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RESUMO

Cirilo, S. T. (2020). Escolha entre alternativas probabilisticas em ratos Wistars (Rattus
norvegicus) em diferentes fases do ciclo reprodutivo (Tese de Doutorado). Programa de
Pds-Graduagdo em Psicobiologia, Universidade de So Paulo, Ribeirdo Preto-SP.

O comportamento de escolha é entendido como a selecdo de uma entre duas ou mais
alternativas disponiveis, sendo controlado por maltiplas variaveis (ambientais e/ou bioldgicas).
O objetivo desta tese foi verificar se 0 comportamento de escolha pode ser influenciado por
variaveis biologicas - 0 sexo e fases do ciclo reprodutivo (gestacao e lactacdo) - e pela privacéo
alimentar/nutricional. Para isso foram propostos dois estudos. O Estudo 1 teve como objetivo
investigar se o ponto de indiferenca (IP) em uma tarefa de escolha entre alternativas
probabilisticas varia em funcdo da passagem do tempo e da fase do ciclo reprodutivo de fémeas
Wistar, em comparacdo com machos. Cinco machos, seis fémeas controles e seis fémeas
experimentais foram expostos a um procedimento de escolha cujas alternativas (duas) variavam
em relacdo ao numero de pelotas de alimento e em sua probabilidade de entrega, determinada
pelo IP. A alternativa probabilistica disponibilizava trés pelotas de racéo, e a probabilidade de
obtencdo de alimento era ajustada ao longo das tentativas; a outra alternativa disponibilizava
duas pelotas com 100% de probabilidade de obter o reforco. Depois de estabelecido o IP as
fémeas experimentais passaram pela gestacdo e lactacdo. Nao foram encontradas diferencas
significativas no ponto de indiferenca entre os grupos, nem entre as fases do ciclo reprodutivo.
Em condigdes ideais de alimentacdo, machos e fémeas mantiveram o0 mesmo ponto de
indiferenca (cerca de 50%) entre as alternativas ao longo do tempo. A gestacéo e a lactagédo
parecem nao influenciar a propensdo ou aversao ao risco na escolha dos animais em condi¢6es
ideais de alimentacdo. O objetivo do Estudo 2 foi investigar se o IP em uma tarefa de escolha
probabilistica varia ao longo das fases do ciclo reprodutivo de fémeas Wistar submetidas a um
procedimento de privagdo alimentar, comparadas com fémeas controle. Seis fémeas controles
e oito fémeas experimentais (mantidas a 75% do peso ad libitum) foram expostas a um
procedimento de escolha com duas alternativas que variavam em rela¢do ao nimero de pelotas
de alimento e em sua probabilidade de entrega, determinada pelo IP. O mesmo procedimento
experimental do Estudo 1 foi realizado no Estudo 2. Parte das fémeas do grupo experimental
ndo engravidou. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos em relacao
ao IP, nem em relacdo as fases do ciclo reprodutivos e nem em relacdo a condicéo de privacao
alimentar. Tanto as fémeas controle quanto as fémeas do grupo experimental mantiveram o
mesmo ponto de indiferenca (cerca de 50%) entre as alternativas ao longo do tempo. A gestacao
e a lactacdo parecem ndo influenciar a propensao ou aversao ao risco na escolha dos animais,
mesmo quando as condicBes de alimentacdo ndo eram ideais.

Palavras-chave: Comportamento de escolha; ponto de indiferenca; diferencas entre machos e
fémeas; privacdo alimentar; ratos.



ABSTRACT

Cirilo, S. T. (2020). Choice from probabilistic alternatives of Wistar rats (Rattus norvegicus)
in different phases of reproductive cycles (Tese de Doutorado). Programa de Pos-
Graduacdo em Psicobiologia, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto-SP.

Choice behavior consists of a selection of one among two or more available alternatives, which
is influenced by multiple environmental and/or biological variables. The aim of this thesis was
to verify whether choice behavior can be influenced by biological variables such as sex and
phases of the reproductive cycle (pregnancy and lactation), and by food/nutritional deprivation.
Two studies were proposed. Study 1 aimed to investigate whether the indifference point (IP)
in a choice task between probabilistic alternatives varies with the passage of time and
reproductive cycles of female Wistar rats in comparison to males of the same species. Six
experimental females, six control females and five control males were exposed to a choice
procedure whose alternatives (two) varied in relation to the number of food pellets and their
probability of delivery, determined by the IP. The probabilistic alternative provided three food
pellets and the probability of obtaining food was adjusted over the trials; the other alternative
provided two pellets with a 100% probability of obtaining reinforcement. After establishing
the IP, the experimental females went through gestation and lactation. We found no significant
differences in IP between groups and between reproductive phases. In ideal feeding conditions,
males and females maintained the same IP (about 50%) between the alternatives throughout
time. Gestation and lactation do not seem to influence risk taking propensity or aversion to the
animals’ choice under ideal nutritional conditions. The aim of Study 2 was to investigate
whether the IP in a probabilistic choice task varies over the stages of the reproductive cycle of
female Wistar rats submitted to a procedure of food deprivation in comparison to control
females. Eight experimental females (maintained at 75% of the weight ad libitum) and six
control females were submitted to a choice procedure with two alternatives that varied in
relation to the number of food pellets and their probability of delivery, determined by the IP.
The animals underwent the same experimental procedure performed in Study 1. Some of the
females in the experimental group did not get pregnant. No significant differences were found
between the groups in the indifference point through phases of the reproductive cycle and food
deprivation condition. Both control and experimental females maintained the same indifference
point (about 50%) between alternatives over time. Pregnancy and lactation did not seem to
influence risk propensity or aversion to the animals’ choice, even when feeding conditions were
not ideal.

Keywords: Choice behavior; indifference point; differences between male and female rats;
deprivation food; rats.
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Escolher é¢ uma atividade frequente e importante para todas as espécies animais e em
diferentes situacdes, uma vez que esta relacionada a selecéo de alternativas que podem
promover (ou ndo) condigOes de sobrevivéncia e reproducédo (Mazur, 1988a; Rachlin &
Green, 1972). O comportamento de escolha ocorre tanto em contextos naturais, como quando
o animal precisa forragear, ou mesmo escolher entre ficar parado ou movimentar-se, quanto
em situacdes artificiais, conduzidas em laboratério (e.g., em caixas de condicionamento
operante ou em labirintos) (Mazur, 2017). Escolher pode ser definido como uma resposta a
uma entre duas ou mais alternativas disponiveis (Skinner, 1950) quando suas consequéncias
sdo significativas para um individuo (Todorov & Hanna, 2007), enquanto que a preferéncia é
definida como responder na maior parte do tempo a um dentre dois ou mais estimulos
(Skinner, 1950). Em funcdo da relevancia desse tipo de situacéo, a literatura nesta area é
bastante extensa, tanto em estudos com seres humanos, como com animais ndo humanos,
visando, na grande maioria das vezes, identificar e descrever variaveis relacionadas com a
determinacdo desse comportamento sob diferentes contingéncias de reforgo (Lagorio &
Madden, 2005).

Diferentes tipos de procedimentos sdo utilizados para estudar o comportamento de
escolha, porém um dos mais comumente utilizados € o de tentativas discretas, em que o
responder do organismo € restrito a momentos especificos de observacgdo (tentativa), uma vez
que a continuidade natural do comportamento € interrompida, como, por exemplo, quando o
animal é retirado do equipamento experimental durante os intervalos entre tentativas ou
reconduzido ao ponto inicial de um labirinto (Velasco, Garcia-Mijares, & Tomanari, 2010).
Em geral, estes procedimentos estabelecem contingéncias de escolha em esquemas
concorrentes (Catania, 1999), em que o sujeito tem diante de si duas alternativas, sendo que
em cada uma delas pode estar em vigor esquemas de reforcamento diferentes ou do mesmo

tipo. Por exemplo, quando os esquemas concorrentes sao de intervalo variavel (conc VI VI),
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cada alternativa disponibiliza o reforcador apds um tempo médio, determinado pelo esquema.
Esse intervalo entre reforgadores pode ser igual nas duas alternativas, ou pode ser diferente,
de modo que o sujeito é exposto simultaneamente as duas alternativas. Em outros protocolos
0 procedimento pode envolver situagdes em que o animal deve escolher entre quantidades
maiores e menores de reforgador, que podem ser certos e incertos (probabilisticas),
apresentados de forma imediata ou atrasada, ou situacdes de maior complexidade, em que os
animais escolhem sem saber quais serdo as consequéncias para suas respostas (Oliveira,
Calvert, Green, & Myerson, 2013).

Uma das caracteristicas do comportamento de escolha é a sua regularidade e
previsibilidade, descritas a partir dos estudos com esquemas concorrentes. Herrnstein foi o
primeiro autor que estudou de forma sistematica a relacéo entre a distribui¢do das respostas
entre as alternativas e a distribuicdo dos refor¢adores. Em um estudo realizado em 1961, no
qual o objetivo era investigar a frequéncia de respostas de bicar de pombos em fungéo da
quantidade de reforco disponivel em cada alternativa, Herrnstein observou que os animais
apresentavam um padrao regular de distribuicdo de respostas entre as alternativas, igualando
a distribuicdo de respostas com a distribuicao de reforgos (Todorov & Hanna, 2007). Esse
estudo foi a base de sua proposta da Lei da Igualacdo, uma equacdo matematica que descreve
que os organismos tendem a igualar a distribuicdo de respostas e a de reforgadores obtidos,
maximizando, assim, a obtencédo de reforcadores (Catania, 1999; Herrstein, 1970; Todorov &
Hanna, 2007).

Estudos posteriores (Baum 1979; Pliskoff & Fetterman, 1981), porém, mostraram que
a igualacdo entre as respostas apresentadas pelo organismo e os reforgos obtidos nem sempre
ocorre de forma exata; a partir desses estudos Baum (1974) prop6s a Lei Geral da Igualacéo,
que descreve que em alguns casos pode ocorrer, ao invés da igualacdo exata, o chamado

undermatching ou overmatching das escolhas. No undermatching, a proporcéo de respostas é
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menor que a proporgao de reforgos entregue em uma alternativa. Sendo assim, estabelece-se
uma preferéncia por uma das alternativas e, portanto, o sujeito experimental ndo iguala suas
repostas a quantidade de reforco, causando um desvio no padréo de resposta do animal. No
overmatching, a proporcao de respostas por uma alternativa € maior que a propor¢édo de
reforgo entregue ao sujeito. Neste sentido, também sera observada uma taxa de respostas
maior que o esperado por uma alternativa (Mazur, 2017). Esses estudos tém contribuido para
0 entendimento das relacdes organismo-ambiente na analise do comportamento. Se, por um
lado, a igualacdo inicialmente demonstrada por Herrnstein (1961) tem sido verificada em
diferentes espécies, comportamentos e contextos, por outro, alguns estudos, como pontuado
por Baum (1974), mostram que variaveis adicionais podem influenciar no comportamento de
escolha, como a histdria experimental, o esquema concorrente ao qual o animal € submetido,
0 numero de sessoes, etc. Em funcéo disso, estudos conduzidos nos ultimos 30 anos tém
desenvolvido novos modelos matematicos, também tentando identificar variaveis que afetam
0 comportamento de escolha (Todorov & Hanna, 2007).

A forma como cada alternativa ira disponibilizar os reforcadores pode envolver
probabilidade ou risco. Algumas situagdes de escolha que envolvem risco podem ser vistas na
natureza, como quando um animal precisa escolher entre capturar uma presa disponivel, mas
que ndo satisfaz suas necessidades, ou esperar uma presa maior, mas que pode nao aparecer
no ambiente. Nessas situacdes, a alternativa que apresenta reforco sempre que acessada €
chamada de alternativa sem risco ou segura, enquanto que a alternativa com consequéncias
incertas € chamada de opcdao de risco (Mazur, 2004). Kacelnik e Bateson (1996) afirmam que
a palavra risco pode ser usada para se referir a um perigo de predacdo, mas em estudos sobre
comportamento de escolha/forrageamento é usada devido as variacdes que podem ocorrer em

ambiente, por exemplo.



18

O padrdo de escolha entre alternativas pode ser categorizado como avesso, neutro ou
propenso ao risco. Um exemplo seria uma situagcdo em que um rato precisa escolher uma
entre duas alternativas disponiveis: a primeira oferece uma Unica pelota de ragdo com 100%
de probabilidade de obtencdo; a segunda oferece quatro pelotas, mas com 30% de
probabilidade de obtencdo. Se o animal escolher consistentemente a opgao “segura”, que
oferece uma pelota de racdo, diz-se que ele apresenta um padréo de escolha avesso ao risco.
Se o0 sujeito escolher com maior frequéncia a opcéo probabilistica com quatros pelotas de
racao, esse padrdo € categorizado como propenso ao risco. No entanto, se o animal escolher
as duas opc¢des com igual frequéncia, considera-se que esse padrdo € neutro ao risco (Mazur,
2004).

Alguns paradigmas operantes tém sido utilizados em modelos animais desenvolvidos
para que se possa estudar o desempenho de individuos em tarefas que exigem tolerancia a
incerteza e/ou a propenséo ao risco. No lowa Gambling Task para roedores (riIGT), por
exemplo, animais precisam escolher entre alternativas vantajosas (grande chance de obter
pelotas de acucar e infrequentes pelotas de quinino — puni¢do) ou desvantajosas a longo prazo
(igual probabilidade de obter pelotas de acucar e de quinino). Alguns autores empregam uma
tarefa similar ao riIGT, chamada Gambling Task para roedores (rGT). Neste modelo de tarefa
de escolha sdo disponibilizadas quatro alternativas que diferem com relacdo a probabilidade
de obtencdo de reforco, risco de punicdo, e a magnitude do refor¢co. Com a exposicao as
contingéncias 0s animais aprendem que uma das alternativas € mais vantajosa a longo prazo,
enquanto outra é desvantajosa. Outra tarefa também empregada em estudos com roedores € a
chamada Tomada de Decisdo de Risco (RDT), na qual os animais precisam escolher entre
duas alternativas: em uma ha a oferta de um reforcador alimentar de pequena magnitude e
seguro, enquanto que na outra alternativa ha a disponibilizacdo de maior quantidade de

reforgco alimentar, porém com probabilidade de punic¢do (choque nas patas) (Orsini & Setlow,
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2017). Finalmente, na Tarefa de Entrega Probabilistica (PDT), o animal deve escolher entre
alternativas com pequena ou com grande quantidade de ragdo, mas a alternativa com maior
quantidade de alimento € probabilistica, i.e, nem sempre o reforco maior estara disponivel e
essa probabilidade diminui ao longo do tempo. De modo geral, esses estudos consideram que
0 padrdo de escolha é propenso ao risco quando ha a preferéncia pela alternativa sub-6tima (a
alternativa em que maior quantidade de alimento é oferecida, mas com baixa probabilidade) e
escolhem a alternativa incerta quando esta ndo é vantajosa a longo prazo (Zoratto, Laviola, &
Adriani, 2016). Esses estudos tém destacado algumas variaveis que influenciam a escolha dos
animais, como a variacdo na quantidade de alimento obtido em cada uma das alternativas, o
valor do atraso para a obtencdo do reforco, risco de punicdo explicita, e consequéncias de
escolha incertas (escolhas probabilisticas) (Mazur, 1988a; Rachlin & Green, 1972). A
diversidade de metodologias adotadas, porém, dificulta a comparacéo dos resultados obtidos
nos diferentes estudos, o que tem aberto diferentes linhas de investigacao e, por vezes,
resultados discrepantes.

Mazur (1988a) conduziu uma pesquisa que buscou investigar parametros para
entender o padrdo de escolhas em diferentes situagdes de risco, que variou sistematicamente a
proporcao e a probabilidade de obtencéo de reforco entre duas alternativas. Na pesquisa,
realizada com ratos machos, a quantidade de pelotas de alimento disponibilizada em cada
alternativa (1vs.1, 1vs.2, 1vs.4, 2vs.4, 4vs.4 e 4vs.8) e a probabilidade de obtencédo do reforco
(entre 20% e 100%) variou entre as alternativas. Uma das conclusdes do estudo € que as
escolhas dos sujeitos foram mais sensiveis a quantidade de reforco disponivel nas alternativas
do que a probabilidade com que elas eram entregues. Quando a porcao de ragdo entregue nas
alternativas era 1 vs. 2, por exemplo, 0s animais tendiam a serem mais propensos ao risco
(escolhiam com maior frequéncia a alternativa probabilistica que disponibilizava maior

quantidade de alimento). Diferentemente, quando a quantidade de racdo nas duas alternativas
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aumentava, observou-se uma diminuic¢do da propensao ao risco. A aversdo ao risco foi
predominante quando nas alternativas a propor¢édo de racdo disponivel era 4 vs. 8, e 0s
animais preferiam a alternativa com menor quantidade de pelotas, mas liberada em 100% das
tentativas. O autor ressalta que, tanto na proporgéo 1vs. 2, quanto na proporcao 4 vs. 8, a
alternativa probabilistica apresentava o dobro de racdo em comparacao a alternativa segura;
no entanto, enquanto a primeira combinagédo gerava padrfes de propenséo ao risco, a segunda
gerava padrdes de aversdo ao risco. Esses dados sugerem que a magnitude do reforcador
disponivel na alternativa segura pode influenciar fortemente a escolha de um individuo. Isso
ocorre apenas quando a escolha pela alternativa com reforcador de maior magnitude envolve
riscos e em comparacao com a disponibilidade de reforco da outra alternativa e quando a
alternativa segura oferece uma quantidade de alimento capaz de suprir as necessidades do
animal (nesse caso, ndo faz sentido escolher uma alternativa probabilistica).

A variavel “magnitude de refor¢amento” refere-se a parametros relacionados a pesos
ou tamanhos, nimeros de unidades de pesos ou tamanhos iguais, duracao de exposic¢ao,
tempo de acesso ou concentracdo de um nutriente (Hanna & Ribeiro, 2005). O efeito da
magnitude do reforgamento foi discutido em uma revisdo sobre tomada de deciséo de
forrageamento por aves (Selasphorus rufus e Sturnus vulgaris) realizada por Bateson
(2002b). A pesquisadora mostrou que as escolhas podem ser afetadas pela variagdo e/ou
sensibilidade ao risco em relacéo aos lucros (refor¢adores) obtidos. A sensibilidade ao risco
pode ser observada quando um animal é exposto a escolhas simultaneas de forrageamento,
em que em uma das opgdes, chamada de “constante”, o passaro pode aprender quanto de
alimento e quanto tempo levara para sua obtengéo; na op¢ao chamada de “variavel”, a
quantidade de alimento e/ ou o0 atraso associado a sua obtencdo é probabilistica. Nesses casos,
a variabilidade, a magnitude e a diregé&o da sensibilidade ao risco sdo influenciadas pelo

tamanho do conjunto de escolhas, pois quando ocorre a variacdo na quantidade de alimento
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disponivel, os animais tendem a apresentar maior aversao ao risco; porém, quando a varia¢do
esta relacionada ao atraso para a obtencdo do alimento, as aves (beija-flores e estorninhos
europeus) seriam quase universalmente propensas ao risco (Bateson, 2002b; Bateson, Healy,
& Hurly, 2002). A teoria da sensibilidade ao risco de forrageamento mostra que, com a
pressdo causada pela evolugéo, aves tenderam a selecionar a opgéo segura (constante) quando
a comida é abundante, mas selecionam a opgao de risco (variavel) quando ha escassez de
alimentos, o que parece de acordo com o proposto por Mazur (2004).

O atraso para a obtencéo do refor¢o também tem sido uma variavel consistentemente
estudada em experimentos sobre comportamento de escolha envolvendo risco. Nesse caso, 0s
animais precisam escolher entre uma alternativa que oferece uma por¢do menor de racao
entregue de forma imediata ou uma alternativa que oferece uma maior porcao de ragdo, mas
com atraso. Experimentos nessa area avaliam o chamado autocontrole. De acordo com
Rachlin (1974), o autocontrole se caracteriza como a escolha consistente de um reforgo maior
no futuro contra um refor¢o menor no presente, sendo que estas alternativas diferem entre si
quanto ao atraso e a magnitude do estimulo reforcador. O atraso de refor¢o pode ser
entendido como o intervalo de tempo entre a emisséo da resposta e a obtencdo do reforcador;
portanto, procedimentos que estudam a influéncia do atraso do reforgo no comportamento de
escolha e no autocontrole utilizam procedimentos que variam o periodo de atraso entre a
resposta e 0 acesso/obtencédo do reforcador (Hanna & Ribeiro, 2005). Um dos primeiros
estudos com esse modelo e que serve como exemplo foi o realizado por Rachlin e Green
(1972). Os autores propuseram o estudo do autocontrole em uma contingéncia de
compromisso (commitment). Para tanto, investigaram a preferéncia de pombos diante de duas
situagdes: ter acesso ao alimento por um curto periodo de tempo, mas imediatamente apds a
emissdo da resposta ou, alternativamente, ter acesso ao alimento por um tempo

significativamente maior, mas apds um atraso depois da emissao da resposta. A escolha
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chamada pelos autores como de “compromisso’ ocorria antes da exposi¢ao as duas situagdes
descritas: eles poderiam ter acesso apenas a alternativa com atraso, mais vantajosa (0
compromisso) ou acesso as duas alternativas (alternativa SS — smaller, sooner, ou seja, menor
e imediata; e alternativa LL — larger, later, ou seja, maior e atrasada). No entanto, 0 acesso a
qualquer uma das alternativas era precedido por um tempo de espera (T). A preferéncia dos
sujeitos variou em fungédo do tempo de espera: quanto maior a duracdo de T, mais frequente a
resposta de compromisso do animal, i.e., 0s sujeitos preferiam esperar mais e receber uma
quantidade maior de comida, do que receber pequenas quantidades de alimento, porém
apresentadas varias vezes e com um intervalo de espera pequeno.

