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Resumo

O presente trabalho visou estudar o efeito da informacéo visual sobre o
comportamento exploratério de ratos no labirinto em cruz elevado. Para isso, ratos Wistar
machos foram testados em um labirinto em cruz elevado convencional ou em um labirinto
em cruz completamente fechado com diferentes combinacdes de estimulos visuais nos
bracos: dois bracos transparentes e dois pretos, dois pretos e dois brancos, quatro pretos
ou quatros brancos. Os resultados mostraram que no labirinto totalmente fechado com
dois bracos pretos e dois brancos, os animais permaneceram mais tempo nos bragos
pretos que nos bragos brancos, um perfil de exploracdo similar ao observado nos bracos
abertos no labirinto convencional. O experimento seguinte mostrou que a incluséao de
listras nos bragos brancos fez com que os quatro bragos fossem explorados igualmente.
O experimento seguinte estudou os efeitos de um farmaco que produz efeito ansiolitico e
de outro que produz efeito ansiogénico. Os resultados mostraram que, como no labirinto
em cruz elevado convencional, esses farmacos produziram um perfil similar ao produzido
no labirinto em cruz elevado, o aumento da exploracéo dos bracos menos explorados. O
experimento seguinte estudou o fendmeno da one-trial tolerance e demonstrou que 0s
farmacos benzodiazepinicos ndo produziram efeito quando administrados antes de uma
segunda sessdao. Finalmente, o Gltimo experimento investigou o efeito de ansioliticos ndo
benzodiazepinicos e mostrou que, apds o tratamento agudo, ndo se observaram efeitos
da desipramina e da imipramina, mas, ap0s administragéo cronica por 21 dias, observou-
se um efeito de tipo ansiolitico nos animais testados no labirinto com bracos fechados
brancos mas néo no labirinto com bragos abertos. Em concluséo, o labirinto com bracos
fechados brancos preserva nos bragos brancos as mesmas caracteristicas aversivas
observadas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado convencional, eliminando a
variavel da tigmotaxia. Esses dados sugerem que o labirinto com brancos fechados
brancos pode ser uma ferramenta Util na deteccdo de ansiedade em animais e sensivel
ao efeito de tratamentos farmacolégicos. Indicam também a importancia da informagéo

visual na ativacao da aversdo aos bracos do labirinto em cruz.

Palavras-chave: Ansiedade, Comportamento exploratério, Labirinto em cruz elevado,
Luminéncia, Informacéo visual, Clordiazepoxido, Pentilenotetrazol, Imipramina,

Desipramina, Contraste visual.



Abstract

The present work aimed at studying the effect of visual information on rat
exploratory behavior in the elevated plus-maze. For this, Wistar rats were tested in a
conventional elevated plus-maze or in a totally closed plus-maze with different
combinations of visual stimuli in the arms: two transparent arms and two black arms, two
black and two white arms, four black arms and four white arms. Results showed that in
the plus-maze totally closed with two black and two white arms the animals remained in
the black arms longer than in the white ones, an exploration profile similar to the one
observed in the open arms of the conventional plus-maze. The next experiment showed
that adding black stripes to the white arms cause all four arms to be equally explored.
Next experiment investigated the effects of a drug that produces anxiolytic effects and
another that produces anxiogenic effects. Results showed that, as in the conventional
elevated plus-maze, these drugs produced a profile similar to the one produced in the
conventional elevated plus-maze, an increase in the exploration of the less preferred
arms. Next experiment investigated the one-trial tolerance phenomenon and
demonstrated that benzodiazepinic drugs did not have an effect when administered before
a second session. Finally, the last experiment investigated the effects nonbenzodiazepinic
anxiolytics and showed that desipramine and imipramine did not have effects after acute
treatment but had anxiolytic effects in the plus-maze maze with closed white arms when
administered chronically for 21 days but not in the conventional plus-maze. In conclusion,
the maze with closed white arms preserves in the white arms the same aversive
characteristics as the open arms of the conventional maze without thigmotaxis as a
variable. These data suggest the plus-maze with closed white arms can be a useful tool in
anxiety detection in animals and it can be sensitive to pharmacological treatmens. They
also indicate the importance of visual information in the triggering of aversion to the arms

of the plus-maze.

Keywords: Anxiety, Exploratory Behavior, Elevated Plus-Maze, Luminance, Visual
Information, Chlordiazepoxide, Pentylenetetrazole, Imipramine, Desipramine, Visual

contrast.



Introducéo

O comportamento exploratorio € vital a sobrevivéncia da maior parte dos animais,
tanto em estado natural como em cativeiro. Em animais selvagens, Barnett (1956)
observou dois tipos de situacdes que produziam movimentos exploratorios: (1) o acesso a
uma area nova e (2) a introducao de uma situacdo nao familiar em um ambiente ja
conhecido. Berlyne (1950) mostrou que ratos passam mais tempo explorando objetos
novos do que objetos ja conhecidos e, se submetidos a um ambiente conhecido, passam
menos tempo explorando-o. Esses movimentos exploratdrios podem ser diferentes
daqueles destinados a suprir uma necessidade fisiologica (como a fome ou a sede), embora
eles também tenham uma origem fisioldgica ainda nédo totalmente compreendida.

Existem trés hipGteses para explicar o comportamento exploratorio exibido em
ambientes novos. A primeira propde que a novidade da situacdo gera niveis de ansiedade
que guardam uma relacdo com o comportamento exploratorio observado. Assim, niveis
médios de ansiedade provocariam aumentos da atividade exploratoria, enquanto niveis
inferiores ou superiores levariam a diminuicdo deste comportamento. A exploracao seria
uma funcdo em “U” invertido dos niveis de medo/ansiedade (Mowrer,1960; Halliday,
1966; Lester, 1968). Uma segunda hipotese prop6e que é a falta de informacéo sobre o
ambiente que aumenta a ansiedade e, com ela, 0 comportamento exploratorio. O
comportamento exploratério do rato estaria assim direcionado a aquisicdo de novas
informacdes (Maslow, 1963). A terceira e ultima hip6tese vem de Montgomery (1955),
segundo a qual o nivel de exploracao exibido por um animal resultaria da competi¢do entre
uma tendéncia a se aproximar de um estimulo novo ou complexo e a tendéncia a evitar
estimulos ameacadores. Segundo ele, haveriam dois sistemas motivacionais que seriam
responsaveis pelo comportamento resultante e pelo nivel de medo e ansiedade do animal
nessas situagoes.

Como parte de um processo evolutivo, quando um animal se depara com um
estimulo ameacador, ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais e
neurovegetativas que caracterizam a reacdo de medo. Tal ameaca poder estar representada
por um estimulo inato (predador) ou por estimulos aprendidos (associa¢des repetidas entre
um estimulo e uma situacdo desagradavel, na qual o estimulo adquire propriedades
aversivas). Por outro lado, a ansiedade aparece em circunstancias onde o perigo € apenas
potencial, havendo um componente de incerteza. Tentando distinguir entre 0s
comportamentos de ansiedade e medo, alguns autores sugerem que quando o estimulo é

real e préximo os comportamentos apresentados (fuga ou luta) representariam o medo,
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enguanto quando o estimulo é distante ou potencial os comportamentos apresentados
(avaliacdo de risco) representariam a ansiedade (Blanchard et al. 1993), Tais autores
enfatizariam a importancia da distancia do estimulo perigoso nas respostas de ansiedade e
medo. Em humanos os sintomas da ansiedade incluem mudancgas no humor e na cognicéo
(pensamentos de desgraca iminente) e sdo geralmente acompanhados de alteracdes
fisiolégicas e comportamentais como aumentos da pressao arterial, frequéncia cardiaca,
freqliéncia respiratdria, sudorese, vigilancia, diametro pupilar, condutancia elétrica da pele,
etc (Graeff, 1993).

A ansiedade pode ser diferenciada do medo pelas situa¢@es nas quais é
desencadeada. Enquanto o medo pode ser desencadeado por situacoes especificas e
evidentes de perigo e ameaca, a ansiedade seria desencadeada por situacfes onde o perigo
é apenas potencial (Graeff, 1989). Comparada com outros transtornos mentais, a ansiedade
€ uma emocao que serve ao organismo como resposta Gtil na vigilancia contra ameacas ou
estimulos aversivos, que facilita algumas fungdes de sobrevivéncia como alimentagéo,
cuidado da prole, protecdo contra o perigo. O limite entre ansiedade normal e patoldgica é
dificil de estabelecer mas sabe-se que um certo grau de ansiedade é necessario para 0 bom
desempenho de tarefas cognitivas. Contudo, a ansiedade exagerada ou irracional pode ser
inadequada, perturbando o desempenho e chegando a ser classificada como ansiedade
patolégica (Graeff, 1989; Pratt, 1992).

Ainda, alguns autores sugerem uma hierarquia funcional que determina o
comportamento apropriado em relacdo a distancia defensiva, ou seja, em relacdo a qual
distancia a ameaca € percebida (Blanchard et al., 1991). Essas fun¢6es sdo controladas por
dois mecanismos neurais paralelos, com base em niveis distintos. Quando o animal esta a
uma pequena distancia defensiva, uma reacdo de medo ocorre, resultando em
comportamentos que removem ou afastam o animal da fonte de perigo (esquiva ativa). Seu
substrato envolve niveis neurais inferiores (substancia cinzenta periaquedutal). Por outro
lado, quando o animal estd a uma distancia defensiva maior, desencadeiam-se mecanismos
de ansiedade, resultando em comportamentos que aproximam o animal da fonte de perigo
(comportamento de aproximacéo cautelosa, avaliacéo de risco), e sua base neural encontra-
se em niveis neurais superiores (amigdala, sistema septo-hipocampal e cértex pré-frontal).
De fato, em situacdes naturais, ha uma intensa correlacdo entre a incerteza da ameaca e a

necessidade de se aproximar da fonte da ameaca potencial.

A situacéo caracterizada pelo perigo mais distante gera um conflito aproximacéo-

esquiva, que leva a uma inibicdo comportamental, com um aumento do nivel de vigilancia

4



e direcionamento da atencdo do animal para a possivel fonte do perigo. Nessa
circunstancia, o comportamento exploratorio é cuidadoso e hesitante e € chamado de
avaliacdo de risco, direcionado a obtencdo de informacéo sobre as fontes potenciais de
ameaca do ambiente (Blanchard e Blanchard, 1990; Blanchard et al.,1993; Graeff e
Guimardes, 1999). O sistema de inibicdo comportamental é responsavel por essas
respostas, e esse sistema tem sua base na amigdala e no sistema septo-hipocampal (Gray e
McNaughton, 2000). A amigdala € o alvo dos estimulos provenientes da ameaca e o local
onde o sistema de inibicdo comportamental opera aumentando o valor destes estimulos e

aumentando a inibicdo comportamental (McNaughton e Corr, 2004).

Com o objetivo de estudar os mecanismos neurais envolvidos nestes processos e
poder desenvolver novos agentes terapéuticos para o tratamento da ansiedade, criaram-se
muitos modelos animais. Tais modelos pretendem simular situacdes nas quais os niveis de
ansiedade dos animais sejam alterados, por exemplo, com o0 uso de situagdes novas,
imprevisiveis, incontrolaveis ou com conflito. O objetivo seria reproduzir, em laboratorio,
aspectos da sintomatologia, etiologia e possiveis tratamentos para a ansiedade. Diversos
autores tém classificado os modelos animais de ansiedade de varias maneiras. Por
exemplo, Rodgers et al. (1997) propuseram a classificagdo dos modelos animais de
ansiedade em dois grupos segundo o tipo de resposta. No primeiro grupo, se encontram 0s
modelos que utilizam respostas condicionadas como, dentre outros, os testes do beber
punido (Vogel et al., 1971) e da resposta de sobressalto intensificada pelo medo (Davis e
cols., 1988). No segundo grupo estariam os modelos que usam respostas incondicionadas,
como o da transi¢éo claro-escuro (Crawley, 1981), o da interacao social (File e Hyde,
1978) e o do labirinto em cruz elevado (Handley e Mithani, 1984).

O labirinto em cruz elevado € um dos principais modelos usados no estudo da
ansiedade (ver Carobrez e Bertoglio, 2005). O modelo surgiu dos experimentos com
exploracdo e medo realizados no laboratorio de Montgomery nos anos 50s, com um
labirinto em Y elevado. Nesses trabalhos, o autor observou uma menor utilizacdo dos
bragos abertos em relacéo aos bracgos fechados e levantou a hipétese de que a estimulagédo
provocada pela novidade (o ambiente novo) produzia reac6es de conflito entre medo e
curiosidade, evidenciadas comportamentalmente como tendéncias a esquiva e a
aproximacdo (Montgomery, 1955). Nesses estudos, 0 ambiente novo provocaria um
aumento tanto do impulso para explorar como do medo, originando um conflito entre

explorar e proteger-se.



O trabalho inicial com um labirinto em cruz elevado parecido com o que existe hoje
foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) como um modelo para o estudo da
ansiedade. Esse labirinto, apds sofrer a modificacdo que lhe deu a forma existente hoje em
dia, foi validado comportamental, fisiolégica e farmacologicamente para ratos por Pellow
et al. (1985) e para camundongos por Lister (1990). Brevemente, o labirinto consiste em
uma plataforma no formato de cruz elevada do chao, com dois bracos fechados por paredes
de madeira perpendiculares a dois bragos opostos abertos. Os animais exploram livremente
0 equipamento e s&o registradas as frequéncias de entradas e o tempo gasto em cada brago.
Ao explorar o labirinto, os animais entram a ambos os bragos, mas tipicamente entram
mais e permanecem mais tempo nos bragos fechados (e.g., Cruz et al., 1994). Assim existe
uma correlacdo negativa entre niveis de ansiedade e exploracdo dos bracos abertos:
menores niveis de ansiedade estdo associados a maior fregiiéncia e tempo gastos na
exploracdo dos bragos abertos (Handley e Mithani, 1984; Pellow e File, 1986).

Além das medidas da exploragé@o dos bracos (entradas e tempo), outros
comportamentos também sdo analisados, tais como levantar-se (rearing), mergulhar a
cabeca pela borda do brago aberto (head dipping), esticar o corpo (stretching) e auto-
limpeza (grooming) (Cruz et al., 1994). A eficacia do modelo baseia-se na atividade
exploratdria espontanea e na aversdo natural produzida nos roedores pelos espacos abertos.
O trabalho de Pellow et al. (1985) demonstrou que as medidas relacionadas com ansiedade,
como excrecédo de bolos fecais, congelamento (freezing), imobilidade e concentracédo de
corticosterona no sangue, encontravam-se alteradas nos animais quando confinados nos
bracos abertos em comparacdo com os confinados nos bracos fechados.

A causa da aversdo aos bracos abertos tem sido explicada por diferentes hipoteses.
Inicialmente, propds-se que essa aversao resultaria da esquiva natural que os roedores
apresentam em relacdo a novidade (Montgomery, 1955). Posteriormente, sugeriu-se que a
aversdo pelos bracos abertos resultaria do medo da altura (Pellow, 1986) e/ou dos espacos
abertos (Barnett, 1975; Pellow et al., 1985). Treit e Fundytus (1988), no entanto,
propuseram que a impossibilidade do animal realizar o tigmotatismo — tendéncia de o
animal permanecer com o corpo proximo de superficies verticais — seria 0 estimulo
aversivo associado aos bracgos abertos do labirinto. Grossen e Kelly (1972) justificaram
esse comportamento como uma estratégia evolutiva para evitar predadores, sobretudo os
predadores aéreos.

