e
[~
[ [ =2

®

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — UFPE
v CENTRO ACADEMICO DE VITORIA — CAV
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM NUTRICAO, ATIVIDADE FISICA E
PLASTICIDADE FENOTIPICA —-PPGNAFPF

GERFFESON WILLIAN MARTINS

INFLUENCIA DO ESTABELECIMENTO DA HIERARQUIA SOCIAL NA
INFANCIA SOBRE O NIVEL DE ATIVIDADE FiSICA DE RATOS ADULTOS:
UM ESTUDO A LUZ DA PLASTICIDADE FENOTIPICA

Vitéria de Santo Antdo
2019



GERFFESON WILLIAN MARTINS

INFLUENCIA DO ESTABELECIMENTO DA HIERARQUIA SOCIAL NA
INFANCIA SOBRE O NIVEL DE ATIVIDADE FISICA DE RATOS
ADULTOS: UM ESTUDO A LUZ DA PLASTICIDADE FENOTIPICA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds
Graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica da Universidade Federal de
Pernambuco — Centro Académico de Vitoria, area
de concentragdo bases experimentais e clinicas da
plasticidade fenotipica como requisito para a
obtencéo do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof2 Dr2 Carol Virginia
Gois Leandro
Coorientador: Prof. Dr. Adriano Bento Santos

Vitoria de Santo Antdo
2019



Catalogacao na fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE - Biblioteca Setorial do
CAV. Bibliotecaria Ana Ligia F. dos Santos, CRB4-2005

M379i

Martins, Gerffeson Willian.

Influéncia do estabelecimento da hierarquia social na infancia sobre o nivel
de atividade fisica de ratos adultos: um estudo a luz da plasticidade fenotipica./
Gerffeson Willian Martins. - Vitoria de Santo Antdo, 2019.

92 folhas; il., tab.

Orientadora: Carol Virginia Gois Leandro.

Coorientador: Adriano Bento Santos.

Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade
Fenotipica) - Universidade Federal de Pernambuco, CAV, Programa de Pés-
graduacao em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica, 2019.

1. Hierarquia Social. 2. Exercicio. 3. Ratos. I. Leandro, Carol Virginia Gois
(Orientadora). Il. Santos, Adriano Bento (Coorientador). lll. Titulo.

796 CDD (23.ed.) BIBCAV/UFPE-023/2019




GERFFESON WILLIAN MARTINS

AINFLUENCIA DO ESTABELECIMENTO DA HIERARQUIA SOCIAL NA
INFANCIA SOBRE O NIVEL DE ATIVIDADE FISICA DE RATOS ADULTOS: UM
ESTUDO A LUZ DA PLASTICIDADE FENOTIPICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds
Graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica da Universidade Federal de
Pernambuco — Centro Académico de Vitdria, como
requisito para a obtencao do titulo de Mestre.

Aprovado em: 15/02 /2019

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Carol Virginia Gois Leandro (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Marcos David da Silva Cavalcante (Examinador interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. André dos Santos Costa (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Ricardo Abadie Guedes (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco



Aos meus pais, Maria Lucia da Silva Martins e Genivaldo Felinto Martins, e minha irm4,
Geniffer Estefany Martins, que independente da distancia estavam presentes por sempre

acreditarem e apoiarem nos momentos bons e principalmente nos ruins.

Gostaria também de dedicar a minha namorada, Talitta Ricarlly, que sempre me aconselhou

a enxergar os problemas como forma de aprendizado, e agradecer por todo 0 companheirismo.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, que nos da todos os dias a oportunidade de realizarmos
as nossas metas e sonhos.

A minha familia: minha méie, Maria LUcia da Silva Martins, que sempre me orientou
desde cedo a respeitar e valorizar as relagdes interpessoais, que a busca pelo engrandecimento
como ser humano sempre fosse prioridade. Ao meu pai, Genivaldo Felinto Martins, que
sempre serd um exemplo a ser seguido por sua simplicidade e paciéncia, e que independente
das dificuldades sempre priorize a familia e ndo bens materiais. A minha irma, Geniffer
Estefany Martins, que desde o periodo que passei me preparando para o vestibular, acreditava
e apoiava cada novo passo dado por mim, saiba que tenho em vocé um importante ponto de
apoio e de referéncia. Ndo posso esquecer dos meus primos que tenho como irmaos:
Wanderson, William, Mateus e Guilbert, sempre contem comigo. Com vocés estarei sempre
em débito, desculpem por toda a auséncia e saibam que para mim vocés sempre serdo o meu
porto seguro, um lugar para retornar.

Agradeco a Talitta Ricarlly, por sempre se fazer presente, tentando ajudar de alguma
forma. N&o fosse por vocé, a realizacdo desse sonho ndo seria possivel sem o seu suporte,
carinho, cuidado e amor para comigo. Nos dias mais claros e escuros, vocé sempre se fez
presente, por isso obrigado. A sua familia (Ricardo, Inés e Thalison) pela forca e torcida.

Carol Leandro, que com toda a sua paciéncia, disponibilidade, compreensdo e
ensinamentos demonstrou como seguir adiante, mesmo quando tudo o que recebiamos eram
criticas ao nosso trabalho. Com uma maestria Gnica, me demonstrou como “dissecar” €
construir um texto cientifico desde o “esqueleto” até todos os “sistemas fisiologicos”. Obrigado
por todo o investimento, incentivo e confianca, que proporcionaram amadurecimento
intelectual e pessoal, portanto, muito obrigado por tudo.

Adriano Bento, que me recebeu com todo o seu carisma, sutileza e sinceridade durante
0 meu primeiro contato com o “fazer” pesquisa. Durante o nosso periodo de convivéncia, duas
frases ditas pelo senhor, ainda permeiam minhas acdes: “beleza ndo importa, o importante é
que seja funcional”, e “se vocé ndo for la ¢ fazer, ninguém o fara por vocé”. Estas frases,
refletem que problemas sempre irdo existir, para tal devemos resolvé-los de alguma forma e
nédo os ignorar. Tenho o senhor como grande amigo e pode contar comigo sempre.

Agradeco todos os dias por ter conhecido durante todo esse processo pessoas de

curriculo incrivel, porém gue tinham a oferecer algo muito mais valioso, a sua amizade. A estas



pessoas que chamo de “chefe”, serei sempre grato, pois sem eles esta trajetoria seria bem mais
ardua. Agradeco pela disponibilidade dos professores José Anténio e Raquel Aragéo, por me
aceitarem sempre como carona e guiarem de maneira descontraida a minha formacao académica
e pessoal. A professora Mariana Pinheiro e ao seu esposo Fernando Teixeira, que abriram
as portas da sua casa (e do seu carro) para mim, obrigado por toda aten¢do e amizade. Ao
professor Diogo, que sempre estava aberto a discusses de diferentes assuntos e ao sair do
laboratorio sempre falava: “e ai Mestre, quer carona?” Agradeco aos professores do laboratorio
de Fisiologia do Esforgo: Marcos, Leandro e Guilherme, que se tornaram companheiros e
amigos sempre dispostos a tirar davidas. A vocés muito obrigado, e saibam que vocés sdo um
exemplo a se seguir.

Agradecer a Luvanor, Nasto e Isael pela camaradagem em todos os dias que nos
encontrdvamos no laboratdrio e saiamos para almocar e jogar conversa fora. Agradeco aos
demais companheiros e amigos de turma, Idelfonso Beltrdo, Aline Nunes, Renata Carneiro,
Renata Emmanuele e Larissa Falcdo, que estavam sempre prontos para ajudar em qualquer
ocasido. Aos meus amigos da graduacdo que se tornaram irmaos para toda a vida. Aos meus
velhos amigos de infancia e adolescéncia, que durante os periodos mais dificeis de alguma
forma se fizeram presentes, sintam-se abragados.

A todos os integrantes do grupo de pesquisa Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica, que de forma direta ou indireta auxiliaram na construcdo deste
trabalho.

Aos professores e funcionarios da Pés-graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica da UFPE.

Agradeco a todos que de alguma forma me ajudaram a seguir e conquistar esse sonho,

saibam que esta conquista também é de vocés.

“Nao é nenhuma vergonha ser-se feliz; vergonhoso é ser feliz sozinho” (Albert Camus).



RESUMO

Hierarquia social (HS) é uma estratégia de sobrevivéncia fundamental, que surge a partir
de interacdes agonistas, levando a estratificacdo e organizacdo de um grupo social. A partir do
resultado de interagOes agonistas, membros do grupo séo classificados em dominante (DOM),
subdominante (SD) e subordinado (SB), podendo estar associado a alteragdes e disfuncdes
comportamentais. Objetivo deste estudo foi avaliar o estabelecimento da hierarquia social e o
seu efeito sobre o tempo despendido em comportamentos relacionados com atividade fisica
(AF), durante a infancia e juventude, e préatica de atividade fisica voluntaria (AFV) durante a
idade adulta de ratos. Ratos Wistar (n=30) foram alocados em grupo de 3 animais em gaiolas
de AFV (GAFV), dos 21 aos 62 dias de idade. Com filmagens diarias e posterior analise com
auxilio de um software marcador e contador de eventos, foi quantificado diariamente a adocao
da postura de submissdo e tempo despendido em: brincadeira, brincar de briga, AFV, AF
espontanea (AFE) e auséncia de AF (AAF). O rank foi definido pela quantificacdo da adogao
da postura de submissdo, considerada estavel quando o nimero de submissdes apresentou um
padrdo (DOM<SD<SB). Aos 63 dias de idade, todos os animais foram separados e alocados
individualmente em GAFV com um cicloergdmetro até os 92 dias de idade. Um
ciclocomputador foi anexado ao cicloergbmetro, para a quantificacdo didria do tempo
despendido em AFV, dos 72 aos 92 dias de idade. Nossos resultados mostraram que a formagéo
da HS ocorreu aos 42 dias de idade, acompanhado por reducéo de tempo despendido em brincar
de briga. Dos 49 aos 62 dias de idade, animais SB praticaram menos AFV do que animais DOM
e SD. Durante a idade adulta, dos 72 aos 78 dias de idade, animais SB praticaram menos AFV
do que animais DOM e SD. Animais SB despenderam mais tempo em AFE dos 42 aos 48 dias
de idade do que animais DOM e SD. Assim, o comportamento ativo pode ser influenciado pelo
histérico de vitorias em encontros agonisticos, podendo estar associado a alteracdo de vias

neurais, que favorecem a expressdo de comportamentos de reforco.

Palavras-Chave: Dominancia social. Atividade fisica. Ratos.



ABSTRACT

Social hierarchy (SH) is a fundamental survival strategy, arising from agonist
interactions, leading to the stratification and organization of a social group. From the result of
agonist interactions, group members are classified into dominant (DOM), subdominant (SD)
and subordinate (SB), and may be associated with behavioral changes and dysfunctions.
Obijective of this study was to evaluate the establishment of SH and its effect on the time spent
on physical activity (PA) related behaviors during childhood and youth, and practice of
voluntary physical activity (VPA) during adulthood in rats. Wistar rats (n = 30) were allocated
in a group of 3 animals in VPA cages (VPAC), from 21 to 62 days of age. With daily filming
and later analysis using a marker software and event counter, daily adoption of the submission
posture and time spent in: play, play fight, VPA, spontaneous PA (SPA) and absence of PA
(APA) were quantified daily. The rank was defined by the quantification of the adoption of the
submission posture, considered stable when the number of submissions presented a pattern
(DOM<SD<SB). At 63 days of age, all animals were separated and allocated individually in
VPAC with a cycloergometer until to 92 days of age. A cyclocomputer was attached to the
cycloergometer, quantifying the time spent in VPA daily, from 72 to 92 days of age. Our results
showed that SH formation occurred at 42 days of age, accompanied by a reduction in the time
spent on play fight behavior. From 49 to 62 days of age, SB animals practiced less VPA than
DOM and SD animals. During adulthood, from 72 to 78 days of age, SB animals practiced less
VVPA than DOM and SD animals. SB animals spent more time in SPA from 42 to 48 days of
age than DOM and SD animals. Thus, active behavior can be influenced by the history of
victories in agonistic encounters, and may be associated with alteration of neural pathways,

which favor the expression of reinforcing behaviors.

Keywords: Social dominance. Physical Activity. Rats
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1 INTRODUCAO

Hierarquia social (HS) é uma estratégia de sobrevivéncia fundamental, que surge a partir
de interacGes agonistas levando a estratificacdo e organizagdo de um grupo social (HORII et
al., 2017; WILLIAMSON; ROMEO; CURLEY, 2017). Interacbes agonistas  sdo
comportamentos de luta, fuga, perseguicdo e conciliacdo que ocorrem entre 0s membros de um
grupo social (MAXSON; CANASTAR, 2003). A partir do sucesso obtido nas interacdes
agonistas, membros do grupo sdo classificados em dominante (DOM), subdominante (SD) e
subordinado (SB) (WANG; KESSELS; HU, 2014). Membros DOM vencem com maior
frequéncia encontros agonisticos dentro do contexto social (WANG et al., 2011). Animais SD
resistem a ataques e desafiam membros DOM, enquanto os SB assumem com frequéncia a
postura de submissdo (um animal em decubito dorsal com o outro parado sobre ele) ou fuga de
conflitos (WANG et al., 2011; WILLIAMSON; LEE; CURLEY, 2016). Em camundongos
adultos, foi observado a expressdo de mais comportamentos agressivos por animais DOM,
induzindo condicdes de disputa com maior frequéncia (ZHOU et al., 2017). Em camundongos
adultos, foi observado que a classificagdo em SB, reduziu a iniciacdo de abordagem social a um
camundongo estranho (KUNKEL; WANG, 2018).

A organizacdo do grupo em uma HS, pode estar associado a alteragdo na expresséo de
comportamentos sociais (DE BRUYN; CILLESSEN, 2006). Em hamsters adultos, ap6s o
estabelecimento da HS no grupo, foi observado que animais SB evitavam ocupar o local de
preferéncia do animal DOM na gaiola (GIL et al., 2013). Em ratos adultos a exposicdo a 7
sessOes de interacdo social com um animal DOM, reduziu a atividade copulatoria com fémeas
(NIKURA et al., 2002). Em ratos adultos, membros SB do grupo deram preferéncia de acesso
ao animal DOM a um recurso desejado (leite adocado) (JONES; MONFILS, 2016). A alteracéo
em comportamentos sociais leva a manutencdo da estabilidade do grupo, pela redugédo de
conflitos desnecessarios com a defini¢do de ranks entre os membros do grupo.

