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RESUMO

Introdugao: A hipertensdo arterial sistémica (HAS) afeta um a cada trés
adultos no mundo, cuja metade dos individuos que a possuem nao tem ciéncia de sua
condicdo. A HAS ocorre quando ha um aumento crénico na pressao arterial
acometendo um esforgo cardiovascular, o que, por sua vez, danifica 6rgdos alvos:
coracao, rins, cérebro. E pode causar ataque cardiaco, danos renais entre outros
problemas de saude. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo comumente
utilizados na literatura como modelo para HAS, sendo Wistar Kyoto (WKY) seu
controle normotenso. Sabemos, através da literatura consolidada, que o grupo SHR é
hipertenso, porém as diferengas entre os grupos podem ir além da diferenga entre as
pressoes arteriais, podendo chegar a alteragbes comportamentais. Objetivo: Avaliar,
para além da HAS, possiveis diferencas comportamentais entre ratos SHR e WKY.
Métodos: Utilizamos ratos machos espontaneamente hipertensos (SHR) de 242 a
290 dias, (n=15) e ratos machos normotensos (WKY) de 232 a 319 dias, (n=16). Foi
iniciado os experimentos com o Campo aberto (CA), para avaliar a memoria de curta
duracao de habituacao ao ambiente. Depois de 90min, as sessdes de reconhecimento
de objetos (RO), para avaliar a memoria de curta e longa duragao de reconhecimento
de objeto. O Treino possuia dois objetos idénticos (OFA e OFB). Percorridos 90min,
inicia a sessao Tarefa, onde foi trocado um objeto familiar (OFB) por um objeto novo
(NO). Passadas 24h, inicia a Tarefa 24h, onde houve uma mudanga espacial do NO
gque passa a ser chamado de objeto deslocado (OD). Apdés duas semanas, inicia a
sessdo de claro-escuro (CE), que mede a ansiedade. Resultados: No CA, o grupo
SHR demonstrou ter memodria de curta duracido de habituacdo ao ambiente e
apresentou comportamento menos ansioso do que o grupo WHY. No RO, os grupos
demonstraram nao possuirem memoéria de curta e longa duragédo de reconhecimento
de objeto. No CE, o grupo SHR demonstrou ser menos ansioso do que WHY.
Conclusao: O grupo WKY possui memoéria de curta duragdo de habituagcdo do
ambiente. O grupo SHR é menos ansioso. E, possivelmente, o RO nao seja o melhor
experimento para verificar memoria de curta e longa duragdo para esse modelo
experimental. Acreditamos que o presente estudo possa servir de base metodoldgica
e auxiliar a producao de novos estudos sobre a HAS, para uma escolha mais assertiva
dos métodos.

Palavras-chave: ratos SHR, hipertensdo, memoaria, ansiedade.



ABSTRACT

Introduction: Systemic arterial hypertension (SAH) affects one in three adults worldwide,
with half of the individuals who have it unaware of their condition. SAH occurs when there is
a chronic increase in blood pressure affecting cardiovascular effort, which in turn damages
target organs: heart, kidneys, brain. It can cause heart attack, kidney damage, among other
health problems. Spontaneously hypertensive rats (SHR) are commonly used in the literature
as a model for SAH, with Wistar Kyoto (WKY) being their normotensive control. We know,
through consolidated literature, that the SHR group is hypertensive, but the differences
between the groups can go beyond the difference between blood pressures, potentially
leading to behavioral changes. Objective: To evaluate, beyond SAH, possible behavioral
differences between SHR and WKY rats. Methods: We used male spontaneously
hypertensive rats (SHR) aged 242 to 290 days, (n=15) and male normotensive rats (WKY)
aged 232 to 319 days, (n=16). The experiments were started with the Open Field (CA), to
evaluate short-term memory of habituation to the environment. After 90min, the object
recognition (RO) sessions were initiated, to evaluate short and long-term memory of object
recognition. The Training had two identical objects (OFA and OFB). After 90min, the Task
session started, where a familiar object (OFB) was replaced by a new object (NO). After 24h,
the 24h Task started, where there was a spatial change of the NO which became known as
the displaced object (OD). After two weeks, the light-dark session (CE) started, which
measures anxiety. Results: In the CA, the SHR group demonstrated short-term memory of
habituation to the environment and exhibited less anxious behavior than the WHY group. In
the RO, the groups showed no short and long-term memory of object recognition. In the CE,
the SHR group demonstrated being less anxious than WHY. Conclusion: The WKY group has
short-term memory of habituation to the environment. The SHR group is less anxious. And
possibly the RO is not the best experiment to verify short and long-term memory for this
experimental model. We believe that the present study can serve as a methodological basis

and assist in the production of new studies on SAH, for a more assertive choice of methods.

Keywords: SHR rats, hypertension, memory, anxiety.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao Arterial Sistémica

A Pressao Arterial Sistémica (PA) é a for¢a exercida pelo sangue nas artérias,
resultando na circulagdo do sangue por todo o nosso corpo'. A Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS), conhecida popularmente por “pressédo alta”, é definida como
aumento da pressao arterial: pressao sistolica, pressao nos vasos sanguineos apos a
contragdo do coragdo, maior ou igual a 140mmHg e pressdo diastdlica, apoés o

relaxamento da musculatura cardiaca, maior ou igual a 90mmHg?2.

Nos ultimos 30 anos, comparativo de 1990 até 2019, houve um aumento de
quase duas vezes mais o numero de casos, entre pessoas de 30 e 79 anos, com HAS.
Esse numero deve-se principalmente pelo crescimento e envelhecimento

populacional, e maus habitos de vida®.

A HAS é uma doencga grave, atingindo mais de 38 milhdes de brasileiros,
causando a morte de 400 pessoas por dia. Em 2019, a HAS foi responsavel por 110,5
obitos a cada 100 mil brasileiros® ¢ 7.

A Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 2023, publicou um levantamento
sobre a hipertensao, dizendo que um a cada trés pessoas adultas em todo o mundo
possuiam a HAS e metade dos individuos ndo tinham conhecimento sobre sua

condig&o, tdo pouco fazem o manejo da doencga °.

