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Duas estradas divergiam em uma floresta amarela,

E triste sabendo que eu ndo poderia seguir as duas,

E sendo um sé viajante, por longo tempo eu ali me detive,
E uma delas observei tdo longe quanto pude

Até um declive, onde desaparecia.

Entdo tomei a outra, igualmente vidvel,

E tendo talvez um atrativo especial,

Pois mais grama possuia e ansiava uso;
Embora, para os que ld passavam,

As duas pareciam ter sido trilhadas por igual.

E ambas naquela manhd, jaziam recobertas igualmente
Com folhas que passo algum enegrecera.

Oh! 4 primeira deizxet para outro dia!

E sabendo que um caminho leva a outro caminho,
Duwidet se algum dia eu deveria voltar.

Eu contarei isso com um suspiro,

Em algum lugar, em um tempo distante:

Duas estradas divergiam em uma floresta, e eu--
Eu peguei a menos viajada,

E isso fex toda a diferenga.

Robert Frost (trad.)
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RESUMO

Este estudo avaliou o comportamento exploratdrio de ratos Wistar fémeas nas
diferentes fases do ciclo estral (FCE), em Labirintos em Cruz Elevados (LCE) com
diferentes gradientes de luminosidade entre os bragos abertos e fechados (A/FaLu)-
Um grupo de ratas Wistar foi submetido ao LCE 10 A/Fax ou LCE 96 A/FaLux
(Experimentol); outro grupo foi tratado com uma dose ansiolitica de Midazolam (MDZ,
1,0mg.kg'1) e submetido ao LCE 10 A/Faux 0u LCE 96 A/F,ux (Experimento2). Apos a
exposicdo ao labirinto, os animais tiveram sua FCE determinada. Resultados da
ANOVA indicaram efeito principal significativo para o fator A/Fau em relagdo as
variaveis de exploracdo do braco aberto em ambos o0s experimentos. No entanto, no
Experimentol, o teste de Tukey para mdltiplas comparagfes revelou diferenca
significativa apenas para animais da fase estro do ciclo testados em LCE 10 A/Fa ux €
LCE 96 A/Fax. A anadlise de regressdo multipla revelou que o A/Faux estd
negativamente associado as %entradas nos bracos abertos e %tempo braco aberto,
indicando que a medida que A/Fa.x aumenta, a exploracdo dos bracos abertos
diminui. As diferentes FCE n&o alteraram a exploracdo do bragco aberto em nenhum
dos LCE. Da mesma forma, a andlise de regressdo mdltipla indicou a auséncia de
associacdo significativa entre o FCE e %entradas nos bracos abertos, %tempo nos
bracos abertos e entradas nos bragos fechados, revelando que oscilagbes hormonais
subjacentes a FCE ndo sdo importantes para a exploracdo de fémeas no LCE. A
ansidlise induzida por MDZ foi detectada em ambos os LCE e em todas as FCE.
Brevemente, os dados deste estudo sdo discutidos considerando a importancia do

AlFaLux para estabelecer a preferéncia de braco no LCE.
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ABSTRACT

This study evaluated the exploratory behaviour of female Wistar rats in
different phases of the estrous cycle (PEC) in Elevated Plus-Mazes (EPM) with
different gradients of luminosity between the open and enclosed arms (O/E,Lx). One
group of female Wistar rats was exposed to either to EPM 10 O/E,.x or EPM 96
O/Eax (Experimentl); and another group was treated with an anxiolytic dose of
Midazolam (MDZ, 1.0mg.kg™) and exposed to either to EPM 10 O/E,. or EPM 96
O/EaLux (Experiment2). After the maze test, the animals had their PEC determined.
ANOVA indicated a significant main effect for the O/E, . factor in relation to the open
arm exploration variables in both experiments. However, in Experimentl, Tukey’s test
for multiple comparisons revealed significant difference only for the estrous phase of
the ovarian cycle tested in EPM 10 O/E, x and EPM 96 O/E, .. A multiple regression
analysis indicated that the O/E, . is negatively associated with the %Open arm entries
and %Open arm time, suggesting that as O/E,  increases, open arm exploration
decreases. The different PEC did not change the open arm exploration in neither of the
EPM. Similarly, the multiple regression analysis indicated the absence of significant
association between the PEC and the %Open arm entries, %Open arm time, and
enclosed arm entries, revealing that the hormonal oscillations underlying the ovarian
cycle are not important for female EPM exploration. MDZ- induced anxiolysis was
detected in both O/E,.x EPM and in all PEC. In short, the data of this study are
discussed considering the importance of the O/E, . to establish arm preference in the