O rank de membros do grupo pode ser alterado em funcdo do contexto social
(MARUSKA, 2014). Em primatas ndo humanos, a formacdo de um grupo com 4 animais
previamente DOM, levou ao aumento da expressao de comportamentos de submissdo por um
dos animais (CZOTY et al., 2017). Em camundongos adultos, a ascensdo na HS por animais
SD, por auséncia ou inatividade do animal DOM, aumentou a expressdo de comportamentos
agressivos e vitorias em lutas contra animais SB (CURLEY, 2016; WILLIAMSON; ROMEOQ;

CURLEY, 2017). Assim, em funcédo do contexto social ocorre o ajuste dinamico da expressao
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comportamental, que pode estar associado a necessidade de manutencdo da estabilidade do
grupo.

Para avaliagdo da HS em modelos experimentais, alguns métodos tém sido utilizados.
No paradigma residente-intruso, as linhagens que sdo mais propensas a territorialidade séo
usadas como residentes (e.g. Long-Evans), enquanto linhagens que mostram menos
comportamentos sociais agonisticos sdo usados como intrusos (e.g. Wistar e Sprague-Dawley)
(FEKETE et al., 2009). No sistema de toca visivel (Visible burrow system-VBS), ratos de ambos
0s sexos e linhagem compGem a col6nia, onde a presenca de ratas fémeas aumenta as interacoes
agonisticas (BLANCHARD et al., 1995). Estes métodos séo usados principalmente para induzir
estresse social a partir de interacdes agonistas. Outros métodos sdo usados para determinar o
rank social, tal como teste do tubo, local aquecido e vocalizacgéo ultrassénica (ZHOU; SANDI,
HU, 2018).

O estabelecimento do rank social, pode ocorrer durante a juventude resultando em
alteracGes comportamentais. Em ratos com 32 dias de idade, a menor ado¢do da postura de
submissdo foi associada a manutencdo do contato fisico durante interacdes sociais (GORDON
et al., 2002). Em ratos com 35 dias de idade, a inducéo de subordinacéo através do paradigma
residente-intruso, aumentou a expressdo de comportamentos relacionados a ansiedade aos 56
dias de idade (WATT et al., 2014). A exposicdo a derrota social aos 35 dias de idade em
hamsters, através do paradigma residente-intruso, reduziu o tempo de interacdo social com um
novo animal dos 65 aos 68 dias de idade (ROSENHAUER et al., 2017). Contudo, os estudos
parecem nao considerar a infancia como periodo inicial de formacéo da HS, e estdo limitados
a expressdo de comportamentos sociais ou desordens comportamentais durante a idade adulta.

Em humanos adultos, a pratica habitual de atividade fisica (AF), pode ser afetada por
eventos que ocorreram durante a infancia (STEIN; WEINBERGER-LITMAN; LATZER,
2014). Em humanos adultos, foi observado que a exposic¢ao ao isolamento social, negligéncia
emocional ou violéncia doméstica durante a infancia estava associada a menores niveis de AF
(KELLY et al., 2006; GRAY et al., 2008). Em 210 humanos, foi observado que quanto maior
a exposicdo a agentes estressores (abuso fisico e separacdo parental) durante a infancia, menor
o tempo despendido em AF dos 35 aos 55 anos de idade (DAVIS et al., 2014). Assim, pode ser
que durante a infancia eventos relacionados ao contexto social, como a formagdo da HS,
influenciem os niveis de AF durante a idade adulta.

Portanto, estudos que considerem o periodo inicial de formacao da HS na infancia e sua
influéncia sobre a préatica de AF durante a idade adulta s@o importantes. Estes estudos podem

esclarecer o motivo pelo qual membros de um mesmo grupo social apresentam diferentes
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padrdes de AF. Além disso, a associagdo entre o estabelecimento da HS durante a infancia com
a expressao de comportamento ativo, permite entender como o ambiente social € capaz de

induzir plasticidade comportamental durante a idade adulta de membros de um grupo social.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIERARQUIA SOCIAL

A hierarquia social (HS) foi descrita inicialmente como um modelo de estrutura social
que leva a reducdo de conflitos, lesGes intensas, economia de energia e a estabilidade social do
grupo (SCHIELDERUP-EBBE, 1922). Em formigas, a estabilidade social ¢ dada por uma
estrutura hierarquica rigida, conhecida como casta, sendo classificada como rainha por
apresentar competéncia reprodutiva, ou operaria quando infértil e os machos séo soldados ou
reprodutores (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Em chimpanzés, a organizacdo em uma HS
leva a reducéo de disputas por recursos entre 0s membros do grupo, particularmente durante os
periodos de acasalamento, onde machos de menor nivel de dominéncia evitam as fémeas
reduzindo os conflitos (VIGILANT et al., 2001). Em humanos, a organizacao social de forma
hierarquica permite maximizar a coesao, produtividade e trabalho dos membros em beneficio
do grupo (SAVIN-WILLIAMS, 1979). A estrutura da HS emerge naturalmente e se estabiliza
ao longo do tempo a partir de interacBes agonistas, sendo observada a estratificagdo do grupo
em diferentes niveis de influéncia (CHASE, 1982).

As interacfes agonistas estdo associadas a agressividade, ameaca, luta, fuga, aplacar
agressores, defesa e conciliacdo (figura 1), que leva a estratificagdo do grupo em ranks:
dominante (DOM), subdominante (SD) e subordinado (SB) (WANG; KESSELS; HU, 2014).
Animais DOM iniciam e vencem com maior frequéncia quando envolvidos em interacdes
agonistas (WANG et al., 2011). Animais SD tendem a desafiar animais DOM, enquanto os SB
assumem com frequéncia a postura de submissdo (um animal em decubito dorsal com o outro
parado sobre ele) ou fuga de conflitos (WANG et al., 2011; WILLIAMSON; LEE; CURLEY,
2016). Diferentes métodos podem ser utilizados para avaliacdo da HS (tabela 1) e determinacao
do rank social em grupos de diferentes modelos experimentais (tabela 3).

O tempo despendido em interacdes agonistas entre 0s membros do grupo tende a reduzir
apos o estabelecimento da HS. Em um grupo de 12 camundongos com 6 semanas de idade,
apos o estabelecimento da HS no grupo, foi observado reducao de encontros agonisticos quando
comparado ao inicio do teste (SO et al., 2015). Em um grupo de 12 camundongos com 9
semanas de idade, foi observado que a formacao de relagcdes hierarquicas ocorre entre 48-96
horas de socializagcdo, acompanhado por um declinio de interacdes agonistas (WILLIAMSON;
LEE; CURLEY, 2016). Entdo, a definicdo do rank social surge a partir de interagcdes agonistas,

que tendem a se reduzir, providenciando um ambiente social seguro e estavel.
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Figura 1 - Comportamentos que podem ser expressos durante interagdes agonistas.

Ataque feito pelo animal ao fundo e de fuga pelo outro animal (a); Ameaca realizada pelo animal da direita e de
defesa pelo da esquerda (b); Perseguicdo realizada pelo animal da esquerda (c); Conciliacdo a partir da adogdo da
postura de submisséo por um dos animais (d).

Fontes: Figuras a, b e ¢ foram Adaptadas de Miczek e O’Donnell (1978) Copyright (1978), com a permissao da
Springer Nature (nimero da licenga: 4504390901561). Figura d foi adaptada de Vanderschuren e Trezza (2014)
Copyright (2013), com a permissao da Springer Nature (nimero da licenca: 4504410079286).

Em seres humanos, a expressao de comportamentos pro-sociais ou antissociais parece
ter relacdo com o rank social de membros de um grupo (KALMA; VISSER; PEETERS, 1993).
Em 96 criancas com média de idade de 3,5 anos, a maior expressao de comportamentos pré-
sociais (compartilhar, ajudar e cooperar), na execucdo de tarefas no ambiente escolar, foi
associado aos maiores niveis de dominancia (OSTROV; GUZZO, 2015). Em humanos com
idades entre 18 a 27 anos, niveis elevados de raiva e de agressdo em contextos socias, foram
associados tanto com a necessidade de manutengcdo da dominéncia quanto com maior rank
social (CABRAL; DE ALMEIDA, 2018). Portanto, individuos podem expressar sua
dominancia de maneira sociavel, visando o fortalecimento de relacdes interpessoais, ou
antissociais apresentando mais comportamentos egoistas, sendo mais persuasivo e persistente
em suas acOes (KALMA,; VISSER; PEETERS, 1993).



Tabela 1 - Métodos utilizados para avaliacdo da Hierarquia Social.
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Métodos Descricio Linhagem/Espécie Idade  Caracterizac¢do do rank
mais usada (dias)
Sistema de toca visivel ~ Antes da formagdo dos grupos, os ratos machos passam por um periodo de Ratos Long-Evans Adultos DOM: feridas localizadas
(Visible Burrow System-  triagem, sendo 0s mais agressivos selecionados para compor o grupo social. no focinho;
VBS) O grupo social pode ser composto por 4 machos e 4 fémeas (BLANCHARD; SD: feridas leves
BLANCHARD, 1989) ou por 5 machos e 2 fémeas (ALBECK et al., 1997). localizadas nos flancos;
SB: perda de peso e feridas
severas localizadas nas
costas e flancos.
Paradigma residente- Induz a subordinagdo de um animal frente a outro mais pesado, mais agressivo Residente: Long-Evans 35-121 DOM: iniciacao e
intruso e experiente em encontros agonisticos (MICZEK, 1979). Ratos intrusos Intruso: Sprague subjugacdo do animal
permanecem na gaiola do animal residente por um periodo de 1-2 minutos ou Dawley intruso;
até expressarem comportamentos defensivos ou submisso por 4 segundos SB:  assume  postura

Gaiola de Colbnia
(Colony Cage)

Jogo Embaralhado
(Rough and Tumble Play
- R&T)

(TIDEY; MICZEK, 1996; BECKER et al., 2008).

Animais sdo expostos a uma gaiola com uma arena e uma plataforma central
onde é ofertado comida e 4gua ad libitum (DIJKSTRA et al., 1992). Na parede
oposta a arena existem tdneis que dao acesso a caixas. Os grupos sociais
podem ser compostos de 4 a 6 ratos machos com 4 fémeas, ou 0s animais
(n=6) podem ser alocados juntamente com um macho DOM socialmente
experiente (DE GOEIJ; DIJKSTRA; TILDERS, 1992; DIJKSTRA et al.,
1992). Os animais podem passar de 1 a 2 meses nestas gaiolas.

Consiste na formacdo de diades, com a finalidade de observar o
comportamento de R&T em sessdes diarias (PANKSEPP et al., 1994). As
diades sdo alocadas em uma gaiola de teste, com dimensdes de 31x31x32 cm.
As sessdes de R&T duram 5 minutos e sdo executadas em dias consecutivos
(PANKSEPP et al., 1994).

Ratos Wistar

Ratos Long-Evans

Adultos

25-32

defensiva ou submissa.

DOM: alta frequéncia e
duracdo de ataques
direcionados aos animais
SB;

SD: menor reagdo de evitar
interacGes sociais e ofensa
recebida;

SB: maior reacdo de evitar
interacGes sociais e ofensa
recebida.

DOM: maior motivacdo
para iniciar interacdo
social;

SB: evita a interacdo social
e assume a postura de
submissdo com frequéncia.

Continua
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Grupo Social Este modelo € utilizado em primatas ndo humanos, roedores e peixes. Em
primatas ndo humanos sdo utilizados ambientes seminaturais, onde 0s grupos
podem ser constituidos de 3 a 5 animais machos (CZOTY et al., 2017;
YAMAGUCHI et al., 2017). Em camundongos e peixes (Astotilapia burtoni),
sdo criados ambientes para socializa¢&o, onde o tamanho do grupo pode variar
de 4 a 12 animais (MARUSKA, 2015; HORII et al., 2017). Os animais neste
modelo, sdo expostos a periodos de socializacdo que podem variar de semanas
(em roedores e peixes) a anos em primatas ndo humanos.

Primatas ndo humanos:
Macaca fasciculares e
Macaca fuscata
Peixes: Astotilapia
burtoni

Camundongos: CD1 e
C57BL/6

Ratos: Wistar e
Sprague Dawley

Adultos

DOM: preferéncia no
acesso a recursos
limitados. Altos niveis de
agressividade e vence com
frequéncia encontros
agonisticos;

SD: na auséncia de animais
DOM, elevam seus niveis
de agressividade;

SB: evitam interacGes
sociais e assumem com
frequéncia  postura de
submiss&o.

Fonte: MARTINS, G. W., 2019.
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Tabela 2 - Estudos que usaram diferentes métodos para avaliacdo da Hierarquia Social

Autor

Linhagem

Idade
(dias)

Técnica

Grupo
social (n)

Resultado

Lucas et all.
(2004)

Liu et all.
(2017)

Nyuyki et all.

(2012)

Ratos Long-
Evans

Ratos Sprague
Dawley

Ratos Wistar

Adultos

Adultos

Adultos

Exposi¢des Unicas ou
repetidas as colbnias no
VBS (14 dias)

Residente-intruso (13
sessdes, uma por dia;
semana 1 e 3: 5 sessoes;
semana 2: 3 sessdes)

Gaiola de colbnia (19
dias)

3-4 machos
e 2 fémeas

2 machos

5 machos

-Animais DOM
direcionaram mais seus
ataques a individuos de
menor rank;

-Animais SB
apresentaram maior
namero de feridas e
perda de peso corporal.
-Animais SB
apresentaram  menor
ganho de peso corporal
quando comparado a
animais controle.
-Apenas animais DOM
exibiram

comportamentos
ofensivos;

-Apenas animais SB
exibiram
comportamentos
defensivos.

-Animais DOM
iniciaram as interagdes
sociais com  maior
frequéncia;

-Animais SB realizaram
mais contato dorsal com
0 piso da gaiola do que
DOM.

-Animais DOM eram
mais agressivos;
-Animais SB exibiram a
postura de submissao
com maior frequéncia.

32-33
dias

Gordon et all. 2 machos

(2002)

Ratos Long-
Evans

Rough and tumble play
(4 sessbes, uma por dia)

Horii et all. 42 dias 4 machos

(2017)

Camundongos
C57BL/6

Grupo social
(4 semanas)

Fonte: MARTINS, G. W., 2019.

