,19) = 1,63, p = 0,109], como para o tempo de rearing [F (6,87) =

1,29, p = 0,256], como visto na Figura 3 (A e B).
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Figura 3 - Os graficos ilustram as médias + EPM da frequéncia (A) e do tempo total (B) de rearing ao longo
dos diferentes intervalos de tempo para os grupos CAC, CBC e CTL. O tempo total da sessdo de teste (8
minutos) foi subdividido em 5 intervalos iguais de 1,6

A rANOVA do comportamento de grooming revelou um efeito principal da
linhagem para o tempo total [F (2,00) = 6,35, p < 0,01] e ndo para a frequéncia [F
(2,00) = 1,87, p = 0,159]. Desta forma, diferencas significativas entre 0s grupos
foram apenas observadas para a variavel tempo total (figura 4B). Ratos CBC
apresentaram uma diminuigdo significativa no tempo total de grooming em

comparagéo aos grupos CAC e CTL.
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Figura 4 - Os gréficos ilustram as médias + EPM da frequéncia (A) e do tempo total (B) de grooming dos
grupos CAC, CBC e CTL. *P < 0.05, LSD post hoc test.

A rANOVA do comportamento de grooming também indicou um efeito
significativo do intervalo apenas para a frequéncia [F (3,76) = 5,46, p < 0,0001] e
ndo para o tempo total [F (3,34) = 0,74, p = 0,543]. Conforme ilustrado na figura 5,
uma queda do comportamento ao longo dos intervalos de tempo s6 foi observada
para a frequéncia de grooming (A).

De maneira similar ao que foi observado para a varidvel de rearing, ndo
foram observadas interacGes entre linhagem e intervalo tanto para a frequéncia [F
(7,45) = 1,32, p = 0,232], como para o tempo de grooming [F (6,67) = 1,06, p =
0,387].
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Figura 4 - Os gréficosTliit¥m as médias + EPM da frequéncia (A) e do temfig‘tstal (B) de grooming ao
longo dos diferentes intervalos de tempo para os grupos CAC, CBC e CTL. O tempo total da sessdo de
teste (8 minutos) foi subdividido em 5 intervalos iguais de 1.
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5

DISCUSSAO

O presente estudo mensurou os comportamentos de rearing e grooming nas
linhagens dos Cariocas. Os animais CBC demonstraram um comportamento
exploratério, analisado pelo rearing, significativamente maior em frequéncia e
duragdo. A respeito do grooming, os CBC apresentaram uma menor duragcdo na
execucdo. Tais evidéncias sdo compativeis com estudos que usam esses
comportamentos para validar modelos animais de hiperatividade e TDAH (Lalonde
& Strazielle, 2009; Ohno et al., 2012; Ruocco, Carnevale, et al., 2009). Nesse
sentido, nossos achados corroboram a hipotese de ser o CBC um modelo animal de
TDAH, como pontuado por (Lages et al., 2021; Landeira-Fernandez, 2019;
Macédo-Souza et al., 2020).

O grooming € uma atividade que pode ter varios significados etioldgicos,
como apresentado a priori; devido a isso, 0 aumento de sua expressdo pode
significar diferentes quadros a depender do contexto, como comportamento inato
de perseveracdo, ansiedade e volta a homeostase (desarousal). Ha estudos
evidenciando que o aumento de grooming em diferentes testes pode variar sua
significancia (Estanislau et al., 2019; Kozler et al., 2017), demonstrando uma
auséncia de diferenca significativa na frequéncia desse comportamento justificado
pelo fato de ser um comportamento natural dos animais. Por outro lado, ha também
a compreensao do grooming como uma evidéncia de ansiedade, o que se aproxima
da classificacdo “desarousal”, visto que esse tem como objetivo acalmar o animal
e ajuda-lo a voltar para o estado de homeostase. Uma vez que ha uma variedade nos
significados, torna-se possivel compreender como os dois extremos da linhagem
dos Cariocas apresentam diferentes fungdes.

Estudos anteriores confirmam que o CAC pode ser considerado um robusto
modelo animal de TAG (De Castro Gomes et al., 2011; Lages et al., 2021; 2022).
Com isso, é um animal cuja primeira reacdo sempre € o congelamento expressao

comportamental de seu medo patologico (de Castro Gomes & Landeira-Fernandez,
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2008), o que justificaria a auséncia de comportamento nesses animais em testes
comportamentais.