EPM.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ansiedade

1.1.1. Definicédo

Atualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de estudos
sobre as emocdes. Muitos pesquisadores tém desenvolvido teorias psicoldgicas
e fisiologicas relacionadas a este tema. A ansiedade é uma das emocdes mais
fundamentais dos seres humanos. Ela pode ser definida como: “um estado
mental que é desencadeado em antecipacdo a uma ameaca ou potencial
ameaca” (GROSS, HEN, 2004). A palavra ansiedade provém do grego
anesuchia, cuja raiz significa “ndo-quieto” ou “ndo-calmo”; j& os romanos antigos
usavam o termo anxietas, o qual indicava um estado duradouro de medo
(STONE, 2009).

A ansiedade é uma emocdo relacionada com a expressdo de
comportamentos de defesa pelo animal, da mesma forma que o medo. O medo
difere da ansiedade por ser uma resposta a uma ameaga conhecida, externa e
definida; ja a ansiedade ocorre em resposta a expectativa de perigo, seja ele real
ou potencial (GRAEFF, GUIMARAES, 2001). Esse comportamento emocional
pode ser originado em resposta a estimulos exteroceptivos visuais, auditivos,
olfatérios e somatosensoriais (CHARNEY, DREVETS, 2002), tais como
situagbes novas ou imprevistas, ou ainda frente a estimulos inesperados, como
ruidos altos, movimentos bruscos, lugares elevados, odores estranhos e

predadores (BLANCHARD, BLANCHARD, 1972; HOHOFF, 2009; KING, 1998).
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A ansiedade também pode ser produzida por estimulos interoceptivos, através
de aferéncias viscerais, endocrinas e do sistema autonémico. Ainda, ela pode
ser gerada por processos cognitivos que medeiam a antecipacao, interpretacao
ou recordacdo de estressores e ameacas percebidas (CHARNEY, DREVETS,
2002).

A ansiedade é uma resposta habitual, com carater importante e
necessario no que diz respeito a adverténcia de perigos que podem ameacar a
integridade fisica (GRAEFF, GUIMARAES, 2001). Ela é acompanhada por um
grupo de respostas comportamentais e psicologicas caracteristicas, que inclui
esquiva de aproximacdo, medo antecipatério e niveis aumentados de vigilancia,
alerta e excitacdo (BEAR, CONNORS et al, 2002; SANDFORD,
ARGYROPOULOS et al., 2000; YERKES, 1921). Essas respostas relacionadas
a ansiedade tém sido descritas em animais superiores e parecem fazer parte de
um mecanismo universal pelo qual organismos se adaptam a condicdes
adversas (GROSS, HEN, 2004). Assim, da mesma forma que o medo, a
ansiedade pode ser considerada um estado de protecdo, que apresenta a
funcdo de detectar e evitar perigos ou ameacas que podem comprometer sua

sobrevivéncia (CRASKE, 2003; STEIN, HOLLANDER et al., 2009).

1.1.2. Ansiedade Patologica

Sensacg0Oes de ansiedade séo parte normal da experiéncia humana, mas
ansiedade excessiva ou impropria pode se tornar uma doenca (GROSS, HEN,

2004; KELLER, NITSCHKE et al., 2000). Emoc¢des como ansiedade e medo sao
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ajustadas fisiologicamente, mas, quando s&o constantes e persistentes
interferindo nas atividades da vida normal, resultam em grande sofrimento.
Nesses casos, a resposta defensiva deixa de ser util, tornando-se um transtorno
de ansiedade (LEDOUX, 1998).

