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Imobilidade Tonica e Imobilidade do Nado Forcado em Cobaias

CLOTILDE MARIA MICHELAN, LILIAN DALTRO MICHELAN,
HUGO M. G. DE PAULA E KATSUMASA HOSHINO

Depto. de Ciéncias Biologicas — Faculdade de Ciéncias
Universidade Estadual Paulista — Campus de Bauru

Sabe-se pouco a respeito da origem evolutiva e dos mecanismos fisiolégicos subjacentes as indmeras respostas
comportamentais caracterizadas pela imobilidade corporal. O presente estudo determinou se a imobilidade
tonica (IT), que constitui a dltima defesa antipredatéria de muitos animais, tem relagio com a imobilidade
observada na situagio de nado forgado (INF) que €, por sua vez, considerada uma manifestagio equivalente
ao da depressao psiquiatrica. Os dados mostraram que o nado forgado prévio ndo afeta o tempo de IT e que,
tampouco, o INF é afetado pela submissao prévia as condigoes indutoras de IT, tanto em machos e fémeas de
cobaias (Cavia porcellus). Conclui-se que estas imobilidades tém fungbes adaptativas diferentes, com origens e
mecanismos neurais distintos e que a falta de agdo do nado prévio sobre a IT questiona o uso de uma sé sessio
para induzir manifestagdes similares a depressao.

Palavras-chave: Imobilidade tonica. Nado for¢ado. Respostas de imobilidade. Cobaias.

The evolutionary origin and the physiological mechanisms responsible for the multiple forms of behavioral
responses expressed by movements arrest are still poorly understood. The present study determined if tonic
immobility (TT), the last antipredatory defensive response of many animals, is related to the immobility observed
in the forced swimming situation (FSI = Forced Swimming Immobility), which, by its turn, is considered a
manifestation equivalent to the psychiatric depression. Previous forced swimming did not change the time of T1
and the duration of FSI was not affected by the previous submission to the TT inducing condition, both in male
and female guinea-pigs (Cavia porcellus). It is concluded that these immobilities have distinct adaptive functions,
with different origins and neural mechanisms. Additionally, the absence of an action of the forced swimming on
the TT raises the question on the use of a single session of swimming to induce depressive-like manifestations.

Keywords: Tonic immobility. Forced swimming. Immobility responses. Guinea pigs.

A imobilidade corporal, promovida por mimetizam elementos inanimados do ambien-
mecanismos neurais ativos que suspendem a te e em outras situagoes mais especificas, tal
emissao de atividade motora dos musculos como nas fémeas de muitas espécies durante a
esqueléticos, ¢ uma manifestagdo comportamental copula. A ampla variedade de situagoes, a vas-
compartilhada por indmeras espécies animais. ta gama topografica das posturas de imobilida-
Assim, é possivel observa-la durante o sono da de e o niimero de espécies em ela ocorre leva-
maioria das espécies, nos filhotes de mamiferos ram a cunhar o termo respostas de imobilidade para
quando suspensos pela pele dorsal do pescoco designa-las em conjunto (Klemm, 1983). Estas
pelas maes que os transportam seguros nos den- caracteristicas de ocorréncia indicam que as di-
tes, em predadores durante a espreita para ferentes formas de expressao foram preserva-
emboscar uma presa, em varios animais em si- das ao longo da evolugdo das espécies por con-
tuagdes de alerta ou medo, em animais que ferirem papéis funcionais importantes para a

sobrevivéncia. Nao se sabe, entretanto, como se
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deu este processo evolutivo. Como apontam
Fregoso-Aguilar e Zamudio (2006), discute-se
se existe uma resposta de imobilidade funda-
mental com expressoes diferentes, induzida por
uma série de estimulos diferentes e segundo a
espécie considerada, ou se existem diferentes
formas de imobilidade com diferentes caracte-
risticas em cada espécie e diferentes formas de
imobilidade coexistam em uma mesma espécie.

Uma possibilidade para a obtencio de
dados filogenéticos a respeito das respostas de
imobilidade ¢ verificar se a indugio de um tipo
de resposta afeta a manifestacio de outro tipo de
resposta de imobilidade. De fato, se dois tipos de
respostas tém a mesma origem filogenética, eles
sao baseados em um mecanismo nuclear comum.
Em tais casos, é possivel a alteragdo de uma res-
posta pela manifestacdo prévia da outra, tal
como ocorre na emissao de tremores em fun-
¢ao da manifestacido prévia de atividade motora
voluntaria em dias de frio.