Outro modelo consolidado € o dos ratos Romanos, que séo oriundos de um
cruzamento bidirecional, assim como os ratos Cariocas, e possuem uma vasta
caracterizacdo na literatura. Os ratos Romanos de Baixa Evitacdo (RBE)
assemelham-se ao CAC, visto que possuem uma alta resposta emocional
demonstrada pelo congelamento, que reduz sua performance, além de ter um
aumento da ativacdo do eixo HPA (Aguilar et al., 2002; Escorihuela et al., 1995;
Fernandez-Teruel et al., 1997; Ferré et al., 1995; Guenaire et al., 1986). Da mesma
forma, o CAC torna-se mais reativo ao estresse, 0 que provoca todo o acionamento
dos mecanismos neurobiologicos da ansiedade e estresse. Tal cascata ird envolver
diversas regifes corticais e subcorticais, como o neocortex, amigdala, hipotalamo,
nucleos da base e tronco encefélico (Kalueff et al., 2016) e terd como evidéncia o
aumento de grooming e freezing, assim corroborando com a concepgao de que uma
das fungdes do grooming é aliviar o estresse, desconforto e ansiedade, como
demonstrado em diversos estudos (Bury & Schmidt, 1987; Estanislau et al., 2019;
Kalueff & Tuohimaa, 2005; Vuralli et al., 2019). Outro estudo que corrobora essa
visdo é o feito por Estanislau et al. (2019), no qual a analise do grooming no teste
do medo condicionado ao contexto foi positiva para o congelamento, considerando
0 teste de extincdo como positivamente correlacionado com o congelamento do
teste do medo contextual; explicando, entdo, por que ndo haveria diferenga
significativa no dado dessa linhagem. Ademais, foi evidenciado o aumento de
grooming em ambientes novos, explicitando o desarousal (Diaz-Moréan et al., 2014;
Estanislau et al., 2019). Por isso, quando a frequéncia desse comportamento
aumenta significativamente, deixa de ser algo tipico e passa a ser patologico,
podendo caracterizar um quadro repetitivo tipico de Transtorno Obsessivo
Compulsivo ou Transtorno do Espectro Autista (Para saber mais, veja a reviséo de
Korff & Harvey, 2006). Ou seja, para 0 CAC, um modelo de ansiedade, é evidente
que o grooming tem uma funcdo de destacar os tracos ansiogénicos e o papel
ansiolitico, sem demonstrar nenhum indicio patologico devido a expressdo de
tempo dentro do esperado desse comportamento inato de perseveragdo, o que é
expresso por uma falta de significancia estatistica.

O grooming feito pelos CBCs, por sua vez, seria caracterizado como uma

atividade inata, de manutencdo, conhecida também como displacement. Como
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esses animais apresentam uma maior hiperatividade, sua energia é liberada atraves
do comportamento exploratorio exacerbado, o que também € demonstrado pela
linhagem dos ratos romanos, em especial os ratos Romanos de Alta Evitacdo
(RAE). Esse grupo demonstra maior impulsividade e hiperatividade (Coppens et
al., 2012; Estanislau et al., 2019; Moreno et al., 2010), justificando a razéo desse
grupo possuir uma menor duracao desse comportamento. Além disso, ha evidéncias
da influéncia da circuitaria dopaminérgica na reducdo da expressdo dessa acao
(Berridge et al., 2005; Berridge & Aldridge, 2000b; Bury & Schmidt, 1987;
Coppens et al., 2012; Fernandez-Teruel et al., 1997; Kalueff & Tuohimaa, 2005).

Um ponto importante a destacar acerca do grooming é que, independente da
funcdo que esse comportamento tenha, ocorre uma ativacdo dopaminérgica,
principalmente devido a circuitaria envolvida e o papel critico que o estriato possui
(Berridge et al., 2005; Berridge & Whishaw, 1992; Ferhat et al., 2023; Kalueff et
al., 2007, 2016). Nesse aspecto, como apresentado no subcapitulo sobre grooming,
quaisquer alteracGes nessa intensidade dessa acdo é consequéncia de uma disfuncao
dopaminérgica ou uma possivel lesdo em alguma das areas envolvidas — dada a
complexidade do comportamento em questdo (Diaz Heijtz & Castellanos, 2006).

O rearing, por sua vez, ¢ um comportamento exploratério classico, como
afirmado por Sturman et al. (2018). Sua mensuracdo é constantemente utilizada
para medir hiperatividade, visto que essa, em modelos animais, é classificada como
uma exploracdo excessiva (Linthorst et al., 1992; Vuralli et al., 2019). H& indicios,
assim como o grooming, esse comportamento também tenha influéncia
dopaminérgica (Coppens et al., 2012). No entanto, devido a falta de estudos focados
unicamente na neurobiologia desse comportamento, a compreensao sobre o rearing
é oriunda do estudo dessa a¢do dentro de algum quadro patolégico, como problemas
motores, psicologicas e neurologicos (Diaz Heijtz & Castellanos, 2006; Huang et
al., 2013; Olmedo-Cdrdoba et al., 2023).

Assim como o CAC, o rato Romano de Baixa Evitacdo (RBE) apresenta
uma baixa frequéncia e duragdo deste comportamento, o que se justifica pela
ansiedade expressa distintamente pelo congelamento, como dito a priori. Além
disso, segundo o experimento feito por Estanislau et al. (2019a), o rearing, assim
como 0s crossings (comportamento de cruzar os quadrantes do ambiente), possuem
uma correlacdo negativa com o congelamento, visto que destacam o0s tragos