Na sua forma nao-patoldgica, a ansiedade pode ser dividida em duas
categorias: estado e traco de ansiedade. O estado de ansiedade € uma medida
do nivel imediato ou agudo dessa emocdo: € considerado uma resposta
adaptativa aguda de aumentada vigilancia e excitacdo que permite o organismo
percorrer um ambiente estranho de perigo desconhecido; j& o traco de
ansiedade € uma medida da linha de base de reatividade a gerar resposta
ansiosa, ou seja, reflete a tendéncia a longo prazo de um individuo apresentar
uma resposta aumentada de ansiedade (GROSS, HEN, 2004; LEONARDO,
HEN, 2008).

Ja na sua forma patoldgica, a ansiedade € considerada um estado mal-
adaptativo que prejudica a habilidade de um organismo em responder de forma
adequada ao seu ambiente (GRAEFF, GUIMARAES, 2001; LEONARDO, HEN,
2008). A ansiedade varia, ndo apenas em intensidade, mas também em
qualidade (SANDFORD et al., 2000). Nesse sentido, ela é classificada em
diferentes transtornos de ansiedade (Tabela 1; AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2000), levando em consideracao os fenémenos de intensidade,
duracdo, qualidade e historia natural dos sintomas de ansiedade, juntamente
com diferencas na biologia (genética, marcadores biologicos e respostas
farmacolégicas) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000; SANDFORD

et al., 2000).
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DMS-IV (2000) e com o tipo de estimulo de ameaca

17

nsiedade de acordo com o Manual

TRANSTORNOS DE

ANSIEDADE

DESCRICAO

ESTIMULO DE
AMEACA

Ansiedade
Generalizada

Transtorno do
Panico

Transtorno de
Estresse Po6s-
Traumatico

Fobia Social

Fobias Especificas

Transtorno

Obsessivo-

Compulsivo
(TOC)

Preocupacéo irreal, excessiva, de longa
duracéo. Geralmente acompanhada de tensdo
motora, dificuldade de descanso e de sono,
hipervigilancia

Ataques de terror freqlientes, de curta duracao
e recorrentes. Episédios de inicio subito com
crise simpatica, dispnéia, intensa apreensao,
medo extremo, e geralmente associados com
sentimentos de morte iminente e de perda de

controle

Segue um evento extremamente traumatico.
Episddios recorrentes de medo,
freqiientemente causados pela lembranca do
trauma inicial, acompanhado por sintomas de
excitacdo autonémica, hiperatividade e de
esquiva dos estimulos associados ao trauma

Aversao, medo, excitacdo autondémica
provocada pela exposi¢céo a situagdes sociais
desconhecidas

Averséo, medo, excitacdo autonémica
provocada pela exposi¢éo a situacdes ou
objetos especificos

Obsess®es recorrentes e compulsdes:
obsessdes séo persistentes, intrusivas ou
pensamentos impréprios que causam
ansiedade; compulsdes sao atos repetitivos
que o individuo sente necessidade de realizar
apara aliviar ansiedade

Generalizado

Estimulos que
causam medo ou
desconforto fisico

Diversos estimulos
relacionados ao
trauma inicial

Critica ou avaliacao
de terceiros

Especificos

Estimulos
especificos ou
obsessdes: idéias,
pensamentos,
impulsos e imagens
intrusivos
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1.1.3. Epidemiologia

Os transtornos neuropsicolégicos sédo responsaveis por cerca 13% das
doencas que mais acometem a populacdo mundial, além de serem responsaveis
por cinco das 10 causas lideres de doencas incapacitantes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008). Dentre esses, 0s de ansiedade sao 0os mais comuns
dos transtornos psiquiatricos (KESSLER, BERGLUND et al., 2005; LEPINE,
2002).

De acordo com um estudo da Organizacdo Mundial de Saude, cerca de
16% da populacdo apresentard um transtorno de ansiedade (TA) em algum
momento da vida (KESSLER, ANGERMEYER et al.,, 2007), sendo que o0s
Estados Unidos apresentam a maior prevaléncia de TA do mundo, com 28,8%
(KESSLER et al., 2005). No Brasil ha deficiéncia em estudos atuais desse tipo,
mas pesquisas locais indicam prevaléncia de TA de 12,5% na cidade de Sao
Paulo (ANDRADE, WALTERS et al., 2002), e de 11,5% em um estudo no Rio
Grande do Sul (GONCALVES, KAPCZINSKI, 2008).