Outra forma de investigar o comportamento de escolha sdo os modelos de escolha
intertemporal, que consistem na manipulacdo de diferentes magnitudes de reforco, e expor o
animal a uma tarefa que consiste em escolher uma pequena quantidade de refor¢o ap6s um
pequeno atraso, ou uma quantidade maior de reforco apds um atraso longo (Perry, Nelson, &
Carroll, 2008). Este tipo de experimento também oferece uma medida de impulsividade, uma
vez que avalia quanto tempo o animal esta disposto a esperar para obter a maior quantidade
de reforgo (Orsini & Setlow, 2017). Além disso, avalia o chamado discounting temporal, que
pode ser entendido como o quanto o atraso diminui o valor subjetivo do reforcador maior,
igualando o valor do reforgo de maior magnitude ao reforgo entregue na alternativa imediata
ou com menor atraso (Oliveira, Calvert, Green, & Myerson 2013; Orsini & Setlow, 2017). O
desconto temporal tem sido extensivamente investigado em humanos e animais ndo humanos
(Zoratto et al., 2016). Por exemplo, quando um animal tem diante de si uma alternativa com
trés pelotas de ragdo entregues de forma imediata, e outra com seis pelotas de ragdo entregues
de forma atrasada, o atraso na alternativa faz com que a maior quantidade de pelotas tenha o

seu valor subjetivo diminuido; consequentemente, a depender do atraso, as seis pelotas
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passam a ter o mesmo valor que as trés pelotas disponiveis de forma imediata para o sujeito

experimental.

Os modelos de escolha intertemporal utilizam procedimentos de ajuste no atraso
(Mazur, 1987). Este procedimento faz com que o atraso para a entrega do reforco menor seja
ajustado até que a escolha desta alternativa tenha a mesma frequéncia da escolha da
alternativa com maior quantidade de reforgco. Quando a escolha por ambas as alternativas se
iguala, diz-se que a escolha atingiu o ponto de indiferenca (IP), uma vez que a efetividade do
reforcador da alternativa com menor porcao de racdo, apresentado apds um curto atraso, e 0
reforco maior, apresentado depois um atraso maior, sdo equivalentes. Ho, Wogar, Bradshaw e
Szabadi (1997) realizaram um experimento com dois grupos de ratos, sendo que cada grupo
tinha um nivel de privacdo alimentar diferente (90% e 80% do peso ad lib.). Os sujeitos
foram expostos a uma tarefa de escolha com duas alternativas, uma com pequena quantidade
de reforgo entregue com atraso menor e outra com uma por¢éo maior de ragdo, mas entregue
apo6s um atraso mais longo. Os autores tinham como objetivo testar o procedimento de ajuste
de atraso de Mazur (1987). Os pesquisadores concluiram que, assim como apontado por
Mazur e por outros autores, a escolha entre alternativas que diferem quanto a magnitude e ao
atraso sdo influenciadas pelo atraso em vigor nas alternativas. Na tarefa estudada, quando a
magnitude do reforgador nas alternativas era constante, um aumento no atraso para obtengéo
do reforcador menor resultou em uma mudanca no valor do reforgo da alternativa com maior
porcao de racdo. O valor do reforco foi maior para o grupo mantido a 80% do peso, do que no
grupo mantido a 90%. Porém quando o atraso no reforgador menor aumentou, o valor do
reforco maior aumentou para ambos 0s grupos, mostrando que o nivel de privacdo dos
animais ndo foi uma variavel relevante no desconto e na determinagédo do ponto de

indiferenca nesta condicéo.
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Poucos estudos tentam verificar, por exemplo, apenas o desconto probabilistico (sem
utilizar atraso para obtencédo do refor¢o) e relaciona-lo com o comportamento de escolha
(Ohmura, Takahashi, & Kitamura, 2005; Wilhelm & Mitchell, 2008). Zoratto et al. (2016),
por exemplo, realizaram um estudo com o objetivo de verificar o efeito de diferentes
magnitudes de reforco (e de diferentes proporcdes de reforgo entre as alternativas segura e
probabilistica) no comportamento de escolha de ratos em uma tarefa de PDT. Os autores
verificaram que, quando a alternativa probabilistica era cinco vezes maior que a segura (1
vs.5 pelotas), os animais escolhiam consistentemente a alternativa probabilistica
independentemente da probabilidade em vigor. Porém, quando a alternativa probabilistica era
trés vezes maior que a segura (2 vs. 6 pelotas), os animais tendiam a mudar a sua preferéncia
da alternativa probabilistica para a alternativa segura, conforme a probabilidade em vigor na
alternativa probabilistica diminuia. Esse estudo sugere que a sensibilidade dos animais a
probabilidade para obtencdo do reforcador de maior magnitude € influenciada pela proporcéo
do reforco entre as alternativas, como ja apontado por Mazur em 1988.

De modo geral, os estudos sobre escolha até aqui descritos tém mostrado que esse
comportamento pode ser influenciado por diferentes variaveis, como a magnitude do
reforgador (a quantidade de racdo em cada uma das alternativas pode determinar se o padrédo
de escolhas sera de propensdo ou aversdo ao risco); a probabilidade para ter acesso ao
reforcador (quanto menor a probabilidade de obtencao do alimento, maiores as chances do
padrdo de escolha ser de aversdo ao risco); o tempo de atraso para ter acesso ao reforco
(quanto maior o atraso, maior a aversao ao risco); e o risco de punicao explicita (a chance de
obtencdo de choque na alternativa com maior magnitude de reforgo, por exemplo, pode
determinar a aversdo ou propensao ao risco).

Além dessas variaveis, alguns estudos se dedicam a estudar o papel de variaveis

bioldgicas na aversao ou propensao ao risco. Trés varidveis estudadas séo a privacéo
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alimentar, o sexo do animal, e a fase do ciclo reprodutivo, no caso de fémeas. Varios estudos
tém sido desenvolvidos para elucidar esses aspectos envolvidos no comportamento de
escolha, como seré visto a seguir.

A privagdo alimentar tem sido extensamente estudada por pesquisadores, para
verificar seus efeitos no desempenho de animais em diferentes tarefas que podem envolver
aprendizagem, memdria e atengdo, por exemplo (e.g., Finger et al. 1986; Morgane et al.,
2002; Reyes-Castro et al., 2011; Valadares et al., 2010). Muitos desses estudos séo realizados
com o intuito de verificar os efeitos da desnutricdo pré e pds-natal sobre aspectos
bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais (Barbosa et al., 2015; Rocinhole, Almeida &
De- Oliveira, 1997; Schweigert, Souza, & Perry, 2009). Além disso, varios estudos tém sido
conduzidos com a finalidade de verificar de que maneira a privacao alimentar pode
influenciar o comportamento de escolha, sobretudo em tarefas envolvendo risco ou escolhas
probabilisticas.

Ostaszewski et al. (2003), por exemplo, demonstraram que ratos idosos expostos a
procedimentos de restricdo alimentar, aumentaram a taxa de desconto quando comparados a
ratos jovens nas mesmas condicgdes. Logue e Pefia-Correal (1985), realizaram dois
experimentos para verificar o efeito da privacéo alimentar no comportamento de escolha de
pombos. No primeiro experimento os animais foram mantidos a 65%, 80% e 90% do seu
peso ad lib. Os autores observaram que, nestas condic@es, o nivel de privacdo alimentar ndo
influenciou a escolha dos animais, mas a taxa de respostas (nimero de bicadas na alternativa
que entregava reforco maior e atrasado) aumentou conforme o nivel de privacdo aumentava.
Esses dados mostram que o nivel de privacdo pode influenciar diferencialmente o responder
dos animais em tarefas de escolha, a depender do tipo de tarefa e da idade dos animais.

Diferencas entre machos e fémeas também tém sido estudadas a partir de diferentes

tarefas (aprendizagem, memoria, escolha, etc.). A variavel sexo parece ter influéncia no
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desempenho dos animais em diferentes tarefas em fungéo dos diferentes papéis
desempenhados por machos e fémeas na natureza, e também em funcéo de variacdes
hormonais que sdo registradas principalmente em fémeas (Lovick, 2014; Orsini et al., 2016;
Prendergast, Onishi, & Zucker, 2014; Rajab et al. 2014).

Alguns fatores contribuem para a propagacgéo da espécie como a fertilidade e
fecundidade das fémeas. O comportamento reprodutivo, controlado pelo hipotalamo, é
regulado por hormonios langados na circulagdo sanguinea pelas glandulas sexuais e pela
adenoipdfise. Esta Gltima secreta duas gonodotrofinas, o horménio foliculo estimulante
(FSH) e 0 hormonio luteinizante (LH). Em fémeas, o FSH estimula o crescimento e
maturacdo dos foliculos ovarianos, enquanto que o LH esta relacionado com a ovulagéao e
formacdo do corpo liteo. Outros hormdnios envolvidos no comportamento sexual sdo o
estrogénio e a progesterona, que sdo produzidos ciclicamente e regulados pelos ovarios. Estes
hormonios séo importantes para a preparagéo do trato reprodutivo da fémea para a recepgao
do 6vulo fertilizado (Brandéao, 2004).

A fertilizacdo do évulo s6 ocorrera se a fémea entrar no periodo de ovulacgéo,
caracterizado pela receptividade sexual (cio) e pelo estro (Freeman et al., 1994). Em ratas a
ovulacéo é ciclica e espontanea, e independente de alteracfes sazonais ou de atividade sexual.
O ciclo completo pode ocorrer no periodo de 4 a 5 dias e é dividido em quatro fases:
Proestro, Estro, Diestro 1 e Diestro 2. Cada uma das fases do ciclo estral da rata apresenta
diferentes duracdes: o Proestro dura em torno de 12 a 14 horas; em seguida, € iniciado o
Estro, que pode durar entre 25 e 27 horas; o Diestro 1 dura em torno de 6 a 8 horas; e, por
fim, o Diestro 2, tem duracgdo de 55 a 57 horas (Butcher, Collins & Fugo, 1974; Long & vans,
1922).

A identificacdo da fase do ciclo das ratas pode ser feita a partir da analise de células

coletadas por meio de esfregaco vaginal. De modo geral, trés tipos de células podem ser
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observados: redondas e nucleadas, que sdo conhecidas como células epiteliais; irregulares e
sem nucleo, que séo as células cornificadas; e pequenas e redondas, que sao os leucdcitos.
Para determinar a fase do ciclo estral em que o animal se encontra, leva-se em consideracao a
proporcdo das células encontradas na secrecao vaginal. No Proestro deveré haver maior
proporcdo de células epiteliais nucleadas; no Estro, maior quantidade de células epiteliais
cornificadas; no Diestro 1, maior propor¢do de células epiteliais cornificadas e leucdcitos; por
fim, no Diestro 2, deve haver menor proporcéo de células epiteliais nucleadas e maior
proporcdo de leucdcitos (Marcondes, Bianchi & Tanno, 2002; Orsini et al., 2016).

O periodo de receptividade das fémeas ocorre na fase escura do dia, durante o estro,
mas elas também podem ficar receptivas ao macho no final da fase de proestro (Goldman et
al., 2007; Hebel & Stromberg, 1986). Se durante esta fase a rata acasalar com o macho, e
houver presenca de espermatozoide nas laminas com esfregaco vaginal, considera-se que o
animal entrou no periodo de gestacdo (Azeredo et al., 2003; De Mello, Luciano, & Correa,
2002). O periodo de gestacao dura em torno de 21 dias, periodo em que ha crescimento
corporal e aumento de ingestdo alimentar (Santos, 2002). Encerrada essa fase, inicia-se o
periodo de lactacdo, em que as fémeas sdo mantidas com seus filhotes por 21 dias, para que
contribuam com seu desenvolvimento (Eliasson & Meyerson, 1975). Para o filhote se
desenvolver é importante que a mae estimule as regides genitais, os olhos e orelhas, além de
amamenta-los (Santos, 2002; Vieira, 2003). Durante essa fase, ha uma perda no peso da rata,
seguido de um aumento ainda maior na ingestdo alimentar (Dial & Avery, 1991).

Embora as fémeas apresentem todas essas alteracdes hormonais, nos machos alguns
horménios também sdo importantes para o controle do comportamento sexual: o FSH ira
estimular a germinacdo dos testiculos, e o LH ativa as células de Lyding. Estas células sdo
secretoras de andrdgenos do tecido intersticial dos testiculos, produzindo, entdo, testosterona

(Brand&o, 2004). Essas diferencas hormonais indicam a importancia de se estudar as
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diferencas entre machos e fémeas, tanto em pesquisas que enfatizam aspectos fisioldgicos,
como também em estudos que investigam alteracbes comportamentais. Beery e Zucker
(2011) realizaram um trabalho de reviséo de estudos com animais ndo humanos, com a
finalidade de investigar a porcentagem de estudos que envolviam fémeas, e verificaram que a
grande maioria dos artigos revisados utilizavam apenas machos. Prendergast et al. (2014)
também chamam a atengdo para o pouco uso de fémeas em pesquisas, destacando a
importancia e a necessidade de estudos que utilizem animais de ambos 0s sexos.

Estudos sobre comportamento de escolha tém apontado diferencas entre machos e
fémeas sob certas condic¢des (Haaren, Hest, & Poll, 1988; Koot et al., 2009; Orsini et al.,
2016; van den Bos et al., 2012). Koot et al. (2009), por exemplo, investigaram a
impulsividade de machos e fémeas submetidos a diferentes niveis de restricdo alimentar, em
uma tarefa de escolha. Os pesquisadores dividiram machos e fémeas em dois grupos: o
“steep”, composto por machos ¢ fémeas que diminuiram a porcentagem de escolhas pela
alternativa que tinha maior por¢do de ra¢do, mas entregue com atraso (LL); e o “flat”,
composto de machos e fémeas que escolhiam com maior frequéncia a alternativa LL. Ao
comparar os dados de machos e fémeas “steep” observou-se que as fémeas diminuiram suas
escolhas por LL quando o atraso nessa alternativa aumentava, mas ndo chegavam a
estabelecer preferéncia pela alternativa com menor porcgdo e sem atraso (SS). Os autores
concluiram que as fémeas tenderam a ser mais sensiveis ao aumento do atraso na alternativa
LL, sendo, portanto, avessas ao risco. Lukkes, Thompson, Freund e Andersen (2016),
realizaram uma pesquisa com o objetivo de verificar diferengas no comportamento de escolha
em ratos machos e fémeas com diferentes idades. Os autores verificaram que ratas jovens
apresentaram baixo nivel de impulsividade se comparadas a ratos machos na mesma idade,
escolhendo com maior frequéncia a alternativa LL. Ao longo do tempo essa impulsividade

tendeu a ser maior, quando as ratas eram “adolescentes” e adultas. Aparentemente, esses
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resultados sugerem que as fémeas apresentam uma sensibilidade diferente dos machos
quando precisam escolher entre alternativas que apresentam diferentes magnitudes de reforco
e atrasos para sua obtencéo.

Diferencas entre machos e fémeas tém sido encontradas em outros estudos que
expdem animais a tarefas de aprendizagem, memdria, comportamento alimentar e desamparo
aprendido (Gouveia Jr. & Morato, 2002; Rajab et al., 2014; Shibatta & Rocha, 2001). O
namero desses estudos, porém, é reduzido, dificultando um panorama mais amplo sobre
eventuais diferengas relacionadas ao sexo e confirmando a necessidade de estudos que
incluam animais de ambos o0s sexos (Beery & Zucker, 2011; Prendergast et al., 2014).

Estudos sobre o comportamento de fémeas em diferentes fases do ciclo reprodutivo
séo ainda mais raros. Os mais antigos (e.g., Richter & Barelare, 1938) referem-se ao consumo
de diferentes tipos de nutrientes em diferentes fases do ciclo reprodutivo, em tarefas de self-
selection. Os autores verificaram que o consumo de nutrientes variava em fun¢édo do periodo
em que a fémea se encontrava (antes de engravidar, durante a gravidez, lactacdo ou pos-
lactacdo), demonstrando a sua sensibilidade em relacéo as préprias necessidades nutricionais.
Em um estudo mais recente Yang et al. (2015) verificaram que fémeas reagiam
diferencialmente a filhotes verdadeiros e modelos de borracha em um labirinto em cruz
elevado, a depender se ja tivessem tido filhotes ou ndo. Esses estudos indicaram que ha
alteracdes, tanto comportamentais, como fisioldgicas durante o periodo de pré-gestacao,
gestacdo e lactacdo. Apesar disso, e da necessidade da inclusdo de fémeas nas pesquisas, a
variavel bioldgica relacionada ao ciclo reprodutivo ainda tem sido pouco investigada,
principalmente nos experimentos envolvendo escolha. Na pesquisa realizada para essa tese
ndo foram encontrados estudos que investigassem especificamente esse problema. Portanto, é

importante aprofundar a investigagdo da interferéncia de variaveis em tarefas de escolha,
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como complemento ao que se sabe sobre a interferéncia de variaveis ambientais sobre o
desempenho de animais nessas tarefas.

O presente estudo é composto por dois experimentos, ambos sobre comportamento de
escolha em ratos. O objetivo geral foi verificar se 0 comportamento de escolha pode ser
influenciado pelas varidveis bioldgicas sexo e fases do ciclo reprodutivo (gestagéo e
lactacgdo), e pela privacdo alimentar. Os objetivos especificos de cada estudo foram:

a) Estudo 1: verificar se o ponto de indiferenca em uma tarefa de escolha entre duas
alternativas (uma segura, com menor magnitude de refor¢o, e outra probabilistica,
com maior magnitude de refor¢co) poderia variar em funcdo da passagem do tempo e
da fase do ciclo reprodutivo de fémeas Wistar (sem filhotes, prenhes e em periodo de
lactacdo), em comparagdo com machos.

b) Estudo 2: Verificar se o ponto de indiferenca em uma tarefa de escolha entre duas
alternativas (uma segura, com menor magnitude de reforco, e outra probabilistica,
com maior magnitude de refor¢co) poderia variar ao longo das fases do ciclo
reprodutivo em um grupo de fémeas submetidas a um procedimento de privagdo

alimentar, comparadas com fémeas controle.
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Comportamento de escolha entre alternativas probabilisticas de fémeas Wistar (Rattus

norvegicus) em diferentes fases do ciclo reprodutivo, em compara¢do com machos

RESUMO

O comportamento de escolha é controlado por maltiplas variaveis, incluindo as biolégicas. O
objetivo deste estudo foi investigar se o ponto de indiferenga (IP) em uma tarefa de escolha
entre alternativas probabilisticas varia em funcdo da passagem do tempo e da fase do ciclo
reprodutivo de fémeas Wistar, em comparagdo com machos. Foram expostos cinco machos,
seis fémeas controles e seis fémeas experimentais a sessdes em que deveriam escolher entre
duas alternativas que variavam em relacdo ao numero de pelotas de alimento e em sua
probabilidade de entrega, determinada pelo IP. A alternativa probabilistica disponibilizava trés
pelotas de racéo, e a probabilidade de obtencdo de alimento era ajustada ao longo das tentativas;
a outra alternativa disponibilizava duas pelotas com 100% de probabilidade de obter o reforco.
Despois de estabelecido o IP as fémeas experimentais passaram pela fases de gestagédo e
lactacdo. Ndo foram encontradas diferencas significativas no ponto de indiferenca entre os
grupos, nem entre as fases do ciclo reprodutivo. Em condicGes ideais de alimentagdo, machos
e fémeas mantiveram o mesmo ponto de indiferenca (cerca de 50% de probabilidade na
alternativa com maior quantidade de pelotas) ao longo do tempo. A gestacdo e a lactacdo
parecem nao influenciar a propensdo ou aversao ao risco na escolha dos animais em condi¢coes
ideais de alimentacdo.

Palavras-chave: Comportamento de escolha; gestacdo; lactacdo; escolha arriscada; ratos
Wistar.

ABSTRACT

Choice behavior is influenced by multiple variables, including biological factors. The aim of
this study was to investigate whether the indifference point (IP) in choice tasks between
probabilistic alternatives varies with the passage of time and reproductive cycle of female
Wistar rats, in comparison to males. We exposed five control males, six control females, and
six experimental females to sessions in which they needed to choose between two alternatives,
varying in the number of food pellets and in their probability of delivery, determined by the IP.
The probabilistic alternative provided three food pellets and the probability of obtaining food
was adjusted over the trials; the other alternative provided two pellets with a 100% probability
of obtaining reinforcement. After establishing the IP, the experimental females went through
gestation and lactation. We found no significant differences in IP between groups and between
reproductive phases. In ideal feeding conditions, males and females maintained the same IP
(about 50% probability in the alternative with the highest amount of pellets) throughout time.
Gestation and lactation do not seem to influence risk taking propensity or aversion to the
animals’ choice under ideal nutritional conditions.

Keywords: Choice behavior; gestation; lactation; risky choice; Wistar rats.



33

Estudos envolvendo risco para obtencdo de reforgo sugerem que as escolhas dos
sujeitos podem ser influenciadas pela quantidade de alimento disponivel nas alternativas
(Hastjarjo, Silberberg & Hursh, 1990; Mazur, 1988a), assim como pela probabilidade de
obtencédo do alimento na alternativa probabilistica (Mazur, 1988a). Essas variaveis fazem
com que os animais escolham com maior ou menor frequéncia a alternativa mais vantajosa
em longo prazo.