Mesmo depois do estabelecimento da HS, pode ocorrer a reorganizagédo dos ranks entre
0s membros, principalmente em contextos que permitem a mobilidade social (FERNALD,
2014). Em camundongos com 9 semanas de idade, foi observada a ascensdo de animais SD na
estrutura hierarquica, quando o animal DOM foi retirado ou estava inativo agressivamente
(CURLEY, 2016). Em primatas ndo humanos, a reorganizacao social de um grupo formado por
4 animais previamente DOM, reduziu o rank de um dos animais para SB dentro do novo grupo
social (CZOTY et al., 2017). Em humanos, a classe social é rapidamente reconhecida e aceita,
onde a classificacdo do individuo varia de acordo com o contexto ou grupo social que esta
inserido (FRENIERE; CHARLESWORTH, 1983; MOORS; HOUWER, 2005). A capacidade
de interpretacdo do contexto social, através do reconhecimento do proprio rank e dos outros

membros do grupo leva a uma maior coesao e estabilidade do grupo social, sendo observado o



envolvimento de alguns mecanismos neurofisiolégicos (PUN; BIRCH; BARON, 2016).

Tabela 3 - Métodos utilizados para identificagdo do rank social.

Métodos Descricéo Linhagem/ Faixaetdria Caracterizagdo dos ranks
Espécie
mais usada
Teste do tubo Inicialmente, os ratos ou camundongos séo treinados a atravessarem Camundong Adultos DOM: animais que mais consistentemente
um tubo estreito. Apds o treinamento, dois ratos entram no tubo por os: CD1 e forcam o oponente a recuar;
extremidades opostas, induzindo uma situacdo de conflito ndo- C57BL/6 SD: resistem mais a agdo de empurrar de
violento (WANG et al., 2011). Ratos: animais DOM;
Wistar, SB: animais que ndo resistem e recuam
Sprague facilmente em resposta a acdo de empurrar
Dawley e por um animal DOM.
Long-Evans
Efeito Dalila/ Este comportamento é observado em ratos, cachorros, primatas ndo Camundong Adultos Quanto maior a perda de pelo, em pontos
“allogrooming” / humanos e cavalos, onde o animal mais DOM do grupo, ou os préprios 0s: CD1 e especificos, menor sera o rank do animal.
“barbering” SB de forma passiva arrancam suas vibrissas ou pelos do corpo C57BL/6
(WANG; KESSELS; HU, 2014). Ratos:
Wistar,
Sprague
Dawley e
Long-Evans
Vocalizagéo Durante relages sociais como cortejo a uma fémea ou interacbes Camundong Adolescentes DOM: emitem vocaliza¢@es ultrassnicas de
ultrassdnica agonistas, membros de um grupo tendem a emitir vocalizagbes os: CD1e e Adultos  70kHz durante o cortejo a fémeas;
ultrassénicas (NYBY; DIZINNO; WHITNEY, 1976). C57BL/6 SB: emitem vocalizagbes ultrassonicas de
Ratos: 20kHz na presenca de um animal DOM.
Wistar,
Sprague
Dawley e
Long-Evans
Marcacdo por O local em que a urina é depositada pode indicar o rank social dos Camundongos: CD1 e Adultos DOM:  depositam  pequenas
urina individuos em um grupo social (RALLS, 1971). C57BL/6 quantidades de urina para

Ratos: Wistar, Sprague
Dawley e Long-Evans

marca¢do do chdo por inteiro;
SB: depositam toda sua urina nos
cantos da gaiola.

Continua.
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AcCesso a
recursos

Divisao de
trabalho

Expressao de
comportamentos
agonisticos

Teste de local
aquecido

Animais DOM tém acesso prioritario a diferentes recursos, como
comida, 4&gua e fémeas (ARAKAWA; BLANCHARD;
BLANCHARD, 2007). A competicdo por recursos pode ser
potencializado através da reducéo de fornecimento de alimento ou por
fornecer liquidos e alimentos mais palataveis (MERLOT et al., 2004).
DOM tendem a evitar o trabalho, ratos sdo treinados a pressionarem
uma barra para a obtengdo de 4gua ou comida (MASUR; BENEDITO,
1974). Os DOM neste paradigma séo também chamados de parasitas.

A expressdo destes comportamentos é decorrente da necessidade do
animal DOM em reclamar o territorio para si (WANG et al., 2011).
Assim, o tempo despendido e a motivagdo para a expressdo de
comportamentos agonisticos é avaliado durante periodos ou sessfes
de interagdo social (CURLEY, 2016).

Consiste do desejo dos ratos em permanecer aquecidos. Neste teste o
piso da gaiola é refrigerado com um local aquecido no canto, que
acomoda apenas um animal por vez (ZHOU et al., 2017).

Ratos: Wistar, Sprague
Dawley e Long-Evans
Primatas ndo humanos:
Macaca fasciculares/
fuscata

Camundongos: CD1 e
C57BL/6

Ratos: Wistar, Sprague
Dawley e Long-Evans

Camundongos: CD1 e
C57BL/6

Primatas ndo humanos:
Macaca fasciculares/
fuscata

Camundongos: CD1 e
C57BL/6

Ratos: Wistar, Sprague
Dawley e Long-Evans

Adolescentes
e Adultos

Adultos

Adolescentes
e adultos

Adultos

DOM:  acesso
recursos limitados;
SB: evitam 0s recursos desejados
na presenca de um animal DOM.

prioritario  a

DOM: animais que tem acesso ao
recurso através da acéo do animal
SB em pressionar a barra;

SB: animais que pressionam a
barra 80% das vezes.

DOM: animais que despendem
mais tempo em perseguicdes,
iniciam mais lutas e sdo mais
agressivos;

SD: animais com niveis altos de
agressividade, que assumem
postura de submissdo frente a um
DOM;

SB: animais que fogem e
assumem a postura de submissdo
frente a animais DOM e SD.
DOM: animais que, durante os 20
minutos de teste, ocupam o local
aquecido um maior ndmero de
Vezes;

SB: animais que raramente tem
acesso ao local aquecido, durante
0s 20 minutos de teste.

Fonte: MARTINS, G. W., 2019.
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2.2 MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS E REPERCUSSOES COMPORTAMENTAIS
DA HIERARQUIA SOCIAL

Estudos tém demonstrado que a percepcdo de estimulos relacionados a dominancia
social ocorre em diferentes areas do cérebro (WATANABE; YAMAMOTO, 2015; ZHOU,;
SANDI; HU, 2018). O hipocampo esté relacionado ao conhecimento sobre a HS, e juntamente
com a amigdala (AMY), atuam durante o processo de inferéncia subjetiva do rank social
(KUMARAN; MELO; DUZEL, 2012). Em humanos adultos, foi observado atraves de imagens
de ressondncia magnética funcional (fMRI) maior ativacdo da 4&rea anterior do
hipocampo/AMY e da AMY direita em um teste de inferéncia de rank social atraves de fotos
(KUMARAN; MELO; DUZEL, 2012). A AMY parece atuar na interpretacdo de estimulos
sociais emocionais, como a expressao comportamental durante interacdes sociais (ADOLPHS,
2010). Em macacos adultos, a leséo bilateral parcial da AMY levou a alteracdo comportamental
de personalidade e perda da dominancia, levando ao banimento do individuo do grupo
(ROSVOLD; MIRSKY; PRIBRAM, 1954; MASON et al., 2006). Em humanos adultos
portadores de Urbach-Wieth, doenga congénita associada ao dano bilateral das AMY, foi
observada reducdo da competéncia social, por danos na capacidade de inferéncia subjetiva de
dominéncia através de estimulos relacionados as expressodes faciais (ADOLPHS; TRANEL,;
DAMASIO, 1998).

A maioria das informac0es relacionadas & HS parece ser processada em diferentes areas
do cértex pré-frontal (PFC) (GOLDMANRAKIC, 1996). A regido dorsolateral do PFC
(DLPFC) teve maior ativacdo, quando um espectador observava um individuo com alto rank
social em um ambiente que simulava um contexto social (ZINK et al., 2008). Em condic¢0es de
instabilidade na estrutura hierarquica, foi observada maior ativacdo da area medial do PFC
(mPFC), que esta associada a cognicdo social, quando o espectador observava um individuo SB
(ZINK et al., 2008). Em um estudo com 22 individuos saudaveis, foi observado um aumento
da ativacdo da area ventrolateral do PFC (VLPFC), em resposta a inferéncia subjetiva de
hierarquia e grau de alianca social entre duas fotos de rostos de pessoas (FARROW et al., 2011).
Contudo, mais estudos sdo necessarios para a defini¢do da funcao e dos mecanismos das areas
cerebrais durante o processo de percepc¢éo, interpretacao e formacgéo da HS.

A serotonina (5-HT), apresenta importantes funcdes durante a formacdo e manutencéo
da HS. Em macacos, o tratamento de animais SB com triptofano, precursor da 5-HT, ou
fluoxetina, inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT, conferiu maiores niveis de dominancia

guando comparado a animais SB sem tratamento (RALEIGH et al., 1991). Em hamsters com
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8-12 semanas de idade, foi observado menor expressao de 5-HT-ir/fos-ir (marcador de atividade
de neurdnios 5-HT) na regido ventral anterior do ndcleo dorsal da rafe (vrDRNa), e maior
ativacdo na regido dorsal (drDRNa) de animais DOM comparados a SB (TERRANOVA et al.,
2016). Portanto, niveis de 5-HT em areas especificas do cérebro, pode levar a aquisicdo ou
manutencdo da dominancia de membros do grupo social.

Em funcdo do rank social, a dopamina (DA) parece apresentar alteracbes na sua
capacidade de ligagéo a seus receptores (MORGAN et al., 2002). Em ratos adultos, expostos a
um modelo de competicdo por recursos, foi observado maior disponibilidade de ligacdo do
receptor de DA D23 na concha do nicleo accumbens (NAc) e estriado dorsal de animais DOM
comparados a SUB (JUPP et al., 2016). Em primatas ndo-humanos adultos, a inducdo da
reorganizacdo da estrutura hierarquica, elevou a disponibilidade de ligagdo dos receptores de
DA D23 no nucleo caudado e putdmen de animais SB que ascenderam na HS do grupo (CZOTY
et al., 2017). Em humanos de 25 a 37 anos de idade, a maior disponibilidade de ligacdo dos
receptores estriatais de DA D23, foi associado a maiores niveis de dominancia, quantificada a
partir de dois questionarios respondidos pelos participantes (MARTINEZ et al., 2010). Assim,
em resposta ao rank social, a via dopaminérgica parece ser modulada, levando a aumento da
disponibilidade dos receptores D23 de individuos DOM.

Os neuropeptidios B e W (NPBW), apresentam acgao importante na formacdo da HS,
sendo o0s seus receptores (NPBWR1) expressos no hipotdlamo, AMY e hipocampo
(BREZILLON etal., 2003; TANAKA et al., 2003). Em camundongos adultos, a ndo expressao
do NPBWR1, foi associada a reducdo do medo social, levando ao aumento do tempo de
reconhecimento de subordinacdo pelo animal intruso no teste residente-intruso (NAGATA-
KUROIWA et al., 2011). Os NPBW, em humanos, estdo associados com a capacidade de
reconhecimento de estimulos sociais, tal como rostos irritados, ja que a sua expressao é quase
exclusivamente na AMY e hipocampo (WATANABE; YAMAMOTO, 2015). Em humanos
adultos, a expressao de um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no gene do NPBWRL,
reduziu a sensacdo de submissao durante a exposi¢do de um rosto irritado (WATANABE et al.,
2012). Portanto, parece que 0os NPBW estdo associados a percepcdo de dominancia, podendo
influenciar o tempo de laténcia para a formacdo da HS em grupos sociais.

A HS também parece modular respostas neuroendécrinas, relacionadas ao horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH) e oxitocina. Estudos em ratos e em peixes, observaram que
o0 nivel de expressdo de GnRH pelo hipotdlamo era maior em animais DOM, associado a
competéncia sexual e comportamentos agressivos (MARUSKA, 2014; WILLIAMSON;
ROMEO; CURLEY, 2017). Em ratos SB, foi observada a reducdo da expressdo de oxitocina
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no nucleo medial da AMY, que parece estar associada a manutencdo do status apds uma
primeira interagdo agonista (TIMMER et al., 2011). Além disso, a estratificagdo do grupo social
nos diferentes niveis de dominancia, pode alterar o funcionamento de eixos hipotalamicos,
como hipotalamo-hipéfise-gonadal (HPG) e hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA).

Os eixos HPG e HPA parecem ser modulados de acordo com a classificagcdo dos animais
dentro de uma HS, associado a alteracdo comportamental e niveis de estresse (MEHTA,;
JOSEPHS, 2010; MICHOPOULOS et al., 2012). O eixo HPG, além de conferir maior
competéncia sexual a membros de maior rank, parece estar associado ao controle da expressao
de comportamentos agonistas (CURLEY, 2016). Em peixes e ratos, a ascensao rapida de
animais SB & DOM gerou a ativacdo do eixo HPG, com aumento dos niveis de GnRH no
hipotalamo, niveis plasmaticos de testosterona e maiores interagdes agonistas sobre animais SB
(KAGAWA et al., 2017; WILLIAMSON; ROMEO; CURLEY, 2017). Estudos demonstraram
que a classificacdo em SB assemelha-se a modelos de estresse cronico, que pode elevar a
ativacdo do eixo HPA (NADER et al., 2012). Em macacos, a subordinacdo elevou a ativacado
do eixo HPA, com aumento da expressdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) no
hipotalamo, da secrecdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela hipofise e de niveis
plasmaticos de cortisol (JIMENEZ et al., 2017). Portanto, o contexto da HS esté associado a
modulacdo de diferentes estruturas, areas e moléculas do sistema nervoso central (SNC),
conferindo a capacidade do individuo de perceber, interpretar e expressar comportamentos
condizentes com o contexto social, levando a reducdo de conflitos e a estabilidade do grupo

social.