exploratérios do animal — ausentes em modelos animais de ansiedade.
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A hiperatividade, medida por rearings, é usada como uma avaliagdo para
um possivel modelo animal de TDAH, tal qual apresentado no modelo animal de
Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR, sigla do inglés), cujos resultados
apontam que 0s animais apresentam um maior comportamento motor, dentre suas
caracteristicas o crossing e o rearing, como formas de -caracterizar o
comportamento hiperativo (Huang et al., 2013; Sagvolden, 2000; Sagvolden et al.,
2005, 2008). Os ratos Romanos de Alta Evitacdo (RAE) assemelham-se ao CBC,
devido a alta evitagdo emocional e uma maior incidéncia de comportamentos
exploratérios, como o rearing, e um menor tempo gasto em grooming; ademais,
observa-se nos RAE uma alteracdo dopaminérgica no Cortex Pré Frontal, que
poderia gerar a impulsividade (Coppens et al., 2012; Fernandez-Teruel et al., 1997;
Luo etal., 2014; Olmedo-Cdrdoba et al., 2023). Observa-se que 0s modelos animais
de hiperatividade e TDAH apresentam uma maior frequéncia e duragdo na
exploracdo do ambiente, como destacada na revisao de Sontag e seus colaboradores
((Sontag et al., 2010). Outros estudos apontam que 0 aumento de rearing é uma
resposta natural a novidade, mas, quando aumentado, caracteriza uma patologia
(Calzavaraetal., 2011; Muneoka et al., 2006; Rizzo et al., 2017; Vitalo et al., 2009).
Nesse sentido, embora haja autores, como Sagvolden e seus colaboradores (2000;
2005, 2008; 2012), que afirmem que a locomocdo e exploracdo excessiva, em
momentos de novidade, ndo sejam consideradas hiperatividade, os animais desse
grupo na volta para a Caixa do Medo Contextual continuam apresentando 0 mesmo
comportamento explorador, como apresentado em toda a literatura de nosso grupo
(De Castro Gomes et al., 2011; Lages et al., 2021; Leon et al., 2017). Ou seja, a
maior frequéncia e duracdo, quando comparado com o CAC e o grupo CTL,
evidenciam que o CBC é um modelo hiperativo; visto que ele inicia mais
movimentos de busca e investe mais tempo nisso. Tal evidéncia é mais um passo
em direcdo a confirmacgéo da hipdtese do TDAH. Pode-se compreender, portanto,
que, em concordancia com diversos estudos, um aumento significativo de rearing
e uma diminui¢do ou ndo significancia de grooming séo esperados em modelos
animais de Hiperatividade e TDAH (Abdulla et al., 2020; Lalonde & Strazielle,
2009; Negishi et al., 2005).

Hé& estudos que utilizam modelos animais de TDAH e buscaram estudar a
relacdo entre o rearing e o grooming e a psicopatologia em questdo. Algo pontuado
é que, independente do tipo de modelo animal usado, hd uma hiperlocomocao que
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gera uma hiperatividade, geralmente composta pelo excesso de rearings (Besson et
al., 2008; Hewitt et al., 2009; Kiguchi et al., 2008; Muneoka et al., 2006; Ohno et
al., 2012). Contudo, muitos dos estudos ndo encontram resultado significativo
acerca do grooming, como Abdulla e seus colaboradores (2020). Outros apontam
que ha uma redugdo do grooming (Besson et al., 2008). Apesar dessa falta de coesao
acerca do comportamento de grooming no TDAH, sabe-se que a presenca desse
comportamento teria uma funcdo diferente da manifestada em quadros
compulsivos, como o TOC (Berridge et al., 2005; Berridge & Aldridge, 2000a;
Kalueff et al., 2007, 2016; Kalueff & Tuohimaa, 2005; Korff & Harvey, 2006;
Matell et al., 2006; Sachs, 1988; Spruijt et al., 1988, 1992). Nesse quadro, 0
grooming teria o papel de atividade deslocada, visto que ndo haveria nenhuma
concepcao de desconforto e ansiedade nas situacOes estudadas; isto €, descartando
qualquer possibilidade de um comportamento compulsivo.

Sabe-se que, ao se utilizar uma técnica de selecdo bidirecional voltada para
a escolha de um comportamento, outros comportamentos podem ser selecionados
por consequéncia (Ponder et al., 2007; Wegener et al., 2011). Tal fato decorre do
compartilhamento genético e, por efeito, de seus fendtipos, como mencionado no
artigo de Wickelgren (2024). Ou seja, ao selecionar o comportamento ansioso, pode
ter ocorrido mais de uma escolha fenotipica, uma vez que existem sintomas que sdo
comuns a diversos quadros psicopatolégicos, como a hiperatividade ou sua
auséncia. No artigo supracitado, é feita uma exemplificacdo que utiliza a febre, visto
que é um sintoma genérico que aparece em diversos quadros diagnosticos. Nesse
sentido, a presenca de certos sintomas justifica-se pelo fato da maioria dos
transtornos psicopatoldgicos terem genes compartilhados, o que, por sua vez,
aumenta as chances de futuras geracGes terem 0 mesmo quadro ou outro quadro
cujo genética é partilhada. Observa-se assim a existéncia de comportamentos
psicopatoldgicos que podem estar presentes em mais de uma condicdo clinica, o
que € visto no caso do grooming em animais. Desse modo, é evidente que a
Linhagem CAC é robusta para 0 TAG e a CBC é um possivel modelo de TDAH.
Destaca-se que essa segunda selecdo ndo ocorreu de forma proposital e sim como
uma consequéncia dos multiplos cruzamentos feitos ao longo dos anos, que
perpetuaram suas caracteristicas, possivelmente gerando um novo modelo animal,