A magnitude do reforgo e a probabilidade para sua obtencdo podem ser consideradas
varidveis ambientais (Bateson, 2002a; Bateson, 2002b; Gilby & Wrangham, 2007;
Timberlake, Gawley, & Lucas, 1987), mas é preciso considerar que 0 comportamento de
escolha também é influenciado por varidveis bioldgicas, como, por exemplo, 0 sexo e 0
periodo reprodutivo das fémeas (gestagdo e lactacdo). Varios estudos com ratos (R.
norvegicus) tém investigado o papel dessas variaveis bioldgicas na determinacgéo de
diferentes comportamentos.

Na literatura, estudos que comparam o desempenho de fémeas e machos em diferentes
tarefas tém encontrado resultados de interesse para varias areas: fémeas costumam explorar
mais ambientes novos em comparagdo aos machos (Hughes, 1968); em tarefas que testam
memoria e aprendizagem, machos sob restricdo alimentar apresentaram desempenhos
melhores no labirinto aquético de Morris, em comparacao a fémeas nas mesmas condicdes
(Rajab et al., 2014); em tarefa de escolha envolvendo atraso para obtencédo do reforco,
fémeas tenderam a estabelecer preferéncia entre alternativas antes que os machos (Cirilo,
2016). Esses dados mostram a importancia de compreender de que forma caracteristicas
especificas ligadas ao sexo nas diferentes espécies podem afetar diferencialmente seus
comportamentos (Beery & Zucker, 2011; Prendergast, Onishi, & Zucker, 2014).

Diferencas no desempenho de machos e fémeas também foram encontradas em tarefas

de escolha envolvendo risco, porém os resultados encontrados ainda sdo pouco conclusivos.
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Van den Bos, Jolles, van der Knaap, Baars e Visser (2012) expuseram machos e fémeas a
uma tarefa de escolha probabilistica no lowa Gambling Task para ratos (rIGT), em que
tinham a disposi¢do uma alternativa desvantajosa no longo prazo (10% de chance de obter
trés pelotas de ragdo com agucar e 90% de chance de receber trés pelotas de quinino) e outra
vantajosa no longo prazo (80% de chances de obter uma pelota de agtcar e 20% de chance de
obter uma pelota de ragdo com quinino). Todos 0s animais estabeleceram preferéncia pela
alternativa vantajosa no longo prazo, mas os machos estabeleceram essa preferéncia mais
rapidamente. No estudo de Peak, Turner e Burne (2015), por outro lado, as fémeas
estabeleceram essa preferéncia mais rapidamente que machos em uma tarefa de Gambling
para ratos (rGT). Apesar de ambos os estudos mostrarem que machos e fémeas estabelecem
preferéncia pela alternativa mais vantajosa, Orsini, Willis, Gilbert, Bizon e Setlow (2016)
mostraram que, em uma situacao de escolha envolvendo probabilidade de risco explicito
(choque) na alternativa vantajosa (com maior porcao de alimento), as fémeas preferem a
alternativa menos vantajosa e sem punicao, diferentemente dos machos. Essas diferengas
entre machos e fémeas ressaltam que o sexo pode ser uma variavel relevante que afeta o
comportamento de escolha em situacdes envolvendo risco, sendo necessarios mais estudos.
Existem algumas evidéncias de que as diferentes fases do ciclo estral influenciam o
comportamento de ratas em contingéncias experimentais relacionadas ao comportamento de
medo (Lovick, 2014; Milad, Lebron-Milad, & Novaes, 2009) e ansiedade (Devall, Santos, &
Lovick, 2011; Gouveia Junior & Morato, 2002), e em tarefas de aprendizagem e memoria
(Andreano & Cabhill, 2009). No entanto, pesquisas que controlaram o ciclo estral de ratas para
verificar a sua influéncia no desempenho dos animais em tarefas de escolha envolvendo risco
ndo encontraram evidéncias de que o ciclo estral influencia a escolha pela alternativa de risco
(Orsini et al., 2016; van den Bos et al, 2012). Esses resultados sugerem que, talvez, o ciclo

estral seja relevante na determinagéo de alguns comportamentos, mas néo de outros, e ainda
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se sabe pouco sobre quais seriam esses comportamentos e qual o nivel de influéncia do ciclo
estral sobre eles. Além disso, estudos que investigam a influéncia de fatores hormonais sobre
0 comportamento tém investigado muito pouco o comportamento de fémeas ao longo do seu
ciclo reprodutivo (fase pré-gestacional, gestacdo e lactacdo).

Considerando que a fase do ciclo estral pode ser uma varidvel relevante para alguns
comportamentos de fémeas, seria plausivel supor que as fases do ciclo reprodutivo também
tenham influéncia em seu comportamento. Ratas fémeas gestantes e lactantes, no entanto, sdo
utilizadas em estudos principalmente para desnutrir ninhadas e para verificar alteragdes
fisiologicas e estruturais de fémeas prenhes e de seus filhotes (Bauman & Currie, 1980; Ben-
Jonathan, Oliver, Weiner, Mical, & Porter, 1977; Nunes, Batista, Micheli, & Batistella,
2002). AlteracBes comportamentais de fémeas ao longo do ciclo reprodutivo, porém, ndo tém
sido estudadas. Assim como o comportamento alimentar de fémeas se ajusta as suas
necessidades nutricionais a depender de seu estado de gestacao, lactacdo e pds-lactagdo (Dial
& Avery, 1991; Leshner, Siegel & Collier, 1972; Woodside & Millelire, 1987), pode-se supor
que a propensao ou aversdo ao risco, padrédo de comportamento investigado em tarefas
envolvendo escolhas probabilisticas, também possa se alterar a depender da fase do ciclo
reprodutivo. Uma hipotese plausivel é a de que durante a gravidez e a lactacdo as fémeas se
exponham menos ao risco do que fora desses periodos, pois isso impediria danos aos filhotes.
Essa hipotese, porém, nunca foi testada.

O presente estudo aponta nessa direcdo, propondo a exposicdo de fémeas e machos a
uma tarefa de escolha probabilistica ao longo de todo o ciclo reprodutivo das fémeas: pré-
gestacgéo, gestacéo e lactacdo. Na tarefa proposta, os animais tinham duas alternativas de
escolha: uma que disponibilizava duas pelotas de racdo com 100% de probabilidade de
obtencéo (alternativa SS — small and safe), e outra que disponibilizava trés pelotas, mas com

probabilidade de obtencéo (alternativa LR — large and risky) ajustada ao longo do
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procedimento em funcdo do ponto de indiferenca (IP) entre as alternativas. O objetivo desta
pesquisa foi verificar se as diferentes fases do ciclo reprodutivo das fémeas (pré-gestacéo,
gestacgéo e lactagéo) estariam relacionadas a variagdes no IP de suas escolhas entre

alternativas probabilisticas. Machos foram usados como controles.
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Método
Sujeitos

Foram utilizados seis machos e 12 fémeas, da espécie R. norvegicus, linhagem Wistar,
com 60 dias de idade. Os dados de um macho tiveram que ser descartados porque ele adoeceu
durante o procedimento. Os animais, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP, foram recebidos aos 21 dias de idade. Os animais
ficaram alojados em duplas (machos e fémeas separados), durante todo o periodo das Fases 1
e 2 do experimento, em gaiolas de polipropileno (387cm? de area por 17,8cm de altura),
forradas com maravalha. No periodo de lactacdo, as fémeas foram mantidas em caixas
individuais com seus filhotes. A temperatura do biotério variava entre 20 e 24°C, com ciclos
claro-escuro diario (12/12 h).

Durante os procedimentos experimentais a disponibilidade de rac&o para os animais
foi controlada. Parte da porcéo diéria foi disponibilizada durante o experimento e o restante
disponibilizado na gaiola viveiro ap6s o encerramento da sessao experimental (cerca de 1
hora ap6s o0 experimento) por um periodo de trés horas. Durante o periodo de alimentacao os
animais foram mantidos em caixas individuais para controle da ingestdo. O calculo médio de
consumo da racdo diaria foi feito com base no controle da ingestdo alimentar realizado entre
0s 60 e 70 dias de idade. Um ajuste na por¢ao de racao disponivel para os animais foi
necessario para que as fémeas nao ficassem desnutridas durante o periodo de gestagdo e
lactag@o. Para os machos a dieta foi aumentada em 3g de rag@o a cada semana, e para as
fémeas controle 2g. A quantidade média de racdo das fémeas experimentais foi calculada
com base nas sessoes iniciais do periodo de gestacdo, e 1g foi acrescentado a cada semana.
Durante o periodo de lactacdo a ragdo foi oferecida ad /ib., durante o periodo de trés horas
por cinco dias. Foi calculada, entdo, a média de ingestao de racdo dessas fémeas nesse

periodo. Apds estabelecida essa média, foi acrescentado 1g de racao a por¢ao individual a
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cada dois dias. O procedimento experimental foi iniciado a partir dos 71 dias de idade. A
agua ficou disponivel ad lib. para todos animais na caixa viveiro durante todo o experimento.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto - Universidade de Sao Paulo — Campus

Ribeirao Preto (protocolo 16.5.677.59.5 — Anexo A).

Analise do ciclo estral, procedimento de cruzamento e de reducdo de ninhadas

Nas trés etapas deste estudo, o ciclo estral das fémeas foi acompanhado diariamente a
partir dos 60 dias de idade. A coleta do esfregaco vaginal foi feita no periodo entre 8 e 10 horas
da manha. A secrecdo vaginal foi coletada com uma alca de inoculacdo, que era mergulhada
em agua e inserida na vagina, retirando o fluido contendo células que eram espalhadas em uma
lamina. Em seguida, a lamina era corada com corante para uso hematoldgico (Panétipo Réapido,
Laborclin, Parand, Brasil). A lamina corada foi analisada em um microscopio com luz, nas
lentes 10 e/ou 40x. As alteracdes na aparéncia citoldgica foram avaliadas para definir as fases
do ciclo estral: Proestro, Estro, Diestro 1 e Diestro 2 (Hubscher, Brooks, & Johnson, 2005). As
fémeas iniciaram os procedimentos experimentais somente apds apresentarem um ciclo regular

por um periodo de 10 dias.
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Figura 1.1. Fotos do esfregaco vaginal das fémeas nas diferentes fases do ciclo estral. (A)
Proestro; (B) Estro; (C) Diestro 1; (D) Diestro 2. Objetiva 10.

O procedimento de cruzamento foi realizado somente em fémeas que passaram pela
Etapa 3 deste estudo e consistiu em colocar duas fémeas na caixa viveiro de um macho
experimentalmente ingénuo. A ocorréncia de espermatozoides no esfregaco vaginal diario

indicava gestagéo.

Figura 1.2. Fotos do esfregago vaginal de ratas contendo espermatozoides. Objetiva 10.
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No segundo dia de lactacdo, as ninhadas foram reduzidas para seis filhotes (trés

fémeas e trés machos), igualando a quantidade de filhotes entre as fémeas.

Equipamento

Assim como em outros estudos (Magni, Krekule & Bures, 1979; Okaichi & Oshima,
1990; Szelest & Cohen, 2006; van den Bos et al. 2012), optou-se por utilizar um labirinto
para avaliar o comportamento de escolha. Foi utilizado um labirinto em U confeccionado em
acrilico (Figura 1.3). O labirinto tem um corredor inicial, com 50 cm de comprimento, ao
final do qual iniciam dois bragos, um a direita e outro a esquerda, formando um “U”. No
corredor inicial localiza-se a porta A, opaca e de guilhotina, que d& acesso aos bracos do
labirinto. Os bragos medem 50 cm no elo inicial (transversais ao corredor inicial), um a
direita e outro a esquerda, feitos de acrilico, com paredes laterais com 50 cm de altura. Em
cada braco hd uma porta, Ble B2, de acrilico transparente e retratil, que ao serem
ultrapassadas ndo permitem que o retorne pelo brago do aparato. Ao passar por B1, o animal
encontra C1, opaca e de guilhotina, possibilitando o acesso ao comedouro (4 X 6 x 1,5¢cm)
elevado a 3 cm do chéo do labirinto. Se o0 animal acessar B2, encontra C2 (opaca e de
guilhotina), que também déa acesso ao comedouro. As sessdes foram gravadas por uma

filmadora SONY, modelo HDR-CX220, alocada no teto da sala experimental.
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Figura 1.3. Labirinto em U usado no experimento. As medidas s&o mostradas em

centimetros.

Procedimento

Os experimentos iniciaram-se quando o0s animais tinham 71 dias de idade e apds as
fémeas terem um ciclo estral regular. A coleta de dados foi realizada cinco dias por semana, e
durou cerca de 15 semanas, sendo a analise do ciclo estral realizada antes de cada sessdo

experimental. O procedimento foi dividido em trés etapas:

Etapa 1 — Treino forcado. O objetivo dessa etapa foi permitir que o animal explorasse
0 labirinto e tivesse contato com o comedouro onde a ragdo era disponibilizada. Foram
realizadas cinco sessdes com 10 tentativas forgadas: em cinco tentativas o animal s6 conseguia
passar pela porta B1, e nas outras cinco pela porta B2. No inicio de cada tentativa o sujeito foi
colocado no link inicial do labirinto (“Inicio”, na Figura 3) e a porta A foi aberta, permitindo
ao animal o acesso as portas B1 e B2. Apos passar pela porta B (1 ou 2), ao final do brago, o

animal encontrava a porta C1 ou C2 que, ao ser aberta, dava acesso ao comedouro que continha
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duas pelotas de racéo no brago da esquerda (porta C1) e trés pelotas de racdo na porta da direita
(porta C2). Para metade dos animais a alternativa com maior quantidade de ragéo era o brago
direito, e para a outra metade era o brago esquerdo. Nesta etapa inicial o animal tinha acesso a
0,09 g de racédo na alternativa com trés pelotas (ao totalizar as cinco tentativas forcadas recebia
0,45 g de ragéo), e 0,06 g na alternativa com duas pelotas (em cinco tentativas recebia no total
0,30 g), uma vez que cada pelota pesava cerca de 0,03g. O intervalo entre as tentativas (IET)

foi de 20s.

Etapa 2 — Estabelecimento do ponto de indiferenca. O objetivo nesta etapa foi
estabelecer o ponto de indiferenga (IP) entre as alternativas para cada animal
individualmente. Cada tentativa teve duracéo de 40s, independente da escolha do animal pela
alternativa com 100% de probabilidade de obter o reforco (SS) ou pela de menor
probabilidade de obter o refor¢o (LR). O IET foi de 20s. Cada sesséo tinha, no total, 35
tentativas. Inicialmente os sujeitos foram expostos a 15 tentativas forgadas, sendo cinco no
braco SS (duas pelotas de racao), e dez tentativas no braco LR (trés pelotas). Foi conduzido
um maior nimero de tentativas forcadas no braco LR para que o sujeito fosse exposto a
contingéncia probabilistica vigente naquela alternativa antes de seguir para as tentativas
livres.

Encerradas as tentativas forcadas, foram realizadas 20 tentativas livres, em que o
animal podia escolher o lado direito ou esquerdo (portas B1 e B2 destravadas), sem qualquer
intervencdo da experimentadora. A probabilidade de obtencdo do reforgo na alternativa LR
foi de 50% nas sessdes iniciais. Se 0 animal escolhesse mais que 60% das vezes a alternativa
LR durante trés sessGes consecutivas, na sessdo seguinte a probabilidade de obtencdo de
reforgo nesta alternativa diminuia em 10%. Se a escolha do sujeito fosse menor que 40% na

alternativa LR durante trés sessdes consecutivas, na sessdo seguinte a probabilidade nessa
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alternativa aumentava em 10%. A porcentagem aumentava ou diminuia até que a
porcentagem de escolhas na alternativa LR se mantivesse entre 40 e 60% por trés sessoes
consecutivas, sem que houvesse tendéncia ascendente ou descendente ao longo dessas
sessOes. Apos estabelecido o IP, seis fémeas, escolhidas por sorteio antes de iniciarem a
Etapal, foram colocadas para cruzar. As demais fémeas e 0s machos continuaram a ser
testados pelo mesmo tempo que as fémeas que passaram pela Etapa 3, a fim de monitorar a

manutengédo ou ndo do IP entre as alternativas.

Etapa 3 — Monitoramento do ponto de indiferenca entre fases do ciclo
reprodutivo. O objetivo nessa etapa foi verificar se o IP entre as alternativas, verificado
antes da gestacdo, seria mantido ou ndo durante o periodo de gestacao e lactagdo das seis
fémeas selecionadas. Durante o periodo em que as fémeas estavam alojadas junto aos
machos, ndo passaram pelas sessdes experimentais. No segundo dia de gestagéo iniciou-se a
Etapa 3 e 0s mesmos procedimentos experimentais descritos na Etapa 2 foram seguidos, tanto
no ajuste da probabilidade da alternativa LR quanto no monitoramento do IP. No periodo de
lactacdo, a coleta de dados iniciou-se um dia ap6s o nascimento dos filhotes. Os animais
controle continuaram sendo testados nos mesmos procedimentos utilizados na Etapa 2, até a

finalizac&o do periodo de lactagdo das fémeas experimentais.

Anélise de dados

Foi calculada a probabilidade média em que o IP se estabeleceu em cada fase do
experimento, que foi dividida seguindo cada etapa ciclo estral; os valores foram submetidos a
uma ANOVA de medidas repetidas. O numero médio de sessbes para estabelecer o IP (Fase
1) foi calculado, bem como a média da probabilidade de reforcamento na alternativa LR

desde de que o IP foi estabelecido (trés sessdes consecutivas). Todos os dados foram
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submetidos inicialmente ao teste de normalidade, de homogeneidade e de esfericidade (Teste
Shapiro-Wilk para normalidade, Teste de Levene para a homogeneidade e Teste de
Esfericidade de Mauchly — p > 0,05), como requisitos para a utilizacdo da ANOVA de
medidas repetidas. Caso a esfericidade dos dados fosse rejeitada, era aplicada a corregéo
Greenhouse-Geisser para os valores de F. A média do nimero de sessBes para estabelecer o
IP, na Fase 1 do experimento (pré-gestacdo das fémeas experimentais), foi submetido ao teste
Kruskal-Wallis. O tamanho do efeito foi calculado pelo Omega Squered (®?). Os valores de
®? foram classificados como trivial (0? < 0.01), pequeno (0.01 < ®? < 0.06), médio (0.06 < ®?
<0.14) ou grande (»> > 0.14). Por ultimo a média da probabilidade de refor¢amento na
alternativa LR foi submetida a anlise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas
repetidas com grupos (Macho — M, fémeas controle — CF, e fémeas experimentais — EF) e
condicOes (Fase 1-pré-gestacdo, Fase 2-gestacdo e Fase 3-lactacdo) como fatores.

Para analisar a propensao ao risco a variavel dependente foi a preferéncia por LR.
Devido a discrepancia que pode ocorrer entre a probabilidade programada pelo
experimentador para ter acesso ao reforco em maior quantidade e a probabilidade realmente
experienciada pelos animais (p), foi calculado o valor de “p” realmente experienciado por
cada grupo. Para isso foi contabilizado o nimero de entradas bem-sucedidas em LR, dividido
pelo nimero total de tentativas que o animal poderia entrar em LR em uma sessdo; o valor
final foi multiplicado por 100 (entradas bem-sucedidas em LR/ demanda total em LR x 100)
(Zoratto, Laviola, & Adriani, 2016). Esses dados também foram submetidos ao teste de
normalidade, homogeneidade e de esfericidade. A porcentagem experienciada e a média da
probabilidade de reforcamento na alternativa LR foi submetida a ANOVA de duas vias de
medidas repetidas com os fatores grupos (Macho — M, fémeas controle — CF, e fémeas
experimentais — EF) e condicbes (Fase 1-pré-gestacdo, Fase 2-gestacdo e Fase 3-lactacdo). O

tamanho do efeito foi calculado (®?). Todas as analises estatisticas foram feitas por meio do
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software JASP 0.10.2.0 para Windows (Amsterdam, The Netherlands), com p-valor de <0.05

considerados estatisticamente significativos (intervalo de confianga de 95%).
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Resultados
A Figura 1.4 mostra 0 nimero médio de sessdes que 0s grupos de machos, fémeas
controle e experimentais, levaram para atingir o ponto de indiferenga na Fase 1 do
experimento (periodo estabelecido considerando o tempo de pré-gestacdo das fémeas

experimentais).

NuUmero de sessoes
N
(—)
1

| 2 2 4 -D-I

0 1 1 1
M EF CF

Figura 1.4. Numero meédio de sessdes para alcancar o ponto de indiferenca no grupo de
machos (M), fémeas experimentais (EF) e fémeas controle (CF). Os dados sdo expressados

como média + S.E.M. n=6 para os grupos de fémeas e n=5 para o grupo de machos.

O teste Kruskal-Wallis mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre grupos [H (2) = 2.31, p >.05]. Esses dados mostram que provavelmente a variavel sexo
ndo influenciou o nimero de sessdes para definir o ponto de indiferenca.

A probabilidade média de reforcamento na alternativa LR quando os sujeitos
estabeleceram o IP durante a Fase 1, Fase 2 e Fase 3 é apresentada na Figura 1.5. Cada Fase
do experimento foi dividida conforme a fase do ciclo reprodutivo (periodos de pré-gestacéo,

gestacdo e lactacdo) das fémeas experimentais.
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Figure 1.5. Média da probabilidade de reforcamento na alternativa maior e com risco (LR —
ponto de indiferenca) para machos (M), fémeas controle (CF), e fémeas experimentais (EF),
nas diferentes fases do experimento, que foram divididas com base no ciclo reprodutivo das
fémeas experimentais. Os dados sdo expressados como média + S.E.M. n=6 para 0s grupos

de fémeas e n=>5 para o grupo de machos.

