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Resumo

Silveira, Bruna Soares de Souza; Krahe, Thomas Eichenberg. Comportamentos
defensivos sob ameaca proximal em ratos das linhagens Carioca de alto e baixo
indice de congelamento condicionado. Rio de Janeiro, 2025. 70p. Dissertacdo de
Mestrado — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catodlica do Rio de
Janeiro.

Os comportamentos defensivos variam conforme a proximidade da ameaca,
oscilando entre o congelamento e a luta defensiva. Este estudo investigou como
ratos das linhagens Carioca de alto (CAC) e de baixo (CBC) congelamento —
desenvolvidas por selecao fenotipica — respondem a uma ameacga social proximal.
Ratos CAC, CBC e do grupo controle (CTR) foram expostos a aplicagado de choques
nas patas na presenga de um coespecifico. Os comportamentos foram
categorizados como congelamento, luta defensiva e atividade geral. Tanto os
animais das linhagens CAC quanto os CBC apresentaram menor frequéncia de luta
defensiva em comparagado ao grupo controle. No entanto, os ratos CAC exibiram
maior resposta de congelamento, enquanto os CBC demonstraram aumento da
atividade geral. Esses resultados indicam que a selegcdo baseada no congelamento
contextual gera estratégias distintas de enfrentamento sob ameaga proximal. A
linhagem CAC favorece respostas defensivas passivas, enquanto a linhagem CBC
tende a comportamentos nao defensivos, evidenciando a divergéncia
comportamental resultante da selecdo e oferecendo subsidios para modelos

experimentais de ansiedade.

Palavras-chave
Comportamento defensivo, Luta defensiva, Ameacga proximal, Modelos animais,

Ansiedade.



Abstract

Silveira, Bruna Soares de Souza; Krahe, Thomas Eichenberg (Advisor). Defensive
freezing and fighting under proximal threat: divergent coping strategies in
Carioca rat lines. Rio de Janeiro, 2025. 70p. Dissertagdo de Mestrado — Departamento
de Psicologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Defensive behaviors vary with threat proximity, ranging from defensive freezing to
active fighting. This study examined how selectively bred Carioca high (CHF) and
low (CLF) freezing rats - respond to proximal social threat. CHF, CLF, and control
(CTL) rats were exposed to footshock in the presence of a conspecific. Behaviors
were categorized as freezing, defensive fighting, or general activity. Both CHF and
CLF rats showed reduced defensive fighting compared to CTL animals. However,
CHF rats exhibited more freezing, while CLF rats displayed increased general
activity. These results indicate that selection based on contextual freezing produces
distinct coping strategies under proximal threat. The CHF line favors defensive
responses, while the CLF line shifts toward non-defensive behavior, highlighting the
behavioral divergence resulting from selective breeding and offering insights into

models of anxiety.

Keywords

Defensive behavior, Defensive fighting, Proximal threat, Animal models, Anxiety.
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Lista :Tabelas e figuras

Figura 1. Ativacdo de substratos neurais distintos em fungdo da natureza dos
estimulos ameacadores. Estimulos de perigo condicionados (potencial ou distal)
provocam congelamento condicionado por meio da ativacdo do sistema de inibicao
comportamental (sistema septo-hipocampal), enquanto estimulos de perigo inatos
(proximais ou nociceptivos) provocam formas ativas de comportamento defensivo
por meio da ativagao do eixo amigdala-dPAG. A ativagao do circuito dPAG-amigdala
por estimulos nociceptivos também pode desencadear mecanismos inibitorios por
meio de projeg¢des amigdala-dPAG. Isso pode estar por tras da chamada analgesia
induzida pelo medo ou da proposta de que a ansiedade inibe o panico. (Figura

retirada de Brandao et al.,2008, pg.4)

Figura 2: llustracdo representando a caracterizagdo da linhagem de Cariocas com

alto e baixo indice de congelamento (Adaptado de Lages et al,2023).

Figura 3: Camara de condicionamento Bonther utilizada para a realizagao do teste

de comportamentos defensivos.

Figura 4. Medidas comportamentais entre as linhagens selecionadas.

Médias (xEPM) dos valores de congelamento, comportamento de luta defensiva e
atividade geral em animais das linhagens CAC, CTR e CBC. Os dados foram
agrupados entre os sexos devido a auséncia de efeitos principais ou interacdes

significativas relacionados ao sexo.

Figura 5-8. Exemplos representativos dos comportamentos defensivos
avaliados nos diferentes grupos experimentais. (5) Comportamento de luta em
animal do grupo CTR; (6) resposta de congelamento em animal da linhagem CAC;
(7) atividade geral observada durante o teste em animais do grupo CBC; (8)

comportamento de boxing em animal do grupo CTR.



Lista de siglas e abreviagoes

CAC: Carioca com Alto Congelamento

CBC: Carioca com Baixo Congelamento
CTR: Grupo Controle

dPAG: Substéancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal
HPA: Hipotalamo—Pituitaria—Adrenal

TAG: Transtorno de Ansiedade Generalizada
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1 Introducgao

1.1 Contextualizacao da pesquisa sobre comportamentos
defensivos (Base evolutiva dos comportamentos defensivos)

Os comportamentos defensivos ocupam papel central na evolugdo das
espécies, constituindo um conjunto de respostas que garantem a sobrevivéncia
diante de predadores e situacbes de risco. Desde as observagdes pioneiras de
Charles Darwin sobre a expressao das emogodes (Darwin, 1872/2009), reconhece-se
que tais respostas apresentam uma base filogenética conservada, compartilhada
entre diferentes espécies de mamiferos (Campos et al., 2013). Essa perspectiva
evolutiva sustenta a nogcdo de que os mecanismos subjacentes ao medo e a
ansiedade representam adaptagdes funcionais, moldadas para maximizar a
probabilidade de sobrevivéncia em ambientes incertos e potencialmente perigosos
(Ohman & Mineka, 2001).

A preservagdo desses comportamentos ao longo das espécies reflete seu
valor adaptativo. A imobilidade, por exemplo, pode reduzir a deteccdo por
predadores, enquanto a fuga aumenta as chances de escape imediato
(Landeira-Fernandez et al., 1995; Landeira-Fernandez, 1996). Ja as respostas
ativas de luta, observadas em situagdes de ameaga iminente e inescapavel, podem
aumentar a probabilidade de sobrevivéncia em interagbes de confronto direto
(Blanchard et al., 2001). Tais respostas se organizam dentro de um gradiente de
ameaca, em que a proximidade e a previsibilidade do estimulo aversivo modulam a
forma de reacdo exibida pelo organismo (Blanchard et al., 2001; Volchan et al.,
2017). Esse arranjo sugere que os sistemas de defesa evoluiram ndo como
mecanismos isolados, mas como repertorios flexiveis ajustados ao contexto
(Brandao et al., 2008; Volchan et al., 2017).

Historicamente, o estudo do comportamento foi marcado por duas tradicdes
complementares: a etologica, voltada para a adaptagdo dos organismos em
contextos naturais, e a neurocientifica, focada nos mecanismos neurais,
moleculares e psicologicos subjacentes (Wang et al.,, 2023; Fanselow & Bolles,
1979). No entanto, as limitagbes metodologicas da neurociéncia restringiram, por
muito tempo, as investiga¢des a respostas simples, eliciadas por estimulos discretos

em ambientes artificiais de laboratério. Mais recentemente, com o desenvolvimento



14
de ferramentas que permitem monitorar a atividade neural em animais que se

comportam livremente, tornou-se possivel integrar de maneira mais efetiva a
perspectiva etolégica aos estudos de neurociéncia (Ide et al., 2022; Datta, 2019).
Essa integragdo tem ampliado a compreensao sobre comportamentos defensivos,
agressivos e de dominancia em roedores, fortalecendo a relevancia translacional
desses modelos para a psicopatologia humana (Battivelli et al., 2024).

No campo experimental, grande parte dos estudos que investigam os
mecanismos etioldgicos subjacentes aos transtornos de ansiedade foi conduzida
utilizando modelos animais (Gomes & Fernandez, 2012). Testes como o
condicionamento ao medo contextual, o labirinto em cruz elevado e o paradigma
residente—intruso sdo amplamente empregados para explorar diferentes dimensdes
da defesa (Gomes & Landeira-Fernandez, 2012; Miczek et al., 2001). O choque nas
pastas, em particular, tem desempenhado papel histérico ao induzir tanto
congelamento condicionado quanto comportamentos de luta defensiva, como
descrito por O’Kelly & Steckle (1939) e Ulrich et al. (1962, apud Blanchard et al.,
1977). As respostas defensivas desses animais vém sendo utilizadas, ao longo do
tempo, como principal sistema para modelar a ansiedade humana (Gomes &
Fernandez, 2012). Nesse contexto, alguns desses comportamentos defensivos
parecem constituir analogos — ou até mesmo homaologos — aos comportamentos
humanos, como evitagdo ou congelamento (Bradley & Lang, 2000), sendo
especialmente relevantes para a compreensao de psicopatologias como o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e o transtorno do panico (TP),
relacionados a mecanismos de defesa (Blanchard et al., 2001).

Blanchard e colaboradores (1986) deram uma contribuicdo fundamental ao
estudo do comportamento defensivo ao realizarem investigagoes sistematicas sobre
as estratégias adotadas por ratos selvagens diante de diferentes tipos de ameacas
predatérias. Esses estudos levaram ao desenvolvimento do modelo dos trés niveis
de perigo, que distingue ameaga potencial (incerta), ameaca distal e ameaca
proximal, cada uma evocando respostas defensivas distintas (Brandao et al., 2008;
Blanchard et al., 2001). Por exemplo, diante de uma ameaga incerta, como a
exposicdo a um ambiente novo, os ratos realizam exploracbes cautelosas para
avaliar o risco. Quando um predador é percebido a distancia, ocorre um estado de

imobilidade tensa e vigilante (congelamento). Por fim, diante de uma ameaca
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iminente, quando o predador esta proximo ou em contato direto, o animal pode fugir,

exibir comportamentos de intimidacdo ou até mesmo atacar defensivamente.
Estudos comparativos indicam que estratégias defensivas semelhantes podem ser
observadas em outras espécies, incluindo organismos ndo mamiferos, sugerindo
uma base evolutiva conservada para esses comportamentos (Blanchard et al., 2001;
Volchan et al., 2017).

Um fator central para o aumento dos esfor¢os de pesquisa direcionados aos
comportamentos defensivos € seu potencial papel em psicopatologias humanas,
como transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT), TAG e TP (Tyrer & Baldwin,
2006; Bandelow & Michaelis, 2015; Blanchard et al., 2001). Dentre esses
transtornos, estudos sugerem que o transtorno de ansiedade generalizada pode
estar particularmente associado a alteracbes nos sistemas envolvidos na avaliagao
de risco e nas respostas defensivas a ameacas e ataques (Blanchard et al., 2001).
Além disso, investigagdes translacionais tém demonstrado que os circuitos neurais
ativados em roedores durante comportamentos defensivos (como amigdala,
hipotdlamo e substancia cinzenta periaquedutal) sdo semelhantes aos ativados em
humanos expostos a estimulos ameagadores, fortalecendo a validade desses
modelos para o estudo de psicopatologias (Melleu & Canteras, 2025; Blanchard et
al.,2001).