ao considerar os novos dados de sobreposicao genética na psicopatologia.
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Na vivéncia clinica, é inquestionavel que os pacientes com TDAH
apresentam uma hiperatividade que acarreta prejuizos em diversos ambitos de sua
vida (Maia & Confortin, 2015). Desse modo, pode-se evidenciar que o
comportamento hiperativo, caracterizado pelo aumento significativo de rearing no
CBC, e a baixa expressdao de grooming, comportamento de manutencdo, Sao
evidéncias comportamentais para a corroboracdo da hipotese desse grupo ser um
modelo animal de TDAH; aproximando mais uma vez a linhagem dos Cariocas dos
Romanos, visto que o RAE apresenta a mesma tendéncia que o CBC (Escorihuela
etal., 1999).

O presente estudo confirma as impressdes e observacdes apresentadas por
estudos anteriores de nosso grupo (Lages, Maisonnette, Rosseti, Galvao, et al.,
2021; Leodn et al., 2020; Macédo-Souza et al., 2020), nos quais fica evidente o
impacto do circuito dopaminérgico nesses animais e como sua menor aquisicao
poderia ser oriunda de uma hiperatividade, respectivamente. O estudo de Lages e
seus colaboradores (2021) apresenta dados sobre o impacto da circuitaria
dopaminérgica, por meio da administracdo de Metilfenidato (Ritalina, Novartis) e
do Haloperidol, no comportamento do CBC. O animal, habitualmente hiperativo,
ap6s a administracdo do primeiro farmaco, apresentou um comportamento de medo,
o congelamento. A mudanca disso seria proveniente da reducdo da hiperatividade
e do aumento do foco atencional proporcionado pelo remédio, permitindo, entdo, a
aprendizagem aversiva que gera o congelamento. O mesmo resultado pode ser
apresentado pela reviséo feita por de la Pefia e seus colaboradores (2018). Por outro
lado, ao receber Haloperidol, o CBC teve um efeito catatdnico ainda maior do que
ja esperado pela droga usada. Nesse sentido, evidenciando que essa substancia
possui um efeito modulador no sistema dopaminérgico (Bury & Schmidt, 1987;
Spruijt et al., 1988, 1992). E, corroborando o papel, entdo o papel fundamental da
dopamina na compreensao do comportamento do CBC.

O trabalho de Léon e seus colaboradores (2020) baseia a possibilidade do
CBC ser um modelo de TDAH, devido a diminui¢do da atividade Fos no PVN
associado ao nucleo basolateral da amigdala (BLA), regido associada a
aprendizagem aversiva provocada pela Caixa do Medo Contextual. Ou seja, hd uma
hipoativagéo do circuito do medo e, consequentemente, uma menor ativacdo dos
neurdnios do Lobo Limbico. Além disso, 0 mesmo estudo pontuou que o PR - area

associativa que combina, integra e representa modalidades sensoriais diferentes a
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partir de informacgdes poligonais - desempenha um papel importante no
processamento das pistas contextuais (Corodimas & LeDoux, 1995). Dias Heijtz e
Castellanos (2006) apresentam o papel do c-fos no TDAH e confirmam a influéncia
do receptor D1 nesse circuito.

Segundo Macédo-Souza (2020), a rapida extin¢éo da aprendizagem do CBC
seria devido a sua natureza hiperativa. Vale ressaltar que ndo ha nenhum
comprometimento motor e biologico entre as linhagens (Dias et al., 2009; Hassan
et al., 2013). Portanto, fica evidente que o estudo a respeito do grooming e do
rearing confirmam as evidéncias preditiva, de constructo e face encontradas por
nosso grupo, respectivamente (Lages et al., 2021; Leon et al., 2020; Macédo-Souza
et al., 2020). Com isso, corroborando o papel dopaminérgico dos comportamentos
avaliados nesse trabalho e a influéncia dessa circuitaria em individuos com TDAH
(Ugarte et al., 2023).
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que a
frequéncia e a duracdo do CBC se destacaram como significativamente maior e
menor a respeito do rearing e grooming, respectivamente. As outras linhagens
(CAC e CTL) demonstraram significancia, diferenciando-se entre si, nas medidas
do rearing; porém ndo apresentaram resultado significativo no grooming. A
discrepancia entre as linhagens ao longo do tempo, por sua vez, ndo pontuou
nenhum dado significativo. Portanto, pode-se afirmar de que 0 aumento de rearing
e a diminuicdo de grooming do CBC corroboram com a hipdtese dessa linhagem
ser um modelo animal de TDAH.