1.2. Hipertensao Arterial Sistémica: seus riscos

Segundo o Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protegéo para Doengas
Croénicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), de 20218, junto com o diabetes, a
hipertensao foi considerada o principal fator de risco a saude do pais, e uma das
principais causas de morte e doengas em todo o mundo®.

Por se tratar de uma doenca tacita, quando os sintomas aparecem podem ser
causados por um aumento acentuado da pressao ou quando a condi¢ao ja se encontra
em um nivel mais avancado'®, podendo ser tarde demais para reverter os danos
acarretados pela doenga, levando a possiveis danos cognitivos, e até mesmo a morte.

O grande fator de alerta para o cuidado com a hipertensao s&o as lesbes de
orgaos alvos. A HAS exige um esforgo exacerbado do coragdo para que o sangue

possa ser distribuido corretamente para o corpo, o que aumenta a propensao da
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ocorréncia de acidente vascular encefalico (AVE), enfarto agudo do miocardio,
aneurisma arterial, insuficiéncia renal e doengas cardiovasculares (DC)"".

A HAS é responsavel por mais de 50% das DCs, segundo a Organizagéao Pan-
Americana da Salude (OPAS) de 2022'?, e a idade que o paciente se encontra no
inicio da hipertensdo se mostrou comumente relevante para o prognéstico de futuras
DCs'3.

Além de ser uma doencga silenciosa acaba sobre carregando alguns 6rgaos
COMO O coragao, rins e cérebro, que por sua vez, acarreta doencgas derivadas da HAS,
como por exemplo o acidente vascular encefalico (AVE), insuficiéncia cardiaca, danos
renais, entre outras condigoes .

A combinacao dos fatores, que afeta a vida humana, define a qualidade de vida
dessa pessoa em uma sociedade''%. Um dos fatores que afetam a qualidade de vida
€ a saude fisica, mental, psicolégica e emocional de um individuo, sendo assim, a
HAS pode alterar diretamente a vida do individuo, seja de maneira mais severa ou

comedida.

1.3. Hipertensao Arterial Sistémica: Modelo Animal

Existe um modelo animal especifico para essa doenga. Os ratos das linhagens
espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive Rats - SHR) séao
considerados o melhor modelo animal para mimetizar a HAS. Eles sao geneticamente
desenvolvidos a partir do cruzamento seletivo de ratos normotensos, Wistar Kyoto
(WKY), utilizados como controle normal para a PA.

Esse modelo foi desenvolvido em 1963, no Japao, por Okamoto e seus colegas,
através da endogamia seletiva, até alcangar uma uniformidade de animais®, e é
abrangentemente utilizado como modelo genético de HAS, que foi criada com a proposta
de mimetizar a HAS em humanos, sendo este um modelo animal de facil
disponibilizagéo?®’.

Para além da HAS, o estudo tem como intengdo averiguar outras possiveis
diferencas entre o grupo SHR e WKY. para além da PA. Para isso. fizemos os

seguintes experimentos: campo aberto, reconhecimento de objetos e claro-escuro.

10



2. OBJETIVO GERAL

Identificar possiveis diferengcas comportamentais entre ratos machos
espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos (WKY) além da hipertenséo

arterial sistémica.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Para este estudo foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
seu controle ratos normotensos (WKY) amplamente utilizados e aceitos na
literatura4?4344.45.46.47Estando a literatura consolidada sobre os animais SHR serem
hipertensos, decidimos permanecer com o estudo, mesmo nao tendo sido possivel
fazer testes para a averiguagao da HAS.

Utilizamos ratos machos SHR, com idade entre 232 e 319 dias (n=16), tendo
como controle normotenso ratos WKY, com idade entre 242 e 290 dias (n=15), cujo
numero de aprovagao do projeto no comité de ética € “44046”.

Adquirimos os animais do biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS,
onde os mantivemos até chegarem na idade desejada. Eles foram separados em
grupos de 2 a 3 animais por caixa de policarbonato de 411x 340x 640 mm, e a troca
de maravalha foi feita a cada 2 dias. A sala foi mantida com temperatura regulada em
22 + 2°C em ciclo de claro/escuro de 12 horas controlado por fotoperiodo (luzes
acesas as 7h; luzes apagadas as 19h). Os cuidados com animais seguiram as
diretrizes governamentais oficiais conforme a Federag&o das Sociedades Brasileiras
para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Departamento de Bioquimica — UFRGS.

Os animais foram divididos em 2 grupos: SHR e WKY.

3.2. Campo Aberto (CA)

Utilizando as propriedades exploratérias do rato, atividade locomotora e sua
capacidade de habituar-se ao novo ambiente, avaliamos a memdria de habituacdo ao
ambiente, de curta duracio®3.

Os animais foram levados para a sala do experimento e, antes de iniciar, ficaram
ambientando de 20 a 30 minutos. O aparato consiste em uma caixa preta, contrastando com
a cor do animal, de 50cm de comprimento x 50cm de largura x 50cm de altura, onde o roedor
foi colocado centralmente e exposto por 10 minutos.

A memoria de curta duragdo foi avaliada considerando a redugdo, em metros ao longo
da sessao, do deslocamento do animal dentro do aparato. E o grau de ansiedade foi avaliado

através da relagdo de distancia e tempo na zona central e zona periférica.
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Ao final da sessdo, a caixa foi devidamente limpa com alcool 70%, para logo apds ser
posicionado outro animal.

A sessdo foi gravada através de uma cadmera acoplada acima do aparato, e os
parametros foram registrados em um programa de gravagao de videos. Depois, os
videos foram avaliados utilizando o software ANY-Maze, e os graficos e analises
estatisticas (unpaired t test (para grupos paramétricos), Mann Whitney test (para
grupos nao paramétricos) e 2way ANOVA (para comparagao de um grupo inteiro com

o outro) utilizando o GraphPad Prism 10.

3.3. Reconhecimento de Objetos (RO)

Transcorridos 90 minutos da sessdo do CA, comegamos a sessdo de
Reconhecimento de Objetos (RO). O objetivo era avaliar a capacidade que os animais
tinham de discernir um objeto novo (NO) e um objeto deslocado espacialmente (OD)
de um objeto familiar (OF), devidamente apresentado ao animal. Através do tempo de
exploragédo concedido a cada objeto, avaliamos a memoria de curta e longa duragéo
de reconhecimento de objetos.