Salum et al. (2003) compararam o padrdo exploratorio de ratos expostos a

labirintos com os quatro bracos abertos, com os quatro bragos fechados, ou com dois



abertos perpendiculares a dois fechados. Era-se de esperar que estando em um ambiente
mais aversivo os ratos ficariam imobilizados e tenderiam a permanecer no centro do
labirinto, onde sdo colocados no inicio da sesséo, exibindo baixa exploracdo dos bragos
abertos. No entanto, os ratos exploraram bastante, tanto quando o labirinto tinha os quatro
bracos fechados como quando tinha os quatro bracos abertos. Esse resultado foi explicado
de acordo com a hipotese de Morato e Brandao (1996, 1997), sugerindo que altos niveis de
ansiedade produzem um repertorio comportamental mais ativo, como o exibido pelos ratos
gue exploraram o labirinto totalmente aberto. Salum et al. (2003) concluiram que o
comportamento exploratorio tipicamente observado no labirinto em cruz elevado é
resultante das caracteristicas contrastantes dos bracos abertos e fechados, com diferentes
graus de motivacdo gerando o conflito aproximacdo-esquiva, e ndo somente da
aversividade dos bracos abertos.

Apesar da aparente simplicidade do teste, a aversao pelos bragos abertos pode
depender de muitos fatores (para uma revisao ver, Hogg, 1996). Alguns préprios do
sujeito, como sexo (Johnston e File, 1988) ou idade (Imhof et al., 1993), e outros
associados ao procedimento experimental, como uma ou multiplas exposicoes ao labirinto
(File, 1992; Griebel et al., 1993; Treit et al., 1993). Também outros fatores estéo
relacionados com a prépria situacdo do teste, como o nivel de iluminacdo na sala do teste
(Morato e Castrechini, 1989; Griebel et al.., 1993). A iluminacao na sala do teste tem sido
apontada como um determinante no labirinto em cruz elevado, e experimentos realizados
no nosso laboratério mostraram que ratos testados no labirinto com baixos niveis de
iluminacdo entraram mais e permaneceram mais tempo nos bragos abertos que animais
testados em alta luminosidade (Morato e Castrechini, 1989). Similarmente, Griebel et al.
(1993) encontraram que animais testados em altos niveis de iluminacao diminuiram a
exploracdo dos bragos abertos e a atividade geral. Cardenas et al. (2001) mostraram que 0
aumento nos niveis de iluminagdo produz uma reducdo na atividade locomotora,
relacionada aos resultados relatados por outros autores, cujo aumento no nimero de
entradas nos bragos abertos correlaciona-se com a diminuic¢do dos niveis de ansiedade
durante o teste.

Pellow et al. (1985) relataram que, quando séo igualados os niveis de luminosidade
nos dois tipos de bragos, 0s animais ndo apresentam alterac6es significativas no nimero de
entradas nem no tempo gasto nos bragos abertos. Um experimento desenvolvido no nosso
laborat6rio demonstrou que ratos testados no labirinto com piso de madeira com tela de

arame e baixa luminosidade (20 Lux) exibiram um aumento no nimero de entradas e



tempo gasto nos bracos abertos quando comparados com animais testados com alta
luminosidade (1200 Lux) e com mesmo piso (Morato e Castrechini, 1989). Do mesmo
modo, Griebel e cols. (1993) encontraram que animais testados com altos niveis de
luminosidade reduzem significativamente a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos
bracos abertos, assim como a atividade total. Jones e King (2001) relataram que niveis
maiores de luminosidade nao alteram o comportamento de ratos no campo aberto, na tabua
de buracos (hole board) nem no labirinto instavel, mas quando o teste ¢ realizado no
escuro, observa-se um aumento na atividade locomotora (total de entradas nos bracos
abertos e fechados e na distancia total percorrida) e uma diminuicao na esquiva dos bracos
abertos.

Martinez et al. (2002) testaram animais em um labirinto com paredes de acrilico
transparente de diferentes alturas cercando os bragos abertos (1, 5, 10, 20 e 40 cm) e
mostraram que, quando o teste era realizado com as alturas de 5 e 10 cm, havia um
aumento na exploracao desses bragos, chegando proximo aos valores dos bracos fechados.
Mais importante, demonstraram também que o teste com a parede transparente de 40 cm
de altura ndo aumentou a exploracdo desse braco, deixando-a equivalente a dos bragos
abertos com bordas de 1 cm, isto é, a mais baixa dentre todas as condicfes e a mais
parecida com o relatado na literatura. No entanto, quando essa mesma altura de parede (40
cm) era coberta por papel opaco preto (que impedia a passagem de luz) houve um grande
aumento da exploragdo desse braco, assemelhando-se a do braco fechado por paredes de
madeira. Esse aumento na exploracgao dos bragcos cobertos com papel preto, em
comparagdo com a parede transparente, levou os autores a proporem gue o sistema visual
seria um dos principais responsaveis na deflagracdo da aversao aos bracos abertos. Se a
hipotese desses Ultimos autores estiver correta, 0 que desencadearia a aversao aos bragos
abertos seria a visdo dos espacos abertos e a informagéo visual obtida durante a
exploracdo, enquanto a presenca de paredes e a possibilidade de realizar comportamentos
tigmotaticos ndo seriam os Unicos fatores determinantes.

Posteriormente, Garcia et al. (2005), mostraram que quando ratos sao testados no
labirinto em cruz elevado com 0 ou 1 lux, exploram de forma similar tanto os bracos
fechados quanto os abertos. Mas quando testados numa iluminacgéo igual ou maior que 3
lux eles apresentam o comportamento comumente observado no labirinto em cruz elevado:
menor exploracdo dos bracos abertos em relagéo aos fechados. Estes resultados
demonstraram que existem limiares que determinam o ponto de averséo dos bragos abertos

produzido pela informacdo visual.



Finalmente, Anseloni et al. (1995) validaram uma modificacdo do labirinto em cruz
elevado, onde compararam a atividade de ratos em um labirinto em cruz elevado, no qual
as paredes de madeira foram trocadas por paredes de acrilico transparentes, com a
atividade de animais testados em um labirinto convencional. Eles mostraram que embora a
exploracdo dos bragos com paredes transparentes fosse maior quando comparada com 0s
bracos fechados do labirinto convencional, os animais continuaram mostrando uma clara
preferéncia pelos bragos fechados em comparacdo com os abertos. Da mesma forma,
drogas ansioliticas e ansiogénicas mostraram 0s mesmos efeitos comportamentais
observados no labirinto convencional.

A partir do momento em que foi desenvolvido o labirinto em cruz elevado,
numerosos estudos foram publicados com o intuito de mostrar os multiplos fatores que
podem afetar o comportamento dos animais neste modelo, assim como quais seriam as
caracteristicas dos bracos abertos que fazem com que 0s animais os evitem. Atualmente,
continua sendo matéria de debate se o comportamento exploratorio dos animais depende
somente das caracteristicas dos bracos abertos ou do contraste entre bracos abertos e
fechados e quais seriam as caracteristicas especificas dos bragos que levariam a ativar os
processos aversivos e modular as respostas farmacolégicas observadas. O presente trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de estudar este tipo de fendmeno e discriminar os

estimulos que produzem aversdo nos bragos abertos.

Experimento |

Com base em evidéncias citadas anteriormente, de que mudancas nas
caracteristicas da informacéo visual no momento do teste do labirinto em cruz elevado,
tanto do préprio aparato quanto da sala do teste, levam a altera¢cbes no comportamento
exploratorio dos animais, pode-se sugerir que a informacao visual tem importante papel na
ativagédo da aversdo aos bragos abertos do labirinto, sem excluir a possibilidade de que a
auséncia de paredes, que impede o comportamento de tigmotaxia, seja também um fator
importante nestes processos. Por isso, 0 objetivo do presente experimento foi o de
investigar se a visdo e/ou a tigmotaxia seriam os fatores determinantes da averséo aos
espacos abertos. Para isso, comparamos o0 comportamento exploratdrio de ratos em um
labirinto convencional, com bracos fechados e abertos, e em um labirinto com quatro
bracos fechados, mas rodeados de paredes transparentes (onde 0s animais podem ver o
ambiente) ou de paredes pretas ou brancas (iluminados por cima e sem permitir a

observagédo visual direta do ambiente).



Materiais e Métodos

Sujeitos

Foram utilizados 84 ratos machos de uma derivacdo Wistar, provenientes do
biotério central da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto. Todos os sujeitos foram
submetidos a um periodo de trés dias de habituacdo ao biotério do laboratorio antes do
inicio dos experimentos. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (40 x 34 x
17 cm) em grupos de seis. A temperatura do biotério foi mantida entre 24 e 27° C. Exceto
durante a realizacdo dos testes, 0s sujeitos sempre tiveram livre acesso a agua e comida. Os

testes comportamentais realizaram-se entre 8:00 e 13:00 h.

Equipamento

Utilizaram-se dois labirintos em cruz elevados convencionais, que consistiram em
dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm), com 0s bragos
iguais cruzados em angulo reto, conectados por uma area central (10 x 10 cm). O labirinto
estava elevado 50 cm do piso. Essas medidas sdo comuns a grande maioria dos
experimentos relatados na literatura (Carobrez e Bertoglio, 2005). Um dos labirintos era
convencional e tinha dois bracos fechados por paredes de madeira escura, dois abertos
circundados por uma borda de acrilico transparente de 1 cm de altura e piso de formica
azul escuro (MA). O outro tinha todos os bragos fechados por paredes de acrilico
transparente removiveis e um piso de vidro anti-reflexivo transparente que podia recobrir
papel preto ou branco. Em alguns dos testes, dois dos bracos opostos tiveram suas paredes
substituidas por bordas de acrilico transparente de 1 cm de altura, resultando em um
aparato semelhante ao labirinto convencional, exceto pela qualidade do material das
paredes dos bracos fechados. Em outros testes, dois dos bracos opostos foram cobertos ou
por papel preto ou por papel branco. Maiores detalhes sdo fornecidos na se¢éo
Procedimento (ver também a Figura 1).

Os testes foram realizados com uma luminosidade de 40 lux, medidos no quadrado
central do labirinto com bragos fechados de madeira. Uma cadmera montada verticalmente
acima do labirinto estava acoplada a um monitor em uma sala adjacente a sala de teste.
Durante o registro, a imagem do labirinto no monitor era dividida em quadrados iguais (10
cm de lado) permitindo visualizar a localiza¢do do animal em qualquer local do labirinto.
Isso permitiu o registro acurado de onde ocorreram todos 0s comportamentos de interesse
para a pesquisa. O registro foi realizado com o programa X-Plo-Rat, desenvolvido em

nosso laboratorio especialmente para este fim.
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Figura 1. Esquema dos labirintos.

Nos dois primeiros diagramas, os bragos horizontais indicam bragos fechados e os verticais indicam os
abertos; nos demais, o tipo de parede que fechava os bracos. Em todos os casos, os diagramas
correspondem a posicao real em que os labirintos se localizavam na sala experimental. A primeira letra indica
o tipo de parede fechada: madeira (M) ou acrilico transparente coberto por papel preto (P) ou branco (B). A
segunda letra indica se o brago estava aberto (A), cercado por acrilico transparente (T) ou recoberto por
papel preto (P) ou branco (B). O interior de cada representacdo mostra se o vidro anti-reflexivo cobriu papel
preto ou branco..

Procedimento

Ap0s o periodo de habituagdo ao biotério, os animais foram distribuidos em seis
grupos (N = 12) de acordo com o labirinto no qual seriam testados. Dois grupos foram
testados em labirintos com caracteristicas convencionais (MA ou PA). Os outros quatro
grupos foram testados em labirintos totalmente fechados pelo acrilico transparente com os
bracos recobertos por diferentes combinacdes de papel preto ou branco da seguinte forma:
(1) dois bragos com paredes recobertas de papel preto e dois com paredes transparentes
(PT); (2) dois bracos recobertos por papel preto e dois com papel branco (PB); (3) 0s
quatro bracos recobertos com papel preto (PP); e (4) os quatro bragos recobertos com papel
branco (BB).

Para o teste comportamental, cada animal foi colocado gentilmente no centro do
labirinto, com o focinho voltado para um dos bracos fechados ou um dos bragos pretos
(exceto no caso do labirinto BB), e permitiu-se a livre exploracdo por 5 minutos. Depois de
se testar cada animal, limpou-se o aparato com uma solugdo de 5% de etanol. Registraram-
se a frequiéncia de entradas e o tempo gasto em cada brago, distancia percorrida nos
mesmos e freqliéncia e tempo gasto nos comportamentos de levantar-se, limpar-se e
esticar-se. Esses comportamentos foram assim definidos: (1) esticar-se — quando o animal
esticava o0 corpo para frente mantendo as patas traseiras na mesma posicao e retornando de
novo a posicao inicial; (2) levantar-se — levantada parcial ou total do corpo; e (3) limpar-
se — qualquer comportamento especifico da espécie incluindo seqiiéncia de
comportamentos de limpeza por uma parte ou a totalidade do corpo com as patas e/ou
boca. Essas categorias foram definidas de acordo com relatos prévios da literatura
(Blanchard et al., 1991; Cruz et al., 1994; Rodgers e Johnson, 1995). Os resultados obtidos
em cada sessdo também foram analisados minuto a minuto mostrando o perfil de
exploracdo para cada grupo.
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Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM e analisados com andlise de
variancia (Anova) de uma via comparando os diferentes labirintos em cada medida. Além
disso, foram comparadas as entradas e a exploragéo dos bracos abertos ou brancos com a
dos fechados ou pretos para cada tipo de labirinto com o teste t de Student para amostras
pareadas. Com relacdo as analises minuto a minuto, os dados de cada tipo de labirinto
foram analisados com Anova de uma via para medidas repetidas. Sempre que apropriado,
usou-se o teste post hoc Newman-Keuls para comparacgdes entre médias de grupos. Em
todos os casos utilizou-se P < 0,05 como nivel de significancia.

Resultados

Inicialmente, as nossos resultados mostraram que ndo houve diferencas nas
medidas registradas entre os labirintos MA e PA, com seus dois bracos abertos e dois
bracos fechados, indicando que o tipo de material com que o aparato foi construido ndo
influenciou as respostas comportamentais dos animais. Na Figura 2 pode-se observar que
os indices de exploracdo dos bracos sdo similares nos dois labirintos, sendo
significativamente mais explorados durante a sessdo os bragos fechados que os abertos
(MA =t = 7,00, P < 0,001; PA = tp111 = 5,77, P < 0,001). Por esse motivo, com o intuito
de simplificar a apresentacdo dos resultados, as seguintes figuras serdo apresentadas
utilizando-se como grupo controle apenas o labirinto PA.