Cabe destacar que esse estudo € oriundo de videos pré-existentes, estando de
acordo com os 3 Rs da Bioética Animal e com as boas préaticas de pesquisa. Tal
decisdo vai de acordo com as propostas feitas pela sociedade cientifica nos ultimos
anos, a fim de diminuir o uso de animais, sem diminuir a qualidade dos trabalhos
produzidos e o impacto provocado (Gorzalczany & Rodriguez Basso, 2021;
Passantino, 2008).
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Abstract

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) affects thousands of
individuals worldwide. Research conducted in animal models plays a pivotal
role in enhancing our understanding of the neurobehavioral mechanisms
associated with neural disorders observed in humans. For this purpose, the
study of the bidirectional lines of Carioca high- and low-conditioned freezing
rats (CHF and CLF, respectively) has been employed over the years to
comprehend the neurobiological underpinnings of generalized anxiety
disorder (GAD). More recently, findings from our group suggest that CLF rats
could serve as an animal model for attention deficit hyperactive disorder
(ADHD). To further substantiate this evidence, the present study aimed to
investigate common rodent behaviors linked to compulsivity and hyperactivity
in CLF, CHF, and control rats (CTR). Specifically, we assessed the frequency
and duration of grooming and rearing behaviors in CLF (n = 36), CHF (n =
34), and CTL (n = 38) rats. Behavioral analysis involved reviewing previously
recorded images of contextual fear conditioning sessions during the
habituation period—i.e., preceding the onset of footshocks. Our results
revealed that CLF rats exhibit a higher frequency and duration of rearing
behavior compared to CHF and CTL groups. Moreover, CLF rats displayed a
significant decrease in total grooming compared to CHF and CTL animals.
Overall, these findings reinforce the hypothesis of employing CLF rats as an

animal model for ADHD.

Keywords: hyperactivity; impulsivity; animal model; ADHD.
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Introduction

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is recognized as the most
prevalent neuropsychological disorder in childhood, characterized by clinical
and genetic heterogeneity (American Psychiatric Association, 2023). ADHD
includes a combination of neurobehavioral problems, such as inattention,
hyperactivity, and impulsivity (Ugarte et al., 2023). Typically diagnosed
during school age, this condition can persist into adulthood, affecting
approximately 7.2% of children and 2.5% of adults globally (American
Psychiatric Association, 2023; Salari et al., 2023). Learning and self-esteem
difficulties (Maia & Confortin, 2015; O’Leary, 2021), as well as disruptions
in social behaviors, juvenile delinquency, criminality, and substance use, are
among the common neurobehavioral manifestations of this disorder
(American Psychiatric Association, 2023; Cortese et al., 2023). Furthermore,
ADHD exhibits a prevalence 2.5 times higher in men than in women
(American Psychiatric Association, 2023; Cortese et al., 2023) and data from
comparative studies indicate that boys tend to manifest more externalized
symptoms, such as impulsivity, whereas girls are more likely to present
internalized symptoms, such as inattention (Rucklidge, 2010).

While significant progress has been made in elucidating the neural
underpinnings associated with ADHD, numerous neurobiological aspects of
this disorder remain elusive (Puumala et al., 1996; Sagvolden et al., 2005). In
this sense, the utilization of animal models holds great value for gaining insight
into the neurobiological and behavioral mechanisms linked to brain disorders,
as it provides a simpler and controlled playing field for the exploration of

complex systems and functions (Raymundo & Goldim, 2002; Wegener et al.,
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2011). Accordingly, findings from studies on animal models of ADHD point
to important genetic, neurochemical, structural, and behavioral factors linked
to ADHD (de la Pefia et al., 2018; Sagvolden, 2000; Sontag et al., 2010)
Common to all such factors is the substantial body of literature that points to
the role of the dopaminergic system in the development and manifestation of
ADHD phenotypes (for reviews, please see Ugarte et al., 2023). Among the
neurobehavioral aspects, we can cite studies showing that higher dopamine
uptake and release may aid in the extinction of fear conditioning behavior,
with the amygdala’'s dopamine transmission being essential for the
preservation of unpleasant memories (Guarraci et al., 1999) Moreover,
dopaminergic mediation of attention and locomotion is well described in
animal models of ADHD (Ruocco, Carnevale, et al., 2009) and is thus strongly
linked to impulsive, repetitive, and hyperactive behaviors (American
Psychiatric Association, 2023). Among such neurobehavioral traits, rearing
and grooming stand out as innate behaviors considered as hallmark indices of
hyperactive and compulsive behaviors, respectively (Lalonde & Strazielle,
2009; Korff & Harvey, 2006). Forepaw licking, paw strokes over the face,
head, eyes, behind the ears, and over the neck, as well as licking or biting the
body, tail, and genital licks, are examples of grooming behavior (Kalueff et
al., 2016; Vuralli et al., 2019). These stereotyped behaviors serve as self-
maintenance and coping mechanisms and have been extensively studied to
evaluate how they change in response to stress, social interactions, among
other factors (Spruijt et al., 1992). For example, rats may become stressed in
a new environment, leading to an increase in grooming (Diaz-Moran et al.,