2.3 HIERARQUIA SOCIAL NA INFANCIA

Diferentes estimulos ambientais durante a infancia parecem influenciar o
desenvolvimento de trajetorias comportamentais ao longo da vida do individuo (GABARD-
DURNAM et al., 2014). Um estudo longitudinal demonstrou que a interacdo social através de
agressoes psicoldgicas aos 8 anos de idade, foi associada a ansiedade e depressao aos 16 anos
de idade (LEREYA etal., 2015). Em humanos adultos entre 20 a 79 anos de idade, a negligéncia
emocional e fisica durante a infancia, foi associada a maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento
da sindrome do panico, quando expostos a eventos de perda e separacdo (ASSELMANN et al.,
2017). A exposicdo a um ambiente social adverso (maus-tratos e negligéncia emocional)
durante a infancia, afetaram o transporte de 5-HT na fenda sinaptica de neurénios, resultando
em depressdo e impulsividade na idade adulta (JIMENEZ-TREVINO et al., 2017). Portanto, a
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infancia pode ser uma fase importante para a formagéo de comportamentos, podendo ocorrer
neste mesmo periodo a percepc¢édo e formacao de HS (VANDERSCHUREN; TREZZA, 2014).

A HS pode comecar a ser definida desde a infancia, podendo permanecer durante a idade
adulta (AVITSUR et al., 2003). Em ratos com 18 dias de idade, a formacédo da HS parece surgir
do comportamento de brincar de briga, onde a aquisi¢do do rank social a partir destas interagdes
podem permanecer dos 70 aos 90 dias de idade (PELLIS et al., 1997). Em ratos com 24 dias de
idade, menores niveis de submissdo pelo animal DOM, conferiu maior acesso a recursos em
testes de competicdo por alimento e agua aos 111 dias de idade (SAXTON et al., 2011). Em
criancas, com idade de 1 a 2 anos, ocorre a formacao de relac@es lineares de dominancia, que
parece estar associada a lideranca aos 25 anos de idade (STRAYER; TRUDEL, 1984; LANSU;
CILLESSEN, 2011). Com isso, € provavel que a formacéo da estrutura hierarquica inicialmente
ocorra durante a infancia, sendo dependente de areas cerebrais para a percep¢ao e interpretacdo
de estimulos do contexto social.

Estudos tém demonstrado que na infancia, ha um conjunto de areas cerebrais que atuam
no processo de cognicdo social (BROTHERS, 1990; FRITH, 2007). O cortex cingulado anterior
(ACC) em criancas e, principalmente, em adolescentes, tem maior ativagdo em um contexto de
rejeicao social, que pode estar associado ao sinal de dor emocional (MASTEN et al., 2009). O
estriado ventral em criangas apresenta maior ativacdo em resposta a aceitacdo por parte do
grupo, que tem relagdo com o processamento de recompensa social e regulacdo emocional
(WAGER et al., 2008). Em criancas dos 7 aos 11 anos de idade, a area do cdrtex fusiforme
direito é menor do que em adultos, o que leva a menor capacidade de reconhecimento de
expressoes faciais (GROSBRAS et al., 2007). Em criangas, foi observada maior ativacdo da
AMY direita, em modelo de reconhecimento de expressdo facial, quando viram faces
expressando medof/terror do que em expressdes neutras (THOMAS et al., 2007). Em criangas
de 7 meses de idade, ocorreu maior ativacdo do hemisfério direito da area occipital do cérebro
em resposta a expressoes faciais de felicidade, enquanto que em resposta a expressao facial de
raiva/dominancia ndo foram vistas alteracdes (JESSEN; GROSSMANN, 2016).

Areas do PFC, como a mPFC, ventromedial (VMPFC) e VLPFC, desempenham
importantes funcBes no processo cognitivo de estimulos sociais durante a infancia (FUSTER,
2008; GROSSMANN, 2013). Em criancas com 1 ano de idade, foi observado que lesdes no
mPFC, estavam associadas ao impacto severo sobre a cognicéo social, levando ao isolamento
social e acOes agressivas em resposta a diferentes estimulos sociais (ANDERSON et al., 1999).
Durante a infancia, danos cronicos a area VMPFC foram associados a comportamentos sociais

inapropriados, decorrente de disfuncdes emocionais, impulsividade e baixa capacidade de
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julgamento (ANDERSON et al., 2006). Em um estudo utilizando fMRI, humanos expostos a
um modelo de exclusdo social, apresentavam uma ligagéo entre VLPFC e ACC durante o
estimulo de exclusdo, que tendia a aumentar dos 7 aos 17 anos de idade (BOLLING et al.,
2011). Assim, durante a infancia estruturas e areas cerebrais atuam na percepc¢ao e interpretacéo
do contexto social, que permite a expressao de comportamentos condizentes com os estimulos
sociais.

Com isso, em humanos ja é bem estabelecido que a organizagdo de grupos sociais em
uma hierarquia pode surgir desde a infancia através de interagcdes agonistas. Por outro lado,
existem poucos estudos em modelos experimentais, que relacionam eventos ocorridos na
infancia com alteragcbes no SNC, que podem estar associadas a formacdo de relagbes de
dominancia na idade adulta. Além de existirem poucos estudos que consideram o periodo da
infancia, estes encontram-se limitados a expressao de comportamentos sociais, relacionados a
depressao ou ansiedade, sem considerar o estabelecimento do fenotipo relacionado ao nivel de

atividade fisica (AF) habitual sob influéncia da estrutura hierarquica.

2.4 ATIVIDADE FISICA E O ESTABELECIMENTO DA HIERARQUIA SOCIAL

A atividade fisica (AF) é definida como qualquer movimento do musculo esquelético
que resulta em gasto energético acima dos niveis basais, onde o individuo pode ser classificado
como ativo ou inativo dependendo do nivel de AF (CASPERSEN; POWELL;
CHRISTENSON, 1985; GARBER et al., 2011). Um individuo €é considerado ativo quando o
seu dispéndio energético semanal é > 1.500 kcal/semana e inativo quando inferior a este valor
(GARBER et al., 2011). A pratica de AF pode ser classificada como incidental ou estruturada,
onde a principal diferenca esta relacionada ao controle de algumas varidveis para a pratica
(STRATH et al., 2013).

A pratica incidental de AF ndo é planejada e, na maioria das vezes, resulta de atividades
diarias, enquanto a estruturada é planejada com o objetivo da promocéo de beneficios a satde
ou aptiddo fisica (STRATH et al., 2013). A pratica incidental est4 relacionada a tarefas de
trabalho manual, trabalho doméstico, locomocao a pé ou de bicicleta e atividades em momentos
de lazer (STRATH et al., 2013). A AF estruturada, ou exercicio fisico (EF), é a pratica
sistematizada com o controle do tipo de esforco (aerébio ou anaerdbio), frequéncia (nimero de
sessOes por dia ou semana), duracdo (longa ou curta) e intensidade (indicador de demanda

metabolica de uma atividade) (HOWLEY, 2001). Com relacdo aos pardmetros fisioldgicos, a
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pratica de exercicio pode ser classificada em diferentes niveis de esforco fisico, que
correspondem a intensidade da execucdo de determinado EF.

A intensidade do EF pode ser leve, moderada e intensa, com base na resposta de
parametros fisioldgicos como: consumo maximo de oxigénio (VO2max), frequéncia cardiaca
méaxima (FCmax) € concentracBes séricas de lactato, em testes progressivos maximos ou
subméximos (MANN; LAMBERTS; LAMBERT, 2013). A resposta do VO2max € da FCmax Se
correlacionam durante a pratica de EF, onde a intensidade é dada pelo % de seus valores
maximos, sendo a intensidade leve de 25% - 44% do VO2zmax € 30% - 49% da FCmax, moderada
de 45% - 59% do VOzmax € 50% - 69% da FCmax e intensa de 60% - 84% do VOzmax € 70% -
89% da FCmax (LEANDRO et al., 2007). A concentracgdo sérica de lactato aumenta em resposta
a intensidade do EF, sendo de 1 a 4 mmol/L em intensidades leve e moderada, elevando suas
concentracGes em resposta a exercicios intensos, que corresponde a ineficiéncia em sua
remocdo da corrente sanguinea (IRVING et al., 2006). O controle destes parametros
fisioldgicos permite que se possa estabelecer e trabalhar sobre faixas de intensidade conhecidas,
que esta relacionado ao planejamento de objetivos a serem alcancados atraves da préatica de EF.

Em humanos e em roedores a pratica de AF pode ser definida, também, como
espontanea (AFE) e voluntaria (AFV) (FEDER et al., 2010). A AFE corresponde a atividades
da vida diaria, que tendem a elevar o gasto energético acima das condi¢cdes de repouso
(GARLAND et al.,, 2011). Em humanos, a AFE pode ser representada pela contracdo
espontanea do musculo, comportamento ambulatorio ndo especifico, manutencdo da postura
guando ndo em decubito e conversar (LEVINE et al., 2003). Com respeito a roedores a AFE
consiste em atividades de exploracdo do ambiente, locomocéo e atividades estacionarias como
de limpeza (NOVAK; LEVINE, 2007). Em humanos a quantificagdo do tempo despendido em
AFE pode ser realizada através de questionarios, acelerémetros, peddmetros e analise de video
(LEVINE; KOTZ, 2005). Em ratos, a AFE pode ser mensurada através de sensores, plataforma
de forca e detectores infravermelhos instalados na gaiola ou também por andlise de video
(VAANHOLT et al., 2008; MALISCH et al., 2009).

A AFV corresponde a atividades locomotoras que ndo estdo relacionadas a
sobrevivéncia ou homeostase e ndo sdo motivadas diretamente por fatores externos
(GARLAND et al., 2011). Em humanos, a AFV pode ser representada por atividades realizadas
durante momentos de lazer, por exemplo a pratica de algum esporte (MACLAREN; BEST,
2010). Em roedores, tanto no laborat6rio quanto na natureza, a AFV é usualmente representada
pela corrida em cicloergbmetro (GARLAND et al., 2011; MEIJER; ROBBERS, 2014).

Semelhante a AFE, em humanos a quantificacdo de AFV também pode ser realizada a partir de
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questionarios, acelerdmetros ou pedémetros (WESTERTERP, 2009). Em roedores, pode ser
quantificada a partir do nimero de revolugdes do cicloergbmetro, a partir da anélise de video
ou do uso de ciclocomputadores (GARLAND et al., 2011; SANTANA MUNIZ et al., 2014).
Em modelos experimentais, a partir da quantificacdo de algumas variaveis, podem ser
identificados diferentes niveis de AFV. Camundongos podem ser classificados em inativos
quando o gasto energético didrio na pratica de AFV ¢ insignificante, e em ativos quando a
energia gasta em AFV corresponde a aproximadamente a um tergo do gasto energético diario
(GARLAND et al., 2011). A partir da quantificacdo do tempo despendido, distancia percorrida
e gasto caldrico na pratica de corrida em cicloergdbmetro, ratas podem ser classificadas em muito
ativas (>120min.dia; >5km.dia; >40Kkcal.dia), ativas (>20 <120min.dia; >1 <Skm.dia; >10
<40kcal.dia) e inativas (<20min.dia; <lkm.dia; <10kcal.dia) (SANTANA MUNIZ et al., 2014).

2.5 POSSIVEL INTERACAO ENTRE ATIVIDADE FISICA E A HIERARQUIA SOCIAL

Estabelecimento do fendtipo ativo parece ocorrer durante a infancia, estando associado
a manutencédo da pratica de atividade fisica (AF) ao longo da trajetoria de vida. Criangas com
3 anos de idade que praticaram AF de moderada a intensa, tenderam a manter altos niveis de
AF durante um periodo de 4 anos (EDWARDS et al., 2013). Um estudo longitudinal
demonstrou que criancas, de 4 a 5 anos de idade, que nadavam, jogavam bola ou andavam de
bicicleta, 3 anos depois, apresentavam maior dispéndio de tempo em AF e melhores resultados
de aptiddo (sentar e alcancar, salto vertical, circunferéncia da cintura e resisténcia abdominal)
(POTTER et al., 2017). A préatica de AF de moderada a intensa em criangas de 7 anos de idade,
apresentou uma correlacdo moderada com a pratica de AF aos 9 anos de idade (BASTERFIELD
etal., 2011).

A prética de AF durante a infancia também pode favorecer o estabelecimento do
fenotipo ativo no adulto. Em criangcas com 9 a 15 anos de idade, o deslocamento ativo
(caminhando ou andando de bicicleta) até a escola e a pratica de AF nos momentos de lazer,
foram relacionados a maiores niveis de AF durante os momentos de lazer na idade adulta
(CLELAND; DWYER; VENN, 2012). Em criangas com 3 e 6 anos de idade, foi observado que
maior tempo despendido em AF, levou a maior estabilidade da pratica de AF aos 12, 15, 18 e
27 anos de idade (TELAMA et al., 2014). Assim, eventos que ocorrem durante a infancia, como
0 estabelecimento da HS, podem alterar o tempo despendido em AF.

A formagdo da HS durante a infancia pode influenciar a préatica de AF na idade adulta,

através da alteracdo de mecanismos neurobioldgicos. Em ratos que foram expostos ao
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paradigma residente-intruso aos 35 dias de idade, foi observada reducéo da expresséo de DA e
NE, acompanhado por aumento do transportador (DAT) e receptor D1 de DA no cérebro de
animais SB aos 56 dias de idade (WATT et al., 2014; NOVICK et al., 2015). Em camundongos
e ratos adultos a pratica de corrida em esteira ou em cicloergdmetro, aumentou a atividade de
vias noradrenérgicas e dopaminérgicas, sendo observado que a inibicdo destas vias reduziram
a motivacdo para a pratica de AF (KITAOKA et al., 2010; EBADA; KENDALL; PARDON,
2016). Além disso, em ratos, a motivacdo para a préatica de corrida em cicloergbmetro tem
relacdo com opioides enddgenos, onde animais DOM apresentam maior disponibilidade destas
moléculas (PANKSEPP et al., 1985; VARGAS-PEREZ et al., 2008). Diante disso, a partir da
modulacdo de vias semelhantes, é provavel que o estabelecimento da HS durante a infancia
possa influenciar a expressdo de AF na vida adulta.