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre grupos [F(2, 14) = 0.301, p > .05; »? < 0,001], condi¢édo
[F(2, 28) = 1.700, p > .05; »? = 0,004] ou interacdo entre grupos e condigdo [F(4, 28) =
1.600, p > .05; w2 = 0,006] na probabilidade em vigor na alternativa LR quando o IP foi
estabelecido. No geral, o IP dos animais na alternativa LR foi estabelecido quando a
probabilidade de refor¢o estava entre 50% e 60%, com exce¢do de um macho e uma fémea
controle que atingiram e mantiveram o IP quando a probabilidade em LR estava entre 70% e
80% em todas as fases do experimento. Esses dados sugerem que nem a variavel sexo e nem
a variavel fase do ciclo reprodutivo provocou mudangas no IP ao longo do procedimento.
Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos [F(1, 10) = 0.205, p > .05; ?
< 0,001], as fases do ciclo estral [F(3, 30) = 1.101, p > .05; ®* = 0,001],0u na interacdo entre
grupos e fases do ciclo [F(3, 30) = 0.075, p > .05; o> < 0,001] quando comparadas as

probabilidades em que o IP foi estabelecido.
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Também foi comparada a probabilidade média em vigor na alternativa LR e a
probabilidade real experienciada pelos animais quando o IP foi estabelecido (Figura 1.6).
Para compreensao desse resultado deve-se considerar que é possivel calcular, teoricamente,
quantas pelotas de ragdo o animal pode receber em cada alternativa quando o IP é
estabelecido. Por exemplo, se o IP fosse estabelecido quando a probabilidade de LR fosse de
50%, se o animal escolhesse cada alternativa em metade das tentativas (10 tentativas em cada
alternativa), esperava-se que ele obtivesse cerca de 15 pelotas na alternativa LR e 20 pelotas
na alternativa SS; se o IP fosse estabelecido quando a probabilidade em LR fosse de 60%, o
animal deveria obter 18 pelotas em LR e 20 em SS, e assim por diante. No entanto, € possivel
que a probabilidade de fato experienciada pelos animais tenha sido maior ou menor que a
programada; por exemplo, se a probabilidade em LR era de 50%, a racéo estaria disponivel
em 10 das 20 tentativas; caso o0 animal escolhesse essa alternativa em 10 tentativas, ele
poderia obter alimento em mais que cinco tentativas ou em menos que cinco, o que alteraria a

probabilidade de fato experienciada pelo animal.
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Figura 1.6. Probabilidade média programada de reforco na alternativa LR como funcédo do
ponto de indiferenca estabelecido pelo animais (IP), e a probabilidade real experienciada
(Exp) pelos animais do grupo de Machos (M), Fémeas Controle (CF) e Fémeas experimentais
(EF). Os dados sdo expressados como média + S.E.M. n=6 para o0s grupos de fémeas e n=5

para o grupo de machos.

Como pode ser observado na Figura 1.6 a probabilidade real experienciada (Exp) por
cada grupo em cada fase do ciclo foi semelhante a probabilidade programada na alternativa
LR quando o IP foi estabelecido. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou que
ndo houve diferencas estatisticamente significativas na comparacao entre a probabilidade de

LR no IP e a probabilidade real nos diferentes grupos (M, CF e FC) [F(2, 14) = 0.013; p >
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0.05; ®*> < 0.001], nem ao comparar as probabilidades nas diferentes fases do ciclo
reprodutivo [F(2, 28) = 0.086; p > 0.05; ®* < 0.001], ou interagdo entre grupos, fases do ciclo
e probabilidade [F(4, 28) = 0.446; p > 0.05; ®* < 0.001].

Na Figura 1.7 sdo apresentadas a probabilidade real experienciada e a probabilidade
em vigor na alternativa LR quando o IP foi estabelecido para cada animal e em cada fase do
experimento, sendo que cada uma delas foi dividida com base no tempo de cada etapa do
ciclo reprodutivo das fémeas experimentais. Os pontos acima da linha tedrica indicam que o
animal experienciou probabilidade mais alta que a programada, e pontos abaixo da linha, que

0 animal experienciou probabilidade mais baixa que a programada.
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Figura 1.7. Probabilidade experienciada em funcéo da probabilidade programada na

alternativa LR quando o IP foi estabelecido, em cada fase do experimento, por machos (M),

fémeas controle (CF) e fémeas experimentais (EF). A linha sélida representa os pontos em

que os valores do eixo x e y coincidem.

Como pode ser observado na Figura 1.7, a probabilidade experienciada pelos animais

em todas as fases do experimento ficou entre 35% e 70%, com excec¢do de um macho e uma

fémea experimental. A maioria dos animais experienciou probabilidade inferior a programada
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em LR quanto atingiu o IP em todas as fases do ciclo (pré-gestacdo, gestacdo e lactacdo). Em
especial, observa-se que quase todas as fémeas experimentais, que efetivamente estavam no
periodo de lactacdo (Fase 3), experimentaram probabilidade média menor que a programada
em LR, a despeito de se observar 0 aumento do nimero de animais que experienciaram
probabilidade igual ou maior que a programada ao longo desse periodo. Especificamente em
relacdo as fémeas experimentais observa-se que em todas as fases do experimento o IP se
manteve quando a probabilidade programada em LR estava entre 50 e 70%, mas a
probabilidade experienciada esteve entre 40 e 60% na fase pré-gestacional (Fase 1); entre 35
e 60% durante a gestacdo (Fase 2) e entre 30 e 60% na lactagédo (Fase 3).

Foi comparado, ainda, o consumo médio real de racdo pelos sujeitos na alternativa LR
quando atingiram o IP durante as trés ultimas sessdes de cada fase do experimento e o
consumo possivel em relacdo a probabilidade programada nessa alternativa. A Figura 1.8
apresenta a quantidade de pelotas de racdo que poderia ser recebida pelos animais a partir da
probabilidade programada (consumo tedrico), e quanto eles realmente consumiram ao

escolher essa alternativa (consumo real).
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Figura 1.8. Numero médio de pelotas de racdo programadas para serem liberadas (Potencial)

na alternativa LR e efetivamente recebidas (Recebidas) pelo grupo de machos (M), fémeas

controle (CF) e experimentais (EF), nas trés Gltimas sessdes de cada fase do experimento. As

barras cinza indicam a quantidade de pelotas programadas que 0s animais receberiam, caso
escolhessem LR em aproximadamente metade das tentativas. As barras brancas indicam
quantas pelotas os animais efetivamente receberam ao escolher LR. Os dados sao

expressados como média + S.E.M. n=6 para os grupos de fémeas e n=5 para o0 grupo de

machos.
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Como pode ser observado na Figura 1.8, em média o consumo real de pelotas de racao
foi préximo daquele possivel pelas contingéncias programadas, o que confirma que a

probabilidade experienciada pelos animais foi, em média, proxima da programada.
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Discusséo

De acordo com os resultados do presente estudo, o ciclo reprodutivo das fémeas ndo
interferiu na sua propensao ou aversao a uma alternativa probabilistica, uma vez que ndo
foram observadas mudancas significativas no IP desses animais ao longo do procedimento. A
mesma estabilidade no IP foi observada nos machos e nas fémeas controle ao longo do
procedimento. Esses resultados sugerem que as diferentes fases do ciclo reprodutivo néo séo
determinantes, isoladamente, de eventuais mudancas no padrao de propensdo ou aversdo ao
risco nas condicdes estudadas. Além disso, tanto machos como fémeas estabeleceram o IP
quando a probabilidade de reforgo na alternativa LR era de 40 a 60%, independentemente do
periodo reprodutivo no qual as fémeas se encontravam, e mantiveram esse IP ao longo de
todo o procedimento.

H& uma tendéncia crescente no estudo de diferencas comportamentais e fisioldgicas
entre 0s sexos, em parte motivada por politicas de financiamento que privilegiam pesquisas
que estudam o sexo como uma variavel biologica (Beery & Zucker, 2011; Shansky, 2018).
Em decorréncia desse crescente niumero de pesquisas, especialmente com roedores (R.
norvegicus), tem-se encontrado diferengas entre machos e fémeas em diferentes tipos de
medidas comportamentais. Especificamente em tarefas de escolha envolvendo alternativas
probabilisticas (tarefas de risco) para obtencéo do refor¢o, alguns autores tém relatado
diferentes padrdes de desempenho entre os sexos. Os diferentes procedimentos adotados nas
pesquisas, porém, podem dar indicacdes das variaveis responsaveis por essas diferencas.

O risco de punicdo na alternativa com maior magnitude de reforcador parece ser uma
variavel importante na diferencga de padréo e escolhas entre machos e fémeas. Orsini et al.
(2016), por exemplo, verificaram que fémeas sdo mais avessas ao risco que machos em

situacOes em que a alternativa com maior quantidade de alimento vem acompanhada de
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probabilidade de choque. Na mesma direcdo, Van den Bos et al. (2012) também encontraram
diferencas entre machos e fémeas em uma tarefa de escolha envolvendo uma alternativa com
maior quantidade de pelotas de aglcar, mas com alta probabilidade de obtencdo de pelotas de
acucar com quinino (alternativa menos vantajosa); e outra alternativa que entregava uma
pelota de aglcar com alta probabilidade e baixa probabilidade de punigdo— alternativa mais
vantajosa a longo prazo. Nessas condi¢des, machos escolheram com maior frequéncia a
alternativa mais vantajosa e estabeleceram essa preferéncia mais rapidamente que as fémeas.
Pellman Schuessler, Tellakat e Kim (2017) verificaram que machos e fémeas utilizam
diferentes estratégias de forrageamento em situag¢fes que envolvem punigdo, em uma situacéo
experimental mais naturalistica. A pesquisa utilizou um sistema de economia fechada, no
qual a necessidade de obter comida e 4gua e a necessidade de evitar ameacas foram
simultaneamente integradas a vida dos animais. Para obter alimento, os animais tinham que
passar por uma plataforma onde levavam choques de curta duragéo e baixa intensidade. Os
machos otimizam sua resposta passando poucas vezes para o lado com alimento, porém
coletando maior quantidade do mesmo, enquanto as fémeas diminuiram sua ingestao de
alimento para evitar a situacdo aversiva. Quando os choques foram suspensos 0s machos
voltaram mais rapidamente a entrar no compartimento com alimento que as fémeas. O
conjunto desses estudos sugerem que machos e fémeas apresentam uma sensibilidade
diferencial a punicéo, sendo que as fémeas, ao menos aparentemente, sdo mais avessas a
alternativas que envolvem punicéo explicita (choque ou quinino) que 0os machos.

Em situagdes de escolha probabilistica que ndo envolvem punicdo, porém, as
diferencas entre machos e fémeas tendem a ser menos evidentes ou ndo existir. No estudo de
Wallin-Miller, Chesley, Castrillon, e Wood (2017), por exemplo, tanto machos quanto
fémeas (R. norvegicus) estabeleceram preferéncia por uma alternativa probabilistica com

maior quantidade de alimento em detrimento da alternativa com menor porcao de racao,
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porém segura. Nos machos, mas ndo nas fémeas, a preferéncia por esta alternativa aumentou
apos a administracdo de alcool. Os resultados obtidos por Wallin-Miller et al. sugerem que,
na situacdo estudada, os machos foram mais sensiveis ao reforcador oferecido que as fémeas,
0 que tem sido sugerido por outros autores (e.g., Pellman, Schuessler, Tellakat, & Kim,
2017), mas nédo foram verificadas diferencas entre os sexos em rela¢do a tomada de risco.

Alguns autores justificam as diferencas encontradas entre machos e fémeas por razdes
evolutivas, relacionadas com suas diferentes func¢Ges na natureza (Bjorklund & Kipp, 1996;
Orsini et al., 2016; Orsini & Setlow, 2017; Yoest, Cummings, & Becker, 2014). Em uma
revisdo sobre esses argumentos, Orsini e Setlow (2017) destacam que a sensibilidade a
punic¢do e ao reforco podem estar relacionadas & maior propensdo ao risco encontrada entre
machos, em comparagdo as fémeas (Orsini et al., 2016; Wallin-Miller et al., 2017), o que, por
sua vez, esté relacionado ao sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia. As fémeas, por exemplo,
seriam mais avessas ao risco, pois precisam garantir a sua sobrevivéncia e de seus filhotes,
uma vez que sao responsaveis diretamente pela alimentacdo deles através da amamentacao.
Os machos, por sua vez, ndo possuem uma relagao direta com sua prole, e por isso poderiam
arriscar com maior frequéncia e escolher alternativas que potencialmente pudessem lhes
trazer maior quantidade de alimento, ainda que com riscos (Vieira, 2003). Além disso, na
natureza o sucesso reprodutivo de machos depende da competicdo com outros machos e de
sua habilidade em obter recursos frente a situacdes de perigo, o que favoreceria uma maior
sensibilidade ao reforco (Orsini et al., 2017).

Na presente pesquisa, porém, ndo foram encontradas diferencas no desempenho de
machos e fémeas na situacdo de escolha envolvendo alternativa probabilistica de obtencao de
alimento, dando suporte a outros estudos que também n&o verificaram diferenga entre sexos;
em tarefas que ndo envolvem risco de punicdo (e.g.,Chowdhury et al., 2019; Donovan et al.,

2018). A auséncia de diferencas entre machos e fémeas nessa situacdo de escolha envolvendo
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alternativa probabilistica pode ser compreendida pelas condigdes experimentais dispostas no
procedimento. Todos os sujeitos encontravam-se em condic¢des de alimentagéo suficientes,
sem necessidade de assumir riscos e gastar energia adicional para obter a quantidade de
alimento necessaria para satisfazer suas necessidades diarias. Em termos de sobrevivéncia,
portanto, o IP estabelecido garantia a todos os animais a obtencdo de quantidade de alimento
suplementar a dieta normalmente recebida e suficiente para suprir suas necessidades. Ao
mesmo tempo, as condicdes dispostas no experimento ndo envolviam a probabilidade de
punigdo explicita, variavel que poderia, de acordo com a literatura, levar a um padréo de
escolhas diferente entre machos e fémeas. Assim sendo, nas condigdes dispostas no
experimento, machos e fémeas apresentaram padrdes semelhantes de desempenho na tarefa
de escolha probabilistica, indicando que a variavel sexo ndo foi determinante desse padréo.

A hipotese inicial desse estudo era de que a condicao de gravidez ou lactagdo das
fémeas pudesse ser determinante de uma maior aversao ao risco (estabelecimento de IP em
probabilidades mais altas em LR em comparacao a machos e fémeas controle), uma vez que a
necessidade de se manter e aos seus filhotes saudaveis poderia fazer com que a fémea
preferisse a alternativa mais segura para obtencdo de alimento. No entanto, esta hipdtese nao
foi confirmada. Em termos fisiol0gicos, a gravidez e a lactacdo produzem diferencas no
padrédo alimentar de ratas: aumento na ingestao alimentar total na fase de gestacéo e lactacéo
(Ota & Yokoyama, 1967; Slonaker, 1925), com aumento de nutrientes especificos, como
carboidratos e proteinas (Dial & Avery, 1991), e célcio (Woodside & Millelire, 1986). Esses
estudos mostram que, dependendo das necessidades nutricionais (e.g., deficiéncia de ferro,
necessidade de consumo de proteina), fémeas que passam por gestacéo e lactacdo podem
selecionar dietas que supram suas necessidades nutricionais.

Nenhuma dessas condi¢des, porém, foram induzidas na presente pesquisa, uma vez

que as ratas ndo passaram por restricdo de nutrientes especificos e nem tinham condigdes de
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estabelecer sua propria dieta. Além disso, o ajuste feito na dieta das fémeas controle ao longo
da gestacdo e lactacdo foi suficiente para manté-las saudaveis e para que seus filhotes fossem
alimentados. Nessas condigdes, portanto, a variavel bioldgica investigada (fase do ciclo
reprodutivo) ndo pareceu ser suficiente para estabelecer diferencas no padrdo de escolha.

Outra variavel estudada, o ciclo estral, também é apontado na literatura como um fator
que pode alterar o desempenho de fémeas em diferentes tarefas. Devall, Santos e Lovick
(2011), por exemplo, verificaram diferengas na emissao de respostas ansiogénicas em ratas
fémeas: quando elas estavam na fase do diestro tardio pareciam ser mais propensas a emitir
essas respostas do que nas outras fases do ciclo estral. Uban, Rummel, Floresco e Galea
(2012) mostraram que o hormdnio estradiol, o qual varia ao longo do ciclo estral, pode
influenciar o desempenho de fémeas em tarefas de escolha envolvendo diferentes custos de
resposta.

Outros estudos, porém, mostram que o comportamento de escolha néo é influenciado
pelas fases do ciclo estral (Orsini et al., 2016; van den Bos et al., 2012). Essas divergéncias
sugerem que talvez o comportamento de escolha ndo depende diretamente do ciclo estral,
mas de fatores especificos, como o valor/magnitude do reforco, o esforco que o animal gasta
para ter acesso ao reforgador ou a espera/probabilidade para obter o refor¢ador. No presente
estudo, as fases do ciclo estral ndo pareceram ser varidveis determinantes para a propensao ou
aversdo ao risco em fémeas, indicando que esta variavel pode ser relevante apenas quando
associada a outras, como o custo da resposta.

Analisando a probabilidade em LR na qual os IPs foram estabelecidos, observa-se que
a maioria dos animais ficou indiferente as alternativas quando a probabilidade programada
estava entre 50 e 70%. Considerando a probabilidade experienciada, o IP foi estabelecido
quando LR oferecia entre 30 e 70% de chances de obtengéo de reforgo. Em todos esses casos,

a alternativa LR era menos vantajosa do que SS, uma vez que, matematicamente, as
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alternativas se igualavam quando a probabilidade em LR estava em 70%. A magnitude do
reforgador tem sido referida na literatura como uma variavel importante na determinacéo do
padréo de escolha dos animais entre alternativas que envolvem probabilidade ou atraso.
Mazur (1988a), afirma que provavelmente os animais sdo mais sensiveis a quantidade de
reforgco entregue em cada alternativa, do que a probabilidade em vigor na alternativa com
maior magnitude de reforgador. O autor identificou, por exemplo, que a preferéncia pela
alternativa com maior nimero de pelotas de alimento € diferente em 4 vs. 8 pelotase 1 vs. 2
pelotas, ainda que, em ambas as condicdes, a alternativa probabilistica entregasse o dobro de
pelotas da alternativa segura. Zoratto et al. (2016), estudando dois grupos de rato expostos a
diferentes quantidades de alimento na alternativa segura e na alternativa probabilistica (1 vs 5
pelotas e 2 vs 6 pelotas), verificaram que o grupo 2 vs 6 pelotas mudou sua preferéncia para a
alternativa segura muito antes que os animais do outro grupo. De acordo com Zoratto et al.
esse resultado indica que o contraste entre 1 pelota versus 5, além da proporc¢éo entre as
alternativas (cinco vezes mais contra trés vezes mais comida na alternativa probabilistica para
0 segundo grupo) devem ter contribuido significativamente para que os animais do grupo 1 vs
5 pelotas mantivessem sua preferéncia pela alternativa probabilistica por mais tempo, mesmo
em probabilidades claramente desvantajosas.

O conjunto dos resultados obtidos por Mazur (1988a) e por Zoratto et al. (2016)
sugerem que 0s resultados obtidos no presente estudo podem estar relacionados também a
diferenca na magnitude do reforcador utilizada nas duas alternativas. Além de ndo haver risco
explicito & integridade fisica dos animais, uma vez que eles obtinham alimentacéo suficiente
para sua manutencao fora do ambiente experimental, a diferenga entre as alternativas pode ter
levado os animais a estabelecer um ponto de indiferenca um pouco abaixo do ponto de
indiferenca tedrico, mas ndo tao abaixo que caracterizasse uma escolha de risco. Mesmo em

condicOes de gestacdo e lactagdo, o grupo de fémeas experimentais ndo apresentou mudangas
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no IP estabelecido ao longo do procedimento, indicando que, em condic6es favoraveis de
alimentacéo e sem risco explicito, nem de punicao, e nem de ameaca & integridade fisica pela
falta de nutrientes para si e sua prole, ndo havia qualquer presséo especifica que justificasse
uma mudanca no padrio de escolhas. E possivel que se a diferenca na quantidade de alimento
entregue em ambas as alternativas do presente estudo fosse maior (e.g., 2 vs 4 pelotas, como
no estudo de Mazur, ou 1 vs 5 pelotas, como no estudo de Zoratto), eventuais mudangas no
comportamento de escolha dos animais poderiam ter sido observadas, especialmente no
grupo experimental. A diferenca na magnitude de reforgo presente nas duas alternativas pode
interagir com variaveis bioldgicas como o sexo e o ciclo reprodutivo, elucidando aspectos
inexplorados dessa interacdo. Essa varidvel deve ser melhor investigada em estudos futuros.

Algumas limitagdes deste estudo devem ser levadas em consideragdo. As fémeas
controle ndo foram expostas aos machos, de maneira que ndo puderam acasalar, o que pode
ter afetado as condicOes deste grupo. Além disso, considerando que este estudo é
exploratorio, variaveis como a diferenca na quantidade de alimento nas alternativas
disponiveis, nivel de privacdo dos animais e a introducéo de risco explicito na alternativa
probabilistica devem ser exploradas em estudos futuros com fémeas em diferentes fases do
ciclo para se verificar se os resultados obtidos aqui se mantém ou ndo sob diferentes
condigdes experimentais.