2014), while prolonged and severe stress has the opposite effect, resulting in a
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reduction in the frequency and duration of this behavior over time (Ladurelle
et al.,, 1998). Pharmacological studies indicate that selective dopamine
receptor antagonists and agonists can modulate grooming behavior by
suppressing and increasing it, respectively, in different experimental
conditions (for a review, please see Kiguchi et al., 2008). Rearing, on the other
hand, is considered a spontaneous exploratory behavior and is categorized by
rodents standing on their hind legs, either supported or unsupported by a wall
(Kozler et al., 2017; Sturman et al, 2018). Similar to grooming,
pharmacological findings have also demonstrated the involvement of the
dopaminergic system in the modulation of this behavior. For instance, D1
receptor blockade and activation can decrease and increase the frequency of
rearing episodes, respectively (Dreher & Jackson, 1989; Hoffman & Beninger,
1985). Therefore, both grooming and rearing are influenced by dopaminergic
transmission, which, in turn, has been shown to be disturbed in animal models
of ADHD (Abdulla et al., 2020; Besson et al., 2008) and may account for
ADHD pathogenesis (Volkow et al., 2007).

Over the past decade, our group has established two selective bidirectional
breeding lines based on freezing behavior in response to contextual fear
conditioning (de Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008), named Carioca
high- and low-conditioned freezing rats (CHF and CLF, respectively). While
behavioral, biochemical, pharmacological, physiological, and morphological
studies have solidified the CHF rats as an animal model of generalized anxiety
(for a review, please see Lages et al., 2023), only recently have pieces of
evidence suggested that the CLF rats could be used as an animal model of

ADHD (Landeira-Fernandez, 2019; Macédo-Souza et al., 2020). Lages and
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colleagues (2021) recently examined the role of the dopaminergic system in
learning and motor control of CLF rats treated with methylphenidate and
haloperidol. Briefly, we found that CLF rats exhibited a delayed catatonic
response to haloperidol compared to controls, while methylphenidate
increased freezing responses to contextual fear-conditioned fear and reduced
hyperactive motor effects in the open field. Thus, similar to other animal
models of ADHD (de la Pefia et al., 2018; Solanto, 2000; Spruijt et al., 1988,
1992), dopaminergic transmission seems to play an important role in the
behavioral phenotype of CLF rats. With the aim of reinforcing the validity of
using CLFs as an animal model of ADHD and considering the importance of
grooming and rearing measures in characterizing animal models of this
phenotype, the present work aims to evaluate these behaviors in CLF, CHF,

and control rats (CTR).

Materials and Methods

All results in the current study were obtained from the analysis of video-
recorded images of previous contextual fear conditioning experiments (de
Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Lages et al., 2022). Therefore,
this approach is in accordance with and adheres to the principles of the 3R's
model proposed by Russell and Burch in 1959 (Goldberg & Hartung, 2006)
since no breeding or utilization of rats from our animal facility were needed
for the execution of this work.

The analysis of grooming and rearing behaviors was restricted to the
habituation phase of contextual fear conditioning — i.e., capturing the animals’

behavior during the first 8 minutes of the testing session. Note that this period
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precedes any footshock application and is the first time that the animals are
exposed to the contextual fear conditioning chamber. As previously described
(de Castro Gomes & Landeira-Fernandez, 2008) animals were bred and
maintained in the animal facility of the Laboratory of Behavioral Neuroscience
(LANEC) at the Pontifical Catholic University of Rio de Janeiro and kept on
a 12:12 h light/dark cycle (lights on: 7:00 h, lights off: 19:00 h) at controlled
temperatures (24 £ 1°C), with free access to food and water. Prior to the
beginning of behavioral testing, the number of animals per cage was reduced
to four, and each rat was handled once a day (2 min) for 5 days. Behavioral
testing was performed during the light period of the light-dark cycle and
carried out in compliance with the Animal Care and Use Committee
(CEUA#036/2013 and #003/2019). Data and study materials are available
upon request. This study was not preregistered.

Contextual fear conditioning chambers consisted of plexiglass boxes (25 x
20 x 20 cm, Insight; Ribeirdo Preto) with metal grid floors and were
illuminated by 25W red lights. Chambers were located inside sound-
attenuating compartments, and animals' behaviors were continuously recorded
by video cameras located inside such sound-attenuating compartments. Before
and after each testing session, fear conditioning chambers were cleaned with
a 5% ammonia solution.

The analysis of grooming and rearing was conducted on a total of 108
video recordings of contextual fear conditioning. These recordings included
CLF (n = 38); CTL (n 36) and CHF (n = 34) rats, spanning three different
generations (S34 to S36), with an average of 36 animals per generation,

comprising 12 from each lineage.
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Grooming and Rearing

Grooming was defined as one or more of the following behaviors: paw
strokes over the face, head, eyes, behind the ears, and over the neck (Kalueff
et al., 2016). Licking or biting the body, as well as tail and genital licks, were
also considered grooming (Estanislau et al., 2019a; Linthorst et al., 1992).
Rearing was defined as the rat standing on the rear limbs with the forelimbs
touching or not touching the walls of the chamber (Kozler et al., 2017; Sturman
etal., 2018). A trained observer, blind to the experimental group of the animal,
quantified the frequency and duration of grooming and rearing during the first
8 minutes of the testing session. In addition to the total frequency and duration
of both grooming and rearing, these same parameters were evaluated over five

equal 1.6-min intervals (Time interval).