A Figura 3 apresenta a freqliéncia de entradas e a distancia percorrida nos bragcos
dos diferentes labirintos. O teste t mostrou que animais entram mais freqiientemente nos
bracos fechados ou pretos que nos bragos abertos, transparentes ou brancos dos labirintos:
PA (t11 = 5,770, P < 0,001), PT (ti21) = 7,416, P < 0,001) e PB (tr111 = 9.527, P < 0,001).
Né&o foram encontradas diferencas nos labirintos PP (tj111 = 0,456, P = 0,658) nem BB (t11]
= 0,000, P =1,000). A Figura 3 também apresenta a distancia percorrida nos bragcos
fechados, pretos, abertos, transparentes ou brancos nos diferentes labirintos. A anélise
mostrou que os animais testados nos labirintos PA (ti1y = 9,295, P < 0,001), PT (t2 =
7,165, P < 0,001) e PB (tr111 = 7,984, P < 0,001) exploraram mais os bracos fechados e
pretos que o0s outros bragos. Os animais testados nos labirintos PP (tj111 = 1,801, P = 0,099)
e BB (tr11 = 1,163, P = 0,269) exploraram por igual os dois bragos.

A Figura 4 apresenta o tempo gasto nos bracos e no quadrado central dos diferentes

labirintos. O teste t revelou que o0s ratos permanecem mais tempo nos bracos fechados ou
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Figura 3. Freqluiéncia de entradas e distancia percorrida nos bracos abertos ou brancos e nos
bracos fechados ou pretos dos labirintos.

*, Diferente dos bracos fechados ou pretos no mesmo tipo de labirinto (t de Student, P < 0,05).

pretos quando comparados com os abertos, transparentes ou brancos nos diferentes
labirintos PA (tr111 = 15,128, P < 0,001), BT (t[113 = 5,336, P < 0,001) e PB (tr111 = 9,385, P
< 0,001). Da mesma forma nao foram encontradas diferengas nos animais testados nos
labirintos PP (tf11] = 2,184, P = 0,052) e BB (t[113 = 0,183, P = 0,858). A Anova mostrou
diferencas devidas ao tipo de labirinto no tempo gasto nos bragos fechados ou pretos (Fis.s3]
= 28,922; P < 0,001), nos bracos abertos, transparentes ou brancos (Fe.s3] = 43,008; P <
0,001) e no quadrado central (Fs,s3) = 4,028; P < 0,001). O teste post-hoc mostrou que
animais testados nos labirintos PT, PB, PP e BB permaneceram por mais tempo nos bracos
transparentes ou brancos que os animais testados nos labirintos com bragos abertos e sem
prote¢do. Também se mostrou que os animais testados nos labirintos PT, PB, e PP
permaneceram mais tempo no quadrado central do que os animais testados nos labirintos

PA e BB.
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Figura 4. Tempo gasto nos bragcos abertos ou brancos, fechados ou pretos e area central
dos labirintos.

* Diferente dos bracos fechados ou pretos no mesmo tipo de labirinto (t de Student, P < 0,05). °, Diferente da
area correspondente no labirinto PA (Newman-Keuls , P < 0,05).

A Tabela 1 apresenta as médias £ EPM e os resultados estatisticos da Anova
aplicada aos outros parametros comportamentais. A Anova mostrou diferencas devido ao
tipo de labirinto e o teste post-hoc mostrou que os animais testados nos labirintos PT, PB,
PP e BB entraram mais e permaneceram mais tempo nas extremidades dos bracos abertos,
transparentes ou brancos. As anélises estatisticas indicaram que os animais reduzem o
tempo gasto no comportamento de limpar-se quando testados nos labirintos PA, PT, PB,
PP e BB, em comparacdo com aqueles testados no labirinto PA; ndo foram observadas
diferencas nas frequéncias do comportamento de limpar-se. Com relacédo as medidas
indicadoras de atividade locomotora (freqiiéncia de entradas em todos os bragos e
freqiiéncia do comportamento de levantar-se), a Anova mostrou diferencas devido ao tipo
de labirinto na freqiiéncia de entradas nos bragos e na freqiiéncia de levantadas. O teste
post-hoc mostrou que os animais testados nos labirintos PT, PB, PP e BB aumentaram a
freqiiéncia de entradas nos bragos quando comparados com o grupo testado no labirinto
PA. A mesma coisa aconteceu na freqiiéncia do comportamento de levantar-se.

A Figura 5 e a Tabela 2 apresentam as analises minuto a minuto para os diferentes
labirintos e como complemento a Tabela 3 apresenta os resultados estatisticos e as
comparagOes post-hoc entre o primeiro minuto e 0s outros quatro minutos da sessdao. Como
efeito geral, uma reducéo na atividade ao longo da sessao foi observada em todos os
labirintos. Essa reducéo pode ser observada nos parametros total de entradas (em ambos 0s
bracos), freqiiéncia (mas ndo tempo) de entradas as extremidades dos bracos abertos e

fechados e na distancia percorrida em ambos os tipos de brago. O tempo gasto nos bragos
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Tabela 1, Médias (+ EPM) e valores estatisticos da Anova aplicada aos outros
parametros comportamentais.

°, Diferente do labirinto MA (Newman-Keuls, P < 0,05).

Tipos de labirinto Estatistica
Parémetro MA PA PT PB PP BB F[5,71] P
Entradas extremidades abertas, 1,67 2,33 5,67 5,67 9,17 8,08 38,783 <0,001
transparentes ou brancas +0,41 0,40 #0,40° +0,50° =0,59° =+0,56°
Tempo extremidades abertas, 9,31 16,77 4255 33,89 79,38 68,94 27,165 <0,001
transparentes ou brancas (s) +2,25 £3,13° 15,62° +4,36° +7,70° +6,86°
Entradas extremidade fechada ou 7,92 8,42 8,50 10,33 7,92 7,42 3,708 0,005
preta +0,57 0,57 045 +0,33° 0,73 0,42
Tempo extremidade fechada ou 146,1 113,01 87,95 89,75 62,37 75,65 7,951 <0,001
preta (s) +16,51  +9,44° +8,79° +11,80° +4,89° 18,34°
Entradas totais 10,25 12,25 16,16 18,25 19,50 17,50 14,673 <0,001
+0,92 +0,88 +0,71° +0,84° +1,14° +1,09°
Freqgiiéncia levantar-se 1492 14,16 29,41 28,83 34,08 34,00 17,235 <0,001
+1,44 £1,18 +2,80° +2,11° +1,94° +2.34°
Freqiiéncia limpar-se 5,67 4,75 4,42 4,25 3,38 4,83 0,624 0,710
+0,67 +055 +0,94 +0,66 +0,56 +0,86
Tempo limpar-se (s) 42,10 29,23 17,65 16,88 16,31 20,81 4,956 <0,001
+7,11  +5,40° +2,79° +2,26° +3,44° 14,20°

abertos somente mostrou reducéo significativa nos labirintos PA e PB. O comportamento

de levantar-se também apresentou uma reducdo ao longo da sesséo Finalmente, o

comportamento de esticar-se nao foi afetado pela passagem do tempo na sessao.

Discussao

Nossos resultados mostraram que o perfil comportamental no labirinto em cruz
elevado convencional (MA) e no labirinto em cruz com dois bracos com paredes de
acrilico recobertas com papel preto e dois bracos abertos (PA) foi similar: os animais
exploram mais os bragos fechados (tanto os de madeira como os de acrilico recobertos de
preto) que os abertos, um perfil de exploragdo amplamente descrito na literatura (Carobrez
e Bertoglio, 2005). Esses resultados indicaram que o material utilizado nas paredes dos
bracos fechados ndo alterou o padrdo de exploracédo no labirinto, com uma clara
preferéncia pelas areas fechadas. Similarmente, quando os bracos abertos foram fechados
por paredes de acrilico transparente ou recobertos por papel branco, os animais
continuaram preferindo permanecer mais tempo nos bragos pretos, o que descarta a
possibilidade de uma preferéncia pelo material utilizado. Esse fenémeno é ressaltado pelo
fato de néo existir preferéncia por nenhum brago quando os labirintos tinham quatro bracos

pretos ou brancos (labirintos PP e BB).
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Figura 5. Total de entradas, freqiiéncia de entradas e tempo gasto nos bracos abertos ou
brancos nos diferentes labirintos minuto a minuto.

*, Diferente do primeiro minuto no mesmo labirinto (Newman-Keuls, P < 0,05).

A preferéncia pelos bragos pretos nos labirintos PT e PB indica que o
comportamento de tigmotaxia n&o influenciou o comportamento dos animais nos
labirintos, como sugerido por Treit e Fundytus (1988) para o labirinto convencional, uma
vez que os quatro bracos ofereciam a mesma oportunidade para comportamentos
tigmotaticos e a Unica diferenca entre eles foi o tipo de estimulo visual. Esses dados
indicam que a visdo e a iluminagdo seriam fatores importantes na ativacao da aversao,

como previamente sugerido por (Martinez et al., 2002; Garcia et al., 2005; Morato, 2006).
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Tabela 2 — Analise comportamental minuto a minuto (média + E. P. M.).

Ab, Abertos; Fé, Fechados; f, Freqiiéncia; t, Tempo (s). *, Diferente do correspondente minuto 1 (Newman-Keuls, P <

0,05),

Entradas nas Entradas nas Distancia

Entradasnos  extremidades  extremidades  percorrida nos
bragos abertas fechadas bragos (m) Esticar-se Levantar-se
Labirintos Min  Ab Fe f t f t Ab Fe f t f t
1 2,3 2,8 11 59 2,6 15,9 1,2 2,2 04 05 3,8 6,2
0,3 0,2 +0,2 +1,8 +0,2 2,4 0,2 %02 0,1 0,2 0,5 +1,3
2 0,9 1,9 0,5 5,8 1,9 17,3 0,7 1,6 04 04 2,9 6,3
+0,2%  +0,3* +0,2*  +23 +0,3 42,2 +0,2*  +0,2* 0,2 +0,2 0,4 #15
3 0,3 1,6 0,3 1,9 1,9 24,2 0,3 15 03 05 3,5 6,1
PA +0,2*  +0,1* +0,1* 1,0 +0,1 +2.,8 +0,1* +0,1* +0,1 0,2 +0,3 0,9
4 0,4 0,9 0,3 2,5 11 30,4 0,3 1,0 01 01 2,3 4,9
+0,2* +0,2* £0,2*  +14 +0,2*  #4,5 +0,1* 0,1* 0,1 0,1 *0,4* 0,8
5 0,3 0,8 0,2 0,6 0,9 25,2 0,1 0,8 03 05 1,7 3,5
+0,1* +0,3* +0,1*  +0,5 +0,3* 456 +0,1* 0,2* 0,2 +0,3 £0,5% +1,1
1 2,3 3,3 21 13,3 2,8 15,5 1,8 2,5 02 01 73 138
+0,2 +0,3 40,2 +1,7 +0,3 +1,5 0,2 #0,2 +0,1 0,1 +0,8 #1,3
2 1,3 1,9 1,3 9,5 1,6 17,4 1,2 1,4 02 01 59 10,1
+0,2*%  +0,2* +0,2* 42,2 +0,2*  +3,0 +0,1* +0,1* +0,1 0,1 0,7  +1,2*
3 1,0 1,5 0,9 8,2 1,4 18,6 0,7 1,4 01 04 6,7 11,1
PT +0,2* +0,2* +0,2* +3,3 +0,2* +2,6 +0,1* +0,2* +0,1 0,3 +0,7 +1,2*
4 1,1 1,4 0,8 6,2 1,5 17,2 0,9 1,2 00 00 4,9 8,6
+0,2*  +0,2* +0,2*  #1,6 +0,2*  #33 +0,1* +0,1* +0,0 =+0,0 +0,7*  +1,4*
5 0,8 1,7 0,7 53 1,3 19,2 0,6 11 00 0,0 47 8,1
+0,2*  +0,2* +0,2*  +1,9 +0,1* £3/1 +0,2*  +0,1* 0,0 0,0 +0,5% +1,1*
1 2,5 4,0 2,3 9,5 3,4 18,0 1,9 31 00 0,0 73 11,7
0,2 +0,3 +0,3 +1,2 +0,2 +1,2 0,2 %02 +0,0 0,0 0,7 #1,1
2 1,3 2,5 1,3 9,4 2,0 19,1 1,2 1,8 00 0,0 6,1 10,1
+0,2* +0,3* +0,2* 31 £0,2*  #2,3 £0,1* 0,2* 0,0 0,0 0,5 0,7
3 0,8 2,0 0,9 7.3 1,7 17,4 0,9 15 0,0 00 5,8 9,0
PB +0,1* +0,2* +0,1* 1,5 +0,2* +34 +0,1* +0,1* +0,0 0,0 +0,6 1,2
4 0,8 1,7 0,5 3,2 1,6 18,0 0,5 1,4 00 0,0 45 8,8
+0,2*  +0,2* 0,2 172 +0,2* 435 +0,1* +0,1* 0,0 0,0 +0,7* 15
5 0,8 1,9 0,8 45 1,7 17,3 0,6 15 00 0,0 5,3 8,5
+0,2* +0,2* +0,2*  +1,6 +0,2*  #3,9 +0,2* 0,2* +0,0 0,0 +0,5* +0,8
1 2,8 2,9 2,6 16,0 2,3 15,9 2,3 2,0 01 01 79 137
+0,2 04 +0,2 +1,3 +0,2 +1,1 +0,1 +0,2 +0,1 0,1 0,7 #15
2 1,8 1,9 1,6 11,9 15 19,2 1.4 1,6 00 0,0 76 12,0
+0,3* +0,2* +0,3* 42,3 +0,2* +35 +0,2* 0,1 +0,0 #0,0 +0,8 #1,2
3 2,0 1,3 1,6 12,7 11 13,5 15 1,0 01 01 6,1 10,5
BB +0,3* +0,2* +0,2* #2.3 +0,1* 3,7 +0,1* +0,1* +0,1 0,1 +0,5 0,8
4 1,2 1,4 1,3 14,9 1,2 9,7 1,1 1,0 01 02 6,4 11,3
+0,2* +0,3* +0,2*  #4,5 £0,3*  #2,9 +0,2* 0,2* 0,1 0,2 +0,8 +15
5 1,1 1,3 1,1 13,5 1,3 17,4 1,0 1,1 00 00 6,0 102
+0,3* +0,2* £0,2*  #2,7 +0,3* £33 +0,2*  +0,2* +0,0 0,0 0,7 #14
1 2,9 3,1 2,8 13,7 2,8 16,3 2,4 2,5 00 0,0 83 13,0
+0,3 03 +0,2 +1,3 +0,3 +2,0 0,2 +0,3 +0,0 0,0 +0,6 +09
2 2,3 1,8 2,2 16,5 15 11,6 1,9 1,4 01 0,0 6,7 10,8
0,2 0,4* +0,3 2,1 +0,3 2,1 0,2 20,2* 0,1 0,0 0,6 +1,0
3 1,4 1,4 1,3 15,6 1,0 8,0 1,2 0,9 01 0.2 6,2 11,0
PP +0,3* +0,3* +0,2 +4.4 +0,2* +25 +0,2* +0,2* +0,1 0,2 +0,8 14
4 1,1 1,3 1,1 10,8 15 17,1 1,0 1,2 00 0,0 6,4 10,5
+0,3* +0,2* #0,2*  #21 +0,3* +34 +0,2*  +0,2* 0,0 0,0 0,7 +14
5 2,7 2.8 2,5 15,3 2,6 17,0 2,2 2,3 00 0,0 77 128
0,3  +0,4* +0,3*  +2,0 +0,3*  #2.2 0,2 +0,3 +0,0 0,0 +0,8 +1,0

Outros autores também relatam a importancia da informacao visual na exploracéo de

ambientes novos. Cook et al. (2001) mostraram que a impossibilidade de executar
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comportamentos tigmotaticos ndo € o principal fator causador da aversao em camundongos
testados no labirinto em zero. Eles testaram diferentes cepas de camundongos que
variavam em diferentes graus de deficiéncia visual e relataram que a exploragdo das areas
abertas do labirinto em zero foi maior nos animais com maior deficiéncia visual. O seja 0s
animais que menos enxergavam exploraram mais as areas abertas do labirinto.
Curiosamente, alguns relatos antigos ja tinham relatado a visdo como uma importante fonte
de aquisicdo de informacéo (por exemplo, Patrick e Laughlin em 1934).