Comegamos com o Treino, onde os animais foram expostos a dois objetos
idénticos que chamamos de Objeto Familiar A (OFA) e Objeto Familiar B (OFB) por
10 minutos, com o objetivo de serem apresentados aos mesmos.

Passados 90 minutos apds o final do treino, realizamos a primeira Tarefa, com
duracgéo de 10 minutos, onde trocamos o OFB por um Novo Objeto (NO), diferente do
objeto apresentado para o roedor. Assim, avaliamos a memoéria de curta duragao de
reconhecimento do NO.

Ao final da tarefa, os animais voltaram para suas devidas salas e sé retornaram
para a sala do experimento no outro dia, passando pela fase de ambientacéo de 20 a
30 minutos, novamente.

ApGs a ambientagao, iniciamos a Tarefa 24h, com duragao de 10 minutos, onde
alteramos espacialmente o NO, que passa a ser chamado de Objeto Deslocado (OD),
com o objetivo de avaliar a memoria de longa duragao de reconhecimento do OD.

Consideramos comportamentos exploratorios os atos de cheirar, tocar e olhar
0 objeto com a cabega proxima ao mesmo. Consideramos reconhecimento de um
objeto quando o comportamento exploratério (tempo) é maior quando comparado a média

tedrica de 50/100 (50%).
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Utiliza-se o mesmo aparato do CA, e, ao final de cada experimento, mantem-se o
mesmo padrao de limpeza com a solucdo de dlcool 70%, para logo apds ser posicionado outro
animal.

As sessoes foram gravadas por uma camera acoplada acima do aparato, e os
parametros registrados em um programa de gravacao de videos. Depois, os videos
foram avaliados utilizando o software ANY-Maze, e os graficos e analises estatisticas
(One sample t test com média hipotética de 50) utilizando o GraphPad Prism 10.

3.4. Claro-escuro (CE)

O protocolo Claro-escuro é baseado na razao da exploragao dos roedores aos
ambientes claro (aversivo) e escuro, permitindo avaliar o comportamento ansioso. Um
animal mais ansioso, tende a ficar na caixa escura, e um animal menos ansioso, na
caixa clara.

Os animais foram levados para a sala do experimento e, antes de iniciar,
ficaram ambientando de 20 a 30 minutos com luminosidade mediana (60 lux), unica
iluminagao para o experimento.

O aparato para a sessao consiste em 2 caixas, de cores distintas, conectadas
por uma abertura, onde o animal pode transitar. Uma caixa € preta (ambiente
normalmente preferido), fechada, ndo visivel, de 36cm de comprimento x 40cm de
largura x 20cm de altura. E a outra € clara (aversiva), “aberta”, possui uma tampa
translucida por onde permite a averiguagao dos resultados, de 44cm de comprimento
x 40cm de largura x 20cm de altura.

O roedor ¢é colocado no centro da caixa clara e deixado para explorar
livremente a arena durante 5 minutos, onde foram analisados os seguintes
parametros: 1) quanto tempo o animal leva para sair pela primeira vez da caixa clara;
2) numero de avaliagdo de risco de entrar na caixa clara (esticando a cabega na
diregdo do compartimento e ficando no limite entre as duas caixas); 3) numero de
entradas na caixa clara; 4) numero de rearings praticadas pelo animal (levantar as
patas dianteiras com objetivo de explorar) na caixa clara; 5) tempo que o animal
permanece na porgao clara do aparato.

Ao final do experimento, a caixa é devidamente limpa com alcool 70%, para
logo apds ser posicionado outro animal.

A sessao foi gravada por uma camera acoplada acima do aparato, e os

parametros registrados em um programa de gravacéo de videos. Depois, os videos
14



foram assistidos pelo pesquisador que cronometrou manualmente e anotou os
parametros averiguados. Os graficos e analises estatisticas (unpaired t test (para
grupos paramétricos) e Mann Whitney test (para grupos nao paramétricos)) utilizando
o GraphPad Prism 10.

3.5. Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no GraphPad prism 10. Para
averiguar a normalidade dos grupos foi utilizado o teste Normality and Lognormality
tests, levando em consideracao os resultados do Shapiro-Wilk test. Para o CA foram
utilizados os testes: unpaired t test (para grupos parameétricos), Mann Whitney test
(para grupos néo paramétricos) e 2way ANOVA (para comparagao de um grupo inteiro
com o outro). Para o RO foi utilizado o teste One sample t test com média hipotética
de 50. E para o CE foram utilizados os testes: unpaired t test (para grupos
paramétricos) e Mann Whitney test (para grupos nao parametricos).

Os dados sao relatados com média e desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho ou através do
simbolo “ns” (p>0,05). Foram realizados 2 métodos para a identificagdo dos outliers: 1)
através de teste estatistico no GraphPad prism 10 (/dentify outliers método ROUT

(Q=1%)) (tt); e 2) quando o ponto era 3 vezes maior ou menor do que a média (3x).

3.6. Coleta do material biolégico

Apos todos os testes comportamentais, os animais foram anestesiados com
cloridrato de quetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Colocamos o
animal anestesiado no aparelho estereotaxico e, com o auxilio de uma agulha de
insulina 50 Ul, coletamos liquor diretamente da cisterna magna e colocamos em um
Eppendorf, que foi centrifugado a 1000g por 1 min, e o sobrenadante, coletado e congelado.
Amostras contaminadas ou hemolisadas foram descartadas.

Depois, com uma seringa de 5ml com uma agulha 25x7 mm. coletamos sangue
diretamente do coracao do animal. Dividimos metade do material para tubos de
sangue com EDTA (anticoagulante), para plasma e, para tubos de sangue com
coagulante, para soro. Deixamos descansando por 10 minutos, apds, centrifugamos
em 1000g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e congelados.

Feitas as 2 coletas iniciais, utilizamos isoflurano 5% para garantir uma anestesia

mais profunda, evitando o sofrimento respiratorio do animal, pela abertura do térax,
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que acarretou a morte dos animais por hipovolemia. Utilizamos uma bomba de
perfusdo, 14ml por minuto, conectada ao coragdo para fazer a troca do sangue
residual por uma solugdo de PBS. Passados 100ml, foram coletados os 6rgaos: bloco
cardiopulmonar aértico (coragao, pulmao, aorta), rins e figado.