Ainda, diversos estudos tém demonstrado que mulheres apresentam
uma maior prevaléncia de TA que homens (AFIFI, 2007; ANDRADE et al., 2002;
BEBBINGTON, 1998; BEKKER, VAN MENS-VERHULST, 2007; SIMONDS,
WHIFFEN, 2003). Essa prevaléncia pode ser até trés vezes maior nas mulheres,
no caso de ansiedade generalizada (BEKKER, VAN MENS-VERHULST, 2007).
Um estudo na cidade de Sao Paulo estima uma prevaléncia de TA em mulheres
de 15,6% para 8,2% em homens (ANDRADE et al., 2002).

As causas desse risco aumentado de desenvolver TA em mulheres n&o

sdao completamente conhecidas, mas parece haver influencia de fatores
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genéticos (resultando em um aumento da atividade de algumas areas cerebrais)
e fatores ambientais (exposicdo a estressores) (KENDLER, 1996). Outra
possibilidade pode ser que mulheres, quando comparado com homens,
demonstraram uma atividade aumentada no cortex cingulado anterior e
apresentam mais freqientemente um cortex cingulado anterior direito mais
proeminente que homens, areas cerebrais envolvidas nos comportamentos de
esquiva e resposta ao medo (BUTLER, PAN et al.,, 2005). Além disso, 0s
horménios ovarianos parecem estar bastante relacionados no desenvolvimento,
curso e expressao da ansiedade. Nao se sabe se é o nivel dos horménios ou se
sdo as oscilacdes hormonais que deixam a mulher mais susceptivel a TA por
influenciar a funcéo neurotransmissora (SHEAR, 1997).

Diante desses dados, ndo é de se surpreender que os farmacos
ansioliticos estejam entre as substancias prescritas com maior freqiéncia no
mundo (RANG, DALE et al., 2007). Inclusive, um estudo realizado em 1993 em
paises desenvolvidos revelou que cerca de 10% da populacédo total utilizava
agentes ansioliticos regularmente (SHADER, GREENBLATT, 1993), sendo que,
atualmente, essa situacdo permanece praticamente inalterada (CLOOS,
FERREIRA, 2009; PELISSOLO, MANIERE et al., 2007). Dentre esses agentes,
0 grupo dos benzodiazepinicos (BDZ) ainda € o mais prescrito e utilizado
(CLOOS, FERREIRA, 2009; MICHAEL KAPLAN, DUPONT, 2005).

Os custos econbmicos de TA sao altos, e envolvem cuidados
psiquiatricos, nao-psiquiatricos e emergenciais, que incluem: hospitalizacéo,
tratamento farmacologico, produtividade reduzida e abstencédo do trabalho. Os
TA tendem a ser crbnicos, e podem ser tdo debilitantes quanto transtornos

somaticos (LEPINE, 2002). Somente nos Estados Unidos anualmente é gasto
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cerca de 44 bilhdes de dolares por ano com o tratamento desses transtornos

(GREENBERG, SISITSKY et al., 1999).

1.1.4. Neurobiologia da Ansiedade

As reacOes de ansiedade combinam componentes somaticos,
cognitivos, emocionais e comportamentais (HOHOFF, 2009). Diversas
alteracdes fisioldégicas sdo observadas durante uma resposta ansiosa, como a
estimulacdo simpatica — que inclui: aumento da frequéncia cardiaca, pressao
arterial, frequéncia respiratéria e do tébnus muscular, inibicdo do trato
gastrointestinal, dilatagcdo da pupila e aumento do fornecimento de energia
metabdlica aos musculos esqueléticos. Ainda, a ansiedade leva a atencao
melhorada, sensibilizacdo dos nervos oOticos e auditivo, tempo de reacao
reduzido e reagBes sométicas, tais como sudorese, tremores e tonturas (STEIN,
2004).