Outro efeito € que quando os quatro bragos do labirinto sdo fechados
(independentemente do material ou do nivel de iluminag&o), observou-se um aumento da
atividade geral. O qual é possivelmente explicado pela reducéo na exploracao nos bragcos
abertos que deixa de ocorrer quando os quatros bragos sdo fechados. Uma explicacdo
alternativa é que, por permitir comportamentos tigmotéaticos, esses labirintos com quatro
bracos fechados poderiam ndo ser tdo aversivos quanto o labirinto convencional com dois
bracos abertos. Também, as analises minuto a minuto mostraram que, quando eram
comparados pares opostos de bracgos, a reducédo da atividade locomotora acontece em
iguais niveis nos labirintos com quatro bragos fechados (PT, PB, PP e BB), e € mais
intensa nos pares de bragos abertos dos labirinto MA e PA. Assim esta redugéo pode ser

Tabela 3 — Resultados da Anova aplicada a comparacédo dos resultados obtidos em cada
minuto.

PA, Dois bragos fechados pretos e dois bracos abertos; PT, bracos fechados pretos e fechados
transparentes; PB, dois bracos fechados pretos e dois fechados brancos; BB, quatro bracos fechados
brancos; PP, quatro bragos fechados pretos. F, Valor estatistico da Anova; P, probabilidade.

Tipo de Labirinto

PA PT PB BB PP
Parédmetros Flaa4 P Fa44 P Fa44 P Fa44 P Fa44 P
Entradas Bragos Abertos 15506 <0,001 9,082 <0,001 7,225 <0,001 7,381 <0001 6468 <0,001
Entradas Bragos Abertos (%) 2921 0032 1,198 0325 0,198 0938 1398 0250 1,182 0,332
Tempo gasto Bragos Abertos (s) 7,240 <0,000 2,121 0,094 1171 0337 0,680 0609 1,845 0,137
Entradas Bragos Fechados 12,023 <0,001 9,647 <0,001 9816 <0,001 8571 <0001 6,713 <0,001
Entradas Totais 32,757 <0,001 19,476 <0,001 28,354 <0,001 15964 <0,001 12,033 <0,001

Entradas Extremidades Abertas 4324 0,005 8399 <0001 5081 0002 6953 <0001 7,408 <0,001
Tempo Extremidades Abertas (s) 2,369 0,067 2,243 0,080 0992 0422 0360 0,836 0836 0510

Entradas Extremidades Fechadas 10,267 <0,001 8,660 <0,001 12591 <0,001 5943 <0,001 7,333 <0,001
Tempo Extremidades Fechadas (s) 2,699 0,043 0344 0847 2,007 0110 1677 0172 2671 0,044
Distancia Bragos Abertos (m) 7,896 <0,001 10451 <0,001 5913 <0,001 8762 <0001 7570 <0,001
Distancia Bragos Fechados (m) 14,203 <0,001 11,583 <0,001 17,525 <0,001 7,882 <0,001 7,183 <0,001
Freqliéncia Esticar-se 0,892 0477 1,000 0,418 0,786 0,541 0,579 0,679 0,733 0,574
Tempo Esticar-se (5) 1,098 0,370 1,048 0,394 0937 0,451 0,711 0,589 0,870 0,489
Fregiiéncia Levantar-se 5115 0,002 5,610 <0,001 3,501 0,014 2,307 0,073 1,866 0,133
Tempo Levantar-se () 1,240 0,308 8,670 <0,001 2,173 0,088 1,884 0,130 1,154 0,344
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atribuida a processos de aprendizagem que acontecem ja nos primeiros minutos da sessao
(Lamprea e cols., 2000) e podem se intensificar por causa das propriedades aversivas dos
bracos abertos, quando comparados com os fechados.

Finalmente, o labirinto PB (dois bragos brancos e dois pretos) produziu um padrédo
comportamental similar, porém menos intenso, que os labirintos com bragos abertos MA e
PA. Isto sugere que 0s bracos brancos, em contraste com 0s bracos pretos, sao mais
aversivos e podem constituir um novo modelo para o estudo da ansiedade, que tem a
vantagem de permitir comportamentos tigmotaticos nos quatro bragos e ressaltar os efeitos
da informacéo visual na aversdo. A literatura sobre labirinto em cruz elevado, tenta mostrar
a importancia da auséncia de paredes como propriedade aversiva dos bragos abertos; no
nosso labirinto PB, pudemos observar que embora os quatro bracos possuam paredes, 0s
animais preferem permanecer por mais tempo nos pretos que nos brancos, permitindo
assim que se possa apoiar as hipdteses anteriormente citadas de que seria a informacéo
visual e ndo a presenca ou nao de paredes o que dispararia 0s niveis de ansiedade no
labirinto em cruz elevado.

Os proximos experimentos terdo por objetivo a realizacdo de uma analise mais
detalhada da influéncia da informacéo visual na aversdo apresentada pelos animais nos
bracos brancos do labirinto PB, assim como estudar os efeitos de agentes farmacoldgicos
que, conforme a literatura, aumentam ou diminuem os niveis de ansiedade em

experimentos com animais em modelos j& conhecidos.

EXPERIMENTO II

Conhecendo os resultados do Experimento I, mostrando que um labirinto em cruz
com quatro bracos fechados, dois pretos e dois brancos, foi capaz de reproduzir o perfil
comportamental observado nos animais testados no labirinto em cruz convencional,
segundo o qual os eles preferem entrar mais e permanecer por mais tempo em um tipo de
braco —os bracos pretos. Este resultado foi interpretado como sendo devido as diferentes
caracteristicas visuais dos bracgos, concluindo-se que a informacao visual é importante na
ativagao dos processos de aversdo neste labirinto. Assim, o objetivo do presente
experimento foi investigar o efeito da presenca de estimulos visuais complexos nos bragos
mais aversivos (brancos) do labirinto completamente fechado. Para isso, utilizaram-se

estimulos visuais, especificamente listras pretas, nos bragos brancos do labirinto, com o
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objetivo de avaliar se uma informacao visual mais complexa poderia aumentar os niveis de

ansiedade quando comparados com os observados com bragos somente brancos.

Materiais e Métodos

Sujeitos
Foram utilizados 48 ratos machos com as mesmas caracteristicas que os descritos

no Experimento I.

Equipamento

Utilizou-se um labirinto em cruz fechado, similar ao descrito no Experimento I, que
consistiu em dois bragos fechados recobertos com papel preto (50 x 10 x 40 cm) e dois
bracos fechados iguais porém recobertos com papel branco com listras pretas, conforme
descrito na secdo Procedimento.

Os testes e 0 registro dos comportamentos foram realizados nas mesmas condigoes

descritas no experimento anterior.

Procedimento

Apos o periodo de habituagdo ao biotério, os animais foram distribuidos em 4
grupos (N = 12) de acordo com o labirinto no qual seriam testados. Um grupo foi testado
como controle no labirinto PB — preto e branco (descrito em detalhe no Experimento I);
para 0s outros trés grupos alterou-se o padrdo visual dos bracos brancos pela inclusdo de
listras pretas verticais alternadas com listras brancas de igual largura. Fora estudadas listras
verticais de 2 e de 4 cm (2V e 4V) e horizontais de 2 cm (2H) de largura. Para o teste
comportamental e registro dos comportamentos, seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito

no Experimento 1.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o teste t- Student para amostras pareadas
comparando as entradas e a exploracdo dos bracos abertos com a dos fechados para cada
tipo de labirinto. Para comparar os resultados dos diferentes labirintos para cada medida,
foi realizada uma Anova de uma via e, sempre que necessario, utilizou-se como teste post
hoc o teste de Newman Keuls de comparagdes multiplas de médias de grupos. Em todos 0s

casos utilizou-se P < 0,05 como nivel de significancia.
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Resultados

A Figura 6 apresenta o0 nimero de entradas e 0 tempo gasto nos bragos pretos e

brancos ou listrados pelos animais testados em cada um dos labirintos. O teste t de Student

mostrou uma preferéncia significativa pelos bracos pretos (maior nimero de entradas e
mais tempo gasto) nos labirintos PB (tf11) = 9,526, P < 0,001), 2V (tp0] = 4,810, P < 0,001)
e 2H (tr) = 4,465, P < 0,001), mas ndo no labirinto 4V (tfe = 1,672, P = 0,128) onde ndo

houve diferenca significativa na exploracéo dos dois tipos de bragos. Quando comparados

0 numero de entradas e o tempo gasto nos bracos brancos ou listrados nos diferentes

labirintos, a Anova mostrou diferencas significativas entre os grupos (Fs.391 = 3,555, P <

0,001; F3,391 = 5,812, P = 0,002 respectivamente). O teste post hoc indicou um aumento

significativo na freqliéncia de entradas e tempo

quando comparado com 0s sujeitos testados no

gasto nos bragos listrados pelo grupo 4V

labirinto com bragos fechados brancos. Néo

foram observadas diferencas significativas no nimero de entradas nos bracos pretos (F3,39]

= 1,690; P = 0,184) nem no tempo de permanéncia nos mesmos (F[z39 = 4,183; P = 0,011).

B Preto

Entradas aos Bragos

PB 2V v

Tipo de Labirinto

2H

Branco / Listras
250

200 +
150 4
100 -

50 4

Tempo nos Bragos (s)

PB

2V

av
Tipo de Labirinto

2H

12

Distancia nos Bragos (m)

2v 4V

2H

Tipo de Labirinto

A Figura 6 também apresenta a distanci

Figura 6. Entradas, tempo gasto e distancia
percorrida nos bracos pretos e brancos ou
listrados nos labirintos PB, 2V, 4V e 2H.

PB, Labirinto com bracos pretos e brancos; 2V, 4V e
2H, labirintos a cujos bragos brancos foram
acrescentadas listras pretas, respectivamente,
verticais de 2 e 4 cm ou horizontais de 2 cm de
largura. *, Diferente dos bragcos pretos no mesmo
labirinto. (t de Student, P < 0,05). °, Diferente dos
bragos brancos do labirinto PB. (Newman-Keuls, P <
0,05).

a percorrida nos bracos pretos e nos brancos

ou listrados. O teste t mostrou que os animais percorreram menor distancia nos bracos

brancos ou listrados nos labirintos PB (t[11 = 7,
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0,001) e 2H (tre1 = 6,461, P < 0,001) quando comparados com os bracos pretos. Essa
diferenca na distancia percorrida nédo foi observada no grupo testado no labirinto 4V (tfe] =
1,861, P < 0,001), no qual os animais exploraram os quatro bracos de modo semelhante.
Com relagdo a distancia percorrida nos bragos brancos ou listrados entre os diferentes
labirintos, a Anova ndo indicou diferencas significativas nos bragos pretos (F(z39 = 1,767;
P =0,169) nem nos bragos brancos ou listrados (F(s,39] = 2,790; P = 0,053).

A Tabela 4 apresenta as médias (x E. P. M.) e os resultados estatisticos dos outros
parametros comportamentais estudados. A analise estatistica mostrou um efeito geral
devido a informacdo visual no tempo gasto nas extremidades brancas ou listradas; o teste
post hoc acusou um aumento no tempo gasto nestas extremidades pelo grupo estudado com
as listras verticais de 4 cm quando comparados com o grupo estudado com os bracos
brancos do labirinto PB. Para as outras medidas ndo foram observadas diferengas

significativas.

Tabela 4, Médias (+ EPM) e valores estatisticos de outros parametros comportamentais.

PB, Labirinto com bracgos fechados brancos; 2V, 4V, listras verticais de 2 e 4 cm, respectivamente; 2H, listras
horizontais de 2 cm de largura. *, Diferente do labirinto PB (Newman-Keuls, P < 0,05).

Parametros PB 2V 4V 2H F33g P
Entradas extremidades 5,67+£0,50 6,64+0,47 7,80%0,76 7,50£0,73 2,524 0,071
brancas ou listradas
Tempo extremidades 33,80+4,36 47,56+3,06 75,22+20,61* 37,94+3,72 3,267 0,031
brancas ou listradas (s)

Entradas extremidade 10,33+£0,33 9,91+0,62 9,10+1,02 11,00+0,63 1,335 0,276
preta

Tempo extremidade 89,75+11,80 94,08+9,52 69,14+8,61 76,93+7,76 1,345 0,273
preta (s)

Total de entradas 18,25+0,84 18,18+1,03 19,80+1,75 21,40+1,32 1,489 0,232
Tempo levantando-se 48,11+3,57 62,12+4,43 62,40+6,88 59,07+4,03 2,120 0,113
Frequéncia de levantar-se 28,83+2,11 33,09+1,93 33,70+3,64 34,60+1,93 1,148 0,342
Discusséo

Os resultados do Experimento | mostraram que 0s animais testados em um labirinto
em cruz com quatro bragos fechados (dois cobertos de preto e dois cobertos de branco)
apresentaram uma clara preferéncia pelos bracos pretos, entrando mais vezes e
permanecendo mais tempo neles, um resultado similar ao observado no labirinto em cruz
elevado convencional, com dois bragos fechados e dois bracos abertos, em que os animais
preferem permanecer mais tempo nos bracos fechados que nos abertos. No nosso labirinto
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completamente fechado (PB), embora os animais pudessem apresentar comportamentos
tigmotaticos nos quatro bragos, a informacao visual proveniente dos bragos brancos
conseguiu ativar processos de aversao nestes bragos.

Os resultados do presente experimento mostraram que aumentar ou tornar mais
complexa a informacéo visual, especificamente listras nos bracgos inicialmente brancos,
pode alterar a resposta de esquiva aos mesmos. Quando as listras foram de 2 cm,
horizontais ou verticais, ndo se alterou significativamente a exploracdo dos animais nos
bracos listrados, em comparacdo com a exploracdo dos bragos brancos no labirinto PB. E
mais, 0s sujeitos continuaram entrando mais vezes e por mais tempo nos bragos pretos. Por
outro lado, quando as listras foram verticais de 4 cm, observou-se que 0s animais
exploraram de forma similar tanto os bracos listrados como os pretos.