Em funcdo do rank social, sdo observadas respostas adaptativas do organismo no SNC
(ZHOU; SANDI; HU, 2018). Estas respostas adaptativas parecem ser decorrentes da
capacidade plastica do organismo, que esta associada a reorganizacao de fendtipos, podendo
gerar alteracBes fisiologicas e morfoldgicas no cérebro que resultam em respostas
comportamentais especificas em fungdo do contexto social (WEST-EBERHARD, 2005;
MARUSKA, 2014). Em funcéo do rank social, membros do grupo apresentam diferencgas no
padrédo de ativacdo de areas cerebrais e eixos hipotalamicos, e na acdo de neurotransmissores,
levando a expressdo de comportamentos condizentes com o contexto social (WANG;
KESSELS; HU, 2014). Entdo, pode ser que alteracGes fisiologicas e morfoldgicas no cérebro

de maneira dependente do rank social, apresentem alguma relacdo com o comportamento ativo.
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3 HIPOTESE

O estabelecimento da hierarquia social ocorre dos 28 aos 35 dias de idade, e a aquisi¢éo
de maiores niveis de dominancia esta associada a um maior dispéndio de tempo em

comportamentos ativos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o estabelecimento da hierarquia social e o seu efeito sobre o tempo despendido
em comportamentos relacionados com atividade fisica, durante a infancia e juventude, e pratica

de atividade fisica voluntaria durante a idade adulta de ratos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar os animais em dominante, subdominante e subordinado a partir de
interagcOes agonistas;

- Mensurar diariamente o0 tempo despendido durante a expressdo de diferentes
comportamentos relacionados com a atividade fisica dos 28 aos 62 dias de idade (brincadeira,
brincar de briga, atividade fisica voluntéria na roda, atividade fisica espontanea e auséncia de
atividade fisica);

- Avaliar, apds o estabelecimento da dominancia social, a influéncia do rank social sobre
o tempo despendido em comportamentos relacionados com a atividade fisica;

- Avaliar a influéncia do estabelecimento da hierarquia social sobre o tempo despendido
na préatica de atividade fisica voluntéria na roda de corrida, dos 72 aos 92 dias de idade.
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5 METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos albinos da linhagem Wistar provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de
experimentacdo, com temperatura de 23°C + 2, num ciclo invertido 12/12h [ciclo claro (18:00
as 06:00 h) e ciclo escuro (06:00 as 18:00 h)] com livre acesso a agua e alimentacao.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Biociéncias (Processo n°
23076018782/201205), da Universidade Federal de Pernambuco e a manipulagéo e os cuidados
com os animais seguiram as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

5.2 MANIPULACAO DOS ANIMAIS E FORMACAO DO GRUPO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 10 ratas como progenitoras sem parentesco familiar, idade entre 90 e
120 dias de vida, peso entre 220 e 250 gramas e nuliparas. Foi feito 0 mapeamento do ciclo
estral das ratas, através do esfregaco vaginal, e no periodo estro as fémeas foram postas para
acasalar. Apé6s a confirmacdo da gestacdo, através da técnica de esfregaco vaginal
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002), as ratas foram acomodadas em gaiolas
individuais e continuaram recebendo dieta padrdo de biotério durante toda a gestacéo e lactacao.
No terceiro dia de vida dos filhotes foi feita a sexagem, onde a ninhada foi ajustada para um
“n” de 8 filhotes, sendo no minimo 3 machos por ninhada, durante todo o periodo de lactacao.
Aos 21 dias de idade foi realizado o desmame dos animais e eles continuaram recebendo dieta
padrdo de biotério durante todo o experimento. Apenas os filhotes machos foram utilizados nas

avaliacdes propostas.

5.3 GAIOLA DE ATIVIDADE FISICA VOLUNTARIA (GAFV)

Aos 21 dias de idade, de acordo com a similaridade do peso corporal, foram escolhidos
trés ratos machos de cada ninhada, estes animais foram transferidos para as GAFV. As GAFV
sdo gaiolas de acrilico transparente com 60 cm de largura, 50 cm de altura e 80 cm de

comprimento (figura 2). A GAFV, comporta 3 animais, contendo 3 cicloergdmetros para que
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0s animais pratiquem atividade fisica voluntariamente de forma simultanea. Para a identificacdo
dos animais foi utilizada uma tinta atoxica para a marcacdo da calda. Os animais foram
submetidos a 7 dias de adaptacdo (21 aos 27 dias de idade) na GAFV. Apos o periodo de
adaptacdo, os animais foram filmados diariamente durante o ciclo escuro (12 horas por dia) por
um periodo de cinco semanas (28 aos 62 dias de idade). As filmagens foram realizadas por uma
camera de infravermelho, localizada a frente da gaiola e conectada a um computador que

armazenou as filmagens para andlise.

Figura 2 - Gaiola de Atividade Fisica VVoluntaria com trés cicloergbmetros.

50 cm

80 cm

Fonte: (BENTO-SANTOS, 2016)

5.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

- Andlise dos comportamentos relacionados com a atividade fisica da prole durante a
infancia e juventude de ratos: Para a analise comportamental, um software (contador de eventos
e marcador de tempo), utilizando linguagem de programacédo C ++ e a biblioteca Open CV 2.4.9
(Open Source Computer Vision) foi desenvolvido (figura 3). Durante a preparagédo do software,
teste e re-teste foram realizados a fim de verificar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos
dados. Este software permitiu a mensura¢cdo manual do tempo despendido em comportamentos
dos trés ratos simultaneamente na GAFV. Com isso, diferentes comportamentos (brincadeira,
brincar de briga, atividade fisica voluntaria na roda, atividade fisica espontanea e auséncia de
atividade fisica) foram quantificados a cada hora (das 6:00hs as 18:00hs) dos 28 aos 62 dias de
vida (tabela 4).
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Figura 3 - Software marcador de tempo construido na linguagem de programacéo C ++ e com

a biblioteca OpenCV.

Fonte: (BENTO-SANTOS, 2016).

e P

Tabela 4 - Caracteristicas dos comportamentos relacionados com atividade fisica na prole
durante a infancia e juventude de ratos.

Comportamento

Caracteristicas

Brincadeira

Brincar de briga

Atividade Fisica Voluntéaria
na Roda (AFV)

Atividade Fisica Esponténea
(AFE)

Auséncia de Atividade Fisica
(AAF)

Corresponde a interacdo social com intenso contato fisico. Os animais
mantem a regido ventral frente a frente e realizam movimentos rapidos e
frequentes com as patas dianteira. Durante estes encontros, € comum um dos
animais assumirem uma postura deitada com a superficie dorsal em contato
com o chdo (dominado), enquanto um outro animal permanece sobre ele
(dominante) (VANDERSCHUREN et al., 1995). Essa relacdo dominante-
dominado muda de forma constante, durante este tipo de interagdo social.
Comportamentos relacionados a ataque e defesa sdo evidenciados, com
auséncia de submissdo por um dos animais envolvidos (PELLIS; PELLIS,
1990).

Corresponde a interagBes agonisticas, composto por agBes agressivas e
defensivas envolvendo conflito fisico entre membros de mesma espécie
(SCOTT, 1966). Resultantes destas interagdes agonistas, ocorre a formagéo
de relag@es hierarquicas de dominancia (CHASE, 1982).

Corresponde ao comportamento de corrida no cicloergbmetro sem qualquer
reforco ou motivacdo por fatores externos (GARLAND et al., 2011).

Corresponde a atividades de vida diaria que demanda um dispéndio energético
acima dos niveis de repouso (GARLAND et al., 2011). AFE é a soma de
movimentos livres na gaiola, exploracdo ambiental e deslocamentos fora do
cicloergdmetro.

Corresponde as atividades de vida didria que ndo demanda dispéndio
energético acima dos niveis de repouso (GARLAND et al., 2011). AAF € a
soma dos comportamentos de: comer, beber &gua, limpeza, ficar quieto e
dormir.

Fonte: MARTINS, G. W., 2019.
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O célculo da mediana do tempo despendido semanalmente em brincadeira e brincar de
briga dos 28 aos 62 dias de idade, permitiu classificar os ratos como: menos ou mais brincadeira
e brincar de briga (Tabela 5). Com intuito de minimizar o erro de observacao, todas as analises
comportamentais foram realizadas por um pesquisador experiente e todo estudo ocorreu de
forma duplo-cego. Anélise exploratdria dos dados foi realizada para identificar a auséncia de

tempo despendido nos comportamentos avaliados.

Tabela 5 - Classificacdo dos animais de acordo com a mediana do tempo semanal despendido
com brincadeira e brincar de briga dos 28 aos 62 dias de idade.

Tamanho Tempo (minutos / semana) Classificacao
da
Comportamentos . . . .
amostra Minimo  Mediana Maximo Menos (%) Mais (%0)
(“n”)
Brincadeira 30 0 33,97 157,56 13 (43,3%) 17 (56,7%)
Brincar de briga 30 10,23 56,34 206,75 8 (26,7%) 22 (73,3%)

Fonte: MARTINS, G. W., 2019.

- Determinacdo da Hierarquia Social: Com a obtencdo das filmagens e posterior
analise, foi observado o estabelecimento da HS entre os 3 animais. Os animais foram
classificados em dominante (DOM), subdominante (SD) e subordinado (SB), de acordo com a
quantificacdo diaria da adocdo da postura defensiva de submissdo de um animal frente ao outro
durante o comportamento de brincar de briga, dos 28 aos 62 dias de idade (figura 4). Ao final
de cada semana, os animais foram classificados em uma das trés categorias de acordo com o
somatorio de submissdes diérias. A HS foi considerada estabelecida e estavel quando o nimero
de submissdes apresentou um padrdao (DOM < SD < SB) durante as semanas, dos 28 aos 62
dias de idade. Nos dez grupos sociais foi identificado um animal de cada classe social (DOM
n: 10; SD n: 10; SB n: 10). Todas as analises propostas, foram realizadas a partir do

estabelecimento da HS nos grupos.
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Figura 4 - Postura de submissdo com rotacdo completa do tronco para a posi¢ao supina por um

dos animais, afastando sua nuca do outro animal que tenta imobiliza-lo.

-

2

A RN

Fonte: Adaptado de Pellis et al. (1997) Copyright (2018), com a permissdo da Elsevier (nimero da licenca:
4463021197417).

- Atividade Fisica Voluntéria na Idade Adulta: Aos 63 dias de idade, todos os animais
foram separados de seus irmédos e foram alojados individualmente em uma GAFV. Uma roda
de aco inoxidavel (27 cm de diametro) foi colocada na gaiola e um ciclocomputador (Cateye,
modelo CC-AT200W, Colorado, EUA) foi anexado a roda para medir a atividade fisica
voluntéria. Apds o periodo de adaptacdo (63 aos 71 dias de idade), o tempo despendido com
atividade fisica na roda de corrida foi registrado diariamente por um periodo de trés semanas
(72 a 92 dias de idade).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada usando o programa estatistico SPSS versao 23 (IBM
® SPSS Statistics) e para montagem dos gréaficos foi utilizado o GraphPad Prism 7® (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Através do teste Kolmogorov-Sminorv, foi identificado se
a distribuicao dos dados era normal. Para avaliar o efeito dos niveis de dominancia social sobre
o0 tempo despendido em comportamentos relacionados a atividade fisica foi empregado o teste
de Anélise de Variancia de Dois Fatores (Two-Way ANOVA), incluindo a idade e o rank social
como fatores. Os dados sdo expressos em média e + desvio padrdo e a significancia ficou

mantida em p<0.05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo estdo apresentados no formato de artigo original, que sera
submetida a Behavioral Brain Research (FI: 3,173).
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ABSTRACT

Social groups tend to organize themselves into hierarchies, and from the result of agonist
interactions, group members assume different ranks. The stratification in dominant (DOM),
subdominant (SD) and subordinate (SB) lead to behavioral changes and dysfunctions. The aim
of this study was to evaluate the effect of the establishment of social hierarchy (SH) on the time
spent on behaviors related to physical activity (PA), during youth, and voluntary PA (VPA)
during adult age of rats. Wistar rats (n=30) were allocated in a group (n=3) in VPA cages
(VPAC) from 21-62 days of age. Daily, the adoption of submission and time spent in play, play
fighting, VPA, spontaneous PA (SPA) and absence of PA (APA) were quantified. The rank was
defined by the quantification of the adoption of the submission posture (DOM <SD <SB).
During adulthood (63-92 days of age) the animals were allocated individually in VPAC, with
daily quantification of VPA. SH formation occurred around 42 days of age, with reduced the
time spent play fighting from 55 days of age. SB animals practiced less VPA from 49-62 and
72-78 days of age than DOM and SD. SB animals spent more time in SPA of 42-48 days of age
than DOM and SD. Thus, active behavior can be influenced by the history of victories in
agonistic encounters and may be associated with alteration of neural pathways, which favor the

expression of reinforcing behaviors.

Keywords: Social environment. Social dominance. Social behavior. Active behavior. Youth.
Social rank. Running wheel.
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1. Introduction

Social hierarchy (SH) is a fundamental survival strategy that arises from agonist
interactions leading to the stratification and organization of a social group [1, 2]. Agonist
interactions are behaviors of fight, flight, persecution, and conciliation that occur among
members of a social group [3]. From the success obtained in agonists interactions, group
members are classified as dominant (DOM), subdominant (SD) and subordinate (SB) [4]. DOM
members win more often agonistic encounters within the social context [5]. SD animals resist
attacks and challenge DOM members while SB animals often assume the posture of submission
(an animal in the supine position with the other standing on it) or escape conflict [5, 6].

The organization of the group in a SH may be associated with a change in the expression
of social behaviors [7]. In adult hamsters, after the establishment of SH in the group, it was
observed that SB animals avoided occupying the preferred place of the DOM animal in the cage
[8]. In adult rats, the exposure to 7 sessions of social interaction with one DOM animal, reduced
copulatory activity with females [9]. In adult rats, SB members of the group gave to the DOM
animal preference access for the desired resource (sweetened milk) [10]. The change in social
behaviors leads to the maintenance of group stability, by reducing unnecessary conflicts with
the definition of ranks among group members.

The rank of group members can be changed according to the social context [11]. In non-
human primates, the formation of a group with 4 animals previously DOM, led to an increase
of the expression of the behavior of submission by one of the animals [12]. In adult mice, the
ascension in SH by SD animals, due to the absence or inactivity of the DOM animal, increased
the expression of aggressive behaviors and victories in fights against SB animals [2, 13]. Thus,
depending on the social context, the dynamic adjustment of behavioral expression occurs,

which may be associated with the need to maintain group stability.
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In experimental models, different methods can be used in the study of the formation of
social hierarchy and its behavioral repercussions. The formation of social groups is a simple
method, consisting in the creation of environments for the socialization of animals of the same
species [14, 15]. This method allows observing different behavioral strategies according to the
social context of the group [13, 16]. The visible burrow system (VBS) also consists of the
formation of social groups, but the groups may be composed of rats of different strains and both
sexes [17]. These methods are mainly used to induce socialization through from agonist
interactions, leading to the formation of SH. Other methods are used to determine social rank,
such as tube test, warm spot, and ultrasonic vocalization [18].