As respostas de imobilidade conhecidas
como imobilidade tonica (IT) e imobilidade do
nado forcado (INF) parecem ter relagoes
filogenéticas comuns, pois elas pertencem a ca-
tegoria de comportamentos de defesa, ambas
sao precedidas inicialmente por emissio de
comportamentos de enfrentamento e sdo res-
postas evocadas por uma situagio de estresse.
A IT, conhecida anteriormente com os nomes
de hipnose animal ou tanatose, é a tiltima respos-
ta de defesa antipredatéria de algumas espéci-
es e se caracteriza por fingir-se morto para con-
seguir uma oportunidade de fuga por induzir
relaxamento da atencdo do predador. Experi-
mentalmente, se induz a I'T forcando o animal,
geralmente a cobaia ou aves, a adotar posturas
nio naturais e retirando-se a contencio suave-
mente apos a instalagdo da imobilidade. Esta se
prolonga por periodos variaveis de tempo, po-
dendo chegar a uma dezena de minutos em al-
guns animais. A INF é observada em roedores,
principalmente ratos e camundongos, quando
colocados para nadarem por 15 minutos em si-
tuacdo inescapavel. A imobilidade de se instala
ap6s periodo inicial de emissdo intensa de ten-
tativas de evasio da situagio estressante e
aversiva. Em camundongos a sessdo de natagao
é Uinica e no rato se mede 24 horas apos e se
compara os tempos de imobilidade dos 5 mi-
nutos iniciais das duas sessdes, como preconi-
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zaram seus idealizadores (Porsolt, Le Pichon,
& Jalfre, 1977). A possibilidade da indugio da
INF afetar a manifestagao da I'T, ou vice-versa,
é plausivel, pois ambas envolvem a mediagao
da serotonina cerebral (Jaffe, De Frias, & Ibarra,
1993; Leite-Panissi, Ferrarese, Terzian, &
Menescal-de-Oliveira, 2006) e a administragao
de drogas antidepressivas que atuam nos me-
canismos da serotonina cerebral as reduzem
(Borsini, 1995; Detke, Johnson, & Lucki, 1997;
Olsen, Hogg, & Lapiz, 2002).

O esclarecimento da origem evolutiva
comum da IT e da INF baseado em um mesmo
mecanismo central mostra ser importante, uma
vez que pode contribuir para o melhor conhe-
cimento desta resposta induzida pelo nado. Este
padrio de imobilidade tem sido considerado
similar a algumas manifestagdes da depressao
psiquidtrica e utilizada experimentalmente como
parametro em estudos de fins praticos para a tri-
agem de drogas antidepressivas (Detke et al.,
1997; Lucki, 1997), assim como, para a constru-
¢ao de hipéteses etiolbgicas deste transtorno psi-
quidtrico (Boccia et al., 2007). A associa¢io da
INF com a depressao sugere a alteragdo da IT
subseqiiente, visto que neste transtorno ha de-
senvolvimento de anedonia e indiferenca. Por
outro lado, ja se aventa a possibilidade de uso da
IT para avaliagido de efeitos ansioliticos (Olsen
et al., 2002), fato compativel com a constatagao
de que animais com tempo de I'T mais longos
tem niveis mais altos de ansiedade (Tikal, 1991).
Visto que muitas drogas antidepressivas, pre-
vistas pela reducdo da INF, sao também efica-
zes no tratamento dos distarbios de ansiedade,
reforga-se a hipétese de que a manifestagio de
IT afete a INF ou vive-versa.

O presente estudo avaliou se a manifes-
tacio prévia da imobilidade do nado forgado
afeta o tempo de imobilidade tonica e vice-ver-
sa em machos e fémeas de cobaias.