Esses resultados apdiam a hipdtese de que a informacéo visual pode modular os
processos de aversdo aos bragos do labirinto. Ao utilizar listras de 4 cm, pode-se sugerir
que houve uma diminuicéo geral no nivel de luminosidade presente nestes bracos, causada
pela reducdo da quantidade da claridade devida a cor branca, em comparag¢do com o braco
totalmente branco, ou aumento da &rea preta, levando a uma reducéo da aversividade ai
presente. Assim, a introducdo de listras de 4 cm nos bragos brancos resultou numa
exploracdo similar nos quatro bracos. Contrariamente, quando as listras utilizadas foram de
2 cm, independentemente de serem horizontais ou verticais, 0s bracos tornaram-se
visualmente mais aversivos que os pretos. Pode-se sugerir que as listras de 2 cm tornariam
0 ambiente mais complexo que o de listras de 4 cm, por conter maior contraste entre
branco e preto em uma mesma area. Assim, 0 aumento da aversdo nesse espaco levaria a

preferéncia de permanecer nos bragos pretos, como ocorre no labirinto PB.

EXPERIMENTO Il

O sistema GABAérgico é apresentado como o substrato neural dos distirbios de
ansiedade, tornando-se um alvo de intervenc6es farmacoldgicas com drogas
benzodiazepinicas amplamente eficazes no controle dos sintomas da ansiedade, tanto na
clinica quanto em modelos experimentais, permitindo entender os mecanismos neurais
envolvidos bem como o desenvolvimento de novos tratamentos (Kalueff e Nutt, 2007). No
caso especifico do labirinto em cruz elevado, este tipo de farmacos também sdo muito
estudados, uma vez que a exploracao dos bracos abertos é afetada por farmacos que agem

no sistema GABAEérgico (Carobrez e Bertoglio, 2005).
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Estudos farmacoldgicos mostraram que a administrac@o de ansioliticos classicos
como as benzodiazepinas (por exemplo, clordiazepoxido, diazepam ou midazolam),
barbitdricos ou outros compostos que potencializam a a¢do inibitéria do GABA produzem
um aumento na exploragdo dos bragos abertos (Carobrez e Bertoglio, 2005). Efeitos desse
tipo levaram Pellow et al. (1985) a propor que o0 aumento na exploracao dos bracos abertos
estaria relacionado a uma diminuicao dos niveis de ansiedade do animal, modulados pelo
sistema inibidor GABAGérgico.

Por outro lado, quando se considera a administragéo de drogas que agem como
agonistas inversos dos receptores benzodiazepinicos ou que blogueiam canais de cloro, é
possivel observar que prejudicam a acéo inibitoria do GABA. Estudos que empregaram
modelos animais, especificamente o labirinto em cruz elevado, e administraram doses
subconvulsivantes de pentilenotetrazol e de FG 7142 relataram uma reducdo do nimero de
entradas e do tempo gasto nos bragos abertos, assim como das entradas e do tempo gasto
nas extremidades dos bracos abertos (File e Lister, 1984; Pellow e File, 1986; Cruz et al.,
1994; Jung et al., 2002). Mostraram assim um claro efeito do tipo ansiogénico no labirinto
em cruz elevado.

E conhecido o efeito modulador da ansiedade que tém os farmacos GABAérgicos
no labirinto em cruz elevado convencional. Além disso, os resultados do Experimento |
mostraram que no labirinto com quatro bracos fechados, dois pretos e dois brancos, 0s
animais evitaram os bragos brancos tanto quanto os bragos abertos do labirinto
convencional. Com base nisso, 0 objetivo deste experimento é investigar se a esquiva dos
bracos brancos também € modulada por farmacos agindo sobre o sistema GABAEérgico, ja
conhecidos na literatura por produzirem efeitos do tipo ansiolitico ou ansiogénico no

labirinto em cruz elevado convencional.

Materiais e Métodos

Sujeitos
Foram utilizados 72 ratos machos de uma derivacdo Wistar, com caracteristicas

similares as descritas no Experimento |

Equipamento
Utilizou-se a modificacdo do labirinto em cruz convencional (PA) ja descrita em
detalhes no Experimento | (dois bracos pretos e dois abertos) e um labirinto com quatro

bragos fechados, dois pretos e dois brancos (PB), como também descrito no Experimento 1.
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Os testes e 0 registro dos comportamentos foram realizados nas mesmas condicdes

descritas no experimento anterior.

Drogas

Um terco dos sujeitos receberam injecOes intraperitonial (i.p.) de pentilenotetrazol
(Sigma, Estados Unidos) suspenso em agua destilada (20 mg/ml). Cada sujeito recebeu
uma dose de 20 mg/kg administrado em um volume de 1 mi/kg 5 min antes do teste. Outro
terco recebeu injecdes i.p. de clordiazepodxido (DEG, Brasil) suspenso em agua destilada
com uma gota de Tween 20 (5 mg/ml) 30 min antes do teste. Cada sujeito recebeu uma
dose de 5 mg/kg administrado em um volume de 1 ml/kg. Os animais restantes receberam

injecdo i.p. de solucdo salina (0,9%).

Procedimento

Apds o periodo de habituacdo ao biotério, os animais foram distribuidos em 6
grupos (N = 12) de acordo com o labirinto no qual seriam testados e com a droga a ser
estudada. Trés desses grupos foram testados no labirinto PA tendo recebido injecdes de
salina, pentilenotetrazol ou clordiaxepdxido. Os outros trés grupos foram testados com as
mesmas drogas no labirinto PB. Apds o tratamento, os ratos foram colocados em um dos
dois labirintos (PA ou PB) para livre exploracdo por 5 minutos. Para o teste
comportamental e registro dos comportamentos seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito

no Experimento I.

Analise estatistica

Os dados de cada labirinto foram analisados com uma Anova de uma via tendo
como fator as diferentes drogas e, quando necessario, foi utilizado como teste post hoc o
teste de Newman Keuls para comparagdes de médias de grupos. Em todos os casos

utilizou-se P < 0,05 como nivel de significancia.

Resultados

A Figura 7 mostra as entradas e o tempo gasto nos bracos abertos ou brancos, bem
como a distancia percorrida nos bragos pretos. A Anova mostrou um efeito devido ao
tratamento sobre as entradas nos bracos abertos ou brancos (Fp2.331 = 9,491, P <0,001) e
sobre o tempo gasto nos mesmos (F2,331 = 9,626, P <0,001). O teste post hoc revelou que,

nos dois tipos de labirinto, os animais que receberam clordiazepoxido entraram mais vezes
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e permaneceram mais tempo nos bracos abertos do que os do grupo tratados com salina.
No labirinto com bragos fechados brancos, a Anova mostrou um efeito geral do tratamento
sobre as entradas (Fp2:331 = 23, 914; P <0,001) e sobre o tempo nos bragos brancos (Fi233] =
16,127; P <0,001), e o teste post hoc indicou que 0s animais que receberam
pentilenotetrazol entraram menos vezes e permaneceram menos tempo nos bragos brancos,
ao contrario dos animais que receberam clordiazepdxido, que entraram mais € por mais

tempo nestes bragos.
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A Anova mostrou diferencas significativas do tratamento sobre a distancia

percorrida tanto nos bragos pretos do labirinto com bragos abertos (Fr2,331 = 4,609, P =

0,017) como no dos bragos pretos do labirinto com bragos fechados brancos (Fp2,33] =

13,747, P < 0,001). O teste de Newman-Keuls indicou que os animais tratados com

pentilenotetrazol percorreram uma distancia menor nos bragos pretos dos dois labirintos

guando comparados com os tratados com salina, enquanto os animais que receberam

clordiazepdxido percorreram uma distancia maior nos bragos pretos do labirinto com

bracos fechados brancos em comparacao com os tratados com salina.

A Tabela 5 apresenta as médias (x E. P. M.) e os resultados estatisticos dos outros

parametros comportamentais. Nos dois labirintos, a Anova mostrou diferengas

significativas do tratamento sobre as entradas e sobre o tempo gasto nas extremidades dos



Tabela 5. Média + EPM e resultados estatisticos da Anova aplicada aos outros
parametros comportamentais.
PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com bragcos fechados brancos. SAL, Salina; PTZ,

pentilenotetrazol; CDP, clordiazepéxido. *, Diferente do grupo salina no mesmo labirinto (Newman-Keuls, P <
0,05),

Tipo de labirinto Resultados da Anova
PA PB PA PB
Paréametro SAL PTZ CDP SAL PTzZ CDP F[2,331 P F[2,331 P

Entradas nos bracos 892 6,50 9,92 1167 7,75 15,67 5635 0,007 16,176 <0,001
pretos +0,61 +0,68* +0,90 +0,82 +1,16* +0,94
Tempo nos bracos 217,54 239,91 162,76 185,58 203,51 165,20 12,601 <0,001 1,895 0,166
pretos (s) +7,09 +885 +1570* +13,62 £17,76 £8,96
Entradas nas extremidades 333 1,50 5,58 567 217 10,33 10,064 <0,001 29,029 <0,001
abertas/brancas +0,36 +051 +0,92* +0,62 +0,46* +1,05*
Tempo nas extremidades 2329 7,67 4025 34,13 13,33 55,60 11,043 <0,001 22,763 <0,001
abertas/brancas (s) +2,77 *2,96* +7,46% +4,46 +2,96* +550*
Entradas nas extremidades 992 742 9,92 10,92 6,50 14,25 4325 0,021 13,596 <0,001
pretas +0,47 £0,70* 0,82 +0,88 £1,29* +0,94*
Tempo nas extremidades 107,87 119,73 92,36 100,40 101,62 101,37 0,887 0,421 0,001 0,998
pretas (s) +10,82 +£18,95 *12,66 +14,31 +2152 7,69
Total de entradas 1325 9,17 16,92 18,25 11,25 26,75 17,062 <0,001 27,275 <0,001

+0,88 +0,97* +0,96* +1,28 *1,67* +148*

Frequéncia de levantadas 17,67 16,08 19,50 30,33 17,67 38,00 1,155 0,328 10,210 <0,001
+154 +164 +£159 3,02 +3,73* 282

Tempo gasto levantando-se 32,17 31,95 36,53 50,74 29,01 62,96 0,737 0,486 10,785 <0,001
(s) 2,25 344 %320 451 +589* 521

bracos abertos ou brancos, enquanto o teste post hoc revelou que os ratos tratados com
pentilenotetrazol diminuiram o nimero de entradas e o tempo gasto nestas extremidades
em ambos os labirintos. A Anova também mostrou um efeito geral do tratamento sobre as
entradas nos bragos pretos e sobre 0 nimero total de entradas, e o teste post hoc revelou
que os animais tratados com pentilenotetrazol realizaram menos entradas tanto totais
quanto nos bragos pretos dos dois labirintos. Por outro lado, os animais tratados com

clordiazepdxido entraram mais nos bracos pretos dos dois labirintos.

Discussao

Os resultados mostraram uma tendéncia a reducdo da frequéncia de entradas e do
tempo gasto nos bracos abertos do labirinto com bragos abertos, assim como uma reducéo
significativa na exploragédo de suas extremidades, pelos animais que receberam
pentilenotetrazol, um farmaco conhecido na literatura por produzir efeitos do tipo

ansiogénico no labirinto em cruz elevado convencional. Observou-se um aumento da
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exploracdo nesses bracos pelos grupos tratados com clordiazepdxido, um farmaco
conhecido por suas propriedades ansioliticas quando comparados com o grupo salina.
Essas alteracBes na exploracdo dos bragos abertos ja foram detalhadamente relatadas para o
labirinto em cruz convencional por Pellow et al. (1985) e por Cruz et al. (1994). Esses
autores interpretaram o efeito do pentilenotetrazol como sendo de aumento nos niveis de
ansiedade dos animais no labirinto em cruz elevado. Esse aumento nos indices de
ansiedade era independente do nimero de entradas e do tempo gasto nos bragos fechados,
ndo alterando, portanto, os niveis de atividade locomotora. Os autores relataram também
que animais tratados com clordiazepdxido mostraram um aumento na porcentagem de
entradas e no tempo gasto nos bracos abertos. Nesse caso, 0 efeito da droga foi indicativo
de reducdo dos niveis de ansiedade (Pellow et al., 1985; Chaouloff et al., 1997).

Quando os animais foram testados no labirinto PB, foram observados os mesmos
efeitos farmacoldgicos das duas drogas: 0s animais tratados com pentilenotetrazol
apresentaram uma gqueda na exploracao (entradas e tempo gasto) dos bragos brancos
guando comparados com o grupo salina, enquanto os animais tratados com
clordiazepdxido aumentaram a exploracdo dos bracos brancos. Embora se tenha observado
um aumento na exploracdo dos bragos pretos, pode-se afirmar que os farmacos modulam a
exploracdo principalmente dos bracos brancos ja que nem todas as medidas de exploracéo
dos bracos pretos acompanharam essa tendéncia.

Os nossos resultados permitem concluir que esses farmacos, ja conhecidos na
literatura por produzirem efeitos do tipo ansioliticos e ansiogénicos no labirinto em cruz
elevado convencional, também podem produzir esses mesmos efeitos no labirinto fechado
com dois bragos brancos e dois pretos, observando-se aumentos e reducdes na exploracao
dos bragos brancos similares aos observados nos bragos abertos do labirinto convencional.
Pode-se concluir que os bracos brancos apresentam maior nivel de aversao para o animal e
tal aversdo poderia estar sendo modulada pelos mesmos sistemas GABAErgicos que séo

ativados no labirinto em cruz convencional.

EXPERIMENTO IV

Os resultados do Experimento I11, mostraram que os farmacos conhecidos na
literatura por produzirem efeitos ansioliticos e ansiogénicos no labirinto em cruz elevado
convencional, também produziram esses efeitos no labirinto completamente fechado com
dois bragos pretos e dois bracos brancos. Esses farmacos modularam a exploracéo dos

bracos brancos, inicialmente mais aversivos. O objetivo do presente experimento foi o de
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investigar se no labirinto PB, como um possivel modelo de ansiedade animal, também
podem ser observados fenémenos farmacoldgicos como a one trial tolerance, amplamente
estudado no labirinto em cruz convencional.

A one trial tolerance é um fenbmeno que consiste, apds uma primeira exposicao ao
labirinto, na perda da resposta farmacologica em uma segunda exposicao, principalmente
no caso dos benzodiazepinicos. Ja se demonstrou ha algum tempo que, em uma segunda
sessdo, drogas benzodiazepinicas perdem seus efeitos ansioliticos classicos, fendmeno
denominado one-trial tolerance (File, 1990; File et al., 1990, 1993). O fendbmeno parece
ocorrer independentemente do tratamento farmacoldgico da primeira sessdo, do intervalo
entre as sessoes (24 horas a 2 semanas) e do material do qual o labirinto é construido (File,
1990, 1993; File et al.,1990; Rodgers et al., 1992; Espejo, 1997). Resultados na literatura ja
mostraram que a exposi¢do repetida ao labirinto, reduz a exploracdo dos bragos abertos nas
exposicoes posteriores (File et al., 1990) Aparentemente esse tipo de resposta seria
provocada pelo aumento da averssé@o pelos bracos abertos, sendo o aprendizado ocorrido
na primeira sessao transferido para a segunda sessdo no labirinto em cruz elevado,
resultando em uma reducédo na exploragéo dos bragos abertos na re-exposicao seja 1 ou 24
horas depois da primeira sessdo (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers 1998; Lamprea et
al., 2000; Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002; Cruz-Morales et al., 2002). Em relacéo a
atividade locomotora, muitos trabalhos mostraram que ndo ocorre habituacdo locomotora
entre duas sessOes, e a diminuigdo é restrita a exploracdo dos bragos abertos (Almeida et
al., 1993; Lee e Rodgers, 1990; Pereira et al., 2005).