Statistical analysis

All statistical analyses were conducted using IBM SPSS 23 software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Comparisons were performed using repeated-
measures analysis of variance (rANOVA). To minimize the risk of type 1
statistical errors resulting from repeated testing, the results were initially
assessed through a global rANOVA, incorporating Lineage (CHF, CTL, and
CLF) as between-subjects factor and Time interval as a within-subject factor.
In cases where significant effects of Lineage, and Time interval, or
interactions between these factors were identified, appropriate lower-order
ANOVAs were executed. Subsequently, Fisher's Least Significant Difference

(LSD) post hoc test was employed to evaluate specific group differences. In
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instances where the sphericity assumption was violated, the Greenhouse-
Geisser correction was applied to adjust the degrees of freedom, preventing
Type I errors.

To assess interobserver reliability for grooming and rearing measurements,
Pearson correlation coefficients were computed on ratings obtained
independently by two observers, each blind to the other's measurements. Data
is presented as mean and standard error of the mean (xSEM), unless otherwise

specified. Significance for all statistical tests was set at p < 0.05 (two-tailed).

Results

There was a high interobserver agreement for both rearing and grooming
ratings obtained by two experimenters, blind to the experimental groups
(rearing: df =32, R = 0.97, p < 0.001; grooming: df =32, R = 0.99, p < 0.001).
Thus, based on this data we can infer that rearing and grooming measurements
were reproducible and independent of the observer.

As illustrated in Figure 1, CLF rats performed significantly more rearing
events than CTL and CHF animals (rANOVA: lineage, F = 11.24, p < 0.001),
whereas the rearing frequency of CLF rats was significantly smaller than that
observed for all groups (Figure 1A). Moreover, rearing frequency significantly
decreased over time for all groups (Figure 1B, rANOVA: time interval, F =
128.95, p < 0.001), however, no interaction between lineage vs. time interval
was observed (rANOVA: F = 0.28, p = 0.76). Similarly, the time spent rearing
also decreased within the testing session (Figure 1D, rANOVA: time interval,
F = 66.86, p < 0.001), and no interactions between time interval and lineage

were observed (rANOVA: lineage vs. time interval, F = 0.29, p = 0.74). In
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addition, while no significand differences were observed between CLF and
CTL rats regarding the total amount of time spent rearing, the average rearing
time of the CLF group was significantly smaller than that for the CHF one
(Figure 1C, rANOVA: lineage, F = 9.32, p < 0.001).

Similar to what observed for rearing, the duration and frequency of
grooming behavior of CLF animals was in average smaller than both CHF and
CTL rats (Figure 2). However, a main effect of lineage was only observed for
the total time (Figure 2B; F = 6.35, p < 0.01) and not for frequency (Figure
2A; F =1.87, p = 0.159). The rANOVA for grooming behavior also indicated
a significant effect of time interval, but only for frequency (F = 5.46, p <
0.0001), but not for duration (F = 0 .74, p = 0.543). As illustrated in figures
2B and D, a drop in behavior over time was only observed for grooming

frequency (Figure 2B).

Discussion

The present study measured rearing and grooming behaviors in bi-
directional Carioca lineages. The CLF animals demonstrated greater
exploratory activity, indicated by the increased frequency and duration of
rearing, along with a shorter grooming time compared to the CHF and CTL
groups. Such findings are consistent with studies that employ these behaviors
to validate animal models of ADHD (Lalonde & Strazielle, 2009; Ohno et al.,
2012; Ruocco et al., 2009). Therefore, our results support the hypothesis of
using CLF rats as an animal model of ADHD, as suggested by (Lages et al.,
2021; Landeira-Fernandez, 2019; Macédo-Souza et al., 2020). It is worth

noting that this study utilizes pre-existing videos, thereby aligning with the
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principles of the 3 Rs of animal bioethics and good research practices
(Raymundo & Goldim, 2002), which aim to reduce the use of animals without
compromising the quality of research output (Gorzalczany & Rodriguez
Basso, 2021; Passantino, 2008).

Grooming is an innate behavior observed in rodents, among other animals,
which can have various etiological interpretations. For instance, an increase in
its expression may signify an inherent perseverative, anxious, and "desarousal
behavior (Estanislau et al., 2019a; Kozler et al., 2017). Relevant data stems
from behavioral studies where grooming frequency varies based on the
context, which could be linked to the animals' coping strategies in response to
stress from exposure to a new environment (i.e., higher grooming frequency
indicating a more aversive environment; (Bury & Schmidt, 1987). Other
evidence suggests that an increase in grooming frequency might be associated
with the animals' habituation to the novelty of the new environment (Diaz-
Morén et al., 2014). The observed decline in grooming behavior frequency
over time (main effect of time interval) supports the hypothesis of coping with
environmental novelty (Kalueff et al., 2016). However, despite the expression
of heightened contextual fear in CHF animals and the comprehensive
behavioral, biochemical, and morphological evidence validating CHF rats as
an animal model of GAD (for a recent review, please see Lages et al., 2022),
the similarity in grooming frequency and duration between these animals and
the control group contradicts the possibility of exaggerated grooming behavior
associated with CHF's fear predisposition, such as exposure to a new
environment (Bury & Schmidt, 1987; Estanislau et al., 2019; Kalueff &