No campo da neurociéncia comportamental, os estudos sobre defesa
ganharam relevancia néo apenas por sua importancia biolégica, mas também por
sua aplicabilidade translacional. Transtornos de ansiedade em humanos, como
fobias, TEPT e TAG, sao frequentemente caracterizados por alteragcbes no
processamento de ameaga e na regulagdo das respostas defensivas (Tyrer &
Baldwin, 2006; Bandelow & Michaelis, 2015; Blanchard et al., 2001; Mobbs et al.,
2020). Assim, investigar como animais respondem a diferentes tipos de ameaca
permite identificar paralelos entre mecanismos basicos de defesa e os sintomas

observados em condic¢des clinicas.
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1.2 Importancia do estudo da proximidade da ameaca e dos

repertorios defensivos

Como dito anteriormente, um aspecto fundamental para compreender os
comportamentos defensivos esta relacionado a proximidade da ameaca, isto €, o
grau em que o estimulo aversivo € percebido como potencial, distal ou proximal
(Blanchard & Blanchard, 1989; Fanselow & Lester, 1988). Estudos etoldgicos e
laboratoriais demonstram que a distancia do perigo molda de forma sistematica o
tipo de resposta emitida (Blanchard & Blanchard, 1989). Quando a ameaca é incerta
ou distante, predominam respostas de congelamento e comportamentos de
avaliagao de risco, que permitem ao animal coletar informagdes sobre o ambiente
antes de agir (Blanchard et al., 2001). Ja diante de ameacas proximais ou
inevitaveis, o repertério defensivo tende a incluir estratégias ativas, como luta, fuga
ou respostas de confronto direto, que visam preservar a integridade fisica imediata.

No nivel de ameacga potencial, quando o perigo € apenas incerto ou ambiguo,
predominam comportamentos de exploracdo cautelosa, como rearing e
aproximacodes interrompidas, os quais permitem ao animal coletar informacdes do
ambiente sem se expor completamente (Blanchard et al., 2001). Essa fase possui
papel essencial na tomada de decisado, pois prepara o organismo para selecionar
respostas subsequentes caso o risco se concretize (Mobbs & Kim, 2015; Melleu &
Canteras, 2025). Em humanos, padrbes semelhantes podem ser observados em
estados de hipervigilancia e preocupacgdo excessiva, frequentemente descritos
como marcadores clinicos do transtorno de ansiedade generalizada (Tyrer &
Baldwin, 2006; Bandelow & Michaelis, 2015)

Quando a ameaca se torna distal, isto €, identificada, mas ainda nao
iminente, a resposta predominante é o congelamento (Blanchard et al., 2001;
Volchan et al.,, 2017). Esse estado de congelamento reduz a probabilidade de
deteccdo por predadores e, a0 mesmo tempo, aumenta a vigilancia sensorial,
permitindo ao animal processar melhor informacées ambientais (Fanselow, 1980;
Brandao et al., 2008). O congelamento € amplamente considerado uma resposta
conservada filogeneticamente, com paralelos claros em primatas e humanos, nos

quais a imobilidade diante de risco iminente pode refletir tanto um mecanismo
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adaptativo quanto um correlato de sintomas ansiosos e do transtorno de estresse

pés-traumatico (Volchan et al., 2017).

A medida que a ameaga avanca para um nivel proximal — quando o
predador se aproxima ou ha contato direto — o repertério defensivo muda
drasticamente, favorecendo respostas ativas como fuga, luta defensiva ou exibigao
de posturas de intimidagao (Blanchard et al., 2001; Ulrich & Azrin, 1962). Essas
reacoes, altamente dependentes de circuitos como a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (PAGd) e o hipotdlamo ventromedial, estdo diretamente
relacionadas a autopreservacao e sao mais frequentemente evocadas em contextos
inescapaveis (Canteras, 2002; Brandao et al., 2008). Em humanos, comportamentos
analogos sdo observados em ataques de panico, caracterizados por explosdes
abruptas de respostas motoras defensivas (Gorman et al., 2000; Volchan et al.,
2017).

Esse arranjo hierarquico das respostas defensivas, que articula a distancia da
ameaca com o tipo de comportamento emitido, € um dos principais pilares do
modelo dos trés niveis de defesa desenvolvido por Blanchard e colaboradores
(2001). Ao integrar o conceito de gradiente de ameaca, esse modelo oferece um
referencial tedrico valioso para compreender como animais € humanos modulam
suas estratégias defensivas de acordo com a situagdo. Tal organizagdo dinédmica
também é coerente com propostas contemporaneas da neuropsicologia da defesa,
que associam dimensdes psicolégicas — como diregdo (aproximagao ou evitagao) e
distancia defensiva — a circuitos neurais distribuidos do cortex pré-frontal até
estruturas do tronco encefalico (McNaughton & Corr, 2004).

A relevancia translacional desse conhecimento € evidente. Diferentes
transtornos de ansiedade podem ser compreendidos a partir de falhas na
modulagdo dos repertorios defensivos ao longo do gradiente de ameaca
(McNaughton & Corr, 2004; Blanchard et al.,, 2001). O transtorno de ansiedade
generalizada, por exemplo, pode estar associado a hiperativacdo de circuitos
relacionados a avaliagdo de risco e a ameaga potencial, enquanto o transtorno de
estresse poés-traumatico envolve déficits na regulagdo do congelamento em
contextos distais. Ja o transtorno do panico pode ser entendido como uma ativagao
exacerbada de respostas proximais, evocando reagdes abruptas de luta ou fuga

mesmo na auséncia de perigo real (Gorman et al., 2000; Mobbs et al., 2020). Assim,
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investigar a relacao entre proximidade da ameaga e repertorios defensivos em

modelos animais n&o apenas aprofunda a compreensdao dos mecanismos
adaptativos, mas também permite identificar paralelos criticos com psicopatologias
humanas.

Além da importancia de compreender a proximidade da ameacga, é
fundamental definir conceitualmente os principais comportamentos defensivos
avaliados em modelos animais, uma vez que eles constituem marcadores etoldgicos
e translacionais de ansiedade (Ulrich et al.,1962; Blanchard et al.,1977). O
congelamento é considerado a resposta defensiva mais classica a estimulos
ameacadores distais ou condicionados. Trata-se de um estado de imobilidade total,
exceto pela respiracédo, caracterizado por aumento do tdbnus muscular e atengao
direcionada ao ambiente. Essa resposta reflete a supressdo de movimentos
voluntarios, aumentando a chance de evitar a detecg¢ao pelo predador (Blanchard &
Blanchard, 1969; Fanselow, 1980; Fendt & Fanselow, 1999). A luta defensiva, por
sua vez, engloba comportamentos ativos frente a ameacgas proximais. Dentro dele,
destacam-se duas formas principais: o boxing, definido por posturas eretas com o
uso das patas anteriores em empurrées ou golpes, e a luta, que envolve confrontos
mais intensos, como chutes com as patas traseiras e imobilizagdes fisicas do
coespecifico (Blanchard et al., 1977; Miczek et al., 2001). Importa diferenciar esses
padrées da agressividade ofensiva, pois aqui se trata de respostas defensivas,
evocadas em contextos de perigo iminente. Por fim, a atividade geral compreende
padroes de movimentagcdo espontanea, exploracdo e interagdes sociais neutras,
nao necessariamente associadas a respostas de defesa. Essa medida € utilizada
para avaliar niveis basais de atividade motora e distinguir alteragbes
comportamentais especificas da ansiedade de mudangas mais amplas em vigor ou
impulsividade locomotora (Blanchard & Blanchard, 1989; Brandao et al., 2008).

A definicdo conceitual desses comportamentos € fundamental para a analise
experimental, pois permite diferenciar padrbes especificos de defesa e compreender
sua relagdao com circuitos neurais distintos. A literatura mostra que o congelamento
esta associado a ativagdo da amigdala e da substancia cinzenta periaquedutal
ventral, enquanto respostas ativas, como luta defensiva, envolvem circuitos
adicionais, como a substancia cinzenta periaquedutal dorsal e regides hipotalamicas
(Brandao et al., 2008; Canteras, 2002; Wang et al., 2023). Essa diferenciacéo
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reforca a importancia de considerar multiplos niveis de ameaca e repertérios de

defesa na construgcao de modelos animais de ansiedade.

1.3 Estratégias de enfrentamento: coping passivo versus coping

ativo

O conceito de coping surgiu na literatura psicolégica para descrever os
esforgos cognitivos e comportamentais realizados pelos individuos para lidar com
situagbes estressoras (Lazarus & Folkman, 1984). No campo da neurociéncia
comportamental, entretanto, o termo foi adaptado para caracterizar estilos de
resposta consistentes e relativamente estaveis diante de situagées de ameaga, com
foco em modelos animais (Koolhaas et al., 1999). De modo geral, distinguem-se
dois padrbes principais: coping passivo e coping ativo. Esses estilos de
enfrentamento ndo representam apenas diferentes intensidades de resposta, mas
estratégias alternativas e funcionalmente relevantes, moldadas pela selegcéo natural
e com implicagbes para a vulnerabilidade a psicopatologias (Benus et al., 1991;
Henry, 1992).

O coping ativo é caracterizado por respostas de enfrentamento direto ou
manipulacdo da situacdo de estresse. Esse estilo envolve comportamentos como
luta defensiva, fuga, exploragdo aumentada e condutas agressivas ou territoriais. Do
ponto de vista fisiolégico, esta frequentemente associado a menor ativagéo do eixo
HPA (hipotalamo—pituitaria—adrenal) e a maior envolvimento de sistemas
dopaminérgicos relacionados ao controle motor e a motivagao, sugerindo um perfil
de maior resisténcia ao estresse cronico (Koolhaas et al., 2010; Lages et al.,2021).
Por outro lado, o coping passivo caracteriza-se por comportamentos de inibigao,
imobilidade e retraimento, como o congelamento em roedores, acompanhados por
forte ativagcdo do eixo HPA e maior liberagao de glicocorticoides (Koolhaas et al.,
1999; Brandao et al., 2008). Animais com esse perfil tendem a ser mais sensiveis ao
ambiente e mais adaptativos em condi¢des variaveis ou imprevisiveis, uma vez que
sua estratégia ndo depende de rotinas fixas, mas de avaliagdo continua dos
estimulos externos. Essa flexibilidade, entretanto, pode vir acompanhada de maior
vulnerabilidade a efeitos deletérios do estresse prolongado, como observado em

modelos de ansiedade e depressao (Koolhaas et al., 2010; Benus et al., 1991)
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Estudos comparativos mostram que esses dois estilos de coping representam

estratégias alternativas, porém equivalentes, do ponto de vista evolutivo. Em
condicbes naturais, individuos proativos podem se beneficiar em ambientes
estaveis, garantindo vantagens na defesa de territério e no acesso a recursos.
Individuos reativos, por sua vez, tendem a ter maior sucesso em ambientes
dindmicos e imprevisiveis, como situacbes de migracido ou reorganizagao social
(Benus et al., 1991; Koolhaas et al., 1999; Qverli et al., 2007;). Assim, ambos os
estilos podem ser considerados mecanismos complementares de adaptacao,
refletindo a diversidade comportamental dentro das populagdes.