Os resultados aqui descritos trazem avan¢os no sentido de sugerir que as diferentes
fases do ciclo reprodutivo, isoladamente, ndo interferem de forma significativa em mudancas
na propensdo ou aversdo ao risco de fémeas gestantes ou lactantes, em condicGes de
alimentacéo suficiente para sua manutencao e de seus filhotes. Da mesma forma, 0 sexo nédo
se mostrou uma variével relevante nas condigdes estudadas. Futuras pesquisas devem
aprofundar as condi¢Oes em que a gravidez e a lactagcdo podem interferir em tomadas de

decisdo de risco em fémeas, como em condi¢des de restricdo/privacao alimentar, ou o risco
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de exposicdo a estimulacao aversiva. Esses resultados reafirmam a importancia de se estudar
diferencas entre os sexos mas, principalmente, a relevancia de se investigar o ciclo

reprodutivo como uma variavel bioldgica que pode afetar o comportamento de fémeas.
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Comportamento de escolha entre alternativas probabilisticas de fémeas Wistar (Rattus
norvegicus) ndo é afetado pela privacdo alimentar nas diferentes fases do ciclo reprodutivo

RESUMO

Uma das variaveis que influencia diferencialmente o comportamento, inclusive o de escolha, é
a privacdo alimentar. O objetivo deste estudo foi investigar se o ponto de indiferenga (IP) em
uma tarefa de escolha probabilistica varia ao longo das fases do ciclo reprodutivo de fémeas
Wistar submetidas a um procedimento de privacdo alimentar, comparadas com fémeas
controle. Seis fémeas controle e oito fémeas experimentais (mantidas a 75% do peso ad libitum)
passaram por sessdes de escolha entre duas alternativas que variavam em relagdo ao nimero
de pelotas de alimento e em sua probabilidade de entrega, ajustada pelo IP. A alternativa
probabilistica disponibilizava trés pelotas de ragdo, e a probabilidade de obtencéo de alimento
era ajustada ao longo das sessdes; a outra alternativa disponibilizava duas pelotas com 100%
de probabilidade. Apds atingir o IP todas as fémeas passaram pela gestacdo e lactacdo. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos no ponto de indiferenca, entre as
fases do ciclo reprodutivos e nem entre o grupo com e sem privagao alimentar. Em condicdes
ideais de alimentacdo as fémeas controle mantiveram o mesmo ponto de indiferenca (cerca de
50%) entre as alternativas ao longo do tempo, assim como o grupo experimental. A gestacédo e
a lactacdo parecem ndo influenciar a propensdo ou aversao ao risco, mesmo quando as
condicdes de alimentacdo ndo eram ideais.

Palavras-chave: Comportamento de escolha; gestacdo; lactacdo; privacdo alimentar; ratos
Wistar.

ABSTRACT

Food deprivation is the variable that differentially influences behavior, including choice. The
aim of this study was to investigate whether the indifference point (IP) in a choice task between
probabilistic alternatives varies throughout the reproductive cycle of female Wistar rats
submitted to food deprivation when compared to control females. Six control and eight
experimental females (maintained at 75% of the weight ad libitum) were submitted to choice
tasks with two alternatives that varied in the number of food pellets and their probability of
delivery, determined by the IP. The probabilistic alternative provided three food pellets and the
probability of obtaining food was adjusted over the trials; the other alternative provided two
pellets with a 100% probability of obtaining reinforcement. After establishing the IP, all
females went through gestation and lactation. No significant differences were found between
the groups in the indifference point through phases of the reproductive cycle and food
deprivation condition. In ideal feeding conditions, the control females maintained the same
indifference point (about 50%) between alternatives over time, the same happening with the
experimental group. Pregnancy and lactation did not seem to influence risk propensity or
aversion to the animals’ choice, even when feeding conditions were not ideal.

Keywords: Choice behavior; gestation; lactation; deprivation food; Wistar rats.
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De acordo com varios estudos, o comportamento de escolha é fungdo de multiplas
variaveis, entre elas o sexo (Orsini et al., 2016; Orsini & Setlow, 2017; Pellman, Schuessler,
Tellakat, & Kim, 2017) e a condigdo alimentar & qual o animal é exposto. Seres humanos, por
exemplo, necessitam de quantidades suficientes de proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas, sais minerais e agua para sobreviver e manter o equilibrio organico. Essas
substancias se encontram em diferentes quantidades em cada individuo, devido a fatores
como idade, peso, tamanho (Zucoloto, 2013) e, possivelmente, variam também durante a
gestacdo e a lactacdo (Richter & Barelare, 1938). O mesmo ocorre com outras espécies de
mamiferos.

A variavel nutricional tem sido apontada em estudos, principalmente com animais ndo
humanos, como um fator que influencia diferencialmente aspectos bioquimicos, fisiologicos e
comportamentais (e.g., Barbosa et al., 2015; Rocinhole, Almeida, & De-Oliveira, 1997).
Alguns experimentos mostram que a condi¢&o nutricional & qual o animal foi submetido pode
provocar dificuldade na aprendizagem e maiores niveis de ansiedade, dentre outros
problemas (Almeida, Oliveira, & Graeff, 1990; Reyes-Castro et al., 2011). Tonkiss et al.
(1990), por exemplo, submeteram ratos a um procedimento de desnutricdo proteica pré-natal
e, em seguida, os animais passaram por um esquema de reforcamento diferencial de taxas
baixas (DRL18s — esquema em que se reforca o responder espagado, produzindo taxas de
resposta mais baixas). Os animais do grupo experimental, que recebiam uma alimentagéo
com 6% de caseina, demoraram mais para aprender a espacar suas respostas e a ajustar-se a
contingéncia em vigor, quando comparados ao grupo controle.

Em experimentos envolvendo escolha os animais muitas vezes sdo submetidos a
privacao alimentar e, em seguida, precisam escolher entre uma alternativa que oferece pouca
guantidade de comida, mas entregue de forma segura, ou uma alternativa que oferece maior

quantidade de alimento, mas entregue de forma probabilistica, sendo esta Gltima considerada
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uma alternativa de risco (Logue & Pefia-Correal, 1985; Orsini et al., 2015). Entende-se que
quando o animal privado esté nessa situacdo experimental, suas escolhas devem recair na
alternativa que lhe garanta maiores chances de satisfazer suas necessidades, ainda que a
alternativa mais vantajosa seja acompanhada de algum nivel de risco. Porém, quando a
necessidade energética &€ menor os animais podem escolher alternativas com menores riscos,
ainda que consigam menor quantidade de alimento (MacArthur & Pianka, 1966). Um
exemplo encontrado em ambiente natural € a preferéncia de caranguejos por mexilhdes.
Mexilhdes maiores possuem mais calorias, mas sdo mais dificeis de serem abertos, enquanto
que os mexilhdes menores proporcionam menores valores caléricos, mas séo faceis de serem
abertos. De modo geral, caranguejos escolhem maiores quantidades de mexilhdes de menor
tamanho, uma vez que sdo mais faceis de abrir, 0 que representa um risco baixo. Nessa
situacdo o valor cal6rico obtido pelos caranguejos é maximizado pelo baixo investimento
energético na sua obtencdo. Se escolhessem os mexilhGes maiores, 0s animais teriam acesso a
maior valor caldrico, porém isso demandaria tempo na sua busca e maior esfor¢o para sua
obtencdo (Smallegance & van der Meer, 2003).

Uma situacdo semelhante a pesquisada por Smallegance e van der Meer (2003) foi
estudada por Caraco (1981), em um estudo com péassaros (Junco hyemalis). Na situacéo
experimental apresentada, os passaros tinham que escolher entre uma alternativa com reforco
alimentar constante e outra com reforco variavel. O autor observou que o nivel de privacao
alimentar a que os animais foram submetidos influenciou na sua preferéncia durante os
experimentos. Quando 0s passaros tinham um ganho energético maior do que a média que
eles deveriam receber no dia (ganhavam maior por¢éo de racdo, independentemente da
situacéo experimental), eles preferiam a alternativa com quantidade constante de alimento. Se
0 ganho energético fosse inferior a taxa calculada como minimamente necessaria para o

animal receber diariamente, entdo a alternativa com quantidade variavel de alimento era a
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preferida. Porém, se a ingestdo e o ganho energético eram equilibrados, as aves preferiam a
alternativa constante ou eram indiferentes entre as alternativas. Esse estudo mostra que a
condicdo nutricional a qual o animal foi submetido previamente ao experimento foi uma
variavel que influenciou na sua preferéncia em situacdes de forrageamento.

Outros estudos de laboratério tém investigado os efeitos de diferentes niveis de
privacdo alimentar sobre o comportamento de escolha de ratos, mas com resultados
conflitantes: alguns conseguiram registrar a interferéncia da privagédo alimentar sobre o
comportamento de escolha, enquanto outros ndo. Ostaszewski, Karzel e Szafranska (2003),
por exemplo, realizaram dois experimentos com ratos machos para verificar mudancgas no
comportamento de escolha em um procedimento de ajuste do atraso para obtengéo do reforco.
No primeiro estudo, os animais foram submetidos a cinco etapas de procedimento com
diferentes niveis de privacao alimentar (fases sem privacao alternadas com fases de privacao
fraca e forte). Nao foram encontradas diferengas significativas na taxa de desconto temporal
da alternativa atrasada (diminuicéo no valor subjetivo do reforco disponibilizado com atraso)
em relacdo aos diferentes niveis de privacdo alimentar. Outros estudos, realizados com ratos e
pombos, também verificaram que diferentes niveis de privagéo ndo influenciam o
desempenho de animais em tarefas de escolha envolvendo ajuste no atraso para obtencao do
reforco alimentar (e.g., Ho et al., 1997) e na quantidade de comida disponivel (Oliveira et al.,
2013).

Por outro lado, alguns estudos encontraram relacdo entre a privacao alimentar e o
comportamento de escolha (Koot, Bos, Adrini, & Laviola, 2009; Orsini et al., 2016;
Ostaszewski et al., 2003 — Estudo 2; Ostaszewski, Karzel, & Biataszek, 2004). Esses estudos
mostram que diferentes niveis de privacao influenciam na taxa de desconto dos animais, bem
como na preferéncia dos animais entre as alternativas com maior ou menor quantidade de

alimento, e com ou sem atraso. Ostaszweski et al. (2003 — Estudo 2), por exemplo,
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submeteram ratos velhos (com 540 dias de idade) a procedimentos nos quais 0s animais
tinham periodos restritos de acesso a alimentacao, e colocou-0s posteriormente em um
procedimento em que precisavam escolher entre alternativas que variavam com relacéo a
quantidade de reforco obtido, e também com relacdo ao atraso para ter acesso ao alimento. Os
ratos velhos submetidos a procedimentos de restricdo aumentaram as taxas de desconto
quando comparados a ratos jovens nas mesmas condi¢des. Nesse experimento, 0s autores
verificaram que a idade foi uma varidvel que interagiu com o nivel de privagéo alimentar na
determinacdo do desempenho dos ratos estudados. Prince et al. (2020) investigaram o efeito
da privagdo em uma tarefa de delay discounting, na qual ratos foram expostos a duas
alternativas: uma que disponibilizava uma pelota de alimento sem atraso e outra que
disponibilizava cinco pelotas com atraso (crescente, de 0, 10, 20, 40 e 60 s). Todos 0s
animais passaram pelas duas condig¢des (com ou sem restri¢do alimentar). Sob privacao, 0s
animais mantiveram maior porcentagem de escolha sobre a alternativa com maior quantidade
de alimento entregue com atraso do que na condicao de alimentacdo livre.

N&o existe, portanto, consenso sobre a influéncia que a privagédo alimentar pode
exercer sobre o comportamento de escolha em ratos e nem sobre as possiveis interacdes entre
a privacgdo e outras variaveis. Essa falta de consenso pode estar relacionada a questfes
metodoldgicas: os estudos utilizam diferentes desenhos experimentais para estudar o
comportamento de escolha, diferentes quantidades de alimento entregues como reforgo, e até
mesmo diferentes procedimentos de privacao ou restricao alimentar, o que pode influenciar
nos dados obtidos (Oliveira et al., 2013). Além disso, € comum que as pesquisas que
investigam essa relacdo sejam conduzidas apenas com grupos de machos. Quando fémeas séo
utilizadas, geralmente passam por procedimentos de privacdo para desnutrir as ninhadas
(Barbosa et al., 2015), apontando evidéncias sobre como a falta de alimentos e de nutrientes

podem causar efeitos deletérios no desenvolvimento dos filhotes. Nesse sentido, apesar de
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muitos estudos terem utilizados fémeas durante o periodo de gestacéo, pouco se sabe sobre o
efeito de procedimentos de privagdo sobre o comportamento dessas gestantes e de fémeas
lactantes.

Diferencas no padrdo de comportamento de fémeas durante o ciclo reprodutivo séo
importantes para o entendimento da biologia de espécies animais, inclusive em relacéo a
aspectos evolutivos. Como pode ser visto no Estudo 1 desta pesquisa, quando os animais
estdo em condicdes ideais de alimentacdo, ndo foi possivel observar diferencas significativas
entre machos e fémeas, e nem durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo. Apesar disso,
alguns estudos mostram que as escolhas dos animais estéo relacionadas com o balanco
energético que fazem diante das alternativas de escolha com diferentes quantidades de pelotas
de racéo (Caraco, 1981; MacArthur & Pianka, 1966). Diante dessa questéo, e dos dados
encontrados no Estudo 1, esse segundo estudo tentou explorar se a privacao, que pode colocar
em risco a integridade fisica dos animais, sobretudo de fémeas em fase de gestacdo e
lactacdo, pode ser uma variavel que interfere no padréo de escolha entre alternativas
probabilisticas. Para isso, fémeas foram mantidas a 75% do peso ad lib. e expostas a um
procedimento de escolha, ao longo de todo o ciclo reprodutivo (pré-gestacao, gestacdo e
lactacdo). Na tarefa, as fémeas tinham que escolher entre uma alternativa que disponibilizava
duas pelotas de racdo com 100% de probabilidade de obtencéo (alternativa SS — small and
safe), e outra que disponibilizava trés pelotas, mas com probabilidade variavel de obtencao
(alternativa LR — large and risky) ajustada ao longo do procedimento em fun¢édo do ponto de
indiferenca (IP) entre as alternativas. Optou-se, no presente estudo, por manter a propor¢ao
de reforgadores entre as alternativas (2 vs 3 pelotas) como no Estudo 1, a fim de melhor
comparar os resultados dos dois estudos, isolando apenas a variavel nivel de privagéo.

O objetivo deste estudo foi, portanto, verificar se o ponto de indiferenga em uma

tarefa de escolha probabilistica varia ao longo das fases do ciclo reprodutivo em um grupo de
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Comportamento de escolha entre alternativas probabilisticas de fémeas Wistar (Rattus
norvegicus) ndo é afetado pela privacdo alimentar nas diferentes fases do ciclo reprodutivo

RESUMO

Uma das variaveis que influencia diferencialmente o comportamento, inclusive o de escolha, é
a privacdo alimentar. O objetivo deste estudo foi investigar se o ponto de indiferenga (IP) em
uma tarefa de escolha probabilistica varia ao longo das fases do ciclo reprodutivo de fémeas
Wistar submetidas a um procedimento de privacdo alimentar, comparadas com fémeas
controle. Seis fémeas controle e oito fémeas experimentais (mantidas a 75% do peso ad libitum)
passaram por sessoes de escolha entre duas alternativas que variavam em relacdo ao nimero
de pelotas de alimento e em sua probabilidade de entrega, ajustada pelo IP. A alternativa
probabilistica disponibilizava trés pelotas de ragdo, e a probabilidade de obtencéo de alimento
era ajustada ao longo das sessdes; a outra alternativa disponibilizava duas pelotas com 100%
de probabilidade. Apds atingir o IP todas as fémeas passaram pela gestacdo e lactacdo. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos no ponto de indiferenca, entre as
fases do ciclo reprodutivos e nem entre o grupo com e sem privagao alimentar. Em condicdes
ideais de alimentacdo as fémeas controle mantiveram o mesmo ponto de indiferenca (cerca de
50%) entre as alternativas ao longo do tempo, assim como o grupo experimental. A gestacéao e
a lactacdo parecem ndo influenciar a propensdo ou aversao ao risco, mesmo quando as
condicdes de alimentacdo ndo eram ideais.

Palavras-chave: Comportamento de escolha; gestacdo; lactacdo; privacdo alimentar; ratos
Wistar.

ABSTRACT

Food deprivation is the variable that differentially influences behavior, including choice. The
aim of this study was to investigate whether the indifference point (IP) in a choice task between
probabilistic alternatives varies throughout the reproductive cycle of female Wistar rats
submitted to food deprivation when compared to control females. Six control and eight
experimental females (maintained at 75% of the weight ad libitum) were submitted to choice
tasks with two alternatives that varied in the number of food pellets and their probability of
delivery, determined by the IP. The probabilistic alternative provided three food pellets and the
probability of obtaining food was adjusted over the trials; the other alternative provided two
pellets with a 100% probability of obtaining reinforcement. After establishing the IP, all
females went through gestation and lactation. No significant differences were found between
the groups in the indifference point through phases of the reproductive cycle and food
deprivation condition. In ideal feeding conditions, the control females maintained the same
indifference point (about 50%) between alternatives over time, the same happening with the
experimental group. Pregnancy and lactation did not seem to influence risk propensity or
aversion to the animals’ choice, even when feeding conditions were not ideal.

Keywords: Choice behavior; gestation; lactation; deprivation food; Wistar rats.
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De acordo com varios estudos, o comportamento de escolha é fungdo de multiplas
variaveis, entre elas o sexo (Orsini et al., 2016; Orsini & Setlow, 2017; Pellman, Schuessler,
Tellakat, & Kim, 2017) e a condigdo alimentar & qual o animal é exposto. Seres humanos, por
exemplo, necessitam de quantidades suficientes de proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas, sais minerais e agua para sobreviver e manter o equilibrio orgénico. Essas
substancias se encontram em diferentes quantidades em cada individuo, devido a fatores
como idade, peso, tamanho (Zucoloto, 2013) e, possivelmente, variam também durante a
gestacdo e a lactacdo (Richter & Barelare, 1938). O mesmo ocorre com outras espécies de
mamiferos.

A variavel nutricional tem sido apontada em estudos, principalmente com animais ndo
humanos, como um fator que influencia diferencialmente aspectos bioquimicos, fisiologicos e
comportamentais (e.g., Barbosa et al., 2015; Rocinhole, Almeida, & De-Oliveira, 1997).
Alguns experimentos mostram que a condi¢&o nutricional & qual o animal foi submetido pode
provocar dificuldade na aprendizagem e maiores niveis de ansiedade, dentre outros
problemas (Almeida, Oliveira, & Graeff, 1990; Reyes-Castro et al., 2011). Tonkiss et al.
(1990), por exemplo, submeteram ratos a um procedimento de desnutricdo proteica pré-natal
e, em seguida, os animais passaram por um esquema de reforcamento diferencial de taxas
baixas (DRL18s — esquema em que se reforca o responder espacado, produzindo taxas de
resposta mais baixas). Os animais do grupo experimental, que recebiam uma alimentagédo
com 6% de caseina, demoraram mais para aprender a espacar suas respostas e a ajustar-se a
contingéncia em vigor, quando comparados ao grupo controle.

Em experimentos envolvendo escolha os animais muitas vezes sdo submetidos a
privacdo alimentar e, em seguida, precisam escolher entre uma alternativa que oferece pouca
guantidade de comida, mas entregue de forma segura, ou uma alternativa que oferece maior

quantidade de alimento, mas entregue de forma probabilistica, sendo esta Gltima considerada
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uma alternativa de risco (Logue & Pefia-Correal, 1985; Orsini et al., 2015). Entende-se que
quando o animal privado esté nessa situacdo experimental, suas escolhas devem recair na
alternativa que lhe garanta maiores chances de satisfazer suas necessidades, ainda que a
alternativa mais vantajosa seja acompanhada de algum nivel de risco. Porém, quando a
necessidade energética &€ menor os animais podem escolher alternativas com menores riscos,
ainda que consigam menor quantidade de alimento (MacArthur & Pianka, 1966). Um
exemplo encontrado em ambiente natural é a preferéncia de caranguejos por mexilhdes.
Mexilhdes maiores possuem mais calorias, mas sdo mais dificeis de serem abertos, enquanto
que os mexilhdes menores proporcionam menores valores caldricos, mas séo faceis de serem
abertos. De modo geral, caranguejos escolhem maiores quantidades de mexilhdes de menor
tamanho, uma vez que sdo mais faceis de abrir, 0 que representa um risco baixo. Nessa
situacdo o valor cal6rico obtido pelos caranguejos é maximizado pelo baixo investimento
energético na sua obtencédo. Se escolhessem os mexilhGes maiores, 0s animais teriam acesso a
maior valor caldrico, porém isso demandaria tempo na sua busca e maior esfor¢o para sua
obtencdo (Smallegance & van der Meer, 2003).