Tuohimaa, 2005; Vuralli et al., 2019). Our findings diverge from a previous
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study utilizing strains of rats selected for their responses in the active
avoidance task, high (RHA) and low avoidance (RLA) Roman rats, which
showed that RHA rats exhibit lower grooming frequency and duration
compared to RLA ones (Aguilar et al., 2003; Fernandez-Teruel et al., 1997).
One potential explanation for this inconsistency could be attributed to: i) the
fact that in the Aguilar e colleagues (2003) study, the data were gathered in a
different experimental setup - the open field test, and ii) grooming and rearing
behaviors in our study were recorded before CHF rats were conditioned to
contextual fear associated with footshocks. Future studies will explore this
latter possibility.

Considering the results related to the grooming behavior in CLF animals,
it was observed that they spent less time grooming compared to the other
groups, which may simply indicate that, due to the hyperactivity of these
animals, they engage in this behavior less frequently. Such a relationship has
also been previously observed in RLA rats - the greater the impulsivity and
hyperactivity, the shorter the duration of grooming behavior (Coppens et al.,
2012; Estanislau et al., 2019). Furthermore, several studies suggest that
increased activation of dopaminergic pathways is associated with a reduction
in grooming behavior (K. C. Berridge & Aldridge, 2000a; Bury & Schmidt,
1987; Coppens et al., 2012; Ferndndez-Teruel et al., 1997; Kalueff &
Tuohimaa, 2005)

Rearing is considered a classic exploratory behavior (Sturman et al., 2018)
and here we observed a decline of such behavior over time (main effect of time
interval), both in frequency and duration, supporting the notion that animals

acclimate to exposure to a new environment (Besson et al., 2008; Linthorst et
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al., 1992). The assessment of rearing behavior is frequently utilized as a
measure of hyperactivity in preclinical studies involving animal models of
ADHD (Kiguchi et al., 2008; Ohno et al., 2012). For instance, spontaneously
hypertensive rats (SHR) exhibit motor hyperactivity, characterized by
increased rearing behavior (Huang et al., 2013; Sagvolden, 2000; Sagvolden
et al., 2005). Our findings indicate a significant increase in rearing behavior,
both in frequency and duration, in CLF rats. Similarly, it was previously
reported that RHA rats exhibit more rearing and less grooming in the open
field test. Moreover, these animals demonstrate heightened dopaminergic
activity in the prefrontal cortex, which in turn may be associated with this
lineage’s hyperactive behaviors (Coppens et al., 2012; Fernandez-Teruel et al.,
1997; Luo et al.,, 2014). Notably, increased exploratory behaviors (e.g.,
rearing) linked to heightened activation of dopaminergic pathways serve as a
telltale in animal models of ADHD (for a review, please see Sontag et al.,
2010). Furthermore, clinical studies illustrate that motor hyperactivity is a
prevalent and debilitating trait in individuals with ADHD (Maia & Confortin,
2015). Thus, the observation of hyperactive behavior in CLF rats,
characterized by a significant increase in rearing and reduced grooming,

supports the hypothesis that this strain can serve as an animal model of ADHD.
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Figure legends

Figure 1. Frequency and duration of rearing in CLF, CHF and CTL rats.
A, total frequency of rearing. CLF animals show more rearing events
compared to both CHF and CTL groups. B, frequency of rearing events within
the testing session. Note that, for all groups, there was a decrease in the rearing
frequency over time. C, CLF animals show more rearing events compared to
both CLF and CTL groups. D, time spent in a rearing posture within the testing
session. Note that, similar to (B), all groups show a decrease in the time spent
rearing. CLF, n = 38; CHF, n = 34; CTL, n = 36. Symbols and Bars are means

+ SEM. *p < 0.05, LSD post-hot test.

Figure 2. Frequency and duration of grooming in CLF, CHF and CTL rats.
A, total frequency of grooming. CLF and CHF rats show fewer grooming
events compared to the CTL group. B, frequency of grooming events within
the testing session. Note that, similar to rearing, there was a tendency for
decrease in the frequency of grooming over time. C, CLF animals show less
total time spent grooming compared to CHF and CTL rats. D, time spent
grooming within the testing session. CLF, n = 38; CHF, n = 34; CTL, n = 36.

Symbols and Bars are means + SEM. *p < 0.05, LSD post-hot test.
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Figure 2

A16-

o

—--CLF
| i -O-CTR
—-@-CHF

Grooming (freq)
=
(0] N
Grooming (freq)

=Y
1

w -
[ L [

[\
1

CLF CTR CHF 1,6 3,2 4,8 6,4 8,0
Time interval (min)

O
O

—-@-CLF
*
60 - -O-CTR
| -O-CHF
. | | _ 15 A
[3) [3)
2 &8
oo 40 - 0
£ £ 10 -
E g
S S
O 20 - © ¢
O = T T 1 O T T
CLE CTR CHF 1,6 3,2 4,8 6,4 8,0

Time interval (min)