Dentro dos componentes comportamentais, uma ameaca em potencial
pode desencadear respostas defensivas, como esquiva, congelamento,
aproximacdo e avaliacdo de risco (orientagcdo, exploracdo sensorial e
investigacdo da ameaca). Em casos de extrema ansiedade, podem ocorrer,
ainda, respostas “luta ou fuga”, caracterizadas pela defesa ou ataque a ameaca
(BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2003). Todas essas rea¢cfes sdo consideradas
evolutivamente adaptativas e altamente conservadas em mamiferos (CRASKE,

2003).
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Tem sido proposto que a base neural para a regulacédo dessas respostas
defensivas compreende um circuito integrado envolvendo em especial a
amigdala, hipocampo, cortex cingulado, o hipotdlamo, e areas diversas do tronco
cerebral, como a substancia cinzenta periaguedutal (PAG; GORDON, HEN,
2004; KING, 1998). A estimulacdo elétrica em alta frequéncia da amigdala
(GRAEFF, SILVEIRA et al., 1993; HALGREN, WALTER et al., 1978), do
hipotalamo (IACONO, NASHOLD, 1982; SANO, MAYANAGI et al., 1970) ou da
PAG e areas adjacentes (IACONO, NASHOLD, 1982; LITVIN, PENTKOWSKI et
al., 2007), suscita sentimentos de medo extremo em pacientes acordados.
Ainda, as diferentes areas parecem mediar diferentes comportamentos, como
reacoes de luta ou fuga e congelamento pela PAG dorsolateral (BRANDAO,
ZANOVELI et al., 2008; GRAEFF et al., 1993), acbes de aproximagao/esquiva
pela amigdala basolateral e de congelamento pela amigdala central
(BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2001; LEDOUX, 1996).

O hipotalamo apresenta papel fundamental na resposta neuroenddécrina
da ansiedade, responsavel pela ativacdo do sistema hipotalamo-hipdfise-
simpato-adrenal e liberacdo de cortisol, uma via importante em todas as reacdes
de estresse e ansiedade (BREIER, 1989). Aléem do hipotalamo, o hipocampo
também esta intimamente envolvido com respostas de ansiedade
(BANNERMAN, RAWLINS et al.,, 2004; ENGIN, TREIT, 2007), incluindo as
respostas do tipo condicionadas, as quais possibilitam aos animais comparar as
condicbes de uma ameaca atual com experiéncias passadas similares,
permitindo-lhe, assim, escolher qual a melhor opcdo a ser tomada para garantir
sua preservacao (GRAY, 1982). Dessa maneira, a ansiedade é mais que uma

simples resposta estereotipada a estimulos aversivos.
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Esse circuito cerebral envolvido em respostas da ansiedade, referido
como "sistema de comando de medo" por Panksepp e colaboradores
(PANKSEPP, SACKS et al., 1991), parece ser comum a uma ampla variedade
de espécies. Ainda, esse sistema evoluiu para nos proteger do perigo e serve a
uma funcdo essencial. No entanto, hoje € amplamente reconhecido que a
disfuncéo deste circuito esta subjacente a muitos estados clinicamente definidos
como de ansiedade (GRAEFF, 1990; KING, 1998; LEDOUX, 1995).

Ja em nivel bioquimico, diferentes sistemas de neurotransmissores
estdo envolvidos em respostas de ansiedade. Dentre eles, os mais bem
estabelecidos na literatura sdo sistemas de noradrenalina, serotonina e
gabaérgico (acido y-aminobutirico; GABA). Porém, também parece haver o
envolvimento de outros sistemas de neurotransmissores, como o glutamatérgico,
adrenocortical, diferentes neuropeptideos e ligantes de receptores de
neuropeptideo (BLANCHARD et al., 2003; GORDON, HEN, 2004).