No contexto translacional, essa dicotomia entre coping passivo e ativo
apresenta paralelismo com diferencas individuais observadas em humanos. Estudos
em pacientes sugerem que a dificuldade em transitar entre estilos de enfrentamento
(isto é, a rigidez comportamental) pode estar associada a maior risco de
desenvolver transtornos de ansiedade ou transtornos depressivos (Cruz et al., 2024;
Mobbs et al.,, 2020; Pecanha et al.,.2024; Pecanha et al.,2025). Dessa forma,
modelos animais como as linhagens Carioca oferecem uma oportunidade para
estudar as bases neurobiolégicas dessa variabilidade, ja que CAC e CBC
apresentam perfis divergentes de coping que podem ser comparados
experimentalmente (Gomes & Landeira-Fernandez, 2011; Macédo-Souza et al.,
2020; Cruz et al., 2024).

1.4 Fundamentos neurobiolégicos dos comportamentos defensivos

Os circuitos neurais subjacentes aos comportamentos defensivos ainda nao
estdo completamente elucidados (Chen et al., 2020). Evidéncias indicam que
multiplas regides cerebrais participam da modulagédo dessas respostas, incluindo o
hipotalamo ventromedial (Wang & Lin, 2015), o nucleo Paraventricular do
hipotalamo (PVN) (Daviu et al., 2020), a Habenula lateral (LHb) (Pobbe & Zangrossi,
2010) e a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (Wang et al., 2019).

Embora o conhecimento sobre o substrato neural dos comportamentos de
protecdo ainda seja recente, busca-se relacionar niveis de defesa a conjuntos

especificos de estruturas cerebrais. Para a compreensdo do medo condicionado e
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incondicionado, tém sido propostos, respectivamente, o sistema septo-hipocampal e

o sistema cerebral de defesa (Brandao et al., 2008). Gray (1978) relata que o
sistema septo-hipocampal contribui para o componente cognitivo, enquanto a
amigdala (vinculada principalmente ao sistema cerebral de defesa) confere um
carater afetivo aos estimulos ameacadores distais. Por essa razdo, o sistema
septo-hipocampal e a amigdala sdo estruturas importantes para a analise de risco e
para o congelamento como mecanismo de defesa, em resposta a ameacgas
potenciais inatas e a estimulos condicionados (Branddo et al., 2008; Gray &
McNaughton, 2000; McNaughton & Corr, 2004). Como exposto por Brandao et al.
(2008) na Figura 1, tanto estimulos de medo inato quanto condicionado ativam o
sistema septo-hipocampal (linhas pontilhadas) e a amigdala (linhas continuas);
assim, essas estruturas podem ser relacionadas a diferentes comportamentos
defensivos (Gray & McNaughton, 2000; McNaughton & Corr, 2004).

Sistema
/" | Septo-hipocampal \

Estimulo de / ,
rl,/ Estimulo de

medo medo inato
condicionado
[ Amigdala ]

1h

Esi.:lm u I.o } PAG PAG —_ )
nociceptivo Dorsal Ventral

Comportamento
de
congelamento

v

Comportamentos
defensivos ativos

Figura. 1. A ativagéo de substratos neurais varia conforme a natureza dos estimulos ameagadores.
Estimulos de perigo condicionados (potenciais ou distais) tendem a provocar congelamento
condicionado por meio da ativacdo do sistema de inibicAo comportamental (sistema
septo-hipocampal) Gray & McNaughton, 2000; Brandao et al., 2008; McNaughton & Corr, 2004). Ja
estimulos de perigo inatos (proximais ou nociceptivos) evocam formas ativas de comportamento
defensivo por meio da ativagdo do eixo amigdala—PAG dorsal (PAGd) (Brandao et al., 2008;
Canteras, 2002; Wang et al., 2023). A ativagdo do circuito PAGd—amigdala por estimulos
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nociceptivos também pode recrutar mecanismos inibitérios via proje¢cdes amigdala—PAGd, o que

pode estar na base da analgesia induzida pelo medo e da proposta de que a ansiedade inibe o
panico (Brandao et al., 2008; Fanselow & Bolles, 1979; Fendt & Fanselow, 1999). (Figura baseada
em Brandéo et al., 2008, p. 4).

Estimulos nociceptivos também estdo associados a um padrdo de
comportamento defensivo que envolve respostas ativas, como reagdes de luta e
fuga, diante de situacdes de perigo. A PAG dorsal (PAGd) tem sido descrita como a
principal estrutura encarregada da organizagao desses comportamentos defensivos,
pois recebe amplas projecdes de vias neurais relacionadas ao processamento da
dor (Brandéo et al., 2008; Bittencourt et al., 2005; Canteras, 2002). As projecdes da
amigdala para a PAGd estdo envolvidas nas reagbes defensivas, uma vez que
estimulos condicionados previamente associados a estimulagéo nociceptiva podem
ativar a amigdala e, desse modo, evocar congelamento defensivo (Brandéao et al.,
2008; Bittencourt et al., 2005; Tovote et al., 2016). Brandao (2008) ressalta, ainda,
que a amigdala e a PAGd podem atuar com efeitos opostos: a ativagdo da PAGd por
estimulagao nociceptiva pode recrutar a amigdala e favorecer o condicionamento ao
medo, ao passo que a ativagdo da amigdala por estimulos de perigo inatos ou
condicionados pode suprimir respostas de defesa tipicas da PAGd (Brandao et al.,
2008; Tovote et al., 2016; Wang et al., 2023).

O cortex pré-frontal medial (mPFC) exerce papel crucial na modulagcéo
top-down das respostas defensivas. Evidéncias indicam que o infralimbico esta
associado a extingdo do medo e ao controle inibitério sobre a amigdala, enquanto o
pré-limbico se relaciona mais a manutencao de respostas condicionadas (Quirk &
Beer, 2006; Milad & Quirk, 2002; Likhtik et al., 2005). Essa diferenciagcao funcional é
relevante para compreender como déficits no PFC podem contribuir para a
persisténcia de respostas defensivas inadequadas em transtornos como TAG e
TEPT (Mobbs et al., 2020 Milad et al., 2009; Shin & Liberzon, 2010). Assim, o PFC
atua como modulador da flexibilidade comportamental, equilibrando a expressao ou
a inibicao de estratégias defensivas conforme o contexto.

No tronco encefalico, nucleos como o parabraquial exercem papel
fundamental na integragdo entre sinais nociceptivos e respostas autonémicas,
conectando-se tanto ao hipotalamo quanto a PAG (Wang et al., 2023; Chiang et al.,

2020; Palmiter, 2018). Essas conexdes sustentam respostas somaticas e
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autonbmicas associadas a defesa, como aumento da frequéncia cardiaca, sudorese

e hipervigilancia, indicando que os comportamentos defensivos n&o se restringem
ao plano motor, mas envolvem ajustes fisioldgicos que preparam o organismo para
lidar com perigo iminente (Melleu & Canteras, 2025; Tovote et al., 2016; Ulrich-Lai &
Herman, 2009).

A integracdo desses circuitos oferece um modelo explicativo para os
transtornos de ansiedade. Em humanos, evidéncias apontam hiperatividade da
amigdala, hipoatividade do PFC e disfungdes no eixo HPA como correlatos da
ansiedade patolégica (Gorman et al.,, 2000). O estudo das linhagens Carioca,
portanto, fornece um modelo experimental para investigar como a interacado entre
essas estruturas molda a expressdo de estratégias defensivas. Alteragdes na
flexibilidade entre congelamento e luta/fuga observadas em roedores podem
oferecer paralelos para compreender déficits na transicdo entre respostas

defensivas frequentemente descritas em pacientes ansiosos (Cruz et al., 2024).

1.5 Modelo dos trés niveis de defesa e gradiente de distancia da

ameaca

O estudo dos comportamentos defensivos em animais levou ao
desenvolvimento de modelos tedricos que descrevem como essas respostas variam
em funcdo da distdncia percebida da ameaga. Entre os mais influentes esta o
modelo dos trés niveis de defesa, proposto por Blanchard e Blanchard (1989, 2001),
que organiza os repertorios defensivos em um gradiente composto por trés estagios
principais: ameacga potencial, ameaca distal e ameaca proximal. Essa formulagao
tem sido fundamental ndo apenas para a compreensido do comportamento em
roedores, mas também para interpretacdes translacionais em humanos,
contribuindo para o entendimento de transtornos como o transtorno de ansiedade
generalizada (TAG), fobias especificas e o transtorno do panico (Blanchard et al.,
2001; Volchan et al., 2017).

A ameaca potencial corresponde a situacdes de incerteza sobre a presenca

de perigo. Nesses casos, predominam comportamentos de avaliagao de risco (risk
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assessment), como exploragado cautelosa, posturas alongadas e cheirar o ambiente

em busca de pistas ameacadoras. Esses comportamentos sao mediados
principalmente pelo sistema septo-hipocampal, responsavel pela inibicao
comportamental e pela analise do contexto ambiental, e refletem o componente
cognitivo da ansiedade antecipatodria (Gray & McNaughton, 2000; Brandao et al.,
2008). Esse estagio tem sido frequentemente associado a manifestagdes clinicas do
TAG, em que individuos apresentam hiper avaliagdo de riscos potenciais e
dificuldade em lidar com incertezas (Cruz et al., 2024).

A ameaca distal ocorre quando o predador ou estimulo nocivo € detectado a
distancia. Nessa condigao, a resposta predominante € o congelamento. Logo, esse
comportamento reduz a probabilidade de deteccdo pelo predador e permite ao
organismo preparar-se para estratégias subsequentes. Esse comportamento é
organizado pelo eixo amigdala central — substancia cinzenta periaquedutal ventral
(vPAG) e tem sido extensivamente validado como marcador de medo condicionado
em roedores (Fanselow, 1980; Fendt & Fanselow, 1999). Em humanos, o
congelamento também pode ser observado em situagdes de exposigao a traumas, e
em contextos de ameaca extrema (Roelofs, 2017).