Os animais foram decapitados com uma guilhotina e o cérebro foi coletado.
Metade do cérebro foi armazenada no PFA 4% e o restante foi congelado.

Todos os materiais recolhidos foram devidamente armazenados, visando a
integridade dos conteudos bioldgicos para um posterior estudo.

Apenas o rato em procedimento de anestesia e eutanasia foi levado para dentro
da sala. A guilhotina foi limpa entre o uso de animais; as luvas do manipulador foram
mantidas limpas; tudo isto para que os animais n&o tivessem qualquer tipo de estresse
ou angustia devido ao odor de sangue.

Todos os procedimentos foram realizados por pessoas capacitadas e treinadas,
para que os animais nao tivessem qualquer tipo de sofrimento, mantendo sempre o

maximo de respeito e bem-estar.
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4. JUSTIFICATIVA METODOLOGICA

4.1. Nao averiguagao da PA

Nao houve possibilidade de realizar mensuracbes da hipertensdo arterial
sistémica (HAS) dos animais, devido a duas situagdes: 1) nosso equipamento para
estas mensuragdes ficou completamente danificado, e 2) a Unica empresa que fabrica
este equipamento no Brasil ndo tinha pronta entrega e a fabricagdo de um

equipamento novo tardaria em muitas semanas o estudo.

Como a literatura atual demostra que ratos SHR adultos sdo espontaneamente
hipertensos*24344.4546.47 ‘nartimos das evidéncias da literatura para avaliarmos outras
possiveis alteragcbes comportamentais, comparando animais normotensos (WKY) e
hipertensos SHR).
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5. RESULTADOS
5.1. Campo Aberto

5.1. Figura 1. Campo Aberto. Avaliacdo da locomogao durante os 10 minutos da
sessdo. O grupo WKY reduziu sua locomogao ao longo da sessédo. O grupo SHR

reduziu sua locomocéo do 1° ao 5° minuto, mas ndo manteve a queda até o final da

sessao.
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Figura 1. Campo Aberto. Distancia percorrida no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise
estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padréo. * p<0,05, **** p<0,0001.
Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (¢) representa um animal. Foram retirados 3

pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 1).
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5.1. Figura 2. Campo Aberto. Avaliagao da locomogéao durante o 1° minuto da sessao.

Os 2 grupos nao apresentaram diferenga significativa na distancia percorrida.
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Figura 2. Campo Aberto. Comparagéo da distancia percorrida no 1°minuto entre os grupos: WKY e SHR. Analise

estatistica utilizando unpaired t test. Os dados s&do mostrados com média e desvio padrdo. Valor n&o significativo

esta em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um animal. Foi retirado um ponto (OQutlier) do grupo WKY

(Suplementar 2).
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5.1. Figura 3. Campo Aberto. Avaliagdo da locomogao total dos animais durante os
10 minutos da sess&o. O grupo SHR demonstrou maior locomog&o ao longo da
sessao, do que o grupo WKY.
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Figura 3. Campo Aberto. Distancia total percorrida nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica

utilizando unpaired t test. Os dados sao mostrados com média e desvio padrdo. *** p<0,001. Cada ponto (*)
representa um animal.
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5.1. Figura 4. Campo Aberto. Locomogado dos animais, por idade, durante os 10
minutos da sessdo. Nao houve diferenga significativa da disténcia percorrida e as
respectivas idades dos animais nos dois grupos.
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Figura 4. Campo Aberto. Relagao entre a idade dos animais e a distancia total percorrida pelos grupos WKY e
SHR. Analise estatistica utilizando 2way ANOVA. Os dados sao mostrados com média e desvio padrdo. ns (p>0,05).

Cada ponto (¢) representa um animal.
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5.2. Tempo na zona central e periférica

5.2. Figura 5. Campo Aberto. Avaliagao do tempo em que 0s animais permaneceram
na zona central no 1°, 5° e 10° minuto da sessdo. O grupo WKY, ao decorrer da
sessdo, reduz o seu tempo de permanéncia na zona central. O grupo SHR néo
demonstrou diferenca.
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Figura 5. Campo Aberto. Tempo de permanéncia na zona central no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos grupos: WKY
e SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrao. *

p<0,05, **** p<0,0001. Valores néo significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um
animal. Foram retirados 5 pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 3).
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5.2. Figura 6. Campo Aberto. Avaliagao do tempo em que os animais permaneceram
na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto da sess&o. O grupo WKY, ao longo da
sessdo, aumentou seu tempo de permanéncia na zona periférica. O grupo SHR né&o
demonstrou diferenca.
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Figura 6. Campo Aberto. Tempo de permanéncia na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos grupos:
WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados s&do mostrados com média e desvio
padrao. * p<0,05, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa

um animal. Foram retirados 4 pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 4).
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5.2. Figura 7. Campo Aberto. Avaliagao do tempo total em que o animal permaneceu
na zona central durante os 10 minutos da sessdo. O grupo SHR permaneceu mais

tempo na zona central, do que o grupo WKY.
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Figura 7. Campo Aberto. Tempo total de permanéncia na zona central nos respectivos grupos: WKY e SHR.
Analise estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05. Cada

ponto () representa um animal.

24



5.2. Figura 8. Campo Aberto. Avaliagao do tempo total em que o animal permaneceu
na zona periférica durante os 10 minutos da sess&do. Os grupos apresentaram o

mesmo tempo de permanéncia na zona periférica.
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Figura 8. Campo Aberto. Tempo total de permanéncia na zona periférica nos respectivos grupos: WKY e SHR.
Andlise estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. Valor ndo

significativo esta em vermelho (p>0,05). Cada ponto (¢) representa um animal.
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5.3. Distancia na zona central e periférica

5.3. Figura 9. Campo Aberto. Avaliagcao da distancia que o animal percorreu na zona
central no 1°, 5° e 10° minuto da sessao. O grupo WKY, ao longo da sesséo, reduziu
sua distancia na zona central. O grupo SHR ndo demonstrou diferenca.
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Figura 9. Campo Aberto. Distancia percorrida na zona central no 1°, 5° € 10° minuto dos grupos WKY e SHR.
Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrédo. * p<0,05,

p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um animal. Foram
retirados 7 pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 5).
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5.3. Figura 10. Campo Aberto. Avaliagao da distancia que o animal percorreu na zona
periféricano 1°, 5° e 10° minuto da sessé&o. O grupo WKY, ao longo da sessao, reduziu

sua locomogéao na zona periferia. O grupo SHR ndo demonstrou diferenca.
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Figura 10. Campo Aberto. Distancia percorrida na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto dos grupos WKY e SHR.
Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados s&o mostrados com média e desvio padréo. * p<0,05.