O perfil comportamental na segunda sessdo dependeria da aquisi¢do, consolidacéo
e recuperacdo da memoria de um estado aversivo na primeira sessao e associado as areas
potencialmente perigosas do labirinto. Bertoglio e Carobrez (2000) realizaram um estudo
para investigar quais experiéncias do labirinto em cruz elevado da primeira sesséo séo
responsaveis pela mudanca qualitativa na resposta aversiva observada na segunda sessao.
Para isto, os autores utilizaram grupos submetidos a diferentes configurac6es do aparato na
primeira sessdo (de acordo com a presenca e nimero de bracos abertos/fechados) e 48
horas depois re-expuseram 0s ratos destes grupos ao aparato padrdao. Observaram que é
necessaria a existéncia de pelo menos dois ambientes com diferentes graus de aversdo na
primeira sessdo para alterar o perfil comportamental na segunda sesséo. Esta caracteristica
parece ser 0 pré-requisito para a presenca do conflito aproximacdo-esquiva no teste, a qual
leva a habilidade cognitiva para escolher entre diferentes niveis de situagdes aversivas
limitantes (Bertoglio e Carobrez, 2000; Salum et al., 2003).
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Algumas hipoteses tém sido sugeridas para explicar este fenémeno, incluindo
habituacdo locomotora (Dawson et al., 1994), sensibilizacdo ao medo dos bragos abertos
(Rodgers e Shepherd, 1993), estado alterado do sitio de ligacdo benzodiazepinico
(Gonzalez e File, 1997) e/ou uma mudanca qualitativa na natureza da resposta aversiva
eliciada entre as sessdes, de uma resposta de medo incondicionada para uma resposta de
esquiva aprendida (File e Zangrossi, 1993; Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,
2004). Assim, as drogas ansioliticas seriam ineficazes contra o estado emocional presente
na segunda sessdo (File e Zangrossi, 1993).

Para demonstrar se nosso labirinto completamente fechado, no qual os animais
exibem claramente uma aversdo pelos bracos brancos, também aconteceria uma
aprendizagem aversiva na primeira sessao suficiente para alterar o padrdo comportamental
e a resposta farmacoldgica da segunda sessdo, ratos foram testados no labirinto PB e re-

expostos 24 h depois, tendo recebendo antes injecBes de salina ou de clordiazepdxido.

Materiais e Métodos

Sujeitos
Foram utilizados 17 ratos machos de uma derivacdo Wistar, com caracteristicas

similares as descritas no Experimento |

Equipamento
Utilizou-se um labirinto com quatro bragos fechados, dois pretos e dois brancos, ja
descrito no Experimento I. Os testes e o registro dos comportamentos foram realizados nas

mesmas como descritos no experimento anterior.

Drogas
Os animais receberam injeces i.p. de clordiazepoxido (DEG, Brasil) suspenso em
agua destilada com uma gota de Tween 20 (5 mg/ml) 30 min antes do teste. Cada sujeito

recebeu uma dose de 5 mg/kg administrado em um volume de 1 ml/kg.

Procedimento

Apos o periodo de habituagdo ao biotério, os animais foram colocados para livre
exploracdo por 5 minutos no labirinto com bracos fechados brancos e 24 horas depois
distribuidos em dois grupos (N = 9) de acordo com o tratamento farmacolégico: 0 ou 5

mg/kg de clordiaxepdxido. Apds as injecdes, os animais foram testados novamente no
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mesmo labirinto. Para o teste comportamental e registro dos comportamentos seguiu-se 0

mesmo procedimento descrito no Experimento 1.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
tendo como um fator a droga e como medida repetida as sessdes. Sempre que apropriado,
empregou-se o teste de Newman-Keuls como teste post hoc. Em todos os casos utilizou-se

P < 0,05 como nivel de significancia.

Resultados

A Figura 8 apresenta a freqiiéncia de entradas e o tempo gasto nos bracos brancos
do labirinto, bem como a distancia percorrida nos bragos pretos pelos animais na primeira
sessdo e em uma nova sessdo 24 h depois. A Anova indicou efeitos gerais sobre a
frequéncia de entradas nos bracos brancos devidos as sessfes (Fi1,151 = 11,485, P = 0,004)
mas ndo ao tratamento (Fr1,15) = 0,659, P = 0,429) porém sem interacdes (F[1.151 = 0,084, P
=0,775). Igualmente, a Anova também mostrou efeitos gerais sobre o tempo gasto nos
bracos brancos devidos ao fator sessdes (Fr1,151 = 23,935, P <0,001) mas néo ao fator droga
(Fr1.151 = 0,002; P = 0,987) e também n&o acusou interacdo entre os fatores (Fpi,15 = 0,378,
P =0,547). Finalmente, a Anova ndo apontou efeitos gerais sobre a distancia percorrida
nos bracgos pretos devidos ao tratamento (Ff1,151 = 0,054, P = 0,818), sessoes (F1.15] = 5,657,
P =0,061) nem indicou interacao entre os fatores (Fj1.151 = 0,125, P = 0,728).
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Figura 8. Frequiéncia de entradas e tempo gasto nos bracos brancos e distancia percorrida
nos bracos pretos no labirinto PB em uma primeira sessdo sem qualquer tratamento
farmacoldgico e em uma segunda sessdo em gque 0s animais receberam salina ou
clordiazepdxido 30 min antes.

SAL, Salina; CDP, clordiazepoxido; PTZ, pentilenotetrazol.
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Figura 9. Freqiiéncia de entradas e tempo gasto nos bracos brancos e distancia percorrida
nos bracos pretos no labirinto com bracos fechados brancos por animais que receberam
salina ou clordiazepéxido 30 min antes da sesséo.

Para mais detalhes, ver Experimento Ill. SAL, Salina; CDP, clordiazepo6xido. *, Diferente do grupo salina
(Newman-Keuls, P < 0,05).

Para efeitos de comparacdo, a Figura 9 mostra dados de animais que receberam
salina ou clordiazep6xido em uma Unica sessdo. Esses dados foram analisados no
Experimento 111 e evidenciam o efeito ansiolitico do clordiazepoxido.

A Tabela 6 apresenta as médias dos outros parametros comportamentais registrados
e os resultados estatisticos obtidos com a Anova. A anélise ndo acusou efeitos gerais
devidos ao tratamento nem tampouco quaisquer interagdes. Mostrou, no entanto, efeitos
gerais devidos as sessdes sobre a frequiéncia de entradas nos bracos pretos, frequéncia de
entradas e tempo gasto nas extremidades brancas, total de entradas nos bragos e tempo

gasto levantando-se.

Discussao

Os nossos resultados mostraram que quando 0s animais séo re-expostos ao labirinto
em cruz fechado com dois bragos pretos e dois brancos, é observada uma tendéncia a
reducdo da exploracéo dos bragos brancos na segunda sesséo. Essa queda na exploragdo na
segunda sessdo foi exclusiva para 0s bragos brancos, ja que as entradas, tempo de
permanéncia e distancia percorrida nos bragos pretos ndo apresentaram queda na segunda
sessao. Esses resultados sao similares aos ja observados no labirinto em cruz elevado
convencional, onde os animais também exploram menos os bracos abertos na segunda
sessdo. Esses dados, mais uma vez, apdiam a hipotese de que os bracos brancos do
labirinto produzem niveis de aversdo nos animais que levam a queda na exploracao na

segunda sessdo de forma similar ao labirinto em cruz convencional.
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Tabela 6. Médias (+ E. P. M.) de outras medidas e valores estatisticos de outros
pardmetros comportamentais de ratos submetidos a duas sessdes no labirinto em cruz
elevado e que receberam injecdes de salina ou de clordiazepéxido na segunda sessao.

SAL, Salina; CDP, clordiazepdxido. F[1,15], valores estatisticos com 1 e 15 graus de liberdade; P,
probabilidade.

Sessdes Resultados da Anova
SAL CDP Tratamento Sessdes Interacéo
Parametro 1 2 1 2 Fiiisy P Frpis P Frpis P
Entradas nos bracos pretos 12,04 9,88 11,11 9,89 0,350 0,562 9,828 0,006 1,158 0,298

+1,20 0,72 +0,79 0,70

Entradas - extremidades brancas 5,75 3,50 6,44 422 0,672 0424 12,094 0,003 0,000 0,983
+0,80 0,78 +0,56 0,88

Tempo - extremidades brancas (s) 30,42 19,52 3896 1827 0,349 0,563 19,946 <0,001 1,916 0,186
+6,21 +4,77 +468 +4,41

Entradas - extremidades pretas 10,38 8,88 9,89 9,33 0,000 0986 2,19 0,159 0,463 0,506
+0,92 0,72 +0,73 0,58

Tempo - extremidades pretas (s) 92,58 93,95 106,90 124,32 2,561 0,130 1,150 0,300 0,838 0,374
+10,22 +11,19 #1192 #1260

Total de entradas 18,75 13,88 18,00 14,78 0,002 0964 14,243 0,001 0,593 0,453
+181 125 +1,19 134

Freqiiéncia de levantadas 27,00 20,00 29,00 2356 0,748 0,400 4,459 0,051 0,069 0,795
+2,82 3,26 +273 +341

Tempo gasto levantando-se (S) 4783 32,67 60,38 4149 3,058 0,100 15691 0,001 0,169 0,686

+2,82 #4775 +6,00 580

Quanto ao fenémeno da one-trial tolerance, foi possivel observar nos nossos
resultados que a administracdo de um ansiolitico benzodiazepinico antes da segunda sessao
ndo apresentou efeito quando comparado com o grupo que recebeu salina. O mesmo tipo
de efeito acontece com o labirinto em cruz elevado: esses farmacos perdem seu efeito no
labirinto apds uma primeira exposicéo. O fato de que no labirinto completamente fechado
também se possa observar o efeito da one trial tolerance demostra que ndo é necessaria a
presenca de espacos abertos para produzir o aprendizado aversivo que anula o efeito
farmacologico dos benzodiazepinicos na segunda sessdo, e sim a presenca de dois
ambiente diferentes com diferentes graus de aversividade, que gerariam um conflito, como
tinha sido proposto previamente por Bertoglio e Carobrez (2000). Reforca ainda a

importancia do conflito nesse tipo de teste, como enfatizado por Salum et al. (2003).

Experimento V

O labirinto em cruz elevado, como modelo de ansiedade parece ser um bom
detector dos efeitos dos farmacos GABAEérgicos e benzodiazepinicos (Rodgers et al., 1997;
Carobrez e Bertoglio, 2005), mas resultados inconsistentes séo encontrados com drogas
gue modulam o sistema serotoninérgico (Menard e Treit, 1999; Setem et al., 1999; Borsini
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et al., 2002). Apesar de se saber que o tratamento crénico com antidepressivos, do mesmo
modo que os inibidores seletivos da receptacao de serotonina, € efetivo no tratamento de
desordens de ansiedade (Argyropoulos et al., 2000; Millan, 2003; Vaswani et al., 2003), no
labirinto em cruz elevado isso ndo se observa.

Esses resultados levaram a alguns autores a duvidar do valor do labirinto em cruz
elevado como modelo de ansiedade (Dawson e Tricklebank, 1995; Griebel, 1999; Borsini
et al., 2002). Mas esses resultados poderiam apenas mostrar que o estado emocional ou
reacdo associados aos farmacos serotoninérgicos depende das caracteristicas do estimulo
(Hogg, 1996; Rodgers et al., 1997), sendo diferentes os processos modulados pelo sistema
GABA e 0s modulados pelo sistema serotoninérgico.

A desipramina é um antidepressivo triciclico comumente utilizado na pratica
terapéutica. Quando administrada de forma aguda, aumenta a disponibilidade sinaptica de
noradrenalina devido ao bloqueio da recaptacdo da mesma. J& com o tratamento crénico, a
desipramina produz efeitos adicionais, como diminui¢do da densidade dos receptors beta-
adrenergicos (Sarai et al., 1978), aumento dos niveis de serotonina e de dopamina (Li et al.,
1993) e reducdo do numero de receptores 5-HT2 no cortex frontal (Mudunkotuwa e
Horton, 1996). Além disso, importantes associacfes entre desipramina e o complexo
GABAA foram demonstradas. Suranyi-Cadotte et al.(1984) relataram que ratos tratados por
21 dias com desipramina apresentaram uma acentuada reducdo da quantidade de sitios de
ligacdo benzodiazepinicos no cortex cerebral. Consistentemente com esses dados, estudos
in vitro mostraram que a desipramina e seu metabdlito antagonizam os receptores GABAA
(Squires e Saederup, 1988). Ligado a acédo antidepressiva da desipramina, relatou-se que a
picrotoxina e o pentilenotetrazol potencializam sua acdo ap0s tratamentos cronicos e sub-
cronicos (Fernandez-Teruel et al., 1990). Finalmente, Cannizzaro et al. (1993, 1995)
mostraram que a exposicdo pre-natal ao diazepam potencializa os efeitos antidepressivos
da desipramina quando os ratos ficam adultos.

Outro antidepressivo triciclico muito utilizado clinicamente é a imipramina, um
inibidor da recaptagédo de noradrenalina e de serotonina (Kitamura et al., 2008), que se
mostrou eficaz no tratamento ndo somente dos transtornos de panico como também da
ansiedade generalizada. Em estudos in vitro, o tratamento cronico com imipramina produz
uma reducdo da liberacdo de glutamato no cortex cerebral (Tokarski et al., 2008). Em
modelos de depressédo, como o nado for¢ado, a administragéo cronica desse (14 dias) reduz
o tempo de imobilidade (Kitamura et al., 2008), evidenciando suas propriedades

antidepressivas.
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Em modelos de ansiedade, especificamente no labirinto em cruz elevado, a
desipramina apresenta efeitos do tipo ansiolitico exclusivamente apos tratamentos crénicos
(Bodnoff et al., 1989; Laino et al., 1993). Drapier et al. (2006) mostraram que uma unica
injecéo de desipramina n&o alterou o comportamento de animais testados no labirinto em
cruz elevado. Ademais, o tratamento cronico por 21 dias somente teve efeito do tipo
ansiolitico em ratas ovarectomizadas e ndo em animais com ciclo normal (Fernandez-
Guasti et al., 1999). No mesmo labirinto em cruz elevado, o tratamento agudo e sub-
crénico (15 dias) com imipramina ndo mostrou efeitos ansioliticos (Cole e Rodgers, 1995).

Como foi mostrado nos experimentos I11 e 1V, o labirinto completamente fechado
com dois bragos pretos e dois bragos brancos responde a farmacos GABAérgicos
moduladores de ansiedade. Além disso, pode ser observada uma queda na exploracédo dos
bragos brancos em uma segunda sesséo, a qual ndo € revertida pela administracéo de
farmacos benzodiazepinicos aplicados antes da segunda exposi¢do, o conhecido fenémeno
da one-trial tolerance. Sendo assim, 0 objetivo deste experimento foi realizar um anélise
da capacidade do labirinto com bracos fechados brancos para detectar efeito de farmacos
moduladores da ansiedade por meio do sistema serotoninérgico, administrados de modo

agudo ou crénico.