Ja a ameacga proximal refere-se a situagdes em que o perigo € iminente e
inescapavel, como o contato direto com um predador ou a aplicagao de choque nas
patas em paradigmas experimentais de confronto. Nesse nivel, emergem
comportamentos ativos de luta ou fuga, organizados principalmente pela substancia
cinzenta periaquedutal dorsal (dPAG), pelo hipotalamo ventromedial e por conexdes
com nucleos troncais, como o nucleo parabraquial (Brandao et al., 2008; Wang et
al., 2023). Essas respostas sdo analogas ao panico em humanos, caracterizadas
por alta urgéncia defensiva e pela priorizacdo da autopreservagao imediata
(Blanchard et al., 2001; Tovote et al., 2016).

O modelo dos trés niveis de defesa mostra que as respostas defensivas nao
sao fixas, mas contextualmente moduladas. A transi¢do entre congelamento e luta
defensiva depende da natureza e da proximidade do estimulo ameagador
(Blanchard et al., 1977; Fanselow & Bolles, 1979). Essa perspectiva é
particularmente relevante para o presente estudo, que avaliou como as linhagens
Carioca (CAC e CBC) e o grupo controle (CTR) modulam congelamento, luta

defensiva (boxing e luta) e atividade geral em um contexto de ameaga proximal
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induzida por choque nas patas. Nesse sentido, observar a expressao de

comportamentos distintos em diferentes niveis de ameaca fornece um panorama
mais amplo da flexibilidade defensiva dessas linhagens.

Do ponto de vista translacional, a distincdo entre ameaca potencial, distal e
proximal tem implicagdes significativas para a psicopatologia. Enquanto a ansiedade
generalizada pode estar relacionada principalmente a ameagas potenciais, fobias
especificas se conectam a ameacas distais e 0 panico a ameagas proximais e
inescapaveis (Blanchard et al., 2001; McNaughton & Corr, 2004). Compreender
como 0s animais transitam entre esses niveis permite investigar os mecanismos de
regulacao e disfuncao das respostas defensivas, fornecendo insights para modelos

experimentais e clinicos.

1.6 Estilos de coping e reatividade ao estresse (Perfis passivos de
coping, Perfis ativos de coping)

O conceito de estilos de coping em animais emergiu como uma estrutura
explicativa central para entender como individuos distintos lidam com situagbes de
estresse e ameaca. Esses estilos ndo sao apenas reagbes momentaneas, mas
padrdes consistentes de resposta, com bases neurobiolégicas e genéticas que
afetam tanto a adaptabilidade em diferentes contextos ambientais quanto a
vulnerabilidade a psicopatologias humanas (Koolhaas et al., 1999; Koolhaas et al.,
2010).

Tradicionalmente, distinguem-se dois grandes estilos: coping pr6 ativo e
coping reativo. O coping pré ativo € caracterizado por respostas ativas,
antecipatorias e rotineiras, envolvendo exploragao, territorialidade, agressividade e
estratégias de evitacdo ativa diante de ameacgas controlaveis. Ja o coping reativo
corresponde a respostas passivas - como imobilidade, congelamento, inibicao
comportamental e retraimento social - mais dependentes de estimulos externos
imediatos e associadas a maior flexibilidade adaptativa em ambientes imprevisiveis
(Koolhaas et al., 1999; Koolhaas et al., 2010).

Em roedores, evidéncias indicam que diferengas individuais na agressividade
refletem estratégias alternativas de coping, herdaveis e adaptativas (Benus et al.,
1991). Individuos agressivos tendem a respostas ativas: em contextos sociais,

recorrem a fuga ou a luta frente a derrota; em contextos ndo sociais, exibem
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evitacdo ativa de estimulos controlaveis e mantém a atividade mesmo sob

condigdes incontrolaveis. Ja individuos ndo agressivos tendem a adotar estratégias
passivas, caracterizadas por imobilidade e retraimento. Um aspecto central € que
animais proativos desenvolvem rotinas mais rigidas e intrinsecamente orientadas,
respondendo menos a pequenas mudangas ambientais, enquanto animais reativos
sdo extremamente guiados e mais sensiveis a estimulos contextuais. Embora
ambos os estilos possam ser bem-sucedidos, sua eficacia depende da estabilidade
do ambiente: o coping pr6é ativo € mais vantajoso em condigbes previsiveis e
estaveis, ao passo que o coping reativo se mostra superior em contextos instaveis e
imprevisiveis (Benus et al., 1991; Koolhaas et al., 2010).

Do ponto de vista neurobiolégico, diferencas em coping refletem padrdes
distintos de ativagao de circuitos. O coping pro-ativo tem sido associado a maior
engajamento de circuitos dopaminérgicos mesolimbicos e do sistema de
recompensa, conferindo rigidez e tendéncia a rotinas. Em contrapartida, o coping
reativo envolve maior ativacdo do eixo HPA (hipotalamo—pituitaria—adrenal) e de
estruturas como a amigdala e o hipocampo, refletindo uma estratégia mais sensivel
ao ambiente e modulada por feedback negativo do estresse (Koolhaas et al., 2010;
Dalley, Everitt & Robbins, 2011). Essa diferenciagcdo sugere que, embora ambos os
estilos sejam adaptativos, também podem representar fatores de vulnerabilidade
para psicopatologias, como depressdo maior e transtornos de ansiedade (Koolhaas
et al., 1999; Carver et al., 1989; Feder et al., 2009).

Estudos recentes em neurociéncia comportamental ampliam esse quadro,
indicando que os estilos de coping nao sédo dicotdmicos, mas dimensdes continuas
moduladas por fatores genéticos, ambientais e do desenvolvimento (Mobbs et al.,
2020; Grissom & Bhatnagar, 2009; Franklin et al., 2012). Além disso, evidéncias em
humanos e animais sugerem que déficits na flexibilidade para alternar entre
respostas proativas e reativas podem estar associados a maior risco de
psicopatologias relacionadas ao estresse (Hashemi et al., 2019; Cruz et al., 2024).
Assim, investigar essas diferencas em modelos animais, como as linhagens
Carioca, oferece uma oportunidade translacional para compreender os mecanismos

gue sustentam tanto a resiliéncia quanto a vulnerabilidade frente ao estresse.
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1.7 O papel da selegao genética na modelagem do comportamento

defensivo: Linhagens dos ratos Cariocas

O DSM-5-TR (2023), aponta que:

“Os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham
caracteristicas de medo e ansiedade excessivos e perturbagdes
comportamentais relacionadas. Medo é a resposta emocional a ameacga
iminente real ou percebida, enquanto ansiedade €& a antecipagdao de
ameacga futura. Obviamente, esses dois estados se sobrepbéem, mas
também se diferenciam, com o medo sendo com mais frequéncia associado
a periodos de excitabilidade autonédmica aumentada, necessaria para a luta
ou fuga, pensamentos de perigo imediato e comportamentos de fuga, € a
ansiedade sendo mais frequente associada a tensdo muscular e vigilancia
em preparagao para perigo futuro e comportamento de cautela ou esquiva.
As vezes, o nivel de medo ou ansiedade é reduzido por comportamentos
constantes de esquiva.”

No meio experimental, grande parte dos estudos que investigam os
mecanismos etiologicos subjacentes aos transtornos de ansiedade foi realizada
utilizando modelos animais. Suas respostas defensivas vém sendo, ao longo do
tempo, empregadas como principal sistema para modelar a ansiedade humana
(Gomes & Fernandez, 2012). Cita-se o modelo desenvolvido por Bolles e Fanselow
(1980, 1982), que propuseram um esquema de comportamento defensivo no
contexto tradicional do paradigma de condicionamento do medo. Assim, quando um
rato & colocado em um novo contexto e, em seguida, recebe choques elétricos nas
patas, exibe comportamentos como saltos, vocalizagdes e tentativas de fuga. Apds
o0 choque, esses padroes sao gradativamente substituidos por um periodo de
congelamento (Bolles & Collier, 1976). Estudos indicam que o congelamento
condicionado €& uma resposta hereditaria elevada que pode ser selecionada
rapidamente (Radcliffe et al., 2000). O’Kelly e Steckle (1939, apud Blanchard et al.,
1977) descreveram os efeitos comportamentais do choque nas patas aplicado a
pares de ratos em pequenos contextos. Posteriormente, Ulrich e colaboradores
(1962, apud Blanchard et al., 1977) acrescentaram novas caracteristicas,
classificando os comportamentos como a agressdo provocada pelo choque, (do
inglés, shock-elicited aggression) ou luta reflexiva (do inglés, reflexive fighting).
Blanchard (1977), ao analisar padrées de comportamento de animais de col6nia

dominantes e intrusos introduzidos nas col6nias, observou que os comportamentos
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agonisticos de ratos domesticados podem ser divididos em agressivos e defensivos.

Em suas observagdes, sugeriu que, na luta reflexiva, os comportamentos mais
frequentes s&o boxing, congelamento e deitado de costas (do inglés,
lying-on-the-back), caracteristicos dos intrusos e ndo dos machos dominantes
(Blanchard et al., 1977). Esses achados indicam que os comportamentos
apresentados na luta reflexiva ou agressao provocada pelo choque sao defensivos
nao agressivos (Blanchard et al., 1977).

Modelo pode ser definido como aquilo que se busca representar ou imitar
(Avila & Silva, 2016). Nessa perspectiva, modelos animais devem compartilhar
caracteristicas relevantes com a espécie de comparagdo, em geral a humana,
permitindo ampla manipulacdo experimental, sem as limitagdes éticas, legais e
econdmicas associadas a espécie-alvo (Fagundes & Taha, 2004). Dessa forma,
modelos animais sao cruciais para dissecar mecanismos fisiopatoldgicos e projetar
terapias mais eficazes (Brandéo et al., 2008; Kumar, 2013).

Considerando que o congelamento condicionado é uma resposta hereditaria
passivel de selegido rapida (Radcliffe et al., 2000), Gomes e Landeira-Fernandez
deram, em 2006, o passo efetivo para a criagdo de um modelo genético de
aprendizado do medo; os trabalhos foram posteriormente descritos em publicacbes
de 2012 e 2013 (Gomes & Landeira-Fernandez, 2012; Gomes et al.,, 2013). O
congelamento condicionado a pistas contextuais previamente associadas a choques
nas patas foi utilizado como critério fenotipico para o desenvolvimento de uma
linhagem de ratos denominada “Carioca” (Gomes & Landeira-Fernandez, 2012;
Gomes et al., 2013). Gomes e Landeira-Fernandez (2012) utilizaram a técnica de
criacdo seletiva bidirecional de uma resposta defensiva (ou outra caracteristica
fenotipica), na qual os animais sdo cruzados para modificar a frequéncia dos genes
subjacentes a um fenodtipo especifico. Assim, o acasalamento de animais
posicionados nos extremos opostos de uma caracteristica observavel propaga, ao
longo das geracgdes, esse fendtipo em diregdes opostas, tornando possivel a criagao
de duas linhagens contrastantes (Gomes & Landeira-Fernandez, 2012).