During youth, rats may experience the stress of social defeat from social interactions,
which may result in behavioral changes. In 32-day-old rats, the higher adoption of the
submission posture was associated with less time of physical contact during social interactions
[19]. In 35-day-old rats, induction of subordination through the resident-intruder paradigm
increased the expression of anxiety-related behaviors at 56 days of age [20]. The exposure to
social defeat at 35 days of age in hamsters, through the resident-intruder paradigm, reduced the
time of social interaction with a new animal from 65 to 68 days of age [21]. However, the
studies do not seem to consider childhood as the initial period of SH formation and are limited
to exposure of the animals to sessions of social interaction and the expression of social
behaviors or behavioral disorders during adulthood.

In adult humans, the practice of physical activity (PA) may be affected by events that
occurred during childhood [22]. The exposure to social isolation, emotional neglect or domestic
violence during childhood was associated with lower levels of PA during adulthood [23, 24].
During infancy, the exposure to stressors (physical abuse and parental separation) seems to

reduce the time spent in PA from 35 to 55 years of age [25]. Thus, it may be that during
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childhood, events related to the social context, such as SH formation, influence PA levels during
adulthood.

Studies that consider the initial period of SH formation as childhood and its influence
on the practice of PA during adulthood are important. The association between the
establishment of SH during childhood and the expression of active behavior allows us to
understand how the social environment is capable of inducing behavioral plasticity during
adulthood of members of a social group.

2. Methods

2.1. Animals

Thirty Wistar albino rats from the colony of the Department of Nutrition of UFPE were
used. The animals were kept in an experiment room with a temperature of 23 ° C £ 2 in an
inverted cycle 12/12h [light cycle (6:00 p.m. to 6:00 a.m.) and dark cycle (6:00 a.m. to 6:00
p.m.)] with free access to water and food.

The experiments were approved by the Ethics Committee of the Center for Biosciences
(Process n° 23076018782/201205), Federal University of Pernambuco and the handling and
care of animals followed the recommendations of the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA).

2.2. Manipulation of animals and formation of experimental group

Ten female rats were used as progenitors without a family relationship, age between 90
and 120 days of life, weight between 220 and 250 grams and nulliparous. Mapping of the
estrous cycle of the rats was done through the vaginal smear, and in the estrus period, the
females were put to mate. After confirmation of gestation, through the vaginal smear technique
[26], the rats were accommodated in individual cages and continued to receive standard animal
feed throughout gestation and lactation. On the third day of life, the puppies were identified the

sex, when the litter was adjusted to 8 pups, with at least 3 males per litter during the whole
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lactation period. At 21 days of age, the animals were weaned and they continued to receive
standard laboratory chow throughout the experiment. Only male pups were used in the proposed
evaluations.

2.3. Voluntary Physical Activity Cage (VPAC)

At 21 days of age, according to the similarity of body weight, three male rats from each
litter were chosen, these animals were transferred to the VPAC. The VPAC is transparent
acrylic cages 60cm wide, 50cm high and 80cm long. The VPAC contained 3 animals and 3 race
wheels for the practice of physical activity voluntarily and simultaneously. For the
identification of the animals, a non-toxic paint was used for marking the tail. The animals were
submitted to 7 days of adaptation (21 to 27 days of age) in the VPAC. After the adaptation
period, the animals were filmed daily during the dark cycle (12 hours per day) for a period of
five weeks (28 to 62 days of age). The recordings were made by an infrared camera located in
front of the cage and connected to a computer that stored filming for analyzing.

2.4. Experimental Procedures

- Analysis of behaviors related to the physical activity of offspring during childhood and
youth of rats: For the behavioral analysis, a software (event counter and time marker), using C
++ programming language and the Open CV Computer Library 2.4.9 (Open Source Computer
Vision) was developed. This software allowed the manual measurement of the time spent on
behaviors of the three rats simultaneously in the VPAC. Thus, different behaviors (play, play
fighting, voluntary physical activity in the wheel, spontaneous physical activity, and absence
of physical activity) were quantified every hour (from 6:00 a.m. to 6:00 p.m.) from 28 to 62
days of age (Table 1).

The calculation of the median of time spent weekly in play and play fighting from 28 to
62 days of age allowed us to classify the rats as less or more play and play fighting (Table 2).

In order to minimize the error of observation, all behavioral analysis was performed by an
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experienced researcher and all study was performed in a double-blind manner. Exploratory
analysis of the data was performed to identify the absence of time spent on the behaviors
evaluated.

- Determination of the Social Hierarchy: After obtaining and subsequent analysis of the
filming was observed SH establishment between the 3 animals. The animals were classified as
dominant (DOM), subdominant (SD) and subordinate (SB), according to the daily
quantification of the adoption of the submission posture during play fighting behavior, from 28
to 62 days of age. At the end of each week, the animals were classified into one of three
categories according to the sum of daily submissions. The SH was considered established and
stable when the number of submissions showed a pattern (DOM<SD<SB) during weeks, from
28 to 62 days of age. In the ten social groups, an animal of each social class was identified
(DOM n: 10; SD n: 10; SB n: 10).

- Voluntary Physical Activity in Adulthood: At 63 days of age, all animals were separated
from their siblings and were housed individually in a VPAC. A stainless-steel wheel (27 cm in
diameter) was placed in the cage and a cyclocomputer (Cateye, model CC-AT200W, Colorado,
USA) was attached to the wheel to measure voluntary physical activity (VPA). After the
adaptation period (63 to 71 days of age), the time spent with physical activity on the running
wheel was recorded daily for a period of three weeks (72 to 92 days of age).

2.5. Statistical analysis

Data analysis was performed using SPSS version 23 (SPSS Statistics IBM ®) and to
mount of the graphics we used the GraphPad Prism 7® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA). Through the Kolmogorov-Smirnov test, it was identified whether the data distribution
was normal. To evaluate the effect of levels of social dominance on the time spent in behaviors

related to physical activity, the Two-Way Variance Analysis (ANOVA) test was used including
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as factors age and rank. Data are expressed as mean and + standard deviation and the
significance was maintained at p<0.05.
3. Results

The agonist interactions, expression of play fighting behavior, began at 35 days of age
(figure 1.b). From the 35 to 41 days of age, the SH did not occur, since the three animals
assumed the submission posture at random. However, from the age of 42 to 62 days, the SH
formation was observed in all social groups, where DOM rats presented a lower number of
submissions than the SD, while SB adopted the submission posture more frequently.

From the establishment of SH, the calculation of the percentage of DOM, SD and SB
animals classified in more or less play and play fighting was performed. No differences were
observed in relation to percentage of animals classified as more play and play fighting, during
childhood between ranks (33.33% were DOM, SD, and SB for play behavior; 33.35% were
DOM, 31.81 were SD and 34.84% were SB for play fighting). During the infancy, the DOM,
SD and SB animals spent the same time on average in play behavior, with a decline from 36
days of age (figure 1.a). From 42 to 55 days of age, there was an increase in the average time
spent on play fighting compared to the average time spent from 35 to 41 days of age (figure
1.c). From 56 to 62 days of age, there was a reduction in the average time spent on play fighting
when compared to the time spent from 42 to 48 days of age (figure 1.c).

No influence of age on the mean time spent in VPA (Figure 2.1), SPA (Figure 2.11) and
APA (Figure 2.111) were observed in DOM, SD, and SB at 42 to 62 days of age (p = 0.36).
However, among the social ranks, differences were observed in relation to the mean time spent
weekly in VPA (p<0,0001) and SPA (p = 0.0001). DOM animals spent more time on average
in VPA from 49 to 55 (p=0.004) and from 56 to 62 days of age (p<0,0001) than SB animals
(Figure 3a). Likewise, SD animals spent more time on average in VPA from 49 to 55 (p=0.001)

and from 56 to 62 days of age (p=0.0029) than SB animals (Figure 3a). SB animals spent more
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time on average in SPA compared to DOM (p<0.0001) and SD (p=0.005) from 42 to 48 days
of age (Figure 3b). No differences were observed between the groups, in relation to the mean
time spent weekly in APA from 42 to 62 days of age (p = 0.56) (Figure 3.c).

The mean time spent weekly in VPA during adulthood, from 72 to 92 days of age, did
not differ over the weeks in the groups (Figure 4). During adulthood, the mean time spent
weekly in VPA differed between the ranks (p = 0.0095). DOM animals spent more time on
average in VPA from 72 to 78 days of age when compared to SB animals (p = 0.0459) (Figure
4).

4. Discussion

Different from our hypothesis, the establishment of SH coincide with the onset of
adolescence. During the transition between childhood and adolescence occurs the maturation
of social behaviors, which may lead to the formation of dominance relations [27]. The
establishment of SH during adolescence maybe dependent on the production of gonadal
hormones, where gonadectomy, in early adolescence, decreased social competence by reducing
the time spent on play fighting and aggressive behavior between male rats [28, 29]. In the
literature, only one study considered the period of the childhood of rats in the SH formation
process, exposing the animals to social isolation and social interaction sessions, every 4 days,
from 18 to 64 days of age [30]. However, exposure to social isolation may alter the behavioral
expression, influencing the establishment of SH in dyads. Given this, our study is the first to
observe from the childhood the formation of SH, using the social group model.

In our experiment, during the infancy of DOM, SD and SB animals, the mean time spent
in play was close to 15min/day from 28 to 35 days of age, with a decline from 36 to 44 days
(figure 1.a). Our data corroborate with the literature, where approximately between 28 and 40
days of age occurs the peak of time spent in play [30, 31]. The decline in time spent in play

after 36 days of age may be associated with sexual maturation, which occurs in this transition
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period from childhood to adolescence [32]. Thus, our data is in alignment with the literature,
being the first study to observe if there is a relationship between levels of dominance and
expenditure of time in play.

The mean time spent on play fighting did not was affected by rank, however, an increase
in the time spent in this behavior from 42 to 55 days of age was observed when compared to
the time spent from 35 to 41 days of age (figure 1.c). The increase of agonist interactions in
social groups is associated with the formation of dominance relations between group members
[31]. In adult mice, the formation of social groups was accompanied by an increase in agonistic
encounters during the first 4 days of socialization, reducing from the definition of SH [6, 33].
In our study, we also observed a reduction in the time spent on play fighting from 56 to 62 days
of age which coincides with the period in which SH was more stable (figure 1.c). Therefore,
the amount of time spent on play fighting seems to be dependent on the stability of the SH in
the group.

Studies have observed that as a function of the social rank the animals present
differences in relation to the exploratory activity [34, 35]. In colony models in VBS and
facilitation of SH formation in dyads, social defeat tend to reduce levels of active exploration
of the environment during adolescence and adulthood [36, 37]. However, in our study, SB
animals spent more time in active exploration of the cage than did DOM and SD of the 42-48
days of age (figure 3b). This difference may be due to the method used for SH formation in the
group. From the screening of the most aggressive animals to compose colonies in VBS, SB
animals can experience more intense conflicts reducing their exploratory activity [17].
Likewise, the conflicts experienced in models of subordination facilitation are more intense
when compared to the exposure of animals on a level of equality to a social environment [37].

During the last two weeks of group analysis, DOM and SD animals spent more time on

VPA than SB animals (Figure 3a). This difference may be due to the priority of individuals
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with higher rank in having access to resources, such as the cycle ergometer, which is a positive
reinforcement behavior [38]. The reinforcing behavior is characterized as an action related to
some type of reward, with activation of the mesocorticolimbic pathway of the dopamine (DA)
[39]. In a group of 3 adult mice (1 DOM and 2 SB) exposed to 5 daily sessions lasting 1 or 24
hours in a cage with 1 cycle ergometer, it was observed that DOM spent more time in the cycle
ergometer than SB, suggesting that DOM had priority access to this resource [40]. However,
this does not apply to an environment where the cycle ergometer is not a limited resource or
when animals are allocated individually in their cages. In our study, even with the presence of
3 cycle ergometers or when the SB animals were allocated individually in the VPAC from 72
to 92 days of age (figure 4), individuals with higher rank still spent more time on VPA.

The history of victories in agonist interactions may affect neural parameters, associated
with motivation for the expression of reinforcing behaviors [38, 41]. In adult SB mice, the
optical stimulation of mediodorsal thalamus projections present in the dorsomedial PFC, led to
instant victory in the tube test and maintenance of the new rank, by the expression of reinforcing
behaviors [42, 43]. In adult mice, victories in territorial disputes increased sensitivity to
androgens in the mesolimbic pathway, with increased release of DA in nucleus accumbens
(NAC), raising the motivation to the expression of reinforcing behaviors [44, 45]. Thus, it may
be that the plastic modulation of neural circuits, leading to an increase in the expression of
reinforcing behaviors, increase the VPA practice by DOM animals.

In conclusion, stimuli from the establishment of SH in a group influences the time spent
in the expression of active behavior. The SPA of the animals in a social group, tend to be
influenced by levels of aggressive during agonistic interactions. The practice of VPA of animals
is influenced both by privileged access to resources by animals of higher rank and, according

to the literature, by the alteration of neural pathways related to motivation.
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Table 1. Characteristics of behaviors related to physical activity in offspring during childhood

and youth of rats.

Behaviors

Characteristics

Play

Play fighting

Voluntary Physical Activity in
wheel (VPA)

Spontaneous Physical Activity
(SPA)

Absence of Physical Activity
(APA)

Corresponds to social interaction with intense physical contact. The animals
maintain the ventral region face to face and make quick and frequent
movements with the front paws. During these encounters, it is common for
one of the animals to assume a posture lying with the dorsal surface in contact
with the floor (dominated), while another animal remains on it (dominant)
[46]. This dominant-dominated relationship changes steadily during this type
of social interaction. Behaviors related to attack and defense are evidenced,
with the absence of submission by one of the animals involved [47].

Corresponds to agonistic interactions, composed of aggressive and defensive
actions involving physical conflict between members of the same species
[48]. Resulting from these agonist interactions, the formation of hierarchical
relations of dominance occurs [49].