Valores néo significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um animal. Foi retirado um ponto
(Outliers) do grupo WKY (Suplementar 6).
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5.3. Figura 11. Campo Aberto. Avaliagédo da distancia total percorrida na zona central
durante os 10 minutos do experimento. O grupo SHR apresentou maior locomogao na
zona central, do que o grupo WKY.
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Figura 11. Campo Aberto. Distancia total percorrida na zona central pelos grupos WKY e SHR. Andlise estatistica
utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padréo. ** p<0,01. Cada ponto (*)
representa um animal.
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5.3. Figura 12. Campo Aberto. Avaliagdo da distancia total percorrida na zona
periférica durante os 10 minutos da sessdo. O grupo SHR apresentou maior

locomogéao na zona periférica, do que o grupo WKY.
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Figura12. Campo Aberto. Distancia total percorrida na zona periférica pelos grupos WKY e SHR. Analise estatistica
utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. ** p<0,01. Cada ponto (*)

representa um animal.
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5.3. Figura 13. Campo Aberto. Avaliagao do tempo em que o animal permaneceu na
zona central durante o 1°, 5° e 10° minuto da sessao entre os grupos. Os grupos nao
mostraram diferenca no tempo no 1° minuto na zona central. No 5° e 10° minuto, o

grupo WKY reduziu o seu tempo de permanéncia na zona central, o grupo SHR, nao.
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Figura 13. Campo Aberto. Comparagao do tempo de permanéncia na zona central no 1°, 5° e 10° minuto pelos
grupos WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados séo mostrados com média e desvio
padréo. ** p<0,01, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa
um animal. Foram retirados 5 pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 7).
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5.3. Figura 14. Campo Aberto. Avaliagao do tempo em que o animal permaneceu na
zona periférica durante o 1°, 5° e 10° minuto da sessé&o entre os grupos. Os grupos
nao mostraram diferengca no tempo no 1° minuto na zona periférica. No 5° e 10°
minuto, o grupo WKY aumentou o seu tempo de permanéncia na zona periférica, o
grupo SHR, n&o.
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Figura 14. Campo Aberto. Comparacéo do tempo de permanéncia na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto entre
os grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e

desvio padrdo. ** p<0,01, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*)

representa um animal. Foram retirados 4 pontos (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 8).
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5.3. Figura 15. Campo Aberto. Avaliagdo da disténcia percorrida na zona central
durante o 1°, 5° e 10° minuto da sessédo entre os grupos. O grupo WKY, ao longo da

sessdo, reduziu a distancia na zona central. O grupo SHR, nao.
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Figura 15. Campo Aberto. Comparacao da distancia percorrida na zona central no 1°, 5° e 10° minuto entre os
grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e

desvio padrao. ** p<0,01, **** p<0,0001. Cada ponto (*) representa um animal. Foram retirados 6 pontos (Outliers)
do grupo WKY (Suplementar 9).
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5.3. Figura 16. Campo Aberto. Avaliagdo da distancia percorrida na zona periférica

durante o 1°, 5° e 10° minuto da sess&o entre os grupos. O grupo WKY apresentou

uma menor distancia percorrida no 10° minuto do que o grupo SHR.
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Figura 16. Campo Aberto. Comparagéao da distancia percorrida na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto entre os
grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e

desvio padrdo. * p<0,05. Valores nédo significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa um
animal. Foi retirado 1 ponto (Outliers) do grupo WKY (Suplementar 10).
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5.4. Reconhecimento de Objetos

5.4. Figura 17. Reconhecimento de Objetos. Avaliagao do tempo explorado em cada

objeto idéntico (Objeto Familiar A e B). O grupo WKY mostrou preferéncia pelo Objeto

Familiar A. O grupo SHR mostrou preferéncia pelo Objeto Familiar B.
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Figura 17. Reconhecimento de Objetos. Treino: tempo de exploragdo dedicado em cada objeto idéntico (Objeto

Familiar) nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando One sample t test com média hipotética

de 50. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrao.

***p<0,001, **** p<0,0001. Valores nao significativos

estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um animal. Foi retirado 1 ponto (Outlier) do grupo WKY

(Suplementar 11).
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5.4. Figura 18. Reconhecimento de Objetos. Avaliagdo do tempo explorado no objeto
conhecido (Objeto Familiar A) e no Novo Objeto. Os grupos ndo apresentaram

preferéncia por nenhum objeto.
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Figura 18. Reconhecimento de Objetos. Tarefa: tempo de exploragdo dedicado ao Objeto Familiar e ao Novo
Objeto nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando One sample t test com média hipotética
de 50. Os dados s&o mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05, *** p<0,001. Cada ponto (*) representa um

animal. Foi retirado 1 ponto (Outlier) de cada grupo (Suplementar 12).
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5.4. Figura 19. Reconhecimento de Objetos. Avaliagdo do tempo explorado no objeto
conhecido (Objeto Familiar A) e no objeto novo que foi deslocado espacialmente

(Objeto Deslocado). Os grupos nao apresentaram preferéncia por nenhum dos

objetos.
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Figura 19. Reconhecimento de Objetos. Tarefa 24h: tempo de exploracdo dedicado ao Objeto Familiar e ao Objeto
Deslocado nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando One sample t test com média
hipotética de 50. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrao. * p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001. Cada

ponto (*) representa um animal. Foi retirado 1 ponto (Outlier) de cada grupo (Suplementar 13).
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5.5. Claro-escuro

5.5. Figura 20. Claro-escuro. Avaliagao do tempo levado para os animais sairem a

primeira vez da regido clara indo para a regido escura. Os grupos ndo demonstraram
diferenga no tempo.
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Figura 20. Claro-escuro. Tempo levado para o animal sair da regido clara nos respectivos grupos: WKY e SHR.
Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padréo. Valores
nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa um animal.
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5.5. Figura 21. Claro-escuro. Numero de vezes que o animal arriscou ir da regido

escura para a regiao clara. Os grupos ndo demonstraram diferenga comportamental
na quantidade de arriscadas.
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Figura 21. Claro-escuro. NUmero de vezes que o animal arriscou ir para a regido clara nos respectivos grupos:
WKY e SHR. Analise estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sao mostrados com média e desvio padrao.

Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa um animal.

38



5.5. Figura 22. Claro-escuro. Numero de vezes que o animal entrou na regi&o clara.

O grupo SHR entrou mais vezes na regido clara, do que o grupo WKY.
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Figura 22. Claro-escuro. NUmero de vezes que os grupos WKY e SHR entraram na regido clara. Analise estatistica
utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05. Cada ponto (*)

representa um animal. Foi retirado 1 ponto (Outlier) do grupo WKY (Suplementar 14).
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5.5. Figura 23. Claro-escuro. Numero de vezes que 0s animais praticaram rearing
dentro da regi&o clara. O grupo SHR apresenta mais numeros de rearings, do que o

grupo WKY.
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Figura 23. Claro-escuro. Quantidade de vezes que o animal praticou rearings nos respectivos grupos: WKY e

SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrao.

p<0,001. Cada ponto (¢) representa um animal. Os 4 pontos superiores no grupo WKY s&o Outliers (3x), porém

optamos por manté-los; o nivel de significancia nao foi alterado.
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5.5. Figura 24. Claro-escuro. Tempo total que os animais ficaram na regiao clara. O

grupo SHR ficou mais tempo na regido clara, do que o grupo WKY.
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Figura 24. Claro-escuro. Tempo total na regido clara dos grupos WKY e SHR. Analise estatistica utilizando Mann
Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padréo. * p<0,05. Cada ponto (¢) representa um animal.

Foi retirado um ponto (Outlier) do grupo WKY (Suplementar 15).
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6. DISCUSSAO

O grupo WKY, na avaliacdo da locomoc¢do durante os 10 minutos da sessdo do CA
(Figura 1), demonstrou possuir memaria de curta duracdo de habituacdo ao ambiente, pois ao
longo da sessdo reduziu a distancia percorrida, corroborando com o achado de Yen“8.Ja o
grupo SHR reduziu a distancia do 1° para o 5° minuto, porém essa reducdo nao se estende até
o final na sessdo. Inferimos entdo, que o grupo SHR possui meméria de habituacdo, mas ndo

de curta duracdo por habituacdo ao ambiente.

A locomocgdo total do grupo SHR, percorrida no CA (Figura 3), é maior do que a
distancia do grupo WKY, podendo sugerir que o grupo SHR ndo possui memoéria de curta
duracdo por habituacdo ao ambiente, por esse motivo acaba se deslocando mais. Porém,

também pode sugerir a presenca de um déficit de atencdo e hiperatividade.

Outra possibilidade para esses dois resultados (Figura 1 e 3) é que o grupo SHR tenha
desenvolvido um déficit de atengdo ou hiperatividade, o que justificaria o aumento ou a nao
reducdo da distancia percorrida pelo grupo, ja que esse modelo animal também é utilizado

para essa finalidade em outros estudos 31:52,

Com o objetivo de verificar se os grupos possuiam diferengas no deslocamento, foi feito
o comparativo do 1° minuto entre os grupos (Figura 2). Eles ndo apresentaram diferenca
significativa na distancia percorrida no 1° minuto, indicando semelhante atividade locomotora.
Com isso, possivelmente, descartamos a possibilidades das diferencas no deslocamento serem

por um padrdo basal de deslocamento maior ou menor em determinado grupo.

Como os animais possuiam diferentes idades, decidimos fazer a comparagdo das idades
com as respectivas distancias totais dos individuos (Figura 4). Segundo nossos dados
estatisticos ndo ha diferenca significativa entre as idades e as distancias que os roedores
percorreram, ou seja, a idade do animal ndo foi um fator relevante para a diferenga dos

resultados.

A avaliacdo do tempo em que 0s animais permaneceram na zona central e periférica
no 1°, 5° e 10° minuto das sessdes do CA (Figura 5 e 6), demonstrou que a medida que
transcorreu a sessdo, o grupo WKY passa a frequentar mais a zona periférica do que a central.
Quando comparado os respectivos minutos entre os grupos (Figura 13 e 14) fica clara a

diferenga a partir do 5° minuto; o grupo WKY reduz seu tempo na zona central, enquanto o
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SHR se mantém, ja na zona periférica ocorre o contrario, o grupo WKY aumenta o seu tempo,
tornando estatisticamente diferente os tempos entre os grupos. Isso pode demonstrar um
aumento de ansiedade no grupo WKY ao longo da sessdo, ou, também pode ser um
comportamento natural do roedor, visando sua sobrevivéncia, por exemplo, a um ambiente
desconhecido, como também poder ser inferido o fato de que ao se habituar ao ambiente o
animal se estabelece em um determinado local (home base) e, ao acaso, se estabeleceu na
zona periférica. Ja para o grupo SHR, quando olhamos também o tempo total na zona central
(Figura 7), podemos inferir que o grupo é menos ansioso, o que corrobora com os achados

do CE.

A avaliagdo da distancia percorrida na zona central e periférica no 1°, 5° e 10° minuto
das sessGes do CA (Figura 9 e 10), demonstrou que a medida que transcorreu a sessdo, o
grupo WKY reduz seu deslocamento, até mesmo no 10° minuto na zona periférica, onde foi
demonstrado que o animal se encontra (Figura 5 e 6). Quando comparado os respectivos
minutos entre os grupos (Figura 15 e 16) fica clara a diferenga no 1°, 5° e 10° minuto na zona
central entre eles, ja na zona periférica a diferenca se manifesta apenas no 10° minuto. Isso
pode demonstrar que o grupo WKY possui memadria de curta duragdo, pois reduz a distancia
ao longo da sessdo, o que ndo ocorre com o grupo SHR. Ha também a possibilidade do grupo
SHR ser mais hiperativo ou ter a presenga do déficit de atengao, o que também justificaria a
ndo reducdo da distancia total nas duas zonas (Figura 11 e 12). Outra possibilidade seria um
possivel dano cognitivo do grupo SHR, acometendo um possivel padrdo de autopreservacao

natural esperado para os roedores.