No protocolo utilizado, o congelamento condicionado em resposta a
estimulos do contexto associados previamente a choques elétricos nas patas foi o
critério de selecdo para a criagdo das duas linhagens opostas (Gomes &

Landeira-Fernandez, 2012; Landeira-Fernandez, 1996; Landeira-Fernandez & Kim,
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1995). O procedimento consistiu no acasalamento de machos e fémeas Wistar que

apresentaram as maiores e as menores taxas de congelamento condicionado ao
contexto da caixa, a qual, no dia anterior, haviam sido aplicados trés choques nao
sinalizados (Gomes & Landeira-Fernandez, 2012; Landeira-Fernandez, 1996;
Landeira-Fernandez & Kim, 1995). Os estudos demonstraram diferengas
significativas entre as duas linhagens apds trés geragdes, indicando forte
componente hereditario na aprendizagem do medo (Gomes & Landeira-Fernandez,
2012; Cruz et al.,, 2024). As linhagens foram denominadas Cariocas com Alto
Congelamento (CAC) e Cariocas com Baixo Congelamento (CBC), além de um
terceiro grupo (CTR), composto por animais selecionados aleatoriamente (Gomes &
Landeira-Fernandez, 2012; Gomes et al., 2013; Cruz et al., 2024).

1.8 Relevancia translacional das linhagens Carioca para o estudo
de transtornos de ansiedade

A utilizacdo de modelos animais constitui uma estratégia fundamental para
compreender os mecanismos subjacentes aos transtornos de ansiedade, permitindo
dissecar circuitos neurais, processos cognitivos e fatores hereditarios em condi¢des
controladas. Para que sejam uteis, tais modelos precisam apresentar validade
translacional, isto €, reproduzir de maneira comparavel os fenétipos observados em
humanos em trés dimensdes principais: validade de face (semelhanga fenotipica
nos comportamentos exibidos), validade preditiva (respostas semelhantes ao
tratamento farmacoldgico utilizado em humanos) e validade de construto
(mecanismos neurobiolégicos homadlogos entre espécies; (Willner, 1984; Belzung &
Lemoine, 2011).

As linhagens Carioca, desenvolvidas a partir da selegdo bidirecional do
congelamento condicionado, atendem a esses critérios de forma promissora. Em
termos de validade de face, a linhagem CAC exibe niveis elevados e persistentes de
congelamento em tarefas de medo contextual, comportamento analogo observada
em humanos expostos a situacdes de ameaca ou a tragos de ansiedade cronica
(Gomes & Landeira-Fernandez, 2012). Em contrapartida, os animais da linhagem
CBC apresentam menor expressao de congelamento, associada a maior atividade
locomotora, sugerindo um perfil de enfrentamento mais ativo, porém menos

estruturado, frente a situagdes ameacgadoras (Macédo-Souza et al., 2020). Ja os



30
animais do grupo controle (CTR) tendem a maior variabilidade comportamental,

funcionando como referéncia neutra para comparagdes experimentais (Brandao et
al., 2008; van der Goot et al., 2021).

Quanto a validade de construto, estudos tém mostrado que os circuitos
recrutados durante comportamentos defensivos em roedores — incluindo amigdala,
hipotalamo ventromedial, substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e cortex
pré-frontal — sdo homodlogos aos ativados em humanos diante de estimulos
ameacgadores (Maren, 2001; Brandao et al., 2008; Melleu & Canteras, 2025). Essa
sobreposi¢cao neurobiolégica reforga a aplicabilidade translacional das linhagens
Carioca, permitindo inferéncias relevantes sobre mecanismos de ansiedade em
humanos.

Em termos de validade preditiva, estudos farmacolégicos com linhagens
Carioca mostram respostas compativeis com os efeitos esperados de ansioliticos
classicos. Dias et al. (2009), por exemplo, observaram que benzodiazepinicos
reduzem a expressao de freezing em animais CAC, de modo semelhante ao
observado em pacientes com transtornos de ansiedade, o que fortalece o potencial
dessas linhagens como modelos para triagem e validagdo de novas terapias (Dias
et al., 2009; Cavaliere et al., 2020).

Outro ponto central é a associagao entre a linhagem CAC e o transtorno de
ansiedade generalizada (TAG). Cruz, Castro-Gomes e Landeira-Fernandez (2024)
propuseram que os animais CAC constituem um modelo robusto para TAG, uma vez
que apresentam resposta defensiva sustentada, hipervigilancia e dificuldade de
transitar entre estratégias defensivas — caracteristicas centrais desse transtorno em
humanos. Esse achado amplia as perspectivas translacionais das linhagens,
permitindo n&o apenas explorar bases neurobiolégicas, mas também compreender
falhas nos mecanismos de avaliagao de risco e na selegao de respostas adequadas,
fendmenos frequentemente descritos em pacientes ansiosos (Gorman et al., 2000;
Kirlic et al., 2017; Cryan, 2011).
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Figura 2: llustragao representando a caracterizagéo da linhagem de Cariocas com altos e baixos

indices de congelamento (Adaptado de Lages et al,2023).

Por fim, ao integrar achados comportamentais, neurobiolégicos e
farmacolégicos, as linhagens Carioca se consolidam como um recurso para a
pesquisa translacional em ansiedade (Cruz et al., 2024; Dias et al., 2009; Lages et
al., 2021). Sua relevancia reside ndo apenas em reproduzir fenétipos analogos aos
observados em humanos, mas também em possibilitar a investigagdo detalhada dos
circuitos neurais envolvidos na defesa, ampliando o entendimento sobre fatores
hereditarios, situacionais e terapéuticos que modulam a ansiedade (Cruz et al.,
2024; Melleu & Canteras, 2025; Lages et al., 2021). Assim, esses modelos
representam uma ponte entre a neurociéncia basica e a clinica, contribuindo para o
avanco de estratégias de diagnéstico e intervencédo mais precisas (Dias et al., 2009;
Gorman et al., 2000; Tyrer & Baldwin, 2006).
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2 Objetivos
2.1 Geral

O presente estudo tem como objetivo investigar os padrbes comportamentais
defensivos sob ameacga proximal em ratos das linhagens CAC, CBC e CTR
(controle), com foco especial nas respostas de congelamento, luta defensiva e

atividade geral.

2.2 Especificos

1) Quantificar e comparar entre as linhagens CAC, CBC e CTR a frequéncia,
duracdo e laténcia de inicio de: (a) congelamento, (b) luta defensiva (boxing e luta

ativa) e (c) atividade geral, durante a sessdo de ameacga proximal.

2) Verificar se a selegao baseada no congelamento contextual (alto vs. baixo) prediz
a expressdo de respostas ativas sob ameaga proximal, verificando diferencas

sistematicas entre CAC, CBC e CTR em luta defensiva e atividade geral.

3 Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 70 ratos adultos da linhagem Carioca (CAC e CBC; 34
machos e 36 fémeas; 240-300 g) produzidos e mantidos no Laboratério de
Neurociéncias Comportamentais (LANEC) da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio de Janeiro (PUC-Rio0). As linhagens pertenciam a 432 geragao do programa de
selecdo genética baseado nas respostas de congelamento em tarefa de
condicionamento contextual ao medo, que originou as linhagens Carioca com alto
(CAC) e baixo (CBC) indice de congelamento. O processo de divergéncia fenotipica
foi consolidado ja na terceira geragao, conforme descrito por Castro-Gomes &

Landeira-Fernandez (2008), permitindo a caracterizagdo estavel dos perfis
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comportamentais. Adicionalmente, foi empregado um grupo controle (CTR; n = 24),

composto por ratos Wistar provenientes de populagdes de reproducdo aleatoria,
pareados quanto a idade, peso e sexo. Esse grupo foi incluido como referéncia
neutra para comparacao com os fenétipos extremos.

Os animais foram alojados em grupos de seis, em gaiolas de policarbonato
(31 x 18 x 38 cm), sob temperatura controlada (24 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12
h (luzes acesas das 7h as 19h), sendo os experimentos realizados no ciclo claro.
Agua e racdo padrao foram fornecidas ad libitum.

Todos os procedimentos seguiram as normas éticas do Comité de Etica no
Uso de Animais da PUC-Rio (protocolo n° 003/2019), bem como as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC) e do NIH Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council, 2011)

3.2 Teste de Comportamento Defensivo

O comportamento defensivo foi avaliado por meio de uma versao modificada
do paradigma de luta defensiva descrito originalmente por Takahashi e Blanchard
(1978). Esse protocolo foi escolhido por sua capacidade de eliciar comportamentos
defensivos em um contexto de ameaga proximal e socialmente interativo, permitindo
explorar dimensdes comportamentais ndo acessiveis em paradigmas classicos de
ameaga distal, como o condicionamento ao medo. Os animais foram pareados
dentro de cada linhagem (ex.: CAC vs. CAC), sempre controlando para peso
corporal semelhante e sexo, a fim de reduzir discrepancias que pudessem enviesar
os resultados. Evitou-se ainda que pares fossem formados por animais previamente
coabitantes, prevenindo efeitos de dominancia social pré-estabelecida.

Uma hora antes do teste, cada animal foi identificado com tinta atdxica preta
aplicada no dorso. Durante o experimento, cada par foi colocado em uma camara
acrilica para exploracao livre por 3 minutos, seguida pela aplicagao do protocolo de
choques elétricos (0,6 mA., 0,5 s) em intervalos de 15 segundos. O teste prosseguiu
até a observacao minima de cinco episédios de luta e cinco episddios sem luta,
sendo a analise concentrada nos 10 primeiros choques, de forma a padronizar a
amostra comportamental entre os sujeitos. O comportamento foi filmado com
camera digital posicionada acima da camara experimental. As céamaras foram

higienizadas com solugédo de aménia a 5% entre as sessdes, para eliminar odores
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residuais e reduzir possiveis influéncias de feroménios. O protocolo experimental foi

previamente descrito em Silveira et al. (manuscrito submetido, ver Apéndice)

3.3 Aparato

Os testes comportamentais foram realizados em camaras acrilicas
(Bonther®, 33,2 x 27,0 x 41,2 cm), com tampas transparentes e piso de barras
metalicas conectado a um gerador de choques calibrados (0,6 mA.; 0,5 s). Os
choques foram aplicados automaticamente a cada 15 s, de forma padronizada. As
sessbes foram registradas por cameras digitais posicionadas acima das camaras,

possibilitando analise posterior em video.

Figura 3: Camara de condicionamento Bonther utilizada para a realizacdo do teste de

comportamentos defensivos.
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3.4 Registro e Analise Comportamental

A anadlise dos videos foi realizada manualmente por um observador
previamente treinado, cego quanto a linhagem e ao sexo dos animais. Os
comportamentos foram classificados segundo critérios estabelecidos na literatura:
congelamento, definido como imobilidade completa, exceto pelos movimentos
respiratérios (Blanchard & Blanchard, 1969; Fanselow, 1980; Fendt & Fanselow,
1999); luta defensiva , definida com duas subcategorias — boxing, caracterizado
por ataques em posicao ereta com movimentos das patas anteriores direcionados
ao oponente (Blanchard & Takahashi, 1977), e luta , envolvendo confrontos fisicos
mais intensos, incluindo imobilizagdes e persegui¢cdes rapidas (Blanchard et al.,
1977; Miczek et al.,, 2001); e atividade geral), entendida como locomocéao
espontanea, exploracdo do ambiente e interagdes sociais neutras, utilizada como
indice de mobilizagdo comportamental e para excluir déficits motores inespecificos
(Blanchard & Blanchard, 1989). Esse registro contemplou tanto respostas passivas
(congelamento) quanto ativas (luta defensiva e atividade geral), permitindo uma

analise comparativa abrangente dos repertérios defensivos entre linhagens.