Método

Trinta e duas cobaias (Cavia porcellus),
popularmente conhecidas como porquinhos-
da-India, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista (UNESP,
Botucatu, SP) foram usados, formando dois
grupos de 8 machos cada, com 3 meses de ida-
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de, e dois grupos de 8 fémeas cada, com 5 me-
ses de idade. Os animais foram transportados
para o Campus de Bauru e mantidos no Biotério
da Faculdade de Ciéncias em ambiente com ci-
clo de luz (claro das 7:00 as 19:00 h) e tempera-
tura (23-25° C) automaticamente controlados.
Os animais tiveram alimento comercial e 4gua
potavel ad libitum, sendo suas gaiolas de
propilpropileno com maravalha e 4 animais
cada, higienizados a cada dois dias.

O projeto de pesquisa, com descrigao
minuciosa dos procedimentos experimentais a
serem seguidos, foi apresentado previamente
ao Comité de Etica da Instituicio, sendo as ati-
vidades iniciadas somente apés sua aprovagao.
Todos os procedimentos recomendados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagao (COBEA)
foram observados.

A imobilidade ténica foi induzida pela
colocagao manual do animal em decuabito dorsal
em uma prancha de contencao (“goteira”) para
cirurgia de pequenos animais. Esta prancha, de
madeira, media 30 cm de comprimento, 14,5
cm de largura e possuia, em sua linha mediana,
uma canaleta longitudinal com a forma da le-
tra V, com 2 cm de profundidade e 4,5 cm de
abertura superior. Estacanaleta eraligeiramen-
te inclinada no sentido longitudinal, tendo 6,5
cm de altura na sua porgio anterior e 5,0 cm
na parte posterior. Esta prancha foi posicionada
sobre uma mesa de 80 cm de altura, tampo de
60x80 cm e era iluminada por lampada domés-
tica de luz fluorescente mantida 180 cm acima.
O animal foi colocado com cuidado na prancha
para que a coluna vertebral se acomodasse ao
longo da canaleta e imobilizado. A mio esquer-
da do experimentador conteve o segmento pos-
terior do animal com o polegar e indicador en-
volvendo a pelve do animal e a mao direita
imobilizava os segmentos anteriores com o po-
legar e indicador inserido nas axilas e a palma
da mao restringindo os movimentos da cabeca.
Este procedimento foi mantido até que as ten-
tativas de correcao postural e de escape deixas-
sem de ser emitidas. As maos foram, entao, va-
garosamente retiradas em 10-15 segundos e o
cronoémetro acionado para a medida do tempo
de imobilidade. O término da I'T foi definido
como sendo o momento em que o animal
reassumia a postura natural. Trés avaliagoes
sucessivas, cada uma com o maximo de 10 mi-
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nutos de duragao, foram feitas em cada animal
e a média usada como a manifestacio do indi-
viduo.

O nado forcado foi imposto individual-
mente por 15 minutos, colocando-se o animal
em um balde de plastico transparente com 21
cm de didmetro na base e 30 cm no parte supe-
rior, contendo dgua a 26°C, em quantidade su-
ficiente para se ter 12 cm de profundidade.
Definiu-se como imobilidade do nado forgado
o periodo em que o animal cessava seus movi-
mentos, permanecendo em postura semi-
verticalizada, com apoio na ponta de uma das
patas posteriores no fundo, ou em flutuacao,
mantendo apoio de uma ou ambas as patas su-
periores na parede do balde e a cabeca
verticalizada acima da superficie da dgua. Os
movimentos rapidos de correcdo postural apés
a perda lenta e progressiva do equilibrio, ob-
servados apds instalado um episédios de imo-
bilidade, nao foram considerados como
finalizagoes. Estas foram estipuladas como sen-
do a procura de novas posturas, locomocoes,
atividade exploratéria com movimentos
seqlienciados da cabeca. A 4gua foi renovada e
a temperatura corrigida com adicao de dgua fria
ou quente antes do teste de cada animal. A soma
cumulativa das duragoes dos episédios de imo-
bilidade durante o periodo de 15 minutos de
natacio forcada foi obtida em cronémetro ma-
nual. As medidas do tempo foram efetuadas
concomitantemente por dois observadores, ap6s
treino preliminar para se obter no minimo 90%
de concordancia. A média dos dois observado-
res foi usada durante os experimentos.