Materiais e Métodos

Sujeitos
Foram utilizados 163 ratos machos de uma derivacao Wistar, com caracteristicas

similares as descritas no Experimento I.

Equipamento

Utilizaram-se um labirinto em cruz elevado com dois bracos pretos e dois abertos e
um labirinto com quatro bragos fechados, dois pretos e dois brancos, como descritos
detalhadamente no Experimento I. Os testes e o registro dos comportamentos foram

realizados nas mesmas como descritos no experimento anterior.

Drogas

Foram utilizados cloridrato de imipramina e cloridrato de desipramina (Liane
Manipulacéo, Brasil) e solucdo de salina (0,09%) como veiculo. As doses das drogas foram
dissolvidas em 1 ml de salina, resultando em um volume administrado de 1 ml/Kg. Os

sujeitos submetidos ao tratamento agudo receberam injecdes i.p. de desipramina (5 e 10
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mg/kg, 15 min antes do teste), imipramina (8 e 16 mg/kg, 30 min antes do teste) ou salina.
Os sujeitos submetidos ao tratamento cronico receberam inje¢des i.p. diarias de salina ou

de imipramina (16 mg/Kg) por 21 dias, sendo testados no vigésimo segundo dia.

Procedimento

Apds o periodo de habituacdo ao biotério e decorrido o tratamento farmacodgico
correspondente, os animais foram testados no labirinto com bragos abertos ou no labirinto
com bragos fechados brancos. Para o teste comportamental e registro dos comportamentos

seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito no Experimento I.

Anélise estatistica

Os dados de cada labirinto obtidos com a administragéo aguda foram analisados
com Anova, tendo como fator a dose recebida. Os dados dos dois labirintos obtidos com a
administracdo croénica foram analisados com o teste t de Student. Sempre que apropriado, 0
teste post hoc de Newman Keuls foi usado para comparar médias de grupos. Em todos os

casos utilizou-se P < 0,05 como nivel de significancia.

Resultados

A Figura 10 apresenta a frequéncia de entradas e tempo gasto nos bragos abertos ou
brancos e a distancia percorrida nos bracos pretos pelos animais tratados com desipramina
e em seguida testados nos labirintos com dois bracos abertos ou fechados brancos. A
Anova ndo mostrou quaisquer efeitos gerais do tratamento seja sobre a freqliéncia de
entradas nos bracos abertos (Fr2,261 = 0,468, P = 0,632) ou brancos (Fi2:331 = 0,333, P =
0,719), nem sobre o tempo gasto nos bragos abertos (F2,26) = 1,770, P = 0,192) ou brancos
(Fr2,331 = 2,925, P = 0,069). Igualmente, a Anova ndo acusou efeitos do tratamento sobre a
freqiiéncia de entradas nos bracos pretos do labirinto com bragos fechados brancos (Fpz 26
=2,463; P = 0,106) mas mostrou esse efeito sobre a freqiiéncia de entradas nos bragos
preto do labirinto com bracos fechados brancos (Fj2,33 = 6,514; P = 0,004). Neste ultimo
caso, o teste post hoc revelou que o grupo tratado com 10 mg/kg percorreu distancia menor
do que os ratos do grupo salina testados no mesmo labirinto.

A Tabela 7 apresenta médias (+ E. P. M.) e os resultados da andlise estatistica
aplicada as outras medidas comportamentais. Anova mostrou efeitos devidos ao tratamento
sobre o0 tempo gasto tanto nas extremidades abertas quanto nas extremidades brancas dos

labirintos. Mostrou também efeitos sobre a freqliéncia de entradas tanto nas extremidades
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Figura 10. FreqUéncia de entradas e tempo
gasto nos bracos abertos ou brancos e
distancia percorrida nos bragos pretos dos
labirintos com bragos abertos e fechados
brancos por ratos que receberam injecoes
de salina ou desipramina.

PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com
bragos fechados brancos. *, Diferente do respectivo

grupo tratado com salina (0 mg/Kg) no mesmo
labirinto. (Newman-Keuls, P < 0,05).

Tabela 7. Média (x E. P. M.) de outros parametros comportamentais e valores estatisticos
resultantes da Anova.

PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com bragos fechados brancos. *, Diferente do respectivo
grupo tratado com salina no mesmo labirinto. (Newman-Keuls, P < 0,05).

Desipramina (mg/Kg)

Resutados estatisticos

Labirinto PA Labirinto PB Labirinto PA  Labirinto PB
Parametro 0 5 10 0 5 10 F226) P F233 P
Freqliéncia de entradas nos 6,50 6,63 6,45n 11,75 9,82 782n 0,013 0987 3,881 0,014
bragos pretos +0,73  £0,98  £0,61n +1,10  +0,74  £1,05n
Tempo gasto nos bragos 24597 246,77 216,59n 176,31 177,47 133,72n 4,457 0,024 5171 0,012
pretos (s) +6,49  £8,00 £11,94n 49,60 £10,19 £12,26n
Entradas nas extremidades 1,63 1,25 2,09n 6,75 5,36 573n 0,798 0,462 0,090 0,913
abertas/brancas +0,53  +0,37  +0,49n +0,62 0,51 +0,76n
Tempo nas extremidades 8,18 7,69  13,48n 4236 41,73 48,19n 1,120 0,343 1,887 0,117
abertas/brancas (s) +2,79  £288  +3,50* +336  +5,07 597*
Entradas nas extremidades 9,13 8,13 6,91n 10,00 8,82 6,69n 3,939 0,033 6,390 0,005
pretas +0,69  +0,61 +0,46* 0,63  £0,71 +0,94*
Tempo nas extremidades 153,30 137,58 130,23n 9517 99,82 69480 0445 0,646 1,858 0,173
pretas () +17,02  £21,77 +£1494n  +14,97 £1257 £11,24n
Total de entradas 9,38 9,25 9,82n 19,38 16,27 1508n 0,064 0,938 1,245 0.302
+122 £1,31 +113n +158  £1,29 £174n
Freqliéncia de levantadas 17,38 1450  15,55n 37,38 28,00 29,82n 0,895 0,442 0,196 0,823
+157 £1,48 £134n 333 £2,31 +2,85n
Tempo gasto levantando-se (S) 33,43 26,48  28,84n 64,20 52,68 57,74n 1214 0,315 1,045 0,364
+378 #2551 +277n 4599  £359  +556n
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pretas do labirinto com bragos abertos quando nessas mesmas extremidades do labirinto
com bracos fechados brancos. O teste post hoc revelou que a dose de 10 mg/kg aumentou o
tempo gasto tanto nas extremidades abertas quanto nas brancas nos dois tipos de labirinto,
dose essa que também diminuiu as frequéncias de entradas nas extremidades pretas em
ambos labirintos. As demais medidas apresentadas na tabela ndo sofreram influéncia do
tratamento.

A Figura 11 apresenta a frequiéncia de entradas e tempo gasto nos bragos abertos ou
brancos e a distancia percorrida nos bragos pretos pelos animais tratados com imipramina e
em seguida testados nos labirintos com bragos abertos ou fechados brancos. A Anova néo
mostrou quaisquer efeitos gerais do tratamento seja sobre a freqtiéncia de entradas nos
bracos abertos (Fp2:341 = 0,653, P = 0,527) ou brancos (F[231) = 1,716, P = 0,497), nem sobre
0 tempo gasto nos bracos abertos (Fp2:341 = 0,426, P = 0,255) ou brancos (F[231 = 2,113, P =
0,139). Igualmente, a Anova néo acusou efeitos do tratamento sobre a frequéncia de
entradas nos bracos preto do labirinto com bragos abertos (Fpz2,311 = 2,950, P = 0,068) mas

mostrou esse efeito sobre a freqliéncia de entradas nos bragos preto do labirinto com bragos

B PA B PB

60 -

40 -

Entradas bragos abertos/brancos
O P N W b 01 O N 0O ©
Tempo bragos abertos/brancos (s)

0 8 16 0 8 16
Imipramina (mg/kg)

0 8 16 0 8 16
Imipramina (mg/kg)

12 4

» 10 4 Figura 11. Frequéncia de entradas e tempo

2 gasto nos bracos abertos ou brancos e

a 8- distancia percorrida nos bracos pretos dos

%] -

S 6 labirintos com bragos abertos e com bracos

£ fechados brancos por ratos que receberam

< 4 injecbes de salina (0 mg/Kg) ou

= imipramina.

<2

.é’ PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com
0 - bracos fechados brancos. *, Diferente do grupo

0 8 16 0 8 16 tratado com salina no mesmo labirinto (Newman-

Imipramina (mg/kg) Keuls, P <0,05).

38



fechados brancos (Fpz2.341 = 7,822, P = 0,002). Neste ultimo caso, o teste post hoc revelou
que os grupos tratados com 8 e 16 mg/kg percorreram distancias menores do que 0s ratos
do grupo salina testados nesse labirinto.

A Tabela 8 apresenta as médias (+ E. P. M.) e os resultados da Anova aplicada as
outras medidas comportamentais. A Anova acusou um efeito da imipramina sobre o tempo
gasto nas extremidades dos bracos pretos e sobre a frequéncia de levantadas. O teste post
hoc mostrou que os animais tratados com qualquer das doses de imipramina e testados no
labirinto com bragos abertos gastaram menos tempo nas extremidades pretas. Mostrou
também que a dose de 16 mg/kg diminuiu a frequéncia de levantadas nesse mesmo
labirinto. As medidas restantes, obtidas em qualquer dos labirintos, ndo foram alteradas

pelo tratamento com imipramina.

Tabela 8. Média (+ E. P. M.) de outros parametros comportamentais de ratos tratados
com salina ou imipramina e valores estatisticos resultantes da Anova.

PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com bragos fechados brancos. *, Diferente do respectivo
grupo tratado com salina no mesmo labirinto. (Newman-Keuls, P < 0,05).

Imipramina (mg/Kg) Resutados estatisticos
Labirinto PA Labirinto PB Labirinto PA Labirinto PB
Parametro 0 8 16 0 8 16 F[2,34] P F[2,31] P
Freqiiéncia de entradas nos 8,18 6,00n  6,50n 1167 973 892 2364 0111 2,459 0,103
bracos pretos 40,92 #0,60n +0,67n +1,12 +0,66 +0,86
Tempo gasto nos bracos 226,49 224,63n 214,49n 210,90 186,34 191,01 0425 0,657 0976 0,389
pretos (s) +0,64 £11,00n 8,86n  +10,07 +12,67 +1346
Entradas nas extremidades 2,73 258n  342n 467 545 550 0,620 0,544 0,378 0,688
abertas/brancas +0,73 +0,53n +0,45n +0,37 +0,61 +0,93
Tempo nas extremidades 1419 171.06n 2474n 5065 3322 3162 1,887 0169 1735 0,194
abertas/brancas (s) +300 ¥380n 4190 4973 1560 4544
Entradas nas extremidades 991 100N 76 4044 855 7,92 8824 <0001 3,003 0,065
pretas +0,61 *0.46* 045" 4084 4058 077
Tempo nas extremidades 14920 114.27n 115120 11815 10224 10538 1,753 0189 0211 0811
pretas (s) +14,01 ¥17.12n £1283n 41873 +1424 +1885
Total de entradas 1227 950n 1092n 1744 1627 1592 1344 0275 0275 0,762
+134 *113n #1100 +168 112 +157
Freqiiéncia de levantadas 19,64 16,08n 15,00n 3244 2773 2333 3494 0,042 2,703 0,084

#0,81 *162n +121* +290 +2,27 +258

Tempo gasto levantando-se (s) 36,36 1o 32200 5g53 5580 4548 0612 0549 2,001 0,153
+218 3970 3240 4536 1463 4,84

A Figura 12 apresenta a frequiéncia de entradas e o tempo gato nos bragos abertos
ou brancos e a distancia percorrida nos bragos pretos pelos animais que receberam injecéo
intraperitoneal de imipramina por 21 dias e foram testados nos labirintos com bragos
abertos ou fechados brancos. O teste t de Student mostrou que ndo ocorreram diferencas

devidas ao tratamento com imipramina no labirinto com bragos abertos, nem na frequéncia
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Figura 12. Frequéncia de entradas e tempo gasto nos bracos abertos ou brancos e
distancia percorrida nos bracos pretos labirintos dos labirintos com bragos abertos e
fechados brancos por ratos que receberam salina (0 mg/Kg) ou imipramina por 21 dias.

*, Diferente do grupo tratado com salina no mesmo labirinto (Newman-Keuls, P < 0,05).

de entradas (ti6] = 0,543, P = 0,595) ou no tempo (trie) = 0,249, P = 0,806) gasto nos bracos
abertos, nem na distancia percorrida nos bragos pretos (tji6] = 1,223, P = 0,239). Nos
animais testados no labirinto com bragos fechados brancos, no entanto, o teste t de Student
mostrou um aumento no nimero de entradas (t1s1 = 1,798, P = 0,092) e no tempo gasto
(tras) = 3,249, P = 0,005) nos bragos brancos pelos animais tratados com imipramina, mas
sem nenhuma diferenca na distancia percorrida nos bragos pretos (t[1s1 = 0,044, P = 0,965).
A Tabela 9 apresenta as médias (+ E. P. M.) e os resultados do teste t de Student
aplicado as outras medidas comportamentais. O teste t revelou um aumento no nimero de
entradas e no tempo gasto nas extremidades brancas pelos animais tratados com
imipramina e testados no labirinto com bragos brancos fechados em comparag¢do com o
grupo salina no mesmo labirinto. Além disso, nesse mesmo labirinto, a imipramina
aumentou o tempo gasto nos bragos pretos. Nao se encontraram diferencas significativas

na andlise das demais medidas.

Discussao

Os resultados do presente experimento, obtidos com a administragcdo aguda,
mostraram que a administracdo aguda de desipramina e imipramina, dois antidepressivos
triciclicos, ndo provocou efeitos significativos nos niveis de ansiedade dos animais testados

no labirinto em cruz elevado seja com bragos pretos e abertos ou completamente fechado
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Tabela 9. Média (+ E. P. M.) de outros parametros comportamentais de ratos tratados
diariamente com salina ou imipramina por 21 dias e valores estatisticos resultantes da
Anova.

PA, Labirinto com bragos abertos; PB, labirinto com bragos fechados brancos. *, Diferente do respectivo
grupo tratado com salina no mesmo labirinto. (Newman-Keuls, P < 0,05).