Na teoria noradrenérgica, a liberacdo aumentada dessa monoamina
resulta em estados de ansiedade, através da excitacdo excessiva ou
disfuncional (GODDARD, BALL et al.,, 2009). Isso foi observado em humanos
através do uso drogas que aumentam a disponibilidade de noradrenalina, como
a anfetamina e cocaina, gerando respostas ansiosas (LOUIE, LANNON et al.,
1989); e drogas que diminuem a sua disponibilidade, como a clonidina, gerando
respostas ansioliticas em ratos (SCHWEIMER, FENDT et al., 2005). Além disso,
o papel central desse neurotransmissor no locus coeruleus ja foi demonstrado
estar envolvido no controle da excitacdo e ansiedade em macacos e humanos
(ASTON-JONES, RAJKOWSKI et al., 1994, REDMOND, 1986; SMITH, NUTT,

1996).
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Em relacdo a serotonina, dois sistemas parecem estar mais intimamente
envolvidos com a ansiedade, o do nucleo mediano da rafe (NMR) e do nucleo
dorsal da rafe (NDR). Grove et al. (1997) propuseram que, em mamiferos, o
NMR é importante na modulacdo do medo e ansiedade antecipatoria e 0 NDR
na modulacdo dos processos cognitivos. Drogas serotoninérgicas apresentam
efeitos clinicos no tratamento da ansiedade (LYDIARD, BRAWMAN-MINTZER et
al., 1996; ZOHAR, WESTENBERG, 2000). Inclusive, atualmente os inibidores
seletivos da recaptacéo de serotonina séo indicados como farmacos de primeira
escolha no tratamento de alguns tipos de TA, tais como transtorno do panico,
estresse pos-traumatico, fobia social e transtorno obsessivo compulsivo
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000).

O GABA, principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso
central, apresenta um papel fundamental na neurobiologia da ansiedade, ja que
a neurotransmissdo excessiva tém sido proposta como uma importante marca
fisioloégica da ansiedade (MCNAUGHTON, 1997). Drogas que agem no sitio do
GABA, como alcool, barbitaricos e BDZ apresentam uma acao ansiolitica rapida
na clinica. Dentre as drogas gabaérgicas, os BDZ sdo considerados os mais
especificos e efetivos, e sdo usados amplamente no tratamento de ansiedade
tanto normal como patologica (GROSS, HEN, 2004). Isso porque eles agem
alostericamente no complexo do receptor do GABA, potencializando o efeito
inibitério do GABA enddgeno (MALIZIA, COUPLAND et al., 1995). Assim, 0s
BDZ apenas maximizam a estimulacdo fisiologica, o que explica a sua
seguranca relativa (SANDFORD et al., 2000).

Apesar das diretrizes atuais, nas quais os inibidores de recaptacao de

serotonina sao indicados como farmacos de primeira escolha no tratamento de
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alguns TA, os BDZ ainda sdo considerados por muitos médicos como uma boa
opcao de tratamento, tanto na sua fase aguda como na crbénica (CLOOS,
FERREIRA, 2009). Muito disso se deve a diferenca entre o modo de acao entre
essas drogas serotoninérgicas e dos BDZ: sua cinética no cérebro. Os BDZ
agem rapidamente, dentro de minutos ap0s a sua administracdo, enquanto os
inibidores de recaptacédo de serotonina agem de forma mais lenta; seus efeitos
terapéuticos tornam-se aparentes entre duas a quatro semanas apos o inicio do

tratamento (GROSS, HEN, 2004).

1.1.5. Ansiedade no Homem e em Animais

Os componentes somaticos e comportamentais relacionados a
ansiedade sao observaveis de maneira quase idéntica em uma variedade de
espécies de mamiferos (HOHOFF, 2009). Nesse sentido, embora as espécies
tenham suas préprias formas de reagir ao perigo, ha uma similaridade dos
padrées de resposta. Na verdade, os estimulos que ativam o sistema de defesa
sao diferentes em seres humanos e em outros animais, mas as reagdes ao se
deparar com tais estimulos sdo semelhantes (CHROUSOS, 1998). Ou seja,
cada animal € capaz de detectar as situagBes de perigo especificas para ele,
mas o uso das estratégias de reacdo — fuga, imobilidade, agresséo, submissao e
0s ajustes fisiol6gicos — é comum a todas as espécies.

Desses animais, os roedores (tais como ratos e camundongos) e 0s
homens apresentam semelhancgas substanciais (HOHOFF, 2009; LENT, 2004).