Uma situacdo semelhante a pesquisada por Smallegance e van der Meer (2003) foi
estudada por Caraco (1981), em um estudo com péassaros (Junco hyemalis). Na situacéo
experimental apresentada, os passaros tinham que escolher entre uma alternativa com reforgo
alimentar constante e outra com reforco variavel. O autor observou que o nivel de privacao
alimentar a que os animais foram submetidos influenciou na sua preferéncia durante os
experimentos. Quando 0s passaros tinham um ganho energético maior do que a média que
eles deveriam receber no dia (ganhavam maior por¢éo de racdo, independentemente da
situacéo experimental), eles preferiam a alternativa com quantidade constante de alimento. Se
0 ganho energético fosse inferior a taxa calculada como minimamente necessaria para o

animal receber diariamente, entdo a alternativa com quantidade variavel de alimento era a
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preferida. Porém, se a ingestdo e o ganho energético eram equilibrados, as aves preferiam a
alternativa constante ou eram indiferentes entre as alternativas. Esse estudo mostra que a
condicédo nutricional a qual o animal foi submetido previamente ao experimento foi uma
variavel que influenciou na sua preferéncia em situacdes de forrageamento.

Outros estudos de laboratério tém investigado os efeitos de diferentes niveis de
privacdo alimentar sobre o comportamento de escolha de ratos, mas com resultados
conflitantes: alguns conseguiram registrar a interferéncia da privagdo alimentar sobre o
comportamento de escolha, enquanto outros ndo. Ostaszewski, Karzel e Szafranska (2003),
por exemplo, realizaram dois experimentos com ratos machos para verificar mudancgas no
comportamento de escolha em um procedimento de ajuste do atraso para obtengéo do reforco.
No primeiro estudo, os animais foram submetidos a cinco etapas de procedimento com
diferentes niveis de privacdo alimentar (fases sem privacao alternadas com fases de privacao
fraca e forte). Nao foram encontradas diferengas significativas na taxa de desconto temporal
da alternativa atrasada (diminuicéo no valor subjetivo do reforco disponibilizado com atraso)
em relacdo aos diferentes niveis de privacdo alimentar. Outros estudos, realizados com ratos e
pombos, também verificaram que diferentes niveis de privagéo ndo influenciam o
desempenho de animais em tarefas de escolha envolvendo ajuste no atraso para obtencao do
reforco alimentar (e.g., Ho et al., 1997) e na quantidade de comida disponivel (Oliveira et al.,
2013).

Por outro lado, alguns estudos encontraram relacéo entre a privacao alimentar e o
comportamento de escolha (Koot, Bos, Adrini, & Laviola, 2009; Orsini et al., 2016;
Ostaszewski et al., 2003 — Estudo 2; Ostaszewski, Karzel, & Biataszek, 2004). Esses estudos
mostram que diferentes niveis de privacao influenciam na taxa de desconto dos animais, bem
como na preferéncia dos animais entre as alternativas com maior ou menor quantidade de

alimento, e com ou sem atraso. Ostaszweski et al. (2003 — Estudo 2), por exemplo,
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submeteram ratos velhos (com 540 dias de idade) a procedimentos nos quais 0s animais
tinham periodos restritos de acesso a alimentacao, e colocou-o0s posteriormente em um
procedimento em que precisavam escolher entre alternativas que variavam com relacao a
quantidade de reforco obtido, e também com relacdo ao atraso para ter acesso ao alimento. Os
ratos velhos submetidos a procedimentos de restricdo aumentaram as taxas de desconto
quando comparados a ratos jovens nas mesmas condigdes. Nesse experimento, 0s autores
verificaram que a idade foi uma varidvel que interagiu com o nivel de privacéo alimentar na
determinacdo do desempenho dos ratos estudados. Prince et al. (2020) investigaram o efeito
da privagdo em uma tarefa de delay discounting, na qual ratos foram expostos a duas
alternativas: uma que disponibilizava uma pelota de alimento sem atraso e outra que
disponibilizava cinco pelotas com atraso (crescente, de 0, 10, 20, 40 e 60 s). Todos 0s
animais passaram pelas duas condic¢des (com ou sem restri¢do alimentar). Sob privacao, 0s
animais mantiveram maior porcentagem de escolha sobre a alternativa com maior quantidade
de alimento entregue com atraso do que na condicao de alimentacdo livre.

N&o existe, portanto, consenso sobre a influéncia que a privacdo alimentar pode
exercer sobre o comportamento de escolha em ratos e nem sobre as possiveis interaces entre
a privacdo e outras variaveis. Essa falta de consenso pode estar relacionada a questoes
metodoldgicas: os estudos utilizam diferentes desenhos experimentais para estudar o
comportamento de escolha, diferentes quantidades de alimento entregues como reforgo, e até
mesmo diferentes procedimentos de privacao ou restricao alimentar, o que pode influenciar
nos dados obtidos (Oliveira et al., 2013). Além disso, é comum que as pesquisas que
investigam essa relacdo sejam conduzidas apenas com grupos de machos. Quando fémeas séo
utilizadas, geralmente passam por procedimentos de privacdo para desnutrir as ninhadas
(Barbosa et al., 2015), apontando evidéncias sobre como a falta de alimentos e de nutrientes

podem causar efeitos deletérios no desenvolvimento dos filhotes. Nesse sentido, apesar de
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muitos estudos terem utilizados fémeas durante o periodo de gestacéo, pouco se sabe sobre o
efeito de procedimentos de privagdo sobre o comportamento dessas gestantes e de fémeas
lactantes.

Diferencas no padrdo de comportamento de fémeas durante o ciclo reprodutivo séo
importantes para o entendimento da biologia de espécies animais, inclusive em relagdo a
aspectos evolutivos. Como pode ser visto no Estudo 1 desta pesquisa, quando os animais
estdo em condicdes ideais de alimentacdo, nao foi possivel observar diferencas significativas
entre machos e fémeas, e nem durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo. Apesar disso,
alguns estudos mostram que as escolhas dos animais estdo relacionadas com o balango
energético que fazem diante das alternativas de escolha com diferentes quantidades de pelotas
de racéo (Caraco, 1981; MacArthur & Pianka, 1966). Diante dessa questéo, e dos dados
encontrados no Estudo 1, esse segundo estudo tentou explorar se a privacao, que pode colocar
em risco a integridade fisica dos animais, sobretudo de fémeas em fase de gestacdo e
lactacdo, pode ser uma variavel que interfere no padréo de escolha entre alternativas
probabilisticas. Para isso, fémeas foram mantidas a 75% do peso ad lib. e expostas a um
procedimento de escolha, ao longo de todo o ciclo reprodutivo (pré-gestacao, gestacdo e
lactacdo). Na tarefa, as fémeas tinham que escolher entre uma alternativa que disponibilizava
duas pelotas de racdo com 100% de probabilidade de obtencéo (alternativa SS — small and
safe), e outra que disponibilizava trés pelotas, mas com probabilidade variavel de obtencédo
(alternativa LR — large and risky) ajustada ao longo do procedimento em fun¢édo do ponto de
indiferenca (IP) entre as alternativas. Optou-se, no presente estudo, por manter a proporgéao
de reforgadores entre as alternativas (2 vs 3 pelotas) como no Estudo 1, a fim de melhor

comparar os resultados dos dois estudos, isolando apenas a variavel nivel de privagéo.
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O objetivo deste estudo foi, portanto, verificar se o0 ponto de indiferenca em uma tarefa
de escolha probabilistica varia ao longo das fases do ciclo reprodutivo em um grupo de fémeas

submetidas a um procedimento de privagédo alimentar, comparadas com fémeas controles.
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Método
Sujeitos

Foram utilizadas 14 fémeas, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com 60
dias de idade. Dessas fémeas, seis foram atribuidas por sorteio ao Grupo Controle e oito
formaram o grupo experimental (mantidas a 75% do peso ad lib.). Os animais, provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, foram recebidos
aos 21 dias de idade. As fémeas ficaram alojadas em duplas durante as duas primeiras fases
dos experimentos; quando estavam em periodo de lactacdo, foram mantidas apenas com seus
filhotes, em gaiolas de polipropileno (387cm? de area por 17,8cm de altura), forradas com
maravalha. A temperatura do biotério variava entre 20 e 24°C, com ciclos claro-escuro diario
(12/12 h).

Durante os procedimentos experimentais a disponibilidade de racéo foi controlada,
sendo parte da porcao diaria oferecida durante o experimento e o restante disponibilizado na
gaiola viveiro apds o encerramento da sessdo experimental (cerca de 1 hora apés o
experimento) por um periodo de trés horas. Durante o periodo de alimentacdo os animais
foram mantidos em caixas individuais para controle de ingestdo. O calculo médio de
consumo da racao diaria foi feito com base em um controle da ingestéo alimentar realizado
entre os 60 e 70 dias de idade. Quando as fémeas entravam no periodo de gestacéo, foi
realizado um ajuste na alimentacdo dos grupos controle e experimental para que 0s animais
mantivessem o peso dentro do grupo ao qual pertenciam. O nimero médio de gramas de
racdo, calculado com base no grupo controle, era disponibilizado para os animais durante as
diferentes fases do ciclo reprodutivo. A agua ficou disponivel durante todo o experimento.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo — Campus

Ribeirdo Preto (protocolo 16.5.677.59.5).
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Anélise do ciclo estral, procedimento de cruzamento e reducéo de ninhada

Nas trés etapas deste estudo, o ciclo estral das fémeas foi acompanhado diariamente a
partir dos 60 dias de idade. A coleta do esfregaco vaginal foi feita no periodo das 8 as 10
horas. A secrecdo vaginal foi coletada com uma alga de inoculacéo, que era mergulhada em
agua e inserida na vagina, retirando o fluido contendo células que eram espalhadas em uma
lamina. Em seguida, a ldmina era corada com corante para uso hematol6gico (Pandtipo
Rapido, Laborclin, Parand, Brasil). Apds corada a lamina foi analisada em um microscépio
com luz, nas lentes 10 e/ou 40x. As alteragdes na aparéncia citoldgica foram avaliadas para
definir as fases do ciclo estral: Proestro, Estro, Diestro 1 e Diestro 2 (Hubscher, Brooks, &
Johnson, 2005). As fémeas iniciaram os procedimentos experimentais somente apos
apresentarem um ciclo regular por um periodo de 10 dias.

O procedimento de cruzamento foi realizado somente no grupo experimental e
consistiu em colocar duas fémeas na caixa viveiro de um macho experimentalmente ingénuo.
A ocorréncia de espermatozoides no esfregaco vaginal diario indicava o primeiro dia de
gestacdo. No segundo dia de lactacéo, as ninhadas foram reduzidas para seis filhotes (trés
fémeas e trés machos), para que as fémeas tivessem a mesma quantidade de filhotes e para

ndo diferirem quanto ao gasto energético neste periodo.

Equipamento
Foi utilizado um labirinto em U, o mesmo utilizado no Estudo 1 (Figura 1.3). As
sessOes foram gravadas por uma filmadora SONY, modelo HDR-CX220, alocada no teto da

sala experimental.
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Procedimento

Os experimentos iniciaram apos as fémeas terem um ciclo estral regular. A coleta de
dados foi realizada cinco dias por semana, sendo a analise do ciclo estral realizada antes de
cada sessé@o experimental. O procedimento foi dividido em trés etapas, da mesma maneira

que no Estudo 1:

Etapa 1 — Treino forgado. O objetivo nessa etapa, assim como no Estudo 1, foi
permitir que o animal explorasse o labirinto e tivesse contato com o comedouro, onde havia
pelotas de racdo. Foram realizadas cinco sessdes com 10 tentativas forcadas: em cinco
tentativas o animal s6 conseguia passar pela porta B1, e nas outras cinco pela porta B2. No
total foi liberado, nesta etapa inicial, 0,459 de racdo na alternativa com trés pelotas, e 0,3g na
alternativa com duas pelotas, uma vez que cada pelota continha cerca de 0,03g. O intervalo

entre as tentativas (IET) foi de 20s.

Etapa 2 — Ponto de indiferenca. O objetivo nesta etapa foi analisar o ponto de
indiferenca (IP) entre as alternativas para cada animal individualmente. O protocolo seguido
foi 0 mesmo do Estudo 1. A probabilidade de obtencéo do reforgo na alternativa LR foi de
50% nas sessoOes iniciais. Cada tentativa teve duracdo de 20s, independente da escolha do
animal pela alternativa com 100% de probabilidade de obter o reforco (alternativa SS — small
and safe) ou pela de menor probabilidade de obter o refor¢o (alternativa LR — large and
risky). O IET foi de 20s. O ponto de indiferenca foi estabelecido quando o sujeito escolhesse
a alternativa LR entre 40 e 60% das vezes por trés dias consecutivos, sem que houvesse
tendéncia ascendente ou descendente na porcentagem de escolha entre as trés Gltimas sessoes.
Apds estabelecido o IP, todas as fémeas passaram para a etapa seguinte, exceto as fémeas que

ndo engravidaram.
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Etapa 3 — Ponto de indiferenca entre fases do ciclo reprodutivo. O objetivo nessa
etapa foi verificar se o IP verificado na etapa anterior seria mantido ou ndo durante o periodo
de gestacgéo e lactagdo do grupo experimental, em comparagdo com o grupo de fémeas
controle. Antes de iniciarem as sessOes, as fémeas foram colocadas para cruzar. Durante o
periodo em que estavam alojadas junto aos machos, as fémeas ndo passavam pelas sessoes
experimentais. No segundo dia de gestacdo iniciou-se a Etapa 3 para o grupo experimental e
0s mesmos critérios definidos na Etapa 2 foram seguidos. No periodo de lactagdo, a coleta de
dados iniciou-se um dia apds o nascimento dos filhotes. Foram utilizados 0s mesmos critérios

da Etapa 2 com a mesma probabilidade que a alternativa LR foi encerrada na etapa anterior.

Anélise de dados

A media do ponto de indiferenca em cada fase do ciclo estral foi calculado e
submetido a uma ANOVA de medidas repetidas. O média de peso dos animais no primeiro
dia de cada fase do ciclo reprodutivo foi calculada. Todos os dados foram submetidos ao teste
de normalidade, de homogeneidade e de esfericidade (Teste Shapiro-Wilk para normalidade,
Teste de Levene para a homogeneidade e Teste de Esfericidade de Mauchly), como requisitos
para a utilizacdo da ANOVA de medidas repetidas. Entretanto, a normalidade dos dados foi
rejeitada (p < 0,05), de modo que os dados foram transformados em uma func¢éo logaritmica
de base 10 para a realizacdo da ANOVA de medidas repetidas. Caso a esfericidade dos dados
fosse rejeitada, era aplicada a correcdo Greenhouse-Geisser para os valores de F. Apds a
realizacdo da ANOVA de medidas repetidas, foi utilizado o post hoc Bonferroni. O tamanho
do efeito foi calculado pelo Omega Squered (®?). Os valores de ®? foram classificados como
trivial (w? < 0.01), pequeno (0.01 < ®? < 0.06), médio (0.06 < ®* < 0.14) ou grande (> >

0.14).
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O numero médio de sessdes para estabelecer o IP foi calculado, e analisado atraves do
teste t Student’s, em que os valores <0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (p > 0,05) como requisito
para a utilizacdo do teste t Student’s. A média da probabilidade de refor¢amento na
alternativa LR foi calculada; para isso foi utilizado o IP das Gltimas trés sessdes de cada
animal, em cada fase do ciclo reprodutivo. Todos os dados foram submetidos ao teste de
normalidade, de homogeneidade e de esfericidade (Teste Shapiro-Wilk para normalidade,
Teste de Levene para a homogeneidade e Teste de Esfericidade de Mauchly), como requisitos
para a utilizacdo da ANOVA de medidas repetidas. Entretanto, a normalidade dos dados foi
rejeitada (p < 0,05), de modo que os dados foram transformados em uma funcéo logaritmica
de base 10 para a realizacdo da ANOVA de medidas repetidas. O tamanho do efeito foi
calculado pelo Omega Squered (®?).

Devido a discrepancia que pode ocorrer entre a probabilidade programada pelo
experimentador para ter acesso ao reforgo em maior quantidade e a probabilidade realmente
experienciada pelos animais (p), foi calculado o valor de “p” realmente experimentado por
cada grupo de animais. Para isso foi calculado o nimero de entradas bem-sucedidas em LR
(entradas em que realmente o animal encontrou comida); esse valor foi dividido pelo nimero
total de tentativas em que o animal poderia entrar em LR em uma sessao, e esse numero foi
multiplicado por cem (entregas bem-sucedidas em LR/ demanda total em LR x 100) (Zoratto
et al., 2016). Apds o célculo da porcentagem experienciada, todos os dados foram submetidos
ao teste de normalidade, de homogeneidade e de esfericidade (Teste Shapiro-Wilk para
normalidade, Teste de Levene para a homogeneidade e Teste de Esfericidade de Mauchly),
como requisitos para a utilizacdo da ANOVA de medidas repetidas. Como a normalidade dos
dados foi rejeitada (p < 0,05) os dados foram transformados em uma funcéo logaritmica de

base 10 para a realizacdo da ANOVA de medidas repetidas. Em seguida a média da
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probabilidade de reforcamento na alternativa LR foi submetida a analise de variancia

(ANOVA) de duas vias de medidas repetidas com grupos, para comparar se houve diferenca
entre o IP estabelecido pelo protocolo aplicado e o valor de “p”, nas diferentes fases do ciclo
reprodutivo e entre o grupo controle e experimental. A andlise estatistica foi feita através do
software JASP 0.10.2.0 para Windows (Amsterdam, The Netherlands) com p-valor de <0.05

considerados estatisticamente significativos (intervalo de confianga de 95%).
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Resultados
Considerando que no grupo experimental algumas fémeas néo engravidaram, parte
dos resultados foram analisados em relacdo a trés grupos distintos: grupo controle (CF - n=6),
grupo experimental (EF - n=4) e grupo experimental ndo-gréavidas (EF-NP - n=4). Os pesos
das fémeas do grupo CF, EF e EF-NP foram analisados por meio da ANOVA de medidas

repetidas, e os dados estdo apresentados na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Peso das fémeas do grupo controle (CF), grupo experimental (EF) e fémeas
experimentais que ndo engravidaram (EF-NP), nas diferentes fases do ciclo reprodutivo. Os
dados sdo expressos como média + S.E.M. n=6 para o grupo CF, n=4 para o grupo de EF e
n=4 para o grupo de EF-NP.

Na Figura 2.1 é possivel observar o ganho de peso dos animais ao longo do tempo. A
ANOVA identificou diferenca estatisticamente significativa quando comparado o peso dos
animais nas diferentes fases do ciclo reprodutivos [F(2, 22) =31.733; p <0.001; ®>>0.532],
indicando que houve um aumento de peso durante as diferentes fases. Diferencas estatisticas
entre o peso dos grupos também foram encontradas [F(2, 11) =11.512; p =0.002; o> =

0.600]. Ao realizar o post hoc Bonferroni, para verificar as diferengas entre os grupos, foi
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possivel notar diferenca estatisticamente significativa ao comparar o CF e o EF (p>0,05), e
entre o CF e EF-NP (p>0,05). Esses resultados mostram que o procedimento de privacéo
alimentar nos grupos experimentais foi capaz de reduzir o peso dos animais e o ganho de
peso ao longo do procedimento. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos EF e EF-NP (p<0,05), que tiveram aumento de peso praticamente igual ao
longo do tempo.

Os dados referentes ao periodo de gestacao das fémeas do grupo controle e dos grupos
experimentais sdo apresentados na Tabela 2.1.
Tabela 2.1.
Tempo de Gestacao, Numero de Vezes que foi Colocada Para Cruzar, Dias que Levaram
Para Cruzar na Tentativa 1, 2 e 3, e NUmero de Filhotes, das Fémeas do Grupo Controle

(CF) e Experimental (EF).

Tempo NUmero de Dias de cruzamento
Animais gestacao cruzamentos Tt. 1 Tt. 2 Tt.3 No. Filhotes
CF1 22 dias 1 3dias - - 9 filhotes
CF2 21 dias 1 12 dias - ------ 9 filhotes
CF3 22 dias 1 3dias  ------ - 10 filhotes
CF4 22 dias 1 4 dias  ------ - 8 filhotes
CF5 21 dias 1 4 dias - ---ee- 9 filhotes
CF6 21 dias 2 ldia 26dias ------ 9 filhotes
EF1 21 dias 1 2dias - - 9 filhotes
EF2 19 dias 2 4 dias 15dias ------ 10 filhotes
EF3 21 dias 2 3dias 7dias ------ 7 filhotes
EF4 21 dias 2 3dias 3dias  ------ 9 filhotes
EF-NP1 - 1 24 dias - eeeem e
EF-NP2 - 2 19 dias 20dias ---—-- = -
EF-NP3 - 3 3dias 2dias 10dias = ------

EF-NP4 - 2 S5dias 4dias - -mee-

Nota. As fémeas EF-NP nédo engravidaram, mas foram colocadas para cruzar, como aparece no tempo para
engravidar.
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Na Tabela 2.1 é possivel observar que todas as fémeas do grupo controle e as do
grupo experimental que levaram a termo a gestagao tiveram praticamente 0 mesmo nimero
de dias de gestacéo, em torno de 21 e 22 dias (exceto EF2). Com excecdo da EF1, todas as
fémeas experimentais tiveram que ser colocadas para cruzar mais de uma vez, pois na
primeira vez que foi encontrado espermatozoide na ldmina do esfregago vaginal a gravidez
n&o ocorreu ou ndo prosseguiu. No grupo controle, apenas uma fémea teve que ser colocada
para cruzar mais de uma vez. Com isso, 0 nimero de dias para que as fémeas experimentais
engravidassem foi maior, comparado ao grupo controle. Além disso, é possivel observar que,
em média, tanto as fémeas controles como as fémeas experimentais tiveram em torno de 9
filhotes.