Os resultados do RO foram, no minimo, diferentes do esperado, a comegar com o fato
dos animais mostrarem preferéncia por determinado objeto, sendo eles idénticos (Figura
17). E no momento que trocamos para um objeto diferente (Figura 18) ndo houve diferencga
alguma, assim como quando foi alterado espacialmente (Figura 19), ou seja, eles trataram
como se 0s objetos fossem a mesma coisa, e estivessem no mesmo lugar. Tendo resultados
tao controversos, acreditamos que o experimento para averiguar memoria de curta e longa
duragao por reconhecimento de objetos, ndo seja o mais indicado, e até mesmo adequado,
para averiguar esses parametros utilizando esses modelos animais. Contradizendo com nossos

achados o trabalho do Yen demonstrou que o grupo SHR possuiu memdria através do RO %8
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Nos primeiros dois parametros utilizados para averiguar a ansiedade dos animais, ndo
obtivemos diferencas significativas (Figura 20 e 21). A partir desses, o grupo SHR mostrou
ser menos ansioso do que o grupo WKY (Figura 22, 23 e 24). Outra possibilidade para esses
dados seria uma possivel perda cognitiva, que poderia levar o animal a uma dificuldade de
reconhecimento de situacdes que necessitariam de cautela, levando a um possivel perigo, ou
seja, o animal pode vir a ter uma perda de autopreservacdo. O pesquisador Ramos

demonstrou que o grupo SHR é mais ansioso, divergindo dos nossos resultados*®.

Todos os resultados podem ser diferentes, caso venham a ser replicados com roedores
mais novos, levando em consideracdo o tempo em que a doenga atuou nos animais dessa

pesquisa, poderiamos verificar padrdes diferentes em outras idades.
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7. CONCLUSAO
O grupo WKY, segundo nossos estudos, mostrou ter memdéria de curta duragao
de habituagdo ao ambiente, e o grupo SHR demonstrou possuir habituacdo ao

ambiente e ser menos ansioso.

Contudo, nossos achados também podem estar relacionados com uma
possivel hiperatividade, déficit de atengdo e uma reducdo do padrdo de

autopreservacao no grupo SHR, por danos cognitivos.

Levantamos, também, a hipdtese do experimento para averiguagdo da
memoria de curta e longa duracéo através de reconhecimento de objetos, ndo ser o

mais adequado para os modelos animais (SHR e WKY).

Com isso, demonstramos preliminarmente diferengas comportamentais na
existéncia da memoadria de habituagdo ao ambiente somente de WKY e menor
comportamento ansioso no SHR, nos nossos modelos experimentais e para os testes

comportamentais utilizados.

8. PERSPECTIVAS

Avaliacdo de parametros cerebrais, cardiovasculares, pulmonares, hepaticas e renais,
possivelmente distintos entre WKY e SHR.

Relevancia:

1. Essas diferencas possam ser Uteis para manejo da hipertens3do arterial sistémica;
2. Descoberta de possiveis marcadores de sangue e licor para a HAS e outras doengas

cardiovasculares.
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10. FIGURAS SUPLEMENTARES

10.1. (Suplementar 1). Campo Aberto. Avaliagcdo da locomogao durante os

minutos da sessdo com os pontos outliers; referente a Figura 1.
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Suplementar 1. Campo Aberto. Distancia percorrida no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos grupos: WKY e SHR.

Andlise estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados como média e desvio padrao. * p<0,05, ****

p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto () representa um animal. O grupo

WKY possui 3 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou menor que 3 vezes a média (3x).
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10.2. (Suplementar 2). Campo Aberto. Avaliagado da locomog&o durante o 1° minuto
da sessao com os pontos outliers; referente a Figura 2.
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Suplementar 2. Campo Aberto. Comparagéo da distancia percorrida no 1°, 5° e 10° minuto entre os grupos:
WKY e SHR. Analise estatistica utilizando unpaired t test. Os dados sdo mostrados como média e desvio padrao.
* p<0,05, *** p<0,001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa um

animal. O grupo WKY possui 3 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou menor que 3
vezes a média (3x).
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10.3. (Suplementar 3). Campo Aberto. Avaliagdo do tempo em que os animais

permaneceram na zona central no 1°, 5° e 10° minuto da sessao com os pontos
outliers; referente a Figura 5.
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Suplementar 3. Campo Aberto. Tempo de permanéncia na zona central no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos

grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e

desvio padrao. * p<0,05, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*)

representa um animal. O grupo WKY possui 5 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou
menor que 3 vezes a média (3x). Outlier detectado através do teste Identify Outliers (tt).
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10.4. (Suplementar 4). Campo Aberto. Avaliagdo do tempo em que os animais

permaneceram na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto da sessao com os pontos

outliers; referente a Figura 6.
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Suplementar 4. Campo Aberto. Tempo de permanéncia na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto nos

respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com

média e desvio padrdo. * p<0,05, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdao em vermelho (p>0,05). Cada

ponto (*) representa um animal. O grupo WKY possui 4 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier

detectado através do teste Identify Outliers (it).
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10.5. (Suplementar 5). Campo Aberto. Avaliagédo da distancia que o animal

percorreu na zona central no 1°, 5° e 10° minuto da sessdo com os pontos outliers;

referente a Figura 9.
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Suplementar 5. Campo Aberto. Distancia percorrida na zona central no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos

grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e

desvio padrao. * p<0,05, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*)