Ambos expressam 0 mesmo conjunto de reacdes autondmicas e
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comportamentos defensivos. Inclusive, esses comportamentos foram validados
por agentes que apresentam acdo ansiolitica e ansiogénica em seres humanos;
0 uso de BDZ, por exemplo, reduz drasticamente respostas luta ou fuga em
humanos e em roedores, enquanto drogas ansiogénicas, como a colecistocinina,
cafeina ou yoimbina provocam ataques de panico em ambas as espécies
(BLANCHARD et al., 2001; BLANCHARD et al., 2003; LEONARDO, HEN, 2006).
Além das semelhancas comportamentais, 0s circuitos cérebrais relacionados a
ansiedade e o0s seus sistemas de neurotransmissores e neuromoduladores
possuem forte homologia funcional entre roedores e homens (CHROUSOS,
1998; LEONARDO, HEN, 2006). O mesmo ocorre com parametros fisioldgicos,
como frequéncia cardiaca, presséo arterial, frequiéncia respiratoria que tambéem
refletem respostas ansiosas humanas sob condicbes ameacadoras comparaveis
(DEPINO, GROSS, 2007; LEONARDO, HEN, 2006; STIEDL, JANSEN et al.,
2009).

Se um dado transtorno psiquiatrico pode ser simulado ou modelado em
um animal, entdo esse podera ser uma importante ferramenta para a obtencao
de conhecimento da neuroanatomia, neurofisiologia e neurofarmacologia desses
transtornos, bem como para a descoberta de novos farmacos com potencial
terapéutico. Nesse sentido, roedores constituem uma ferramenta importante
como modelo de ansiedade humana, ja que possibilitam simular em animais, sob
condicbes controladas e reproduziveis, 0os mesmos sinais observados em

pacientes diagnosticados com TA.
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1.2. Modelo Animal de Ansiedade

1.2.1. Definicédo

De uma forma mais abrangente, um modelo animal pode ser definido
como: “preparagdes desenvolvidas em uma espécie com o propoésito de estudar
o fendbmeno ocorrendo na mesma ou em outra espécie” (MCKINNEY, 1984). Em
um senso mais estrito, Van der Staay (2006) criou um conceito de modelo

animal, e segundo ele:

Um modelo animal com relevancia clinica e/ou bioldgica na neurociéncia
comportamental € um organismo vivo usado para estudar a relagao
cérebro-comportamento sob condi¢des controlaveis com o objetivo final
de obter conhecimento e permitir predicGes sobre essas relacdes em
humanos e/ou outras espécies que aquela estudada, ou na mesma
espécie sob condi¢des diferentes daquela na qual o estudo foi realizado

(VAN DER STAAY, 2006).

Dessa maneira, os modelos animais de ansiedade s&o instalagbes
experimentais controladas nas quais o repertério do animal é usado para obter
conhecimento sobre a ansiedade humana (RAMOS, 2008). Esses modelos
constituem uma importante ferramenta na andlise das numerosas causas
genéticas, ambientais ou tratamento farmacoldgico que podem estar envolvidos
com os sintomas homologos de pacientes com TA especificos (Tabela 2;
CRYAN, HOLMES, 2005; SHEKHAR, MCCANN et al., 2001). Assim, estudos
animais tém mostrado ser um método essencial na melhora do nosso
conhecimento de ansiedade, bem como para o seu tratamento farmacoldgico

(PALANZA, 2001).



Tabela 2. Exemplos de como transtornos de ansiedade

animais
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*(TA) podem ser modelados em

SINTOMA

COMO TA PODEM SER MODELADO EM
ANIMAIS

Esquiva de lugares nos quais é dificil escapar

(agorafobia)

Inicio subito de medo intenso (ataque do

panico)

Ansiedade provocada por situa¢g@es sociais

(fobia social)

Ansiedade provocada por um objeto

especifico (fobia especifica)
Re-experienciar um evento traumatico,
levando a uma excitacéo e esquiva
aumentada de um estimulo associado ao
evento (estresse pos-traumatico)
Obsessoes indutoras de ansiedade e
compulsdes redutoras de ansiedade

(transtorno obsessivo-compulsivo)

Dificuldade de concentracao (transtorno de

ansiedade generalizada)