O critério utilizado com as fémeas EF-NP foi de duas tentativas de cruzamento; caso
elas ndo conseguissem entrar em periodo de gestacdo nessas duas tentativas, prosseguiriam
no procedimento sem tentativas adicionais, como um grupo experimental (sob privagdo), mas
sem passar pelos periodos de gestacdo e lactacdo. Esse procedimento foi adotado com EF-
NP2 e EF-NP4. EF-NP1 cruzou apenas uma vez, pois dificilmente atingia a fase de Estro, e
ficou cerca de 24 dias com 0 macho para tentar engravidar, sem sucesso. A fémea EF-NP3 foi
colocada para cruzar trés vezes, uma vez que nas duas primeiras tentativas foram encontrados
espermatozoides na lamina com apenas dois ou trés dias, devido a isso foi feita uma terceira
tentativa. Nesta Ultima tentativa foram encontrados espermatozoides apds 10 dias, porém a
gestacdo nao se efetivou ou ndo prosseguiu.

Todas as fémeas, mesmo as que nao engravidaram, foram submetidas aos
procedimentos experimentais. A Figura 2.2 apresenta 0 nUmero médio de sessdes para o

estabelecimento do IP no grupo controle e nos grupos experimentais (EF e EF-NP).
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Figure 2.2. Média do nimero de sessdes para alcancar o ponto de indiferenca ao comparar o
grupo de fémeas controle (CF) e fémeas experimentais (EF + EF-NP) — barras a esquerda da
linha pontilhada, e ao comparar o grupo de fémeas experimentais que engravidaram (EF) e as
que ndo engravidaram (EF-NP) — barras a direita da linha pontilhada. Os dados séo
expressados como média + S.E.M. n=6 para o grupo de fémeas controle e n=8 para o grupo

de fémeas experimentais.

Os animais dos grupos controle e experimental demoraram, em média, 0 mesmo
numero de sessdes para atingir o IP (Figura 2.2). O teste t ndo identificou diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos, ao comparar o nimero de sessdes que 0s
animais levaram para atingir o ponto de indiferenca [T(12) = -0,103; p > 0.05]. N&o houve
diferenca, também, no nimero meédio de sessdes para atingir o IP do grupo EF e EF-NP,
apesar da maior variabilidade desse nimero de sessbes entre as fémeas que engravidaram.
Esses resultados sugerem que a variavel privacdo alimentar nao influenciou o nimero de
sessOes para o estabelecimento do ponto de indiferenca.

Além de comparar o nimero médio de sessdes que cada grupo demorou para
estabelecer o ponto de indiferenca entre as alternativas, foi verificada a probabilidade média
de refor¢o na alternativa LR quando as fémeas de todos os grupos estabeleceram o IP durante

as diferentes fases do experimento, que foram divididas de acordo com os periodos de pré-
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gestacgéo, gestacéo e lactacdo das fémeas que engravidaram (Figura 2.3). Os resultados séo
apresentados subdividindo o grupo experimental entre as fémeas que engravidaram (EF) e as

fémeas experimentais que ndo engravidaram (EF-NP).
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Figura 2.3. Média da probabilidade de reforcamento na alternativa com maior quantidade de
alimento e com risco (LR) no ponto de indiferenca para fémeas controle (CF), fémeas
experimentais (EF), e fémeas do grupo experimental que ndo engravidaram (EF-NP). Os
dados séo expressos como média + S.E.M. n=6 para os grupos de fémeas controles, n=4 para

0 grupo de fémeas experimentais e n=4 para fémeas experimentais que ndo engravidaram.

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo encontrou diferenca
estatisticamente significativa ao comparar a probabilidade em vigor em LR quando o IP foi
estabelecido nas diferentes fases do ciclo reprodutivo [F(1.231, 13.539) = 0.069; p > 0.05; ®?
< 0.001] e nem entre os grupos [F(2, 11) = 0.019; p > 0.05; »* < 0.001]. Todas as fémeas
estabeleceram o IP quando a probabilidade de obter reforco estava, em média, entre 50% e
60%. Essa probabilidade ndo variou durante as fases de gestacdo e lactacdo (Fase 2 e Fase 3)
das fémeas (grupos CF e EF). Esses resultados sugerem que, nem as fases do ciclo reprodutivo
e nem a condicao alimentar das fémeas, influenciaram no estabelecimento do IP ao longo do
tempo. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos [F(2, 11) = 0.334; p >
0.05; ®*<0.001], as fases do ciclo estral [F(3, 33)=0.732; p> 0.05; ®><0.001] ou na interacao

entre grupos e fases do ciclo [F(6, 33) = 1.168; p > 0.05; ®* < 0.01] quando comparadas as
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probabilidades em que o IP foi estabelecido. Esse dado sugere que o ciclo estral néo influenciou
no comportamento dos animais ao longo do ciclo reprodutivo.

Foi comparada, ainda, a probabilidade média em vigor na alternativa LR e a
probabilidade real experienciada pelos animais quando o IP foi estabelecido (Figura 2.4).
Assim como no Estudo 1, seria possivel que a probabilidade de fato experienciada
(porcentagem de tentativas bem-sucedidas na alternativa LR) fosse maior ou menor que a
programada no experimento. Para isso, foi feito o célculo tedrico de quantas pelotas de racao
0 animal poderia receber em cada alternativa quando o IP foi estabelecido. Por exemplo, se 0
IP fosse estabelecido quando a probabilidade de LR estivesse em 50%, a ragéo estaria
disponivel nessa alternativa em 10 das 20 tentativas. Ao escolher esta alternativa em metade
das tentativas (10), esperava-se que, teoricamente, o animal obtivesse cerca de 15 pelotas em
LR (trés pelotas em cinco tentativas) e 20 pelotas em SS (duas pelotas em todas as 10
tentativas). Seguindo essa légica, ainda em termos tedricos, a porcentagem em LR que
possibilitaria ao animal chances praticamente iguais de obtencédo de racdo nas duas
alternativas era em 70%, podendo obter 21 pelotas em LR e 20 pelotas na alternativa SS. Isso
significa que se o IP fosse estabelecido em probabilidades menores que 70%, o total de
alimento obtido na sess@o na alternativa LR seria inferior ao obtido em SS, de tal forma que a
alternativa SS, ainda que contendo menor quantidade de alimento, seria mais vantajosa que
LR.

No entanto, na préatica seria possivel ao animal ter maior ou menor sucesso que 0
programado na alternativa LR em fungdo da distribuigdo aleatoria das tentativas bem-
sucedidas em LR (aquelas em que a comida estava disponivel), o que alteraria a
probabilidade real experienciada. A Figura 2.4 apresenta a probabilidade programada em

vigor em LR quando o IP foi estabelecido e a probabilidade real experienciada pelos sujeitos,
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ao longo de todas as fases do experimento, que foram divididas segundo os periodos do ciclo

reprodutivo das fémeas que engravidaram.
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Figura 2.4. Probabilidade média de refor¢o programada na alternativa LR quando o ponto de

indiferenca foi estabelecido (IP), e a probabilidade real experienciada (Exp) pelos animais do

grupo de Fémeas Controle (CF), Fémeas experimentais (EF), e Fémeas experimentais que

ndo engravidaram (EF-NP), ao longo de todo o estudo. Os dados sdo expressos como média +

S.E.M. n=6 para os grupos de fémeas controles e n=4 para o grupo de fémeas experimentais e

fémeas ndo gravidas.

O IP foi estabelecido quando a probabilidade de obtencéo do reforco em LR estava, em

média, entre 50% e 70% em todos os grupos, e nas diferentes fases do ciclo reprodutivo. O

mesmo pode ser observado ao analisar a probabilidade experienciada pelos grupos nas

diferentes fases do ciclo reprodutivo. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou
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que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre as probabilidades [F(1, 11) =
0.100; p > 0.05; ®* < 0.001], nem ao comparar as probabilidades nos diferentes grupos de
animais [F(2, 11) = 0.368; p > 0.05; ®* < 0.001], e nem ao comparar as probabilidades nas
diferentes fases do ciclo reprodutivo [F(2, 22) = 0.955; p > 0.05; ®* < 0.001]. Interag&o entre
grupos, fases do ciclo e probabilidade também néo foi encontrada [F(4, 22) = 0.767; p > 0.05;
®? < 0.001]. Esses dados sugerem que a probabilidade média experienciada pelos animais na
alternativa LR foi estatisticamente semelhante a probabilidade programada.

Apesar de ter sido verificado que a probabilidade média programada e a probabilidade
média real experienciada foi semelhante entre todos os grupos, a Figura 2.4 mostra uma
variabilidade intra-grupo entre os sujeitos nessas duas medidas. A Figura 2.5 apresenta, entéo,
os dados dos sujeitos individuais, relacionando a probabilidade experienciada em LR quando
o IP foi atingido (eixo y) e a probabilidade programada (eixo x). Pontos sobre a linha teérica
tracada indicam que ambas, probabilidade programada e experienciada, coincidiram; pontos
abaixo da curva indicam que os animais experienciaram uma probabilidade menor que a
programada (tiveram um ndmero de entradas bem-sucedidas menor que o programado) e

pontos acima da linha indicam que a probabilidade experienciada foi maior que a programada.
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Figura 2.5. Probabilidade experienciada em funcéo da probabilidade programada em LR
estabelecida em cada fase do experimento, fémeas controle (CF), fémeas experimentais (EF)
e fémeas experimentais que ndo engravidaram (EF-NP). A linha solida representa os pontos

em gue os valores do eixo x e y coincidem.
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Durante a fase de pré-gestacdo (Fase 1) observa-se que a probabilidade experienciada
pelos animais no ponto de indiferenca, de modo geral, coincidiu com a probabilidade
programada, com excec¢do de uma fémea EF (abaixo da linha) e uma fémea CF (pouco acima
da linha). No periodo de gestagdo (Fase 2), os dados de todas as fémeas ficam em torno da
linha tedrica, indicando que a probabilidade programada coincidiu com a experienciada. No
periodo de lactacdo, porém (Fase 3), observa-se maior variabilidade dos dados, especialmente
entre as fémeas do grupo EF-NP: os dados de duas delas ficaram acima da linha tedrica, e 0s
de uma ficaram bem abaixo da linha. Os pontos referentes as fémeas experimentais (EF) assim
como os dados da maioria das fémeas CF, se ajustaram em torno da linha tedrica, com uma
excecdo (CF) acima da linha tedrica. Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas com
relacdo a probabilidade programada e a probabilidade real experienciada entre as 14 fémeas,
cerca de cinco (duas CF, duas EF e uma EF-NP) apresentaram a probabilidade experienciada
acima de 70% em pelo menos uma fase do ciclo reprodutivo. As demais (a maioria) atingiram
pontos de indiferenca em probabilidades (real e experienciada) em LR menores que 70%,
aquela em que LR era, de fato, a alternativa mais vantajosa.

O numero de pelotas possiveis de serem consumidas e a quantidade de pelotas
efetivamente consumida pelos animais na alternativa LR foi calculado com base nas trés

ultimas sessdes de cada fase do estudo, e o resultado é apresentado na Figura 2.6.
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Figura 2.6. Numero médio de pelotas de racdo programadas para serem liberadas (Potencial)
em LR e efetivamente recebidas (Recebidas) pelo grupo de fémeas controles (CF),
experimentais (EF), e experimentais que n&o engravidaram (EF-NP) nas diferentes fases do
experimento, durante as trés ultimas sessdes de cada fase. As barras cinzas indicam a
quantidade de pelotas que os animais poderiam segundo a probabilidade programada, na
alternativa LR. As barras brancas indicam quantas pelotas, no total, os animais receberam ao
escolher LR. S.E.M. n=6 para o0s grupos de fémeas controles e n=4 para o cada grupo de

fémeas experimentais.

Observa-se na Figura 2.6 que, em média, o consumo real de pelotas de racgéo foi
proximo ao programado na alternativa LR. Esse dado mostra que, independentemente da fase
do ciclo estral, das fases experimento, que foi dividido de acordo com as fases do ciclo
reprodutivo das fémeas experimentais e da condic¢ao nutricional, a probabilidade

experienciada pelos animais foi, em média, proxima a programada.
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Discusséo

O objetivo geral do Estudo 2 foi verificar se o ponto de indiferengca em uma tarefa de
escolha probabilistica poderia variar ao longo das fases do ciclo reprodutivo em um grupo de
fémeas submetidas a um procedimento de privacao alimentar, em comparacao a fémeas
controles (ndo privadas). O Estudo 1 indicou que, em condigdes suficientes de alimentagéo,
as diferentes fases do ciclo reprodutivo ndo se mostraram uma variavel capaz de alterar o
ponto de indiferenca entre uma alternativa probabilistica com maior quantidade de alimento
(LR) e uma alternativa com menor quantidade de alimento, porém segura (SS). A hipotese
testada no Estudo 2 era de que a privacdo alimentar, associada as diferentes fases do ciclo
reprodutivo em fémeas, poderia produzir alteracdes nesse ponto de indiferenca. Sob
condicOes de acesso limitado a alimentagdo e em fase de gestacdo e amamentacédo, fémeas
poderiam tender a arriscar mais por uma quantidade maior de alimento, atingindo ponto de
indiferenca em probabilidades menores na alternativa LR do que fémeas controle. Os
resultados deste estudo ndo confirmaram essa hipdtese.

Os resultados obtidos sugerem que, nas condicOes testadas, o ciclo reprodutivo e a
condicéo nutricional a que os animais foram submetidos néo interferiram no estabelecimento
do ponto de indiferenca das fémeas. As fémeas de todos os grupos estabeleceram o IP quando
a probabilidade de obter reforco estava em média entre 50% e 70%, e essa probabilidade foi
mantida ao longo de todo o procedimento.

O Estudo 2 confirma os resultados obtidos no Estudo 1 sobre a auséncia de variacGes
no IP em diferentes fases do ciclo reprodutivo de fémeas. A hipotese de que variagdes
hormonais podem interferir no comportamento de fémeas tém sido testada em diferentes
estudos. Parte deles tem voltado sua atencdo para o entendimento de como horménios, que
variam com muita frequéncia ao longo dos dias em fémeas, podem promover alteragdes

comportamentais. De modo geral, esses estudos apontam que, dependendo da fase do ciclo
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estral e de certas condi¢gdes ambientais, ratas (R. norvegicus) podem expressar resposta de
medo (Lovick, 2014; Milad, Lebron-Milad, & Novales, 2009) ou de ansiedade (Devall,
Santos, & Lovick, 2011; Gouveia Janior & Morato, 2002), por exemplo. A influéncia da
variagéo do ciclo estral, no entanto, néo foi verificada em estudos sobre comportamento de
escolha em situacdes de risco, da mesma forma que no presente estudo (Orsini et al., 2016;
van den Bos et al, 2012). Orsini et al. (2016), por exemplo, expuseram fémeas Long-Evans a
uma tarefa em que poderiam escolher entre uma alternativa com pequena quantidade de
comida (1 pelota) obtida de forma segura (alternativa SS) e uma alternativa com maior
quantidade de comida (2 pelotas), mas que poderia ser acompanhada de um leve choque. Os
autores verificaram que o padréo de escolha das fémeas ndo foi modulada pelas diferentes
fases do ciclo estral. Nesse sentido, o Estudo 2 avanca ao replicar os achados do Estudo 1 de
que, ndo apenas as diferentes fases do ciclo estral ndo se mostraram uma variavel capaz de
alterar o padrdo de escolha das fémeas na fase pré-gestacional, mas que também as condicoes
de gestacgéo e lactagdo ndo afetaram o padréo de escolha das fémeas e nem as fases do ciclo
estral.

A segunda variavel investigada no Estudo 2, a privacao alimentar, também n&o se
mostrou relevante na determinacédo do IP entre as alternativas apresentadas, comparando-se
0s grupos privado e ndo privado. As fémeas do grupo experimental foram mantidas a 75% do
peso ad lib. A restricdo alimentar imposta as fémeas desse grupo produziu efeitos que
puderam ser observados, tanto na diferenca de peso entre os grupos experimental e controle,
quanto no fato de que metade das fémeas do grupo experimental ndo conseguiu passar pela
fase de gestacdo, a despeito das tentativas realizadas.

Vérias pesquisas tém mostrado que a privagdo alimentar faz com que os animais
tenham dificuldade para se reproduzir e € comum que fémeas sob regime de privacéo

alimentar ndo engravidem (Kajiyama, Matto, Silva, Annunciato, & Marques, 1982; Mazeti &
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Furlan, 2008; Merry & Holehan, 1979). Mazeti e Furlan (2008) descrevem que ratas em
regime de restricdo alimentar podem ndo engravidar por ndo aceitarem a copula, por ndo
haver fertilizacdo dos 6vulos ap6s o acasalamento, ou porque os 6vulos foram fertilizados,
mas a gestacao ndo prosseguiu. Na presente pesquisa, é possivel que os dvulos das fémeas do
grupo EF-NP néo tenham sido fertilizados ou que a gestacéo ndo tenha se efetivado. Na
analise das laminas de acompanhamento do ciclo estral foi possivel identificar claramente a
ocorréncia da fase do estro nessas fémeas, e também a presenca de espermatozoides, o que
indica que a cépula ocorreu. Alguns estudos apontam, ainda, que quando fémeas de roedores
passam por periodos de restricdo alimentar, é possivel observar redugdo do tamanho do
ovario, da concentracao de estradiol e o prolongamento da fase de diestro, resultando em
reducdo do corpo luteo e infertilidade (Dulloo & Girardier, 1993a; Liang & Zhang, 2006).
Ratos sob restricdo alimentar, com acesso a poucas por¢des diarias e com peso abaixo
do normal podem apresentar, ainda, alteracGes neurobiolégicas, no quadro hormonal e no
gasto energético (Even & Nicolaidis, 1993; Houdijk, Engelbregt, Popp-Snijders, &
Delemarre van der Waal 2003). Nessas condi¢des a sobrevivéncia dos sujeitos que passam
por periodos prolongados de restri¢do alimentar fica sujeita a readequacao fisioldgica dos
individuos, que pode envolver a diminuicdo da atividade motora para economia energética e a
alteracdo de certas funcGes. Em termos evolutivos, a gravidez e a lactagdo podem néo ser
vantajosas em um ambiente com escassez de alimentos, representando risco de morte para a
fémea, uma vez que nesses periodos o gasto energético é maior. Todos esses aspectos (a
diferenca de peso entre o grupo controle e o experimental e o fato de que quatro fémeas do
grupo experimental ndo engravidaram) sugerem que a privacao a qual as fémeas do grupo EF
foram submetidas (tanto as que engravidaram como as que ndo engravidaram) produziu
mudangas que tornaram, de fato, os dois grupos diferentes. Com isso, descarta-se uma

eventual objecdo de que a auséncia de diferencas entre 0s grupos no padrao de escolhas possa
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ter ocorrido em funcéo de auséncia de efeitos da privagao sobre 0s animais do grupo
experimental.

O resultado mais importante do Estudo 2 refere-se ao fato de que a privagéo,
associada as diferentes fases do ciclo reprodutivo, ndo teve efeitos sobre o estabelecimento do
IP entre as alternativas disponiveis. Efeitos da privacao sobre o comportamento de escolha de
animais ndo humanos tém sido investigados por diversos autores, mas os resultados dessas
pesquisas tém sido variaveis.

Alguns estudos verificaram que a privacdo alimentar pode fazer com que animais
apresentem respostas impulsivas em procedimentos de escolha, a depender da condicao
nutricional ao qual foram submetidos (Eisenberger, Masterson & Lowman, 1982;
Snyderman, 1983). Eisenberger et al. (1982, Experimento 2) por exemplo, verificaram que
maiores niveis de privacdo podem fazer com que ratos tendam a escolher alternativas com
menor quantidade de comida (uma pelota), mas entregue com um pequeno atraso (1s - SS),
em comparacéo a alternativas com quantidades maiores de alimento (sete pelotas), mas
entregues com atraso (32s - LL), especialmente quando o atraso é longo (em atrasos
pequenos, essa tendéncia ndo foi observada — uma pelota entregue com 1s de atraso vs. trés
pelotas entregues com 12s de atraso). Prince et al. (2020) expuseram ratos machos a um
procedimento de escolha entre uma alternativa SS (uma pelota de alimento) e uma alternativa
LL (cinco pelotas) em duas condi¢es: privados a 85% do peso ad lib, ou com acesso livre a
comida. Nessas condicGes, os animais privados fizeram mais escolhas pela alternativa LL em
comparagédo aos animais nao privados.

Hastjarjo e Silberberg (1992) também compararam a escolha de ratos entre
alternativas SS e LL, porém manipularam o nimero de tentativas as quais 0s animais foram
expostos em cada sessdo, o que implicava na quantidade de alimento que eles poderiam obter

em uma sessdo: em uma das condic¢des (high income) os animais tinham 100 tentativas livres
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para escolher, enquanto que na segunda condicdo (low income) os animais tinham entre 60 e
70 tentativas por sessdo para obter alimento. Os pesquisadores observaram que na condigéo
low income a porcentagem de escolhas pela alternativa LL aumentou em comparacao a
condicdo high income. Apesar de néo ter sido manipulado o estado de privagdo dos animais,
0 experimento manipulou a disponibilidade de alimento para o animal, uma vez que a sessao
experimental era a Unica oportunidade de alimentag&o diéria dos sujeitos.