Corresponds to running behavior in the cycle ergometer without any
reinforcement or motivation by external factors [50].

It corresponds to activities of daily living that demand an energy expenditure
above the levels of rest [50]. SPA is the sum of free movements in the cage,
environmental exploitation and offsets outside the cycle ergometer.

Corresponds to activities of daily living that do not demand energy
expenditure above resting levels [50]. APA is the sum of behaviors of eating,
drinking water, cleaning, staying quiet and sleeping.
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Table 2. Classification of the animals according to the median of the weekly time spent with
play and play fighting from 28 to 62 days of age.

_ sample Time (minutes/week) Classification
Behaviors e
size (“n”) Min Median Max Less (%) More (%)
Play 30 0 33,97 157,56 13 (43,3%) 17 (56,7%)

Play Fighting 30 10,23 56,34 206,75 8 (26,7%) 22 (73,3%)




Figure 1. Time spent on play and play fighting behaviors during the youth of rats.
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Play (a), Play fighting daily (b) e weekly (c) from 28 to 62 days of age. Data are expressed
individually by each animal and the daily average of each group , DOM (n:10), SD (n:10),
and SB (n:10). Weekly data are expressed as mean * standard deviation of the mean , Two
— Way ANOVA test, Tukey post hoc: * indicates p<0,05 vs 35-41 days of age and #
indicates p<0,05 vs 42-48 days of age.
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Figure 2.
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Daily time spent on behaviors related to physical activity during the youth of rats.
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1) Voluntary physical activity of DOM (a, n: 8), SD (b, n: 9) and SB (c, n: 8) animals;  II) Spontaneous physical
activity of DOM (d, n: 10), SD (e, n: 9) and SB (f, n: 8) animals; 111) Absence of physical activity of DOM (g, n:
10), SD (h, n: 10) and SB (i, n: 10) animals from 42 to 62 days of age. Time data are expressed in unit values and

average daily time, ANOVA Test Repeated measures , Tukey post hoc: * indicates p<0,05.
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Figure 3. Mean weekly time spent on behaviors related to physical activity during the youth of

rats.
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Rats were classified as dominant (DOM, n: 10), subdominant (SD, n: 10) and subordinate (SB, n: 10) from
42 to 62 days of age. Voluntary Physical Activity (a, DOM, n:8; SD, n:9; SB, n:8 ), Spontaneous Physical
Activity (b, DOM, n:10; SD, n:9; SB, n:8 ) and Absence of Physical Activity (c, DOM, n:10; SD, n:10; SB,
n:10) from 42 to 62 days of age. Weekly time data are expressed as mean + standard deviation of the mean,
Two-Way ANOVA, Tukey post -hoc test: a indicates p < 0,05 vs. DOM e b indicates p < 0,05 vs. SD.



Figure 4. Mean weekly time spent on voluntary physical activity during adulthood of rats.
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Rats were classified as dominant (DOM, n: 10), subdominant (SD, n: 10) and subordinate
(SB, n: 10) from 42 to 62 days of age. Physical activity in the running wheel from 72 to
92 days of age (DOM, n: 8; SD, n: 8; SB, n: 8). Weekly time data are expressed as mean
+ standard deviation of the mean, Two -Way ANOVA, Tukey post hoc test: a indicates p
< 0,05 vs. DOM.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foi avaliado a influéncia da aquisicdo de rank social sobre a
expressao de comportamentos relacionados a AF. Decorrente da classificacdo social, os animais
apresentaram diferentes trajetorias comportamentais, relacionado a AFE e AFV. Em nosso
estudo, induzimos a formagéo da HS a partir da formagéo de grupos sociais desde a infancia,
levando a maior expressdo de AFE por animais SB. Este resultado pode estar relacionado a
intensidade dos conflitos, que se comparado a modelos em VBS e de induc¢éo de subordinacéo
sdo de menor intensidade. Maiores niveis de AFV por animais DOM e SD, podem estar
associados a prioridade de acesso a recursos, como também, de acordo com a literatura,
alteracéo plastica no SNC, favorecendo a expressdo de comportamentos de reforco. Assim, a
expressao de comportamento ativo de membros de um grupo € modulada em funcdo da HS,
demonstrando que o ambiente social pode atuar como agente indutor de plasticidade de maneira

dependente do rank social.
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Abstract

Social hierarchy (SH) is the expression of dominance in social species that tend to develop
community systems. There are hormonal, behavioral and neurobiological responses underlying
the establishment of social hierarchy. The objective of this review is to discuss evidences on
neurobiology, hormonal and behavioral expression related to SH. This study was conducted
according to the Preferred Reporting Items for Systematic-reviews and Meta-Analysis
(PRISMA) guidelines. Search-terms included social dominance and experimental models or
rats and neurophysiology or social behavior and infancy or development. Studies that examined
neurophysiological parameters and social behaviors with rats as a function of social stimuli of
SH were included. Information on strain, age, experimental design, number of animals in the
social groups, behavioral tests and neurophysiological mechanisms were extracted from
studies. Seventeen studies published between 1991 and 2018 were included. Dominant (DOM)
rats showed elevated expression of feeding behavior, operant responses for reward and high
sensitivity to stress. DOM rats showed higher 5-HT> receptor binding capacity in the parietal
cortex, y-synuclein and dopamine mRNA in the frontal cortex than subordinate (SUB) rats. SH
organization is associated with behavioral and neurobiological changes including foraging
behaviors and motivation to acquire resources as well as responsiveness to stress as a function
of social rank. The formation and maintenance of SH seems to be related to the DA and 5-HT

pathway, but cannot predict an individual's social rank during agonist interactions.

Keywords: social rank; social behavior; neurotransmitters; brain; rats
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Introduction

Social hierarchy (SH) is a form of expression of dominance observed in animal species
that live into community systems (Watanabe and Yamamoto, 2015). SH is a form of social
group organization that may be associated with reproductive status and aggressive-submissive
relations resulting in the priority of access to resources for individuals with better traits (Carlos,
1993; Qu et al. , 2017). The relationship of dominance between group members arises, mainly,
from consecutive agonistic events, characterized by a repeated pattern of success (Brauer et al.
, 2008; Ivan, 1982). Individuals that wins more social disputes are classified as dominant
(DOM), while subordinate (SUB) loses with frequency (Hand, 1986). In crayfish, intense
agonist interactions are observed in the first days of social interaction, but there is a gradual
reduction with the establishment of SH (Jiménez-Morales et al. , 2018). In rhesus monkeys
(Macaca mulatta), alpha males have advantages during periods of mating, due to males with
less dominance avoid females, reducing the conflicts (Higham et al. , 2011). The SH is not
definitive and can vary according to changes in the social context, where a SUB animal can
ascend in the hierarchy by the removal of the DOM animal (Czoty et al. , 2017a; Williamson et
al., 2017).

Investigations of social dominance of rats have been well researched, however the
different strains, methods and experimental design make difficult the comparison among
studies (Qu and others, 2017). For example, lesions in the medium basal hypothalamus cause
an increase in agonist interactions in male Wistar rats, while lesions in the hippocampus lead
to non-formation of the DOM-SUB relationship in male Long-evans rats (Ely et al. , 1976;
Haller et al. , 1996). Lister Hooded rats considered socially dominant showed enhanced novelty
reactivity but were neither more impulsive nor anxious compared with subordinate rats (Jupp

etal., 2016).
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A common protocol to study social dominance among rats is the visible burrow system
(VBS), where rats make up the colonies but the presence of female rats increases the agonistic
interactions in different way and according to the lineage (Blanchard et al. , 1995). The colony
cage method consists in allocate rats, mainly of the lineage Wistar, in large cages with or
without a socially experienced DOM rat (De Goeij et al. , 1992; Dijkstra et al. , 1992). These
methods are used mainly in this lineage to induce the expression of agonistic behaviors that
lead to SH formation. Other methods are used to quantify the degree of dominance, which may
consist of the results of competitive tasks related to food, water or mates, such as the tub test,
warm spot, ultrasonic vocalization and grooming (Askew et al. , 2006; Zhou et al. , 2018). These
different methods confer the model with behavioral relevance and translational value for the
description of the neurobiological mechanism of the establishment of social dominance.

Thus, the systematization of the published studies considering the rat as an experimental
model is necessary, facilitating the understanding of the mechanisms underlying the formation
of SH. This review compiled scientific evidences that have associated SH with neurobiological
and behavioral parameters specifically in rats. In addition, this systematic review aims to
examine the neurobiological responses underlying the establishment of dominance in rats.
Methods

This is a systematic-review of literature relating to SH and neurophysiological responses
in rats conducted according to the Preferred-Reporting-ltems-for-Systematic-Reviews-and-
Meta-Analysis (PRISMA) statement. The search was conducted in October, 2018 using the
electronic databases PubMed/Medline, Cochrane Library (Wiley), SpringerLink (Springer
Nature) and ScienceDirect (Elsevier). The following terms were used (including “entry terms”
like synonyms, derivation of theme and closely related words) as index terms, or free text
words: hierarchy, social or social dominance and experimental models or rats and

neurophysiology or social behavior and infancy or development. The studies found in the
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electronic databases were stored using the Endnote® reference manager, with subsequent
exclusion of duplicates and restriction on type of study (limited to original articles), and
language (only in English).
Eligibility criteria

This review includes published original studies conducted with rats, which examined
neurophysiological mechanisms during the establishment of SH (including models of unstable
hierarchy and social reorganization). Studies reporting alteration in neurobiological parameters
(neurotransmitters, molecular expression and activation of the brain areas) and social behavior
during childhood and adulthood in response to social stimuli of SH were eligible for inclusion.
Articles that used methods to induction of social defeat stress or offensive aggression were
excluded. Articles that presented interventions in the experimental model, such as lesions in
brain areas or pharmacological manipulations, were excluded. Articles that were not available
in databases were excluded. Experimental models of eusocial species, such as naked mole rats
(Heterocephalus glaber), were excluded because of their social organization in castes.
Study selection

Titles and abstracts of the articles were read during the screening phase by two
independent reviewers for the selection of relevant studies. After the screening phase, eligibility
of the articles was made from reading the full-text by both reviewers for possible inclusion in
the systematic review. Disagreements between the two reviewers were discussed, with the

purpose of consensus, but when a solution was not found, a third reviewer was consulted.
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Number of evidences identified

‘5 through database searching (n=1023)

8 - PubMed/Medline: 526

"‘é - ScienceDirect: 423

ﬁ - SpringerLink: 73

- Cochrane Library: 01

Number of records removed after
tittle/abstract screening (n=779)

‘%o Number of evidences after Noreneuroptiysiology (re-399)

3 duplicates removed (n=878) hioSHAR=22)

V;' Non-rodent experimental models

(n=122)
Experimental design (n=89)
Article type (n=128)

E Full-text articles assessed for Articies nguage I 23]

ED eligibility (n=99) > Full-text articles exclude, with

w reasons (n=82)

Non-neurophysiology (n=4)
No SH (n=14)
Non-rodent experimental models
(n=3)

° Studies include in the Expetimental decighi(0=35)

B : ; s Article type (n=5)

8=, systematic review (n=17) ,

b= Different outcomes (n=17)

- No access (n=4)

Fig. 1. Flow diagram of the search and selection strategy of included articles.

Data extraction

The extraction of the data was conducted by one of the reviewers and checked later by
the second reviewer. The extracted data included strain of the animals used, age, experimental
design (type of social stimulus and duration), number of animals in the social group, behavioral
tests and results associated with behavioral expression and neurobiological mechanisms
Risk of bias

Two independent reviewers evaluated studies for the identification of bias. Those
studies that did not describe the methods used within a clear definition of SH, behavioral
analysis and neurobiological responses were considered studies with high risk of bias and

excluded from the review.
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Results
Study selection

The databases search returned 1023 studies published between the years 1955 and 2018.
After removing duplicates, a total of 878 were found. The reading of titles and abstracts resulted
in the rejection of 779 articles because they did not meet the inclusion criteria. After full-text
review, 17 studies were included in the systematic review (Fig. 1).

Extracted data are summarized in Table 1. The publication period of the selected studies
was between 1991 and 2018, the studies using a variety of rat strains: Long-Evans (n=13),
Sprague-Dawley (n=2) and Wistar male rats (n=2). The experimental designs used were
colonies in visible burrow system (VBS) (n=12), food competition (n=3), colony cage (n=1)
and rough and tumble play (n=1). The studies utilized adult (h=16) and adolescent (n=1)
animals, age data were expressed in days, body weight or life stage (adults).