Um dos grupos de animais machos foi
submetido a avaliacio do tempo de IT duas
horas apés o nado forcado e este tempo foi com-
parado ao tempo de IT do outro grupo do
mesmo sexo, determinado sem o nado forcado
prévio. Este tltimo grupo foi submetido ao nado
forcado duas horas ap6s para se avaliar a possi-
bilidade da IT prévia alterar o tempo de INF.
Para comparacio intersexual, um dos grupos
de 8 fémeas foi submetido inicialmente a IT,
seguido de nado forgado e, duas horas apds,
novamente a I'T. O segundo grupo de fémeas
foi submetido as duas avaliagdes de I'T com a
intercalacio de nado forgado simulado. A colo-
cacdo dos animais deste grupo por 15 minutos
no balde, sem agua, teve a fungao de avaliar se
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Tabela 1 — Tempos médios (+ erro padrao da média) dos tempos de imobilidade
tonica (IT) e do nado forgado (NF) de cobaias (Cavia porcellus) em segundos.
Médias de 8 animais em cada grupo de machos e fémeas. I'T-1: primeiro teste de
imobilidade tonica; IT-2: segundo teste da mesma modalidade; NF: teste do
nado forcado intercalado ou nao entre os dois testes de I'T. * correlacao (r=0,78)
significante (p=0,02) com os tempos determinados em IT-1 (correlagao
determinada em todas as fémeas, sem separacao dos dois grupos).

IT-1 NF-1 IT-2
Machos 63+22 276463 -
Machos - 263120 43+15
Fémeas 112439 330465 72+33%
Fémeas 122+49 - 116+32%

a intercalacdo do nado for¢ado nédo suprime
uma possivel alteracio decorrente da repeticao
do teste de I'T. O tempo de duas horas inter-
posto aos testes de I'T realizados apés o nado
forcado baseou-se em observagdes prelimina-
res que mostraram haver recuperagio da tem-
peratura corporal ap6s a hipotermia induzida
pelo nado forcado.

Elegeu-se a andlise de variancia para o es-
tabelecimento da significincia estatistica nas di-
ferengas encontradas entre as médias e usou-se o
Pearson Product-Moment Correlation (Statisoft)
para estabelecer a significincia da correlagao en-
tre as duas avaliacoes da IT feitas nas fémeas,
adotando-se o nivel de significancia a 0,05.

Resultados

O teste de I'T mostrou uma grande vari-
abilidade inter e intraindividual nos tempos dos
episédios de imobilidade. Interindividualmente
os machos apresentaram variagoes entre um
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minimo relativo a um tnico caso de auséncia
de IT até o tempo maximo de 255 s.
Intraindividualmente, observou-se variagio
acentuada entre os tempos das trés avaliagoes
feitas em cada individuo. Os tempos minimos e
maximos de IT observados nas fémeas foram
respectivamente de 11 e 437 s. Embora esta va-
riagao interindividual, detectavel na Tabela 1
pela magnitude dos erros-padrio, os tempos in-
dividuais apresentados pelas fémeas na primei-
ra avaliacio antes do nado foram equivalentes
na segunda avaliacdo, feita apés o nado. Em
virtude desta estabilidade de dados, o coefici-
ente de correlacio foi de 0,78 que mostrou ser
significante (p=0,02).

O tempo individual minimo de INF ob-
servado foi de 99 e o maximo de 549 s em ma-
chos, sendo estes valores respectivamente de 87
e 599 s nas fémeas. A analise de varidncia mos-
trou que as médias deste parametro (Tabela 1),
determinadas nos dois grupos de machos nao
diferem significantemente entre si, tampouco
da média observada no grupo de fémeas sub-
metidas ao nado.
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Os tempos médios de I'T, determinados
antes e depois do nado forgado, nio mostra-
ram diferenca significante do ponto de vista
estatistico, tanto quando avaliados em grupos
independentes (machos), quanto avaliado em
um mesmo grupo (fémeas). Esta auséncia de
significancia foi constatada também na compa-
ragao das médias das fémeas avaliadas sem o
nado forcado real.

Embora os tempos individuais de I'T da
primeira avaliagio tenham mostrado correlacao
significante com a segunda avaliagio nas féme-
as, a verificacdo da correlagio entre o tempo de
IT e tempo de INF mostrou ser inexistente,
tanto em machos como em fémeas, mesmo ana-
lisando-se separadamente os tempos de I'T an-
tes e ap6s o nado.