representa um animal. O grupo WKY possui 7 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou
menor que 3 vezes a média (3x). Outlier detectado através do teste Identify Outliers (it).
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10.6. (Suplementar 6). Campo Aberto. Avaliagéo da distancia que o animal
percorreu na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto da sessdo com o ponto outlier;
referente a Figura 10.
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Suplementar 6. Campo Aberto. Distancia percorrida na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto nos respectivos
grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e
desvio padrao. * p<0,05. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (¢) representa um
animal. O grupo WKY possui 1 ponto (Outlier) excluido do trabalho principal. Outlier detectado através do teste
Identify Outliers (tt).
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10.7. (Suplementar 7). Campo Aberto. Avaliagdo do tempo em que o animal
permaneceu ha zona central durante o 1°, 5° e 10° minuto da sesséao entre os

grupos com os pontos outliers; referente a Figura 13.
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Suplementar 7. Campo Aberto. Comparagao da distancia percorrida na zona central no 1°, 5° e 10° minuto entre

os grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sao mostrados com média e

desvio padrao. ** p<0,01, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*)

representa um animal. O grupo WKY possui 5 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou

menor que 3 vezes a média (3x). Outlier detectado através do teste Identify Outliers (it).
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10.8. (Suplementar 8). Campo Aberto. Avaliagdo do tempo em que o animal
permaneceu ha zona periférica durante o 1°, 5° e 10° minuto da sesséo entre os

grupos com os pontos outliers; referente a Figura 14.
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Suplementar 8. Campo Aberto. Comparagéo do tempo de permanéncia na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto
entre os grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sao mostrados com
média e desvio padrdo. ** p<0,01, **** p<0,0001. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada
ponto (¢) representa um animal. O grupo WKY possui 4 pontos (Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier

detectado através do teste Identify Outliers (it).
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10.9. (Suplementar 9). Campo Aberto. Avaliagdo do tempo em que o animal
permaneceu ha zona periférica durante o 1°, 5° e 10° minuto da sesséo entre os

grupos com os pontos outliers; referente a Figura 15.
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Suplementar 9. Campo Aberto. Comparagéo da distancia percorrida na zona central no 1°, 5° e 10° minuto entre
os grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e
desvio padréo. ** p<0,01, **** p<0,0001. Cada ponto () representa um animal. O grupo WKY possui 6 pontos

(Outliers) excluidos do trabalho principal. Outlier maior ou menor que 3 vezes a média (3x). Outlier detectado
através do teste /dentify Outliers (it).
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10.10. (Suplementar 10). Campo Aberto. Campo Aberto. Avaliagcdo da distancia
percorrida na zona periférica durante o 1°, 5° e 10° minuto da sessao entre os

grupos com o ponto outlier; referente a Figura 16.
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Suplementar 10. Campo Aberto. Comparagao da distancia percorrida na zona periférica no 1°, 5° e 10° minuto
entre os grupos: WKY e SHR. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com
média e desvio padréo. * p<0,05. Valores nao significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (*) representa
um animal. O grupo WKY possui 1 ponto (Outlier) excluido do trabalho principal. Outlier detectado através do teste
Identify Outliers (tt).

57



10.11. (Suplementar 11). Reconhecimento de Objetos. Avaliagao do tempo

explorado em cada objeto idéntico (Objeto Familiar A e B) com o ponto outlier;

referente a Figura 17.
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Suplementar 11. Reconhecimento de Objetos. Treino: tempo de exploracdo dedicado em cada objeto idéntico

(Objeto Familiar) nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando One sample t test com média

hipotética de 50. Os dados s&o mostrados com média e desvio padréo. *** p<0,001, **** p<0,0001. Valores ndo

significativos estdo em vermelho (p>0,05). Cada ponto (¢) representa um animal. O grupo WKY possui 1 ponto

(Outlier) excluido do trabalho principal. Outlier detectado através do teste /dentify Outliers (tt).
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10.12. (Suplementar 12). Reconhecimento de Objetos. Avaliagao do tempo
explorado no objeto conhecido (Objeto Familiar A) e no Novo Objeto com os pontos
outliers; referente a Figura 18.
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Suplementar 12. Reconhecimento de Objetos. Tarefa: tempo de exploragdo dedicado ao Objeto Familiar e ao
Novo Objeto nos respectivos grupos: WKY e SHR. Anélise estatistica utilizando One sample t test com média
hipotética de 50. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05, *** p<0,001. Cada ponto (*)

representa um animal. Os grupos possuem 1 ponto (Outlier) excluidos do trabalho principal. Outlier detectado
através do teste Identify Outliers (it).
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10.13. (Suplementar 13). Reconhecimento de Objetos. Avaliagao do tempo
explorado no objeto conhecido (Objeto Familiar A) e no objeto novo que foi

deslocado espacialmente (Objeto Deslocado) com os pontos outliers; referente a

Figura 19.
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Suplementar 13. Reconhecimento de Objetos. Tarefa 24h: tempo de exploragdo dedicado ao Objeto Familiar e
ao Objeto Deslocado nos respectivos grupos: WKY e SHR. Analise estatistica utilizando One sample t test com
média hipotética de 50. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001.
Cada ponto (¢) representa um animal. Os grupos possuem 1 ponto (Outlier) excluidos do trabalho principal. Outlier

maior ou menor que 3 vezes a média (3x). Outlier detectado através do teste /dentify Outliers (it).
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10.14. (Suplementar 14). Claro-escuro. Numero de vezes que o animal entrou na

regido clara com o ponto outlier; referente a Figura 22.
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Suplementar 14. Claro-escuro. NUmero de vezes que os grupos WKY e SHR entraram na regido clara. Analise
estatistica utilizando Mann Whitney test. Os dados sao mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05. Cada
ponto (¢) representa um animal. O grupo WKY possui 1 ponto (Outlier) excluido do trabalho principal. Outlier maior

ou menor que 3 vezes a média (3x).
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10.15. (Suplementar 15). Claro-escuro. Numero de vezes que o animal entrou na
regido clara com o ponto outlier; referente a Figura 24.
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Suplementar 15. Claro-escuro. Tempo total na regido clara dos grupos WKY e SHR. Analise estatistica utilizando
Mann Whitney test. Os dados sdo mostrados com média e desvio padrdo. * p<0,05. Cada ponto (¢) representa um

animal. O grupo WKY possui 1 ponto (Outlier) excluido do trabalho principal. Outlier maior ou menor que 3 vezes
a média (3x).
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