Outcome synthesis
Behavioral expression and Neurobiological mechanism

Data on behavioral and neurophysiological responses are summarized in Table 2. DOM
rats presented higher milk intake and time spent on food intake than SUB rats, which fed during
the clear cycle (Askew and others, 2006; De Goeij and others, 1992; Dhingra et al. , 1996;
Pinhasov et al. , 2005). DOM rats exposed to VBS showed high operant responding for reward,
responsiveness to stress, and time in the open area compared to SUB or control rats (Albeck et
al. , 1997; Blanchard et al. , 1991; Choi et al. , 2006; Davis et al. , 2009; McK:ittrick et al. ,
1995). Only one study verified that DOM rats were less responsive to stress than DOM and

controls (Watanabe et al. , 1995).
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Author

Strain

Age (days) or
body weight ()

Experimental design

Social group (n)

Behavioral test

Blanchard et all. (1991)

de Goeij et all. (1992)

Mckittrick et all. (1995)

Blanchard et all. (1995)

Albeck et all. (1997)

Kozorovitskiy and Gould

(2004)

Lucas et all. (2004)

Choi et all. (2006)

Davis et all. (2009)

Long-Evans male rats

Wistar male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Sprague Dawley male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

112-162 days

450-550g

110 days

110 days

Adults

250-320g

Adults

120 days

90-120 days

Colonies in VBS (14 days)

Colony cage (19-28 days)

Colonies in VBS (14 days)

Colonies in VBS (14 days)

Colonies in the VBS (14

days)

Colonies in the VBS (14
days)

Single or repeated exposures

to Colonies in the VBS (14
days)
Colonies in VBS (14 days)

Colonies in VBS (7 days)

3 males and 3
females
7 males and 4
females
5 males and 2
females
4 males and 2
females
5 males and 2
females
4 males and 2
females
3 — 4 males and

females

4 males and 2
females
4 males and 2

females

-Social interaction in VBS

-Food behavior

-Novel restraint stress

-Social interaction in VBS

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress

-During exposure to VBS

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress

-Operant responding for reward



Table 1. (Continued)

Author

Strain

Age (days) or
weight ()

Experimental design

Social group (n)

Behavioral test

Watanabe et all. (1995)

Smeltzer et all. (2012)

Makinson et all. (2015)

Melhorn et all. (2017)

Dhingra et all. (1996)

Pinhasov et all. (2005)

Askew et all. (2006)

Gordon et all. (2002)

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Long-Evans male rats

Wistar male rats

Sprague-Dawley male rats

Long-Evans hooded male

rats

Long-Evans male hooded

Adults

~90 days

100-120 days

90 days

80-90 days

160-180g

90 days

32-33 days

Colonies in VBS (14 days)

Colonies in VBS (14 days)

Colonies in VBS (14 days)

Colonies in VBS (14 days)

Competition for food
(15 sessions, one per day)
Competition for food (14

sessions, one per day)
Competition for food (15

sessions, one per day)
Rough and tumble play
(4 sessions, one per day)

5 males and 2
females

4 males and 2

females

4 males and 2
females
4 males and 2

females

2 males

2 males

2 males

2 males

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress

-Novel restraint stress
-Forced swim test
-Worker-Parasite paradigm
-Reduction of submissive

behavior model apparatus

-During the food competition

-During social interactions

VBS (visible burrow system); AD (acute defeat); RD (repeated defeat); wk (week); SUB (subordinate).
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DOM rats showed elevated climbing activity compared to the most SUB rat in VBS
(Melhorn et al. , 2017). DOM adolescents rats pinning more than SUB during the rough and
tumble play sessions (Gordon et al. , 2002). Seven studies did not observe differences between
DOM and SUB animals in relation to stress responsiveness (Blanchard and others, 1995; Choi
and others, 2006; Davis and others, 2009; Kozorovitskiy and Gould, 2004; Lucas et al. , 2004;
Makinson et al. , 2015; Smeltzer et al. , 2012).

Two studies observed that DOM rats compared to SUB have changes in the
neurogenesis in the dentate gyrus (DG) and in the dorsal bed nucleus of the stria terminalis
(BNST) (Kozorovitskiy and Gould, 2004; Makinson and others, 2015). DOM and SUB rats
presented different patterns in the expression of the glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67)
enzyme in the prelimbic/infralimbic area of the mPFC (PL/IL), regions CA1/CA3 of the
hippocampus and ventral and dorsal peri-paraventricular nucleus of the hypothalamus (peri-
PVN) (Choi and others, 2006; Makinson and others, 2015). Two studies observed an alteration
in the expression of neuropeptides related to feeding behavior in the arcuate nucleus of the
hypothalamus (ARC) and in the amygdala (AMY) (Melhorn and others, 2017; Smeltzer and
others, 2012).

Three studies evidenced that the serotoninergic system in the frontal cortex (FC),
parietal cortex and hippocampus was modulated according to social rank (Blanchard and others,
1991; Dhingra and others, 1996; McKittrick and others, 1995). DOM and SUB rats present
differences related to vasopressin system in the lateral septum (LS) and in the external zone of
the median eminence of the hypothalamus (Askew and others, 2006; De Goeij and others,
1992). In four studies, the dopaminergic system was modulated in a manner dependent on social
rank in the locus coeruleus (LC), FC and in the dorsolateral caudate-putamen (DLCPu)
(Dhingra and others, 1996; Lucas and others, 2004; Pinhasov and others, 2005; Watanabe and

others, 1995).
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Discussion

Most of studies exposed rats mainly to the colonies in the VBS. Adults rats housed in
VBS, underwent a screening for aggression; the most aggressive are selected to compose the
colony of 4 males and 2 females (Blanchard and others, 1995). Each VVBS animal is able to take
the leadership, and social defeat stress is evidenced by SUB rats in a social group. However,
this method seems to be limited to the use of adult rats for the colony composition. In this
context, it is not possible to observe if the current social rank is a result of events in the social
environment that occurred during infancy or adolescence. A study noted that in childhood and
adolescence, rats may develop dominance relationship, by a gradual asymmetry in the
assertiveness of pinning numbers and frequency during social play (Panksepp, 1981). Thus,
experimental designs in colonies since infancy can be an advantage, since it allows observe the
maturation of social behavior and behavioral strategies (e.g. redirected aggression) that are not
observed in dyads models (Ito et al. , 2018).

Behavioral responses to SH formation are related to preference for access to resources
and the stress responsiveness of DOM rats. DOM rats had access to food preferably is a
behavioral strategy in order to avoid conflicts, by changing in the foraging behaviors of
members with the lower rank (Lee et al. , 2018). This foraging behavior changes dynamically
depending on the social context, where the more stable the hierarchy, the more SUB rats tend
to eat less and reduce the time spent eating (Alanara et al. , 2001; Lee and others, 2018). In
addition, DOM rats presented more motivation for the acquisition of resources that serve as
reinforcements (Davis and others, 2009). The motivation for food seeking and food intake
seems to be related to neurochemical system (e.g. DA and enkephalin) in nucleus accumbens
with lateral hypothalamus and AMY mediating energy balance (Jupp and others, 2016; Kelley,
2004; Lucas and others, 2004). High response to restraint stress by the DOM rats compared to

SUB, is an indication that chronic social stress was more severe in SUB leading
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Author

Behavior

Neurobiology

Blanchard et all. (1991)

de Goeij et all. (1992)
Mckittrick et all. (1995)

Blanchard et all. (1995)
Albeck et all. (1997)
Kozorovitskiy and Gould

(2004)
Lucas et all. (2004)

Choi et all. (2006)

Davis et all. (2009)

Watanabe et all. (1995)

Smeltzer et all. (2012)

DOM more aggressive than SUB.

SUB animals fed during the clear cycle.
SUB was less responsive to stress.

No differences in response to restraint stress.
DOM was more responsive to stress.
No differences in response to restraint stress.

No differences in response to restraint stress.

% Spent time in the open field area of DOM;
No differences in response to restraint stress.
No differences in response to restraint stress;

TOperant responding for reward of DOM.

SUB was more responsive to stress.

No differences in response to restraint stress.

t 5-HIAA levels in the preoptic area, hippocampus and AMY of SUB
compared to DOM and control rats.
Increase of 160-190% of AVP; in the ZEME of SUB.

$5-HT binding in the parietal cortex of SUB compared to control;

4 5-HT1a binding in DG of responsive SUB compared to DOM.
No changes in the mineralocorticoid or glucocorticoid receptors in

hippocampus, hypothalamus and AMY..
+ CRF mRNA expression in PVN from NRS compared to DOM and SRS;
t CRF mRNA expression in CeA of SRS compared to DOM.

* New neurons in the DG of animals DOM.

+ ENK mRNA levels in the NAc of SUB once exposed to VBS;

+ ENK mRNA levels in the AcbSh of SUB repeatedly exposed to VBS;
+ DAT binding in the DLCPu of SUB once exposed to VBS;

t D2R binding in the AcbSh of SUB once exposed to VBS.

+ GAD67 mRNA in the BSTif of DOM and SUB compared to control;
t CRH mRNA levels in the BSTov of SUB compared to control.
$ORX 1 R mRNA in the mPFC of DOM compared to SUB and control.

$TH mRNA expression in the LC of SUB compared to DOM and control
rats.

+AgRP mRNA expression in the ARC of DOM compared to SUB;

{POMC mRNA expression in the ARC of DOM compared to SUB.
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to an HPA axis hypoactivity (Albeck and others, 1997; Cooper etal., 2017). Therefore, changes
in foraging behaviors may result from chronic exposure to social stress by SUB rats, since
sensitivity to orexigenic agents and expression of anorexigenic precursors can be modulated by
HPA axis activity (Cortes et al. , 2018; Michopoulos et al. , 2010).

In six from the 17 studies selected, DA and 5-HT neurotransmitter systems were
changed as a function of social stimuli (Blanchard and others, 1991; Dhingra and others, 1996;
Lucas and others, 2004; McKittrick and others, 1995; Pinhasov and others, 2005; Watanabe
and others, 1995). The modulation of the dopaminergic system seems to be a possible
underlying mechanism to the maintenance of dominance relationships. As observed in adult
rats, administration of the DA D2 receptor (D2R) antagonist (sulpiride) attenuates the
dominance of DOM rats during the tube test (Yamaguchi et al. , 2017). Possibly, the attenuation
in the levels of dominance is due to the reduction of the motivation for the expression of
behaviors (e.g. more pushes and resistance) that reinforce the rank of the animal DOM during
the tube test (Zhou et al. , 2017). However, it is unclear whether the amount or availability to
binding of DA receptors is related to the predisposition of an individual to become DOM, since
the quantity and availability of these receptors only increases after the acquisition of the DOM
rank (Czoty et al. , 2017b; Morgan et al. , 2002).

Serotoninergic system also plays a key role in the establishment of social hierarchies.
The 5-HT receptors has been associated with the control of social behaviors, where
administration of a selective 5-HT2a receptor antagonist (M100907) leads to a reduction in the
number of affiliative vocalizations in non-human primates (Pitts and Minerva, 2017; van Wel
et al., 2012). Microinjection of 5-HT1a agonist (8-OH-DPAT) into the anterior hypothalamus
of adult hamsters, reduced the levels of aggressiveness and dominance (Terranova et al. , 2016).
Moreover, it was observed that the gray matter in the dorsal raphe nucleus, which is the origin

of projections of 5-HT neurons, was larger in higher-ranked non-human primates
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Author

Behavior

Neurobiology

Makinson et all. (2015)

Melhorn et all. (2017)

Dhingra et all. (1996)
Pinhasov et all. (2005)
Askew et all. (2006)

Gordon et all. (2002)

No differences in response to restraint stress.

Hyporesponsiveness to the stress of the most SUB rat of the
colony;

| Climbing activity of the most SUB in the FST.

t+ Time spent on food in DOM.

* Time spent on the feeder of DOM compared to SUB.
* Milk comsuption of DOM compared to SUB.

Pins number and duration was higher in DOM

+GAD67 mRNA expression in the PL/IL, ventral peri-PVN, CAl and CA3
of SUB compared to DOM,;

+GAD67 mRNA expression in the dorsal peri-PVN and BNSTif of DOM
compared to SUB;

$BDNF mRNA hybridization in the dorsal BNST of SUB compared to
DOM.

$ NPY mRNA expression in AMY of the most SUB rat compared to DOM,
SUB and control.

+ DA and 5-HT in FC of SUB compared to DOM.
t y-synuclein mRNA encoding in whole cortex of DOM,;
% V1R binding in the LS of SUB;

c-Fos mRNA expression in the VMH, dorsal PAG, and dorsal striatum

were correlated with behaviors of DOM animals.

VBS (visible burrow system); SUB (subordinate); 5-HT (5-hydroxytryptamine or serotonin); DA (dopamine); DOM (dominant); c-Fos (proto-oncogene); FC (frontal cortex);
NAc (nucleus accumbens); CRF (corticotropin-releasing factor); mRNA (messenger ribonucleic acid); PVN (paraventricular hypothalamic nucleus); NRS (nonresponsive
subordinates); SRS (stress-responsive subordinate); CeA (central amygdala); VMH (ventromedial hypothalamus); PAG (periaqueductal gray); ENK (enkephalin); DAT
(dopamine transporter); D2R (dopamine D2 receptor); AcbSh (nucleus accumbens shell); DLCPu (dorsolateral caudate putamen); AVP (arginine vasopressin); ViR
(vasopressin receptor); LS (lateral septum); GADG67 (glutamic acid decarboxylase 67); BSTif (interfascicular nucleus of the stria terminalis); CRH (corticotropin-releasing
hormone); BSTov (anterior oval nucleus of the stria terminalis); mPFC (medial prefrontal cortex); DG (dentate gyrus); BDNF (brain-derived neurotrophic factor); AMY
(amygdala); AVP; (vasopressin immunostaining); ZEME (zona externa of the median eminence); 5-HIAA (5-hydroxyindoleacetlc acid); 5-HT2/5-HT1a (5-hydroxytryptamine
subtype receptor); ORX 1 R (orexin-1 receptor); TH (tyrosine hydroxylase); AgRP (agouti-related peptide); ARC (arcuate nucleus of the hypothalamus); POMC
(proopiomelanocortin); PL/IL (prelimbic/infralimbic area of the mPFC); peri-PVN (peri-paraventricular nucleus of the hypothalamus); CA1/CAS3 (regions of the hippocampus);
BNST (bed nucleus of the stria terminalis); NPY (neuropeptide Y); FST (forced swim test); BNSTif (interfascicular nucleus of the bed nucleus of the stria terminalis); LC (locus

coeruleus).
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than SUB members (Noonan et al. , 2014). Thus, serotonergic and dopaminergic systems may
be the underlying mechanisms involved in the formation of DOM-SUB relationships, but it is
still unclear whether the modifications in these systems are the cause or consequence of SH
formation.

In this review, the selected studies used adult rats to analyze the neurobiological and
behavioral responses associated with SH formation. Little is known, however, whether
interventions over the critical period of development of SH would have consequences later in
life. In humans, childhood and adolescence are determinants period of life in the process of
behavioral maturation and may eventually be associated with the establishment of the DOM-
SUB relationship (Cook et al. , 2014; Opendak et al. , 2017). Furthermore, during childhood,
social interactions occur with high frequency and duration, which facilitates the long-term
observation of neurobehavioral responses to social environment (Achterberg et al. , 2016;
Madden and Zup, 2014). Thus, studies that consider the initial period of life as a critical phase

for development are necessary, as well as the repercussion on other types of behavior.

Conclusion

This review provides a summary of studies that examined how SH organization is
associated with behavioral and neurobiological changes. In the behavioral context, exposure of
adult animals to social stimuli alters foraging behaviors and motivation to acquire resources as
well as responsiveness to stress as a function of social rank. The formation and maintenance of
SH seems to be related to the DA and 5-HT pathway, but it is unclear whether these pathways
can predict an individual's social rank during agonist interactions. Additional studies are
needed, which consider childhood and adolescence as initial periods of SH formation,
identifying possible neurobiological markers that predict social rank and epigenetic

mechanisms.
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