Nos trés estudos citados observa-se que a condi¢cdo manipulada era o atraso na
alternativa mais vantajosa (LL). No estudo de Eisenberger et al. (1982) e no de Prince et al.
(2020) a privagao se mostrou uma variavel relevante no comportamento de escolha dos
animais privados. Eisenberger et al. verificaram que a espera pela por¢do maior de alimento
passou a ser aversiva a partir de um ponto determinado (conseguir uma quantidade menor de
alimento era melhor que esperar para té-lo em maior quantidade), o que favoreceu a escolha
pela alternativa SS. No estudo de Prince et al., a magnitude do refor¢ador na alternativa LL
pode ter modulado a aversividade do seu atraso. No estudo de Hastjarjo e Silberberg (1992),
por outro lado, a condicéo low income reduzia a possibilidade do animal obter o alimento
necessario a sua manutencdo, o que fez com que o atraso para obtencéo do alimento fosse
menos aversivo em comparacao a condicdo high income (esperar para obter o alimento
necessario era melhor que obter uma quantidade talvez insuficiente de alimento).

Outros estudos, porém, ndo tém encontrado alteracées no desempenho de animais nao
humanos (ratos e pombos) submetidos a procedimentos de privacdo alimentar em tarefas de
escolhas (Ho et al., 1997; Logue, Chavarro, Rachlin & Szabadi, 1988; Logue & Penal-
Correal, 1985; Oliveira et al., 2013; Ostaszewski, Karzel & Szafranska, 2003). Todos esses
estudos utilizaram o modelo de delay discounting, segundo o qual o atraso para obtencdo de
um refor¢ador “desconta” o seu valor subjetivo. Na presente pesquisa, que utilizou um

modelo de alternativa probabilistica, também n&o foi possivel verificar influéncia da privacéo
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alimentar no comportamento de escolha, de forma a alterar o ponto de indiferenca ao longo
do ciclo reprodutivo, favorecendo a ideia de que talvez outras variaveis, como o tipo de
delineamento utilizado ou a magnitude do reforgo nas alternativas, tenham um efeito maior
sobre a escolha e possam explicar as diferencas encontradas nos estudos.

Autores como Ho et al. (1997) e Oliveira et al. (2013), por exemplo, tém argumentado
que um dos principais fatores que contribuem para os diferentes dados encontrados em
estudos sobre escolha e sua relagédo com a privacdo alimentar, sdo os diferentes tipos de
procedimento empregados. Ho et al. (1997), afirmam que essa diferenca entre 0s
procedimentos realizados, acaba tornando a comparagéo entre estudos inapropriada. Como
pode ser visto na literatura, existem diferentes modelos de estudo do comportamento de
escolha, incluindo ou néo variaveis de risco, como probabilidade para obtencéo do reforgo
(Wallin-Miller, Chesley, Castrillon e Wood, 2017), atraso para obtencdo do reforco (Mazur,
1988b; Rachlin & Green, 1972), manipulacdo da magnitude do reforco (Richards, Mitchell,
Wit, & Seiden, 1997; Oliveira et al., 2013), risco de puni¢do ao escolher uma determinada
alternativa (van den Bos et al., 2012; Orsini et al., 2016), diferentes niveis de privacdo
alimentar (Ho et al., 1997; Ostaszewski et al., 2013) dentre outros. Além disso, a utilizacdo
de animais de diferentes espécies, como ja apontado por alguns estudos (Mazur, 2004; Mazur
& Biondi, 2011; Oliveira et al., 2013), pode contribuir para a producéo do desenvolvimento
de diferentes resultados obtidos nas pesquisas.

Nesse sentido, compreender as diferencas em resultados de pesquisa sobre escolha e
privacdo alimentar pode depender de um exercicio de analise desses procedimentos, na
medida em que a combinacdo de certas condi¢des (quantidade de reforcador, probabilidade e
atraso para sua obtencéo) séo fatores cruciais na determinacao das escolhas dos sujeitos e a
combinacédo desses fatores torna a sua previsdo muito mais dificil (Oliveira et al., 2013). O

primeiro ponto a ser considerado é a variavel aplicada na tentativa mais vantajosa (com maior
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quantidade de reforcadores). Como visto anteriormente, a maioria das pesquisas que estudam
o efeito da privacdo no comportamento de escolha introduz um atraso na alternativa com
maior quantidade de reforcador (delay discounting). Nesse caso o atraso produziria um
“desconto” no valor subjetivo do reforgador (ele se tornaria menos “atraente” para o sujeito).
A literatura é farta em dados que mostram que o aumento dos valores do atraso aplicado a
alternativa com maior quantidade de reforgadores produz a diminuigéo da preferéncia por
essa alternativa (Green & Myerson, 2004; Green, Myerson, & Vanderveldt, 2014; Rachlin &
Green, 1972; Richards, Mitchell, De Wit, & Seiden, 1997). No caso de individuos sob
restricdo alimentar, a pergunta € se 0s animais privados escolheriam mais frequentemente
esperar para ter acesso a uma quantidade maior de alimento, ou se apresentariam uma escolha
chamada na literatura de “impulsiva” (Ainslie, 1975; Perry, Larson, German, Madden, &
Carroll, 2005), escolhendo preferencialmente a alternativa imediata, em comparagéo a
animais sem restricdo alimentar. Nas pesquisas revisadas a privacao pareceu ter efeitos sobre
0 comportamento de escolha dos sujeitos em apenas duas condi¢des. Quando o valor do
atraso era aumentado (Eisenberger et al., 1982), os animais privados tendiam a preferir a
alternativa SS em comparacdo aos animais nao privados. Porém, quando a diferenca na
magnitude do reforgador entre as alternativas SS e LL era significativa (2 vs. 5 pelotas), a
quantidade de alimento obtido na alternativa mais vantajosa parece ter compensado o atraso,
fazendo com que os animais privados persistissem mais na alternativa LL em compara¢do aos
animais ndo privados (Prince et al., 2020). Essas condi¢des nao estavam presentes nas
pesquisas que ndo encontraram diferengas entre grupos de ratos com e sem restri¢éo
alimentar (Ho et al., 1997; Logue e Pefia-Correal, 1985; Ostaszewski et al., 2003). De modo
geral, esses estudos utilizavam uma quantidade fixa de pelotas nas alternativa (1 vs. 2; 2 vs. 5
pelotas), e havia um atraso para a obtencdo do refor¢co maior, o qual poderia ser variavel,

dependendo do objetivo da pesquisa.
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Apesar de autores como Rachlin, Logue, Gibbon e Franfel (1986) argumentarem que
reforcadores atrasados podem ser funcionalmente equivalentes a reforgadores probabilisticos,
uma vez que tentativas “malsucedidas” necessariamente geram um atraso até a ocorréncia de
uma tentativa “bem-sucedida”, essa equivaléncia ndo ¢ simples, tampouco direta (Mazur,
2004). Portanto, os resultados obtidos no presente estudo ndo podem ser comparados de
forma direta as demais pesquisas revisadas, uma vez que os procedimentos adotados foram
diferentes, e ndo foram encontrados outros estudos que investigassem os efeitos da privagao
em tarefas de escolha probabilistica. No entanto, como sera visto adiante, é possivel que a
diferenca entre a magnitude dos reforcadores nas alternativas, discutida por Prince et al.
(2020) possa ser analisada como uma variavel relevante para se compreender os resultados do
presente estudo.

Outra questdo a ser considerada na presente pesquisa é o aparato utilizado. Enquanto a
maioria das pesquisas aqui discutidas utilizam caixas de condicionamento operante, nas quais
as escolhas podem ser feitas por meio de pressdes a barras dispostas lado a lado, no estudo
aqui apresentado foi utilizado um labirinto. Para realizar a escolha, o animal deveria percorrer
dois corredores até acessar o comedouro da alternativa escolhida, o que certamente tem um
custo de resposta maior do que alcangar uma barra disposta na parede de uma camara
experimental, especialmente em se tratando de animais privados de alimento ou gravidas.
Além disso, é preciso considerar que, além do esfor¢o em percorrer o labirinto, o tempo gasto
para 0 acesso ao comedouro ¢ acrescido ao intervalo entre as tentativas (ITI), o que pode ser
relevante na analise de resultados de estudos sobre escolha (Mazur, 2004). Né&o é possivel, no
entanto, determinar se, e quanto, o custo de resposta de escolha pode ter diminuido o valor da
alternativa LR nas condicGes aqui estudadas, nem sua relevancia na determinagéo dos

resultados obtidos.
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A auséncia de diferencas entre o grupo controle e 0 grupo experimental neste estudo,
mesmo em condicGes de gravidez e lactacdo, que exigem maior aporte energético nas fémeas,
talvez possa ser entendido a partir de algumas hipoteses. A primeira delas refere-se ao fato de
que a privagéo alimentar pode ter influenciado outros aspectos do responder dos sujeitos
(Logue et al., 1988). A privacgdo alimentar pode alterar o gasto energético do animal ao longo
do dia de forma que dentro da caixa viveiro o0 animal passe a economizar sua energia,
passando menos tempo se locomovendo, por exemplo (Dulloo & Girardier, 1993b; Even &
Nicolaidis, 1993). Alguns estudos apontam que animais privados exibem menor
movimentacao nos periodos em que ndo sao alimentados em comparacao ao grupo controle, e
ingerem o alimento de forma mais rapida, enquanto que animais com dieta ad lib. demoram
periodos maiores para terminar de ingerir a porcéo de alimentos (Cambras, Vilaplana & Diez-
Noguera, 1993; Mazeti & Furlan, 2008; Santos-Pinto & J. Luz, 2001). Esse é um fator que
deve ser controlado em futuras pesquisas, pois, por um lado, o gasto energético pode
representar um risco de morte para 0s animais, podendo estar relacionado ao fato de algumas
fémeas néo terem engravidado. Por outro lado, a diminuicdo da atividade do animal, com
consequente economia de energia, pode ter amenizado os efeitos da privacao, interferindo no
desempenho dos animais ao longo do procedimento.

A segunda hip6tese para a auséncia de diferencas entre os grupos experimental e
controle pode estar relacionada a quantidade de pelotas de alimento disponiveis nas duas
alternativas (e a proporcao entre elas). Como visto anteriormente (Estudo 1), a maioria das
pesquisas que estuda os efeitos da privagdo sobre o comportamento de escolha em tarefas de
delay discounting utiliza propor¢des semelhantes aquelas utilizadas no presente estudo. A
proporcdo, assim como a quantidade de alimento, pode ter um valor maior para individuos
que passam por privacao alimentar. Prince et al. (2020) mostram isso em seu estudo, em que

a alternativa SS liberava uma pelota de racdo e a LL, 5 pelotas depois de um atraso variavel
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(0 a2 60 s). Quando mantido a 85% do seu peso ad lib. os animais escolheram com maior
frequéncia a alternativa LL do que quando foram mantidos com seu peso livre. Nesse estudo
a quantidade de comida sempre foi constante, apenas o atraso para obtencdo da refor¢co maior
aumentava. Os autores destacam o efeito da magnitude do reforgo no comportamento de
escolha dos animais do grupo em privagédo alimentar, mostrando que provavelmente a maior
magnitude do reforgador tende a diminuir o desconto causado pelo atraso na sua obtencéo.
Nesse sentido, a maior quantidade de alimento na alternativa LL tende a compensar o atraso.
Além disso, a quantidade pequena de alimento presente na alternativa SS tende a ter um
efeito contrério.

O estudo de Mazur (1988a), em um estudo com alternativas probabilisticas, sustenta o
dado apresentado por Prince et al. sobre o efeito da magnitude do reforco. Quando o autor
destaca que a proporcdo de reforgo entre as alternativas (e.g., o dobro ou o triplo) € menos
importante que a quantidade absoluta de alimento presente em cada uma (e.g., 2vs4 e 4 vs 8
pelotas), sugere que 4 pelotas pode parecer muito em relagdo a 2, mas que 8 pelotas pode nao
parecer tanto, uma vez que a alternativa segura apresenta uma quantidade também grande de
alimento disponivel (4). De certo modo isso significa que o quio “atraente” a alternativa LL
pode parecer depende muito da quantidade de alimento disponivel na alternativa segura,
como também destacado por Zoratto et al. (2016).

Assim como no Estudo 1, é possivel que a quantidade de racdo disponivel nas
diferentes alternativas nesse Estudo 2 ndo tenha sido suficiente para fazer com que as fémeas
experimentais, sobretudo as que engravidaram, aumentassem ou diminuissem sua escolha
pela alternativa LR, depois que o ponto de indiferenca foi estabelecido. A diferenca entre as
alternativas pode ter feito com que a alternativa LR ndo fosse tdo “atraente” a ponto de fazer
com gue as fémeas, com maior necessidade de aporte calérico durante a gravidez e a

lactacdo, arriscassem mais nessa alternativa para obter maior porc¢ao de alimento. Ou, talvez
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as fémeas tenham aprendido a variar suas respostas entre as alternativas de modo a garantir
que receberiam uma quantidade suficiente de ragéo para sua sobrevivéncia. Se a exposicao
continua dos animais ao procedimento experimental fez com que eles aprendessem que, ao
distribuir mais ou menos igualmente as escolhas entre as alternativas quando a probabilidade
em LL era de 50 a 70% de probabilidade, conseguiriam obter quantidade de ragdo suficiente
para manter sua sobrevivéncia e energia, ndo faria sentido mudar o IP e arriscar obter
quantidades menores de alimento.

Segundo Kamil e Roitblat (1985), apenas quando um ambiente ndo é previsivel, um
animal deve gastar energia e investigar as chances de um forrageio bem-sucedido naquele
ambiente. Pode-se somar a esse fator uma possivel habituacdo ao nivel de privacdo, a
diminuicgdo do gasto energético fora das sessdes experimentais (como sugerido
anteriormente) e o fato de que a quantidade de alimento extra sessao era suficiente para a sua
sobrevivéncia. E possivel sugerir que talvez a privacio de fato tenha influéncia no
comportamento de escolha de fémeas em diferentes fases do ciclo reprodutivo quando essa
privacdo de fato coloca-la em risco ou quando condigdes realmente vantajosas possam fazé-la
se arriscar mais do que em uma situacao de acesso livre a comida. De acordo com Kamil e
Roitblat quando os animais estdo em um ambiente com boas condi¢des de alimentagéo e o
beneficio médio das alternativas de escolha no ambiente é suficiente para atender suas
necessidades energéticas, entdo a escolha pela alternativa variavel pode aumentar as chances
de risco de fome, caso o animal escolha uma série de vezes a alternativa sem alimento.
Porém, se 0 animal est4 inserido em uma condi¢do de desnutri¢do, e o beneficio médio
disponivel no ambiente for ruim, entdo vale a pena apostar na alternativa variavel, uma vez
gue uma sequéncia de disponibilidade de alimento pode reduzir a fome. O conjunto desses
fatores pode ter contribuido para que, nas condi¢des experimentais testadas, ndo tenham sido

encontradas diferengas entre os grupos.
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Independentemente da auséncia de diferencas entre os grupos, € importante destacar
que a maioria dos animais atingiu o ponto de indiferenca quando a probabilidade em LR era
menor que 70%, situacdo em que essa alternativa era desvantajosa em comparagdo a
alternativa SS. Esse dado, assim como discutido no estudo anterior, sustentam a ideia de que
a escolha dos animais estavam mais sob controle da quantidade de pelotas disponiveis nas
alternativas do que pela probabilidade de obter ou ndo as pelotas de racdo. A probabilidade
pode ter influenciado as escolhas dos animais apenas para o estabelecimento inicial do IP,
mas conforme as fémeas foram passando pelo periodo de gestacéo e lactacdo, e 0 ambiente
continuava estavel (mesma probabilidade de obter o reforgo, e mesma quantidade de pelotas
disponivel entre as alternativas), ndo faria sentido os animais variarem suas escolhas. Talvez
se outras proporc¢des fossem utilizadas, ou variagdes na quantidade de reforco, e situacoes de
risco explicita fossem inseridas nas diferentes fases do ciclo reprodutivo, diferentes IPs
poderiam ser observados ao longo das sessfes experimentais.

Algumas limitagOes devem ser ponderadas no presente estudo. Entre elas, destaca-se o
numero de fémeas experimentais que engravidaram, em comparacéo ao numero de fémeas
controle. O pareamento numérico desses grupos poderia dar indicadores mais seguros da
auséncia de diferenca entre as condi¢des estudadas. Além disso, esse estudo, assim como o
Estudo 1, testou apenas uma condicgéo de privacao (75% do peso ad lib) e a mesma variagao
de numero de pelotas de racdo disponiveis em cada alternativa (2 vs. 3 pelotas). Por se tratar
de um estudo exploratdrio, ndo seria possivel fazer todas as variacdes necessarias para se
afirmar com seguranca que o estado de privacdo nao tem influéncia na escolha entre
alternativas probabilisticas, mas essas variagGes devem ser abordadas em estudos futuros. A
despeito dessas limitagGes, resultados relevantes foram obtidos nessa pesquisa.

O estudo realizado mostrou que fémeas, independentemente de terem passado por

restricdo alimentar ou ndo, sdo influenciadas pelas suas necessidades energéticas; o
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custo/beneficio é também um fator importante quando estdo diante de tarefas de escolha
envolvendo risco para a obtengdo de alimento, mesmo quando estdo em periodo gestacional
ou lactantes. Os resultados encontrados sugerem que a privagéo alimentar ndo influenciou na
escolha dos animais, nem mesmo em diferentes fases do ciclo reprodutivo, dentro das
condicdes testadas. Futuras pesquisas devem aprofundar investigagoes sobre o
comportamento de escolha em gestantes e lactantes, verificando/controlando o gasto
energético das fémeas ao longo do dia, expondo os animais a diferentes magnitudes de
reforgo entre as alternativas, e verificando se procedimentos que envolvem alternativas
probabilisticas podem produzir resultados diferentes daqueles envolvendo atraso. Esses
resultados reafirmam a importancia de se estudar o ciclo reprodutivo como uma variavel
bioldgica que afeta 0 comportamento de fémeas, para o entendimento das espécies, inclusive

em relacdo a aspectos evolutivos.
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Anexo A - Parecer de aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais da FFCLRP.

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Campus de Ribeir3o Preto

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Comportamento de escolha em
fémeas Wistar (Rattus norvegicus) em diferentes fases do ciclo reprodutivo, em
comparagao com machos”, registrada sob n® 16.5.677.59.5, sob a responsabilidade de,
Sara Tamiris Cirilo Fernandes que envolve a manutencdo e ufilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto © 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conseho
Nacional de Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA).

A proposta foi aprovada na reuni@do de 27/04/2017 e o relatorio final
aprovado ad referendum em 06/10/2020.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autonzag3o 19/05/2017 a 31/03/2020
Espécie/Linhagem Wistar
N° de animais 12
Pesal/ldade 45-80g/21 dias
Sexo & machos e 6 fémeas
. Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) -
Origem CEMIB

Ribeirdo Preto, 10 de novembro de 2020.
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Profa. Dra. Patricia Ferreira Monticelli
Coordenadora da CEUA-FFCLRP/USP

CEUA - Comiss30 02 £1ica no Uso de Anmals 63 FFCLRP USP
Fone: (16) 33154311 Aveniga Banaekrantss, 3900 - bioco 01 da Administragdo - s3ia 06
CEP: 14040-301 - Ribeirdo Preto - SP - Brasl

Homepage: MHtp-(ww Cirp.usp br - e-mall: ceuaglisias, Teip.usp o



Anexo B - Parecer de aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da FCFRP.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Comportamento de escolha de

fémeas Wistar (Rattus norvegicus) em diferentes fases do ciclo reprodutivo, em comparacao
com machos”, registrada sob n® 17.1.882.60.5, sob a responsabilidade de Sara Tamiris Cirilo
Fernandes e Andréia Schmidt, que envolve a manutencdo e utilizacdo de animais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA).

A proposta foi aprovada na reunido de 26/10/2017 e o relatorio final foi
aprovado ad referendum em 15/10/2020 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP).

Finalidade { ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagdo 24/11/2017 a 31/03/2020
Espécie/Linhagem/Raca Rato heterogénico Wistar

N° de animais 6 12
Peso/ldade 45-60g/ 21 dias 45-609/ 21 dias
Sexo Macho Fémea
Origem Centro Multidiscip!inalf para inmstigag?q biolégica na area da ciéncia
em animais de laboratdrio - UNICAMP

Ribeiréo Preto, 15 de outubro de 2020.

Ana Patricia u atsui

Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirac Preto - SP

Comisséo de Etica no Uso de Animais ~ csua@icirp.usp.br

Fone: {16) 3315-8559 - Fax (16) 33152-4892
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Anexo C - Parecer de aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais da FORP.

[ UNIVERSIDADE DE SAC PAULO
I FACULDADSE DE ODONTOLOGHA DE RIBEIRAC FRETO

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

i
{ C U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

ComissAo DE ETICA NO USO DE ANIMALS ComISSAO DE ETlCA NO UsO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que a proposta intitulada “Comportamento de escolha de fémeas
Wistar (Rattus norvegicus) em difertentes fases do ciclo reprodutivo, em
comparagdo com machos”, registrada com o n°2017.1.489.58.0 sob a responsabilidade
da Profa. Dra. Christie Ramos Andrade Leite Panissi — que envolve a produgao,
manutencdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata

(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo

com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de

Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeir&o Preto (CEUA/FORP) em 20/09/2017.

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
01/10/2017 a 30/09/2019

Vigéncia da Autorizagéo

Espécie/Linhagem/Raca Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 6/12

Peso/ldade 180-300 g /70 dias

Sexo Macho / Fémea ¢

Biotério Central — PUSP-RP

Origem

Ribeiro Preto, 2 de setembro de 2017.

Profa. 6@_., iara De Rossi Daldegan
Coordenadora da CEUA — FORP/USP

CEUA- FORP/USP