3.5 Analise Estatistica

Os trés desfechos comportamentais — congelamento, luta defensiva e
atividade geral — foram analisados por meio de ANOVA fatorial de dois fatores,
testando efeitos principais e a interagéo entre linhagem (CAC, CBC e CTR) e sexo
(machos e fémeas). Quando o teste F indicou significancia, aplicou-se o pés-teste
de Bonferroni para comparagdes multiplas. Adotou-se um nivel de significancia de p
< 0,05. Todas as analises foram conduzidas no IBM SPSS Statistics, versao 23 (IBM
Corp., Armonk, NY, EUA).
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4

Resultados

Uma ANOVA de dois fatores sobre o comportamento de congelamento ndo
revelou interagédo significativa entre linhagem e sexo (F (2, 70) = 0,48, p > 0,60),
nem efeito principal do sexo (F (1, 70) = 0,57, p > 0,40). No entanto, foi observado
um efeito principal significativo da linhagem (F (2, 70) = 17,14, p < 0,001).
Comparagdes post hoc com corregdo de Bonferroni indicaram que os animais da
linhagem CAC apresentaram comportamento de congelamento significativamente
maior em comparagao com as linhagens CTR e CBC (todos os p < 0,01).

A analise do comportamento de luta defensiva também nao mostrou
interagdo significativa entre linhagem e sexo (F (2, 70) = 0,84, p > 0,43), nem efeito
principal do sexo (F (1, 70) = 0,70, p > 0,41). Foi identificado um efeito principal
significativo da linhagem (F (2, 70) = 22,66, p < 0,001). As comparagdes post hoc
revelaram que os animais da linhagem CTR exibiram comportamento de luta
defensiva significativamente maior em comparagdo com os animais das linhagens
CAC e CBC (todos os p < 0,01).

Por fim, a andlise da atividade geral revelou auséncia de interagao
significativa entre linhagem e sexo (F (2, 70) = 0,07, p > 0,93), bem como auséncia
de efeito principal do sexo (F (1, 70) = 3,7, p > 0,06). No entanto, novamente foi
observado um efeito principal significativo da linhagem (F (2, 70) = 53,70, p <
0,001). Comparagdes post hoc indicaram que os animais da linhagem CBC
apresentaram atividade geral significativamente maior do que os das linhagens CAC
e CTR (todos os p < 0,01).

Dado que ndo houve efeito principal do sexo nem interagdes significativas
entre sexo e linhagem em nenhuma das variaveis comportamentais analisadas, os

resultados foram colapsados entre os sexos e estao representados na Figura 1.
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Figura 4. Medidas comportamentais entre as linhagens selecionadas.

Médias (+EPM) dos valores de congelamento, comportamento de luta defensiva e atividade geral em
animais das linhagens CAC, CTR e CBC. Os dados foram agrupados entre os sexos devido a
auséncia de efeitos principais ou interagdes significativas relacionados ao sexo.

De forma geral, os resultados indicam que a selegdo das linhagens Carioca
com base no congelamento condicionado modulou os repertorios defensivos sob
ameagca proximal. Ratos da linhagem CAC exibiram maior congelamento, sugerindo
uma estratégia de defesa passiva, enquanto os da linhagem CBC apresentaram
maior atividade geral, indicando um padréo de coping mais ativo e exploratério. Por
sua vez, os ratos do grupo controle (CTR) mostraram maior frequéncia de luta
defensiva, possivelmente refletindo uma resposta mais ajustada ao contexto social

de ameacga. Esses achados reforcam a influéncia da predisposicdo genética na
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determinagao de estilos de enfrentamento distintos frente ao estresse. Além disso, a

auséncia de efeitos principais ou de interag¢des significativas do fator sexo justifica a
apresentacdo dos dados colapsados por sexo, destacando a linhagem como
principal modulador dos comportamentos observados. As imagens ilustram os

padrées comportamentais registrados durante o teste de luta defensiva induzida por

choques nas patas, evidenciando a diversidade de estratégias entre linhagens.

Figura: CTR - Luta Figura: CAC - Congelamento

Figura: CBC- Atividade Geral Figura: CTR — Boxing

Figura 5-8. Exemplos representativos dos comportamentos defensivos avaliados nos
diferentes grupos experimentais. (5) Comportamento de Luta em animal do grupo CTR; (6)
resposta de congelamento em animal da linhagem CAC; (7) Atividade geral observada durante o

teste em animais do grupo CBC; (8) comportamento de boxing em animal do grupo CTR.
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5

Discussao

Os resultados do presente estudo indicaram que os animais da linhagem
CAC apresentaram nao apenas respostas inibitorias, mas também comportamentos
defensivos ativos sob ameacga proximal. Esse achado é relevante porque o fenétipo
CAC ¢ classicamente descrito como passivo, caracterizado por elevados niveis de
congelamento em  paradigmas de ameaga contextual (Gomes &
Landeira-Fernandez, 2011; Cruz, Castro-Gomes & Landeira-Fernandez, 2024).
Nossos dados ampliam esse conhecimento, sugerindo que o fenétipo CAC néao se
limita a respostas inibitérias e pode ser modulado pela natureza do estimulo
aversivo.

Tradicionalmente, os CAC séao interpretados como analogos experimentais de
individuos com alto trago de ansiedade, dado o elevado congelamento em testes de
medo condicionado (Gomes & Landeira-Fernandez, 2011; Cruz et al., 2024).
Contudo, no presente estudo, observou-se que, em contextos de ameaca fisica
direta, como no paradigma de luta defensiva descrito originalmente por Blanchard,
Blanchard e Takahashi (1977), esses animais também sido capazes de expressar
comportamentos ativos, incluindo boxing e lutas defensivas. Essa plasticidade
sugere que o repertério comportamental dos CAC é mais amplo do que o descrito
previamente, englobando estratégias passivas e ativas. A literatura sobre estilos de
coping oferece suporte a essa interpretacdo. Segundo Koolhaas et al. (1999), perfis
de coping podem ser divididos em proativos (ativos) e reativos (passivos). Embora
os CAC geralmente exibem um estilo reativo em tarefas de medo condicionado
(Brandao et al., 2008), aqui demonstraram capacidade de engajar respostas
proativas diante de ameacas proximais. Isso reforca a ideia de que os estilos de
coping nao sao fixos, mas modulados por variaveis contextuais, como a proximidade
do estimulo ameacador (Blanchard & Blanchard, 1989; McNaughton & Corr, 2004).

O paradigma de luta defensiva utilizado, baseado em choques nas patas em
pares sociais, pode ser classificado como um modelo de ameaga proximal (Ulrich &
Azrin, 1962; Takahashi & Blanchard, 1978). Isso contrasta com paradigmas
classicos de ameaca distal, como o condicionamento ao medo contextual (Bolles &

Fanselow, 1980, 1982). Tal distingdo & coerente com o modelo dos trés niveis de
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defesa de Blanchard et al. (2001), segundo o qual ameacgas distais favorecem

congelamento e inibigdo da acdo, enquanto ameagas proximais tendem a
desencadear respostas ativas, como fuga ou luta. Os comportamentos observados
provavelmente refletem a ativagao de circuitos neurais distintos. O congelamento é
classicamente mediado pelo eixo amigdala central-PAG ventral (Fanselow, 1994;
Fendt & Fanselow, 1999), enquanto respostas de luta defensiva envolvem o
hipotalamo ventromedial, a PAG dorsal e conexdées com o nucleo parabraquial
(Canteras, 2002; Brandao et al., 2008; Wang et al., 2023). A presenga de
comportamentos ativos nos CAC sugere integragdo funcional entre essas
estruturas, permitindo transigdes entre estratégias passivas e ativas de defesa.

Do ponto de vista translacional, os achados reforcam a utilidade do modelo
Carioca para investigar mecanismos associados a transtornos de ansiedade.
Condigdes como o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e o transtorno do
panico estdo associadas a falhas na selegcao adaptativa de respostas defensivas e
na transicdo entre congelamento e agdo (Gorman et al., 2000; Tyrer & Baldwin,
2006). O fato de os CAC pode alternar entre estratégias sugere que esse modelo é
adequado para investigar déficits de flexibilidade defensiva em humanos.

No caso dos animais CBC, caracterizados por baixos niveis de
congelamento, observou-se baixa emissdo de comportamentos defensivos ativos.
Esses dados sugerem que sua resposta € dominada por padrdes de alta mobilidade
e impulsividade motora, pouco estruturados frente a ameaca. Estudos anteriores ja
haviam indicado que ratos CBC apresentam maior impulsividade e menor inibicao
de respostas previamente condicionadas (Macédo-Souza et al., 2020). Assim, o
padrao observado pode ser considerado desadaptativo, pois compromete a selegao
estratégica de respostas defensivas. A interpretagcado de que os CBC apresentam um
estilo impulsivo encontra respaldo na literatura sobre neurobiologia da impulsividade
e controle inibitério (Dalley, Everitt & Robbins, 2011). Esse perfil pode refletir
desequilibrio entre circuitos pré-frontais e subcorticais, resultando em
comportamento mais desorganizado e menos eficiente diante de ameagas.

O grupo CTR, por sua vez, demonstrou maior variabilidade comportamental,
sugerindo uma plasticidade mais adaptativa frente ao ambiente. Essa
heterogeneidade € esperada em populagbes ndo selecionadas, reforgcando seu

papel como grupo controle neutro (Gomes et al., 2013). A auséncia de polarizagao
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fenotipica torna os CTR uma linha de base util para validar as diferengas

observadas nas linhagens selecionadas.

A distingdo entre ameacas proximais e distais também pode ser
compreendida a luz do modelo bidimensional de McNaughton e Corr (2004), que
revisita a teoria de Gray (2000). Nesse arcabouco, as respostas defensivas sao
organizadas segundo duas dimensées: distancia defensiva e direcao defensiva
(aproximagao vs. evitagao). Assim, enquanto ameagas distais recrutam areas como
o cortex pré-frontal para promover congelamento e avaliagdo de risco, ameagas
proximais envolvem estruturas mais baixas, como a PAG dorsal, desencadeando
luta ou fuga (Tovote et al., 2016; Melleu & Canteras, 2025). Outro aspecto a
destacar € a coeréncia entre os achados deste estudo e dados translacionais em
humanos. Volchan et al. (2017), por exemplo, mostraram que reag¢des de
imobilidade em humanos diante de ameacas estdo associadas a respostas
autonbmicas semelhantes as observadas em roedores, reforcando a validade
comparativa. De forma semelhante, Roelofs (2017) descreveu que transi¢cdes entre
congelamento e acdo em humanos refletem um mecanismo adaptativo conservado.
Ja no campo da neurologia, autores como Anderson e Perona (2014) e Battivelli et
al. (2024) defendem que a compreensao dos comportamentos defensivos depende
da integragao entre as perspectivas etolégicas e neurocientificas. Nossos resultados
convergem com essa Visdo, uma vez que a expressao diferenciada dos
comportamentos nas linhagens Carioca é melhor compreendida quando se
considera o contexto ecologico da ameaca.