Discussao

Os dados do presente estudo mostraram
que o tempo de I'T das cobaias de ambos os se-
x0s nao se alteram apds serem submetidos a
natacido for¢ada e que o tempo de INF também
nio se altera quando os animais sio submeti-
dos previamente a situacdo indutora de I'T. Esta
auséncia de efeitos se confirma, ainda, pela
constatacao de que os valores de I'T sdo equiva-
lentes quando se faz ou se deixa de efetuar o
nado forgado. Estes dados levam a interpreta-
¢ao de que os dois tipos de imobilidade tém,
hipoteticamente, mecanismos etiol6gicos prin-
cipais independentes, sugerindo origens
filogenéticas diferentes. Tal conclusio corro-
bora a existéncia de diferentes mecanismos
neurais para cada um dos tipos de respostas de
imobilidade, postulada por Klemm (2001).

A visdo de que as duas respostas de imo-
bilidade estudadas sejam aquisigoes filogenéticas
independentes implica em papéis funcionais
distintos, embora ambas possam ser evocadas
em situagdes similares de risco a sobrevivéncia.
A andlise neste sentido revela que a I'T é mani-
festacao cujo fim € o escape da situagdo preda-
toéria que é mortal. O nado é uma defesa para
acidentes naturais, tais como inundacoes ou
queda involuntaria na d4gua. A inescapabilidade
nestas situagoes é uma possibilidade e a emis-
sdo de imobilidade, ap6s um periodo de
enfrentamento ativo, pode ter a funcao de con-

servacido de energia para gasto em condigbes
mais favoraveis, como ji sugerido por outros
autores (Sandrin, 2002; Valentim & Hoshino,
2006), ou ser manifestagio de um estado
depressivo que evoluiu filogeneticamente para
tornar indiferente o sofrimento da morte em
condigdes adversas extremas (Hoshino, 2006).
Assim, a IT é ainda manifestacio de
enfrentamento ativo da situacio mortal, en-
quanto a INF é uma expressao subseqiiente de
extin¢io do enfrentamento ativo nas situagoes
de risco. Embora pertencentes ao mesmo eixo
dos comportamentos defensivos, as defesas
conferidas sdo de naturezas diferentes, poden-
do ser, portanto, de origens filogenéticas base-
adas em mecanismos neurais distintos.

A literatura relata o envolvimento de
horménios sexuais nas respostas de imobilida-
de (Fregoso-Aguilar & Zamudio, 2006;
Sternberg, Chesler, Wilson, & Mogil, 2004). As
comparagdes intersexuais no presente trabalho
mostrou que os tempos de INF e de I'T sdo es-
tatisticamente equivalentes nos dois sexos. A
falta da constatagio de uma diferencga
intersexual nio significa, entretanto, contradi-
¢ao com os dados da literatura. Esta falta de-
corre do arranjo experimental que avaliou os
tempos das imobilidades independentemente
da fase do ciclo estral em que as fémeas se en-
contravam. As avaliacoes nas fémeas foram rea-
lizadas com intervalos de aproximadamente
duas horas em nosso estudo, portanto, com
grande probabilidade de terem sido realizadas
dentro de uma mesma fase do ciclo estral, ao
menos, na maioria dos casos. A correlacio
significante entre os valores da primeia avalia-
¢ao com as da segunda sustentam a suposicao.
Assim, nio se nega a existéncia de uma variabi-
lidade dos tempos de imobilidade em fungao
da fase do ciclo estral. A similaridade dos tem-
pos de imobilidade em machos e fémeas indica
que as situagoes de alto risco induzem imobili-
dades cujas intensidades sobrepujam as varia-
¢Oes mais sutis decorrentes da oscilagdes
hormonais. A inclusdo de fémeas no presente
estudo, complementando os dados de machos,
parece ter sido acertada, pois tem a vantagem
de tornar as conclusbes mais representativas
para a espécie.
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A conclusao de que as imobilidades estu-
dadas sao independentes frustra a possibilida-
de metodolégica de se usa-las alternativamente.
Em muitos problemas experimentais h4 neces-
sidade de se reavaliar um mesmo parametro duas
ou mais vezes, porém, isto é impossivel em de-
corréncia da interferéncia de variaveis como
habituacio, sensibilizacdo, outras aprendizagens
ou pela agdo do tratamento experimental. A
existéncia de dois ou mais testes diferentes para
a avaliagdo da mesma variavel seria util para a
solucdo destes casos. Em tal perspectiva, o pre-
sente trabalho mostrou que a INF e a IT ex-
pressam dois fend6menos nuclearmente distin-
tos e ndo podem ser usadas substitutivamente.