Imipramina (mg/Kg) Resutados estatisticos
Labirinto PA Labirinto PB Labirinto PA Labirinto PB
Parametro 0 16 0 16 t116] P 1,15 P
Freqliéncia de entradas nos bracos pretos 10,11 8,11 9,57 10,10 1,752 0,099 0,410 0,688
0,81 081 +1,02 081
Tempo gasto nos bragos pretos (s) 210,17 217,51 231,40 167,93 0,619 0,545 3,615 0,003

8,04  +835 9,55  £8,12*

Entradas nas extremidades abertas/brancas 2,78 3,32 4,71 6,90 0,603 0,555 2,471 0,026
+0,46  +0,57 +0,71  +0,55*

Tempo nas extremidades abertas/brancas () 1557 18,53 27,37 55,62 0,542 0,595 3,029 0,008
+3,13 447 +4,02 +723*

Entradas nas extremidades pretas 10,22 9,00 9,22 9,33 1,178 0,256 0,012 0,990
+0,80  +0,67 +0,99 +0,68

Tempo nas extremidades pretas () 112,50 120,52 124,68 90,90 0,445 0,622 1,795 0,093
+8,95 +15,60 +17,14 +10,23

Total de entradas 15,11 12,67 15,00 17,70 1,428 0,172 1,151 0,268
+1,23  +1,19 +156 £1,63

Freqliéncia de levantadas 20,67 20,78 27,14 28,40 0,051 0,959 0,336 0,742

+140  £1,62 2,27 +2,68

Tempo gasto levantando-se (s) 30,96 35,66 4570 47,02 1,068 0,301 0,044 0,956
+1,92  £3,96 +351 45,38

com bragos pretos e brancos. Quanto as medidas indicadoras de atividade locomotora, a
injecdo de desipramina 10 mg/kg produziu uma reducdo no nimero de entradas nos bracos
pretos do labirinto com bracos abertos e da mesma forma que reduziu a freqiéncia de
entradas e a distancia percorrida nesses bracos, no labirinto com bracos fechados brancos.

Trabalhos na literatura relatam efeitos contraditorios dos farmacos mediadores e
moduladores dos sistemas serotoninérgicos, incluindo mesmo a auséncia de efeitos
comportamentais no labirinto em cruz elevado convencional. Embora esses farmacos
apresentem eficécia no controle da ansiedade na clinica, seus efeitos ndo sdo observados
neste modelo (Almeida et al., 1991; Cole e Rodgers, 1995), a explicacéo para estas
incosisténcias poderia residir no fato de que o labirinto em cruz é um modelo no qual o
animal mostraria simultaneamente diferentes estrategias de defesa durante sua exploracao,
que poderiam ser influenciadas em direcGes opostas pela serotonina (Handley et al. 1993).
Essas duas estratégias poderiam ser a esquiva dos bracos abertos quando o animal

permanece nos bragos fechados e a fuga do braco aberto quando o animal entra no braco
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mais seguro. A observacao deste fenomeno levou ao desenvolvimento do labirintoem T
elevado, que, segundo seus autores, permitiria discriminar entre essas duas respostas
(Graeff et al. 1993). Sendo assim o labirinto com bragos fechados brancos produziria o
mesmo tipo de ansiedade que o labirinto em cruz elevado pelo qual ndo foram observados
efeitos dos farmacos moduladores da ansiedade ndo benzodiazepinicos no tratamento
agudo.

Os resultados do presente experimento, obtidos com o tratamento crénico,
mostraram que administracdo diaria de imipramina por 21 dias produziu um aumento na
freqiiéncia de entradas e no tempo gasto nos bracos fechados brancos do labirinto, ao
contrario do observado no labirinto com bragos abertos, no qual ndo foram observadas
diferencas devidas ao tratamento. Quanto as medidas de atividade locomotora, ndo foram
observadas diferencas significativas em nenhum dos labirintos. A literatura ja relatara
efeitos ansioliticos no labirinto em cruz elevado causados pela administracdo cronica de
imipramina (Kostowski et al., 1992) e reducéo da esquiva dos bracos abertos no labirinto
em T elevado (Zanoveli et al., 2005). Esses efeitos se correlacionam com os relatos
clinicos de melhora dos sintomas da ansiedade generalizada em pacientes que tratados com
imipramina por vérias semanas (Kahn et al. 1986).

O tratamento crénico com imipramina, ao contrario do observado com o tratamento
agudo, conseguiu alterar a resposta de esquiva dos bracos fechados brancos do labirinto,
observando-se um efeito do tipo ansiolitico. Este é um dado que pode estar relacionado
com o papel dual da serotonina nesses processos de ansiedade (Deakin e Graeff, 1991) e
correlacionado com os relatos clinicos de que na etapa inicial do tratamento se observa um
aumento nos niveis de ansiedade e somente apds algumas semanas ocorre a queda desses
niveis (Liebowitz et al., 1988). No labirinto em T elevado, o tratamento crénico produz um
efeito ansiolitico nas duas tarefas desse labirinto, um efeito interpretado como um
antipanico (Teixeira et al., 2000).

No presente experimento, o fato ter ocorrido efeito ansiolitico somente nos animais
testados no labirinto com bragos fechados brancos pode ser devido a qual tipo de ansiedade
foi gerada pelo conflito no labirinto convencional pela presenca de bracos abertos e
fechados. Este seria um tipo de ansiedade mais severa que ndo responde ao tratamento com
ansioliticons ndo benzodiazepinicos, enquanto a ansiedade produzida pelo conflito gerado
no outro labirinto pela presenca de bragos brancos e pretos, porem todos fechados, seria

um conflito com estimulo menos contrastantes, podendo interferir na resposta aos
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farmacos, como proposto por Salum et al., (2003), sugerindo que o conflito seria um dos

determinantes do padrdo comportamental observado no labirinto em cruz elevado.

DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho foram realizados cinco experimentos com o objetivo de
estudar alguns dos fatores importantes para produzir aversdo aos bracos abertos no
labirinto em cruz elevado, um modelo de ansiedade animal amplamente utilizado. Mais
especificamente, investigamos se seria a auséncia de paredes nos bragos abertos ou a
informacao visual presente nesses bragos que 0s torna um espagco mais aversivo que 0s
bracos fechados. A literatura vem discutindo este assunto amplamente sem chegar a
conclusdes definitivas.

Os resultados do Experimento | mostraram que, quando os animais foram testados
num labirinto completamente fechado, com dois bragos pretos e dois brancos, 0s animais
apresentaram uma clara esquiva dos bragos brancos, igual ao que acontece nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado convencional. O intuito desse experimento foi o de
justamente tentar discriminar se seria a impossibilidade de realizar comportamentos
tigmotaticos, como manter as vibrissas e 0 corpo perto de ou em contato com superficies
verticais, ou o nivel de iluminacdo maior desses bracos. o que 0s tornaria mais aversivos
do que os bracos fechados. Ambas as possibilidades ja tinham sido contempladas na
literatura (Cardenas et al., 2001, Carobrez e Bertoglio 2005). O fato de os animais evitarem
0s bragos brancos completamente fechados, permite sugerir que a auséncia de
comportamentos tigmotaticos ndo seria o principal fator determinante da ansiedade no
labirinto em cruz elevado convencional, e sim 0 maior grau de iluminacéo e informacéo
visual presente nesses bracos, como sugerido anteriormente por trabalhos realizados no
nosso laboratoério (Cardenas et al, 2001; Martinez et al., 2002; Garcia et al., 2005). Quando
se comparou o perfil comportamental minuto-a-minuto da sessao neste labirinto com o
observado no labirinto em cruz elevado convencional observaram-se semelhancas que
permitem equiparar os dois modelos. Finalmente, este experimento permitiu propor um
como modelo labirinto completamente fechado, onde somente as diferengas na informacéo
visual provenientes dos bragos estabeleceria os diferentes niveis de aversao para 0s
animais, permanecendo somente o conflito aproximacao-esquiva aparentemente
indispensavel para produzir estado de ansiedade nos animais. Restaria, contudo, determinar
em futuros experimentos se existem ainda outros fatores determinantes da aversao e, talvez

ainda mais importante do ponto de vista tedrico, se o conflito existente no labirinto
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(aparentemente essencial para a ocorréncia do padrdo comportamental tipico) é do tipo
aproximacdo-esquiva ou esquiva-esquiva. Nesta Ultima hipdtese, os animais estariam
tentando fugir do ambiente novo (de motivagéo aversiva) a0 mesmo tempo em que
buscariam protecdo contra predadores (também de motivacdo aversiva).

Continuando com a investigacdo desse novo labirinto, os resultados do
Experimento 11 mostraram que a inclusdo de informacao visual mais complexa nos bracos
inicialmente aversivos (brancos) pode diminuir essa aversdo. Quando incluimos listras
verticais pretas mais largas, os animais exploraram por igual os bragos pretos e os bracos
listrados, apoiando a hip6tese de que a informacao visual poderia modular processos
aversivos no labirinto. Alternativamente, a introducéo das listras mais largas pode ter
alterado os niveis de iluminacdo nestes bracos, tornando-os mais similares aos pretos.

Uma vez mostrado as propriedade do novo labirinto como detector de ansiedade em
ratos, e demostrando o determinante papel da informac&o visual como estimulo aversivo
dos bracos brancos neste labirinto, foi realizado o Experimento I11, cujo objetivo foi o de
observar os efeitos farmacol6gicos neste novo labirinto. Para isso, testamos farmacos que
agem no sistema GABAErgico, conhecidos na literatura por modularem processos de
ansiedade e que apresentam resultados confidveis no labirinto em cruz convencional. Com
esse objetivo, os animais foram tratados com drogas benzodiazepinicas, um ansiolitico
(clordiazepdxido) e um ansiogénico que age no mesmo sistema (pentilenotetrazol), e
testados ou no labirinto em cruz elevado com bragos abertos ou no labirinto
completamente fechado com dois bracos pretos e dois brancos. Os resultados mostraram
que, assim como no labirinto convencional, os farmacos GABAérgicos alteraram a
exploracdo, especificamente nos bragos brancos do labirinto com bracos brancos fechados.
O farmaco ansiolitico aumentou a freqliéncia de entradas e o tempo gasto nos bragos
fechados brancos e o ansiogénico diminuiu essas medidas nesses bracos. Esses resultados
apoiam a hipotese inicial de que o comportamento observado no labirinto com bragos
fechados brancos seria modulado por processos de ansiedade gerados pelo conflito entre
dois espagos, um mais aversivo que o outro. Este seria um tipo de ansiedade similar ao
observado no labirinto em cruz elevado modulado pelo sistema GABAérgico.

Seguindo essa linha, o Experimento IV investigou se um fenbmeno amplamente
estudado no labirinto em cruz elevado convencional, denominado one-trial tolerance,
também ocorreria no labirinto com bragos fechados brancos. O termo descreve uma
situacdo na qual a exposicdo a uma primeira exposi¢do no labirinto em cruz elevado faz

com que os farmacos benzodiazepinicos ndo mais apresentem seu efeito ansiolitico tipico
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quando administrados antes da segunda sessé@o. Os resultados mostraram que o fenémeno
de one-trial tolerance também ocorre no labirinto com bracos fechados brancos. Quando
0s ratos receberam um farmaco benzodiazepinico antes da segunda sessdo, ndo se
observaram diferengas com o comportamento dos ratos do grupo tratado com salina. O
fato de o fendmeno ter ocorrido neste labirinto sugere que na primeira sessdo 0s animais
adquiriram aversao aos bracos fechados brancos, gerando na segunda sessdo o estado
emocional similar ao que acontece no labirinto em cruz convencional, sobre o qual o0s
farmacos benzodiazepinicos tém efeito. Esses dados permitem mostrar que as carateristicas
dos bragos fechados brancos sdo capazes de gerar um nivel de aversdo suficiente para
alterar o comportamento em uma segunda exposicao.

A literatura tem discutido quais seriam os fatores, presentes na primeira sesséo, que
determinariam esse fendémeno, e foi sugerido que seria necessaria a presenca de um
conflito na primeira sessdo, na qual fossem apresentados dois ambientes com
caracteristicas diferentes para que acontecesse (Bertoglio e Carobrez, 2000). Nossos
resultados apdiam essa hipotese, mostrando que embora no labirinto com bragos fechados
brancos ndo existam espacos abertos (como no labirinto convencional) a presenca de dois
ambientes diferentes — um deles com maior grau de aversdo — ja é suficiente para
determinar o conflito e causar uma aprendizagem aversiva gque leve ao aparecimento do
fendmeno de one trial tolerance.

Com o objetivos de explorar em mais detalhes as propriedades do labirinto com
bracos fechados brancos como detector de estados de ansiedade nos animais, no
Experimento V testamos dois farmacos antidepressivos triciclicos, conhecidos por suas
propriedades ansioliticas, que agem em sistemas ndo benzodiazepinicos inibindo a
recaptacédo de serotonina e noradrenalina. Com esse objetivo, utilizamos duas formas de
tratamento, uma Unica injecdo antes do teste, e injecOes diarias por 21 dias. Ha farta
evidéncia na literatura (Pinheiro et al., 2007) de que no labirinto em cruz convencional
farmacos serotoninérgicos apresentam efeitos contraditérios, podendo ser do tipo
ansiolitico (Almeida et al., 1991), ansiogénico (Chitchley e Handley, 1987) ou n&o ter
qualquer efeito (Artaiz et al., 1995). Essas diferencas nos resultados foram explicadas pelo
papel dual da serotonina nos processos de ansiedade, e porque o labirinto em cruz poderia
produzir estados misturados entre varios tipos de ansiedade (Deakin e Graeff, 1991).

Os nossos resultados mostraram que, quando administramos imipramina e
desipramina de modo agudo e testamos 0s animais no labirinto em cruz com bragos

fechados brancos, ndo se observaram efeitos farmacoldgicos. Mas, quando a administracdo
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foi feita de forma crénica por 21 dias, observou-se um efeito de tipo ansiolitico. A
literatura mostra varias inconsisténcias com relacdo aos efeitos de farmacos
serotoninérgicos no labirinto em cruz elevado. Uma explicacdo dada para isso é que o
labirinto seria um modelo misto de ansiedade, gerando diferentes tipos de medo e, por isso,
resultados contraditorios (Handley et al., 1993). Podemos entdo concluir que o conflito
produzido pelos bragos pretos e brancos no labirinto com todos os bracos fechados seria
um conflito menor do que aquele que ocorre entre o0s bracos fechados e abertos de um
labirinto em cruz elevado convencional, e que geraria niveis sutilmente diferentes de
ansiedade, razéo pela qual o tratamento cronico produziria efeitos no labirinto com bragos
fechados brancos mas né@o no labirinto com bracos abertos.

Como concluséo geral , o conjunto de dados apresentados neste trabalho permite
concluir que no labirinto totalmente fechado com bragos pretos e brancos pode-se observar
um perfil comportamental similar ao ja conhecido no labirinto em cruz elevado com dois
bracos abertos. O labirinto com bracos fechados brancos é completamente fechado e 0s
animais podem realizar comportamentos tigmotaticos em todos os bragos. Assim, a Unica
difereca entre os bracos seria a informagao visual. Esses resultados permitem concluir que
ndo seria a impossibilidade de executar comportamentos tigmotaticos o fator determinante
maior da aversao no labirinto em cruz elevado e sim a informacao visual e os niveis de
illuminacdo que eles apresentam, como sugerido por nds anteriormente (Cardenas et al.
2001; Martinez et al., 2002; Garcia et al., 2005; Morato, 2006). Além disso, a aversao
produzida pelos bragos brancos deste labirinto pode ser modulada por farmacos do tipo
ansioliticos e ansiogénicos GABAérgicos, bem como por tratamento crénico com farmacos
antidepressivos e ansioliticos, mostrando entdo as capacidades deste novo labirinto
completamente fechado para detetar estados de ansiedade em ratos, com a vantagem de ter

controlada a variavel da tigmotaxia nos quatro bragos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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