Apesar dos avancgos, este estudo apresenta limitagdes. A analise manual do
comportamento pode introduzir viés observacional. Além disso, a auséncia de
marcadores neurobioldgicos paralelos (por exemplo, expressdo de c-Fos ou
registros eletrofisiolégicos) limita a capacidade de confirmar in vivo os circuitos
ativados. Estudos futuros devem integrar metodologias de analise automatica
(Kabra et al., 2013) e ferramentas de manipulagéo neural (Tovote et al., 2016) para
aprofundar a compreensao dos mecanismos subjacentes.

Em sintese, os achados reforcam a validade do modelo Carioca como
ferramenta translacional para investigar mecanismos defensivos e sua relagdo com
psicopatologias. O fato de que animais CAC, tradicionalmente vistos como passivos,

também podem exibir estratégias ativas em contextos proximais amplia a
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compreensao sobre sua flexibilidade. Ao mesmo tempo, a baixa estruturagdo das

respostas dos CBC e a variabilidade dos CTR contribuem para entender a
diversidade de estilos de coping. Esses resultados sugerem que a interagao entre
fatores genéticos e contextuais é determinante para a expressao das respostas
defensivas. Esses achados complementam os dados apresentados em Silveira et al.
(manuscrito submetido, Apéndice), reforgando a validade translacional das

linhagens Carioca.”

6 Conclusao

O presente estudo investigou os repertorios defensivos das linhagens
Carioca sob ameaca proximal, demonstrando que a seleg¢ao fenotipica, baseada no
congelamento condicionado resulta em estratégias distintas de enfrentamento.
Animais da linhagem CAC apresentaram maior prevaléncia de congelamento,
sugerindo um estilo de coping passivo, enquanto os da linhagem CBC exibiram
aumento da atividade geral, associado a um padrdao de enfrentamento mais ativo,
porém pouco defensivo. Ja o grupo controle apresentou maior frequéncia de luta
defensiva, refletindo respostas ajustadas ao contexto social de ameaca.

Esses achados ampliam a caracterizacdo das linhagens Carioca,
evidenciando que a predisposicdo geneética modula n&o apenas respostas a
ameagas distais, ja bem estabelecidas, mas também a comportamentos diante de
ameacas proximais. Do ponto de vista translacional, os resultados reforcam o valor
dessas linhagens como modelo experimental para o estudo dos transtornos de
ansiedade. Em especial, o perfil dos animais CAC apresenta paralelos com
manifestagdes do transtorno de ansiedade generalizada, enquanto os CBC refletem
estratégias desadaptativas relacionadas a padrées de impulsividade e regulagao
deficiente do estresse.

Assim, esta dissertagao contribui para consolidar as linhagens Carioca como
um recurso relevante para a investigagdo dos mecanismos de defesa, oferecendo
subsidios para futuros estudos que integrem niveis comportamentais,

neurobioldgicos e farmacoldgicos na compreensao e no tratamento da ansiedade
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Abstract

The Carioca rat lines, selectively bred for high (CHF) and low (CLF) conditioned freezing,
provide a model for investigating trait anxiety and coping strategies. When exposed to
footshock in the presence of a conspecific, rats typically display defensive fighting—an
unconditioned behavior characterized by upright posture and forepaw strikes directed toward
the partner. this study examined how this shock-induced response manifests in CHF, CLF,
and control (CTL) rats. Behavioral categories included freezing and defensive fight. CHF rats
exhibited increased freezing and reduced defensive fighting relative to CTL animals. When
freezing and fighting co-occurred, episodes were scored as defensive fighting; nevertheless,
active defensive responses were rare in CHF rats, in which freezing predominated. CLF rats
showed reductions in both freezing and defensive fight. These findings indicate that selective
breeding for conditioned freezing reorganizes defensive behavior in opposite directions: CHF
rats display reduced defensive fight associated with predominant freezing across threat
contexts, whereas CLF rats exhibit diminished defensive engagement consistent with low
emotional reactivity. Together, the results support the relevance of the Carioca rat model for

investigating genetic and behavioral mechanisms underlying anxiety and coping.

Keywords: Carioca rat lines; defensive fighting; conditioned freezing; coping strategies;

anxiety models.
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1. Introduction

Understanding how animals respond to threat has long been central to the study of
emotion, fear, and anxiety. Defensive behaviors such as freezing and fighting are fundamental
survival strategies that reflect the organism’s ability to evaluate danger and select appropriate
coping responses. Individual differences in these behaviors have a strong genetic basis and
provide valuable models for investigating the biological mechanisms underlying emotional
reactivity and anxiety-related traits in humans (Blanchard et al., 2001; Gray & McNaughton,
2000; Fanselow & Lester, 1988).

Within this framework, the Carioca rat breeding lines were established through a
bidirectional selective breeding procedure based on individual variation in contextual fear
conditioning (Landeira-Fernandez, 1996). The lines were developed using defensive freezing
as the primary phenotypic criterion, a well-validated behavioral index of conditioned fear
(Bolles & Fanselow, 1980; Fanselow, 1980; Fendt & Fanselow, 1999). From this selective
process, three stable lines: Carioca High-Freezing (CHF), bred from animals with the highest
freezing in the conditioning context; Carioca Low-Freezing (CLF), from animals with
minimal freezing and greater exploratory behavior; and a randomly selected control group
(CTL; Castro-Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Castro-Gomes et al.,, 2011;
Macédo-Souza et al., 2020).

This selective-breeding strategy produced consistent behavioral phenotypes across
generations, CHF rats typically show stronger conditioned fear and heightened emotional
reactivity, whereas CLF rats exhibit reduced fear expression with increased locomotion and
exploration, making the Carioca model a useful tool for probing how inherited differences in
defensive strategies shape emotional and behavioral responses to threat (Cruz et al., 2024).

When two rats are simultaneously exposed to mild electric shocks, they often display

a defensive fight characterized by upright posture and rapid forepaw strikes directed toward a
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conspecific (Blanchard et al., 1977; Takahashi & Blanchard, 1978; Ulrich & Azrin, 1962).

This reaction arises under unavoidable physical threat and is considered defensive rather than
offensive aggression under these conditions (Blanchard et al., 1977). The presence of a
conspecific experiencing the same aversive stimulus adds a social dimension in which threat
intensity and social interaction jointly influence coping strategies (Morozov, 2018).

Investigating shock-induced defensive fight in the Carioca lines bridges learned and
innate domains of defense. On one hand, conditioned responses such as contextual freezing
reflect learned anticipation of danger and were the basis for selection (Cruz et al., 2024); On
the other, the fight response to direct shock represents an unconditioned pattern that emerges
under immediate threat (Blanchard et al., 1977). Examining how CHF, CLF, and CTL rats
express defensive fight under shared shock therefore provides leverage to test how selection
on conditioned freezing organizes the flexibility and coordination of defensive behaviors.

Accordingly, our main objective was to evaluate shock-induced defensive fight across
Carioca lines selectively bred for high or low conditioned freezing. We hypothesized that the
phenotypic divergence observed in contextual fear would extend to this unconditioned
defensive context: CHF rats would exhibit more restrained, immobile reactions dominated by
freezing, whereas CLF rats would show comparatively reduced defensive engagement.

In addition, we examined potential sex differences. Prior work from our group shows
that males exhibit higher levels of conditioned freezing than females across CHF, CTL, and
CLF lines, suggesting a sex-related variation in contextual fear conditioning (Salviano et al.,
2014; Gomes, Silva & Landeira-Fernandez, 2011). We therefore asked whether these sex

differences generalize to defensive fight under shock.
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2. Material and Methods

2.1 Animals

A total of 72 adult rats (240-300 g) were used in this study. Animals were bred and
maintained at the Laboratory of Behavioral Neuroscience, Pontifical Catholic University of
Rio de Janeiro (PUC-Rio), Brazil. They belonged to the 43rd generation of a selective
breeding program based on freezing responses in a contextual fear-conditioning task, which
produced the Carioca High-conditioned Freezing (CHF) and Carioca Low-conditioned
Freezing (CLF) lines. Phenotypic divergence between these lines was established by the third
generation, as previously described (Castro-Gomes & Landeira-Fernandez, 2008). An
additional control group (CTL) consisted of Wistar rats from a randomly bred population.

Animals were tested in same-sex pairs, with six pairs per line per sex (CHF, CTL, and
CLF). All animals were housed in groups of six per polycarbonate cage (31 x 18 x 38 cm)
under controlled temperature (24 = 1 °C) and a 12-hour light/dark cycle (lights on from 7:00
AM to 7:00 PM), with food and water available ad libitum.

All experimental procedures were approved by the Animal Care and Use Committee
of PUC-Rio (protocol no. 003/2019) and complied with the ethical standards of the Brazilian
Society of Neuroscience and Behavior (SBNeC) and the NIH Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals.

2.2 Apparatus

Behavioral testing was conducted in transparent acrylic chambers (Bonther®, 33.2 x
27.0 x 41.2 cm) with metal-bar floors connected to a calibrated shock generator (Insight®,
Sao Paulo, Brazil). The generator delivered 0.6 mA footshocks lasting 0.5 s at 15-second
intervals. A digital camera mounted above each chamber recorded all sessions for subsequent

offline analysis.
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2.3 Defensive Behavior Test

A modified version of the defensive fighting protocol described by Takahashi and
Blanchard (1978) was used to evaluate behavioral responses to aversive stimulation in a
socially interactive context. Rats from each breeding line (CHF, CLF, and CTL) were paired
within their own group (e.g., CHF vs. CHF), matched for body weight and sex. Pairs that had
previously cohabited were avoided to prevent familiarity effects.

One hour before testing, rats were marked on the back with non-toxic black ink for
individual identification and then returned to their home cages. Each pair was placed in the
acrylic chamber for a 3-minute period of free exploration prior to the footshock procedure.
Footshocks were delivered through the metal grid floor at 15-second intervals. Each session
consisted of 10 consecutive shocks administered automatically via the shock generator. All
sessions were video-recorded using a digital camera positioned above the chamber. Between
sessions, chambers were cleaned with a 5% ammonium hydroxide solution to eliminate odor

cucs.