A interpretacdo de que a IT e a INF sao
decorrentes de processos evolutivos indepen-
dentes se defronta com dois questionamentos.
O primeiro é relativo as similaridades e rela-
¢bes existentes entre elas, tais como as ja cita-
das anteriormente e outras, como a analgesia
observada na IT (Menescal-de-Oliveira &
Hoffmann, 1993) e no nado forgado (Porro &
Carli, 1988; Suaudeau & Costentin, 2000). Elas
podem indicar o compartilhamento de meca-
nismos neurais comuns, a0 menos parciais. Ao
que tudo indica, algumas manifestagoes co-
muns, como a analgesia, pertencem a categoria
dos ajustes gerais do organismo para as situa-
¢bes de perigo e sdo evocadas pelos mecanis-
mos de alerta que as situagoes de estresse ati-
vam. De fato, a presenca do cheiro de raposas é
suficiente para induzir analgesia e liberacao de
corticosterona em ratos (Vendruscolo et al.,
2006). Outras manifestagdes, concomitantes nos
dois tipos de imobilidade, sugerem ser decor-
rentes da ativacio dos mecanismos responsa-
veis pelos processos neurofisiol6gicos basicos e
pela suspensio ativa da atividade nos musculos
esqueléticos. Segundo, a conclusao pode ser
questionada pela possibilidade de inexisténcia
de efeitos residuais da ativacio dos mecanismos
etiol6gicos comuns por uma situacio eliciadora
de uma resposta, deixando inalterada sua ati-
vagao pela outra. Ou seja, o mecanismo central
responderia da mesma maneira as repetidas
ativagbes, incluindo aquelas promovidas por
situagbes diferentes. Favorece tal hipétese a
constatacao de que os tempos de I'T individual
se preservam aproximadamente iguais, confor-
me observado no presente estudo. Esta possibi-
lidade de ativagio invariante pode, no entanto,
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ser descartada porque o tempo de INF é afeta-
do pela submissao prévia a uma outra modali-
dade de imobilidade, que é a da contencgao for-
cada continua (Poleszak et al., 2006). A auséncia
de correlacio significante entre os tempos de
IT e de INF observados nos mesmos animais
possibilita, também, afastar a possibilidade em
questao.

A falta de um efeito da submissao prévia
ao nado forgado sobre o tempo de IT, constata-
da no presente trabalho, leva ao questionamento
da validade da INF como manifestacio similar
ou relacionada a depressao psiquidtrica, ao
menos na forma em que ela é abordada na atu-
alidade. O transtorno depressivo se caracteriza
primordialmente pela anedonia, apatia e indi-
ferenca as coisas da vida, incluindo a morte. Tais
manifestagbes deveriam diminuir o tempo de
IT apés o nado forgado, visto que em depres-
sao a morte seria indiferente. A davida da INF
como manifestagio depressiva é também ex-
pressa por outros autores (Armario, Gavalda,
& Marti, 1988; Borsini & Meli, 1988; Hawkins,
Hicks, Phillips, & Moore, 1978), entretanto, o
nado forcado tem sido preconizado e empre-
gado em larga escala (Detke et al., 1997; Jaffe
et al., 1993; Lucki, 1997; Qi, Lin, Li, Pan, &
Wang, 2006). Os relatos recentes de que o
estresse cronico, incluindo o do nado forgado,
promove anedonia em ratos da linhagem
Sprague-Dawley (Qi et al., 2006) e em uma li-
nhagem de camundongos C57BL/6N
(Strekalova, Gorenkova, Schunk, Dolgov, &
Bartsch, 2006) parecem oferecer uma oportuni-
dade para se determinar se estados depressivos
em animais afetam suas reagoes de defesa
antipredatoria. Tal determinacio se reveste de
interesse, pois tal fen6meno pode desempenhar
papel adaptativo nos processos biolégicos su-
pra-individuais, tal como nos mecanismos de
regulacdo da densidade populacional.
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