2.4 Behavioral Scoring

Video recordings were analyzed offline by a trained observer blind to the
experimental condition. Each animal from the pair was scored separately. The observer
manually classified behaviors into predefined categories. Freezing was defined as complete
immobility except for respiratory movements (Blanchard & Blanchard, 1969; Fanselow,
1980; Fendt & Fanselow, 1999). Defensive fighting included boxing (upright forepaw
strikes) and fighting (intense physical confrontation such as wrestling or immobilization;

Blanchard et al., 1977; Miczek et al., 2007). When an animal exhibited a defensive fight
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response in a freezing posture, the episode was recorded as defensive fighting, as the goal

was to identify the occurrence of active defensive responses even when brief freezing

postures were present.

2.5 Statistical Analysis

The two behavioral outcomes, freezing and defensive fighting, were analyzed using two-way
analyses of variance (ANOVAs). The first factor (three levels) corresponded to breeding line
(CHF, CTL, and CLF), and the second factor (two levels) represented sex (male and female).
When significant F-ratios were obtained, post hoc tests were applied to identify specific
group differences. Statistical significance was set at p < 0.05. All analyses were performed

using JASP version 0.18.3 (JASP Team, 2024).

3. Results

Figure 1 presents the mean and standard error of the mean (SEM) for the two
behaviors evaluated in this study, freezing and defensive fighting, across the CHF, CTL, and
CLF rat lines. Separate two-way ANOVAs were conducted for each behavior, with breeding
line and sex as factors. No significant interaction between breeding line and sex, nor any
main effect of sex, was found for any measure. Consequently, data from males and females

were collapsed across sex. The results of each analysis are described below.

A two-way ANOVA on freezing behavior revealed no significant interaction between

breeding line and sex (F(2, 66) =2.20, p > 0.11) and no main effect of sex (F(1, 66) = 1.34, p
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> (0.23). However, a significant main effect of breeding line was observed (F(2, 66) = 18.84, p

< 0.001). Bonferroni post hoc comparisons showed that animals from the CHF line exhibited
higher freezing than both the CTL and CLF lines (all p < 0.01). In contrast, CLF rats
displayed the lowest levels of freezing among the three groups, differing from both CTL and
CHF animals (all p < 0.05).

Analysis of defensive fighting behavior also showed no significant interaction
between breeding line and sex (F(2, 66) = 1.74, p > 0.17) and no main effect of sex (F(1, 66)
= 1.51, p > 0.21). A significant main effect of breeding line was found (F(2, 66) = 20.14, p <
0.001). Post hoc comparisons revealed that animals from the CTL line exhibited higher

defensive fighting than both the CHF and CLF lines (all p < 0.05).

4. Discussion

The present study examined how selective breeding for conditioned freezing affects
the expression of defensive fight behavior in the Carioca rat lines when exposed to footshock
in the presence of a conspecific. This paradigm assesses how animals balance two defensive
modes, freezing and defensive fight, under socially threatening conditions. To our
knowledge, this is the first application of a shock-induced defensive fight paradigm to a
selectively bred anxiety-like rat line

Previous work with the Carioca lines has focused mainly on contextual fear
conditioning (Castro-Gomes et al., 2011; Cruz et al., 2024; Macédo-Souza et al., 2020),
rather than on this socially interactive form of defense. Similarly, other well-established
anxiety-prone lines, such as Roman High-Avoidance, Maudsley Reactive, and High-Anxiety
Behavior rats, have not been tested in this paradigm (see Castro-Gomes et al., 2013; Lages et
al., 2023, for reviews). The present findings therefore extend the behavioral characterization

of anxiety-selected models into an unconditioned and ethologically relevant domain
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(Blanchard & Blanchard, 1989), showing how selection for heightened defensive reactivity

may shape the organization of social and proximal defensive responses

In contrast with previous evidence from our laboratory, the present results revealed no
detectable sex differences in freezing behavior. Earlier studies found males to exhibit higher
conditioned freezing than females across CHF, CTL, and CLF animals (Salviano et al., 2014;
Castro-Gomes, Silva & Landeira-Fernandez, 2011). Several methodological and contextual
factors may account for this discrepancy. First, testing animals in pairs may have
homogenized responses through social matching or buffering, reducing sex-dependent
variability Second, our scoring rule prioritized defensive fight whenever it co-occurred with
freezing, which could have truncated freezing counts and obscured subtle sex effects. Third,
the combination of dyadic testing, repeated brief shocks, and analysis restricted to the first ten
shocks may have attenuated individual variability. Additionally, contextual fear responses can
be modulated by hormonal and stress-related variables (e.g., estrous phase, circulating
corticosterone, prior handling), which were not controlled here and may have increased
within-group variance (e.g., Blair et al., 2022). Together, these factors provide a parsimonious
explanation for the lack of sex differences observed here, despite prior reports in contextual
fear conditioning.

CHF rats maintained a predominance of freezing in an aversive context where
freezing and defensive fight typically coexist as complementary strategies. In the
shock-induced defensive fight paradigm, control animals commonly alternate between
freezing vigilance and threat evaluationand overt defensive fighting, yielding a more
balanced distribution of behaviors (Blanchard et al., 1977). In contrast, CHF rats showed a
tendency to persist in freezing, suggesting reduced flexibility in shifting between these
modes. This pattern may reflect a disruption of the defensive hierarchy described by

Fanselow and Lester (1988), in which responses shift along a continuum from vigilant
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assessment to direct engagement as threat proximity increases. In CHF rats, the persistence of

freezing under conditions that usually elicit both forms of defense suggests an impaired
capacity to alternate between vigilant and interactive strategies, leading to a more rigid
organization of defensive behavior.

This profile can be interpreted within classical neuroethological models of
hierarchical defense (Blanchard et al., 1990; Fanselow, 1994; McNaughton & Corr, 2004).
According to this framework, freezing, flight, and fight are recruited along a gradient of
threat intensity, with transitions reflecting shifts in perceived controllability and imminence.
freezing represents an intermediate state associated with risk assessment and sustained
vigilance, whereas defensive fight emerges when threat becomes unavoidable or proximal.
The persistence of freezing in CHF rats suggests that their defensive system is constrained
within this vigilance stage, potentially reflecting potentiation of mechanisms that sustain
alertness at the expense of those enabling flexible shifts.

From a translational standpoint, the present findings are consistent with the
relevance of the CHF line as a model for generalized anxiety disorder (GAD; Cruz et al.,
2024). Patients with GAD often exhibit heightened anger reactivity but tend to suppress overt
aggressive behavior in socially evaluative situations, favoring internalization (“anger-in”
over expression. anger suppression and internalized anger correlate with GAD symptom
severity and improve alongside core worry symptoms during cognitive-behavioral therapy
targeting intolerance of uncertainty (Deschénes et al., 2012; Laposa et al., 2019).

Despite paired testing, CHF rats showed limited defensive fight, which may reflect a
disruption of social buffering mechanisms that ordinarily mitigate anxiety and promote
flexibility during shared threat exposure. Typically, the presence of a conspecific reduces
freezing and facilitates active defensive responses (Hegoburu et al., 2024; Kiyokawa &

Hennessy, 2018). However, recent studies from our group indicate a paradoxical pattern in
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CHEF rats: social isolation produces anxiolytic- and antidepressant-like effects, suggesting that

social contact may act as a stressor rather than a buffer in this line (Pecanha et al., 2024;
Pecanha et al., 2025).

This suggests that selection for high conditioned freezing may impair the integration
of social safety cues, leading to persistent vigilance and reduced flexibility in defensive
behavior. Related phenomena have been noted in GAD, where the presence of others may fail
to alleviate, and can sometimes intensify, physiological arousal and defensive inhibition
(Hennessy et al., 2009; Hostinar et al., 2014).

More broadly, anxiety disorders such as GAD are characterized by heightened anger
reactivity combined with reduced outward aggression and a tendency toward anger
suppression, particularly in socially evaluative contexts. This pattern reflects increased
emotional control and avoidance of confrontation driven by concern about negative
evaluation or rejection (Aldao et al., 2010 + REF). Such regulatory overcontrol aligns with
social buffering failure, in which social presence does not mitigate arousal or promote
adaptive coping. these features parallel the CHF phenotype, marked by persistent
vigilance-based defense and limited transition to active or interactive strategies under shared
threat.

At the opposite end of the spectrum, CLF rats showed the consequences of selection
for low conditioned freezing. The same selective process that strengthened defensive
inhibition in CHF animals appears to have attenuated reactivity in CLF rats, with reduced
freezing and defensive fighting (Cruz et al., 2024). This outcome was expected, as this line
was bred from animals showing minimal conditioned fear. The present findings therefore
support the CLF line as a model of reduced emotional reactivity and low anxiety-like
behavior, suggesting that diminished defensive responses extend beyond learned contexts to

unconditioned, socially mediated forms of defense.
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This attenuated profile suggests a general dampening of emotional and motivational

systems that organize defensive behavior. Rather than an adaptive reduction of fear, such
blunted reactivity may indicate a deficit in mobilizing appropriate responses under threat
(Ledn et al.,, 2020). In natural environments, the inability to activate timely defensive
reactions can be maladaptive, leading to ineffective coping when facing danger (Zambetti et
al, 2022). From a translational perspective, this phenotype parallels emotional underreactivity
and impaired threat appraisal observed in certain externalizing or stress-related conditions,
including sensationseeking, behavioral disinhibition, and ADHD-related emotional
dysregulation (Musser & Nigg, 2013). Consistent with this interpretation, prior work from
our laboratory proposed that the CLF line may serve as an experimental model of ADHD,
based on low fear responsiveness, behavioral disinhibition, and altered dopaminergic
sensitivity to psychostimulants (Lages et al., 2021).

In summary, shock-induced defensive behavior was markedly altered in both Carioca
lines, revealing opposite coping styles. CHF rats exhibited a dominance of vigilance-based
responses, reflecting increased defensive control and reduced flexibility, consistent with
anxiety-related overcontrol observed in GAD. In contrast, CLF rats displayed hyporeactivity
and blunted defensive engagement, mirroring emotional underreactivity, behavioral
disinhibition, and dopaminergic sensitivity patterns linked to ADHD phenotypes (Lages et
al., 2021). Together, these findings indicate that selection for conditioned freezing reshapes
not only learned fear but also the organization of unconditioned and socially mediated
defense, generating two complementary phenotypes that span a continuum from hyper- to
hypo-defensive regulation. This bidirectional model offers a useful framework for studying
neurobehavioral mechanisms underlying both anxiety-related overcontrol and externalizing

undercontrol, and how extremes of defensive regulation can lead to maladaptive outcomes.
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Figure caption

Figure 1- Mean (= SEM) percentage of defensive behaviors (freezing and fighting) displayed
by Carioca High-Conditioned Freezing (CHF), Control (CTL), and Low-Conditioned
Freezing (CLF) rat lines during the shock-induced defensive fight test. CHF rats
predominantly exhibited freezing, CTL rats showed a balanced distribution between freezing

and defensive fighting, and CLF rats displayed markedly reduced levels of both responses.
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