Super-excitacao autonémica

Flashbacks de eventos traumaticos

Sentimento de perda de controle

Esquiva aumentada de areas expostas e

iluminadas

Exposicao ao predador ou fatores que

lembrem o predador

Baixa interacdo social com desconhecido da

mesma espécie

Teste de esquiva condicionada

Resposta de congelamento aumentado a um

medo condicionado de um objeto ou contexto

Comportamento aumentado de enterrar
(burying) e excessiva auto-limpeza

(grooming)

Atencédo sustentada prejudicada

Medidas radiotelemétricas da taxa cardiaca

durante inducdo da ansiedade

Extincdo da memoria do medo prejudicada

N&o pode ser modelado

(Adaptado de CRYAN, HOLMES, 2005). *Sintomas de transtornos de ansiedade usados no

Diagnostic and Statistical Manual-1V diagnosis.
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O modelo animal deve assemelhar-se a ansiedade humana em termos
de sintomas, sinais comportamentais, mecanismos biolégicos e tratamento
farmacoldgico efetivo (GEYER, MARKOU, 2002; LISTER, 1990; TREIT,
MENARD et al., 1993). Para que um modelo animal possa ser considerado Uutil
nos estudos da ansiedade, existe a necessidade de ser previamente validado. A
validade de um modelo é definida como: a concordancia entre o resultado ou
medida do teste e a qualidade do que se acredita estar medindo (KAPLAN,
SACCUZZO, 1997). A validacdo tem o papel de garantir que um modelo seja
capaz de simular uma determinada patologia humana, promovendo, assim, a
compreensao de seus mecanismos neurobiologicos (GEYER, MARKOU, 2002).
Ha trés tipos de validade que ajudam a identificar as fraquezas ou limitacdes de
um modelo em particular e prové estrutura para modelos comparativos

(WILLNER, 1991). Séo elas:

« Validade preditiva : E definida como a capacidade de um modelo em
predizer o comportamento de uma varidvel que € de interesse do
pesquisador (CRONBACH, MEEHL, 1955). Um modelo é considerado ter
uma boa validade preditiva quando permite a extrapolacdo do efeito de
uma manipulacdo experimental particular de uma espécie para outra
(VAN DER STAAY, 2006). Na psicofarmacologia, a validade preditiva é
definida como correlagdo farmacoldgica, ou seja, implica que o modelo
animal deve ser sensivel aos farmacos clinicamente eficazes (BELZUNG,
GRIEBEL, 2001). Assim, no caso da ansiedade, o modelo animal deve

ser sensivel a compostos ansioliticos, enquanto compostos ansiogénicos
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devem provocar efeitos opostos, e agentes que nao tém qualquer efeito

clinico sobre a ansiedade ndo deve apresentar resultado nesses testes.

» Validade de expressao : Esté relacionada com isomorfismo da patologia.
Esse tipo de validade indica que o modelo é fenotipicamente similar a
patologia analisada, ou seja, as respostas humanas e do animal podem
ser consideradas analogas (RODGERS, CAO et al., 1997). Esse critério
implica, entdo, que a resposta de ansiedade observado no modelo deve
ser similar as respostas fisiolégicas e comportamentais observados em
humanos, tais como liberacdo de corticosterona, perda de apetite e
defecacdo em repostas a situacdes ameacadoras ou a perigos iminentes

(BELZUNG, GRIEBEL, 2001).

. Validade etiologica : Também chamada de validade de
construcéo, esse critério esta relacionado com a similaridade da etiologia
dos fatores comportamentais e biolégicos em animais e humanos
(BOURIN, PETIT-DEMOULIERE et al., 2007). Em relacéo a reacdes de
ansiedade/medo, a validade etiolégica é relativamente simples de ser
cumprida na ansiedade nao-patoldgica, ja que, em ambas as espécies,
este comportamento é induzida por um estimulo ameacador — a natureza
do perigo pode variar entre espécies, mas o0 importante € que cause uma

ameaca para a homeostase do individuo (BELZUNG, GRIEBEL, 2001).

Quanto mais tipos de validade o modelo satisfaz, maior o seu valor de

utilidade e relevancia a condicdo humana. Ainda, é importante que o modelo
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apresente confiabilidade e replicabilidade — que se refere a consisténcia e
estabilidade das variaveis de interesse observadas (GEYER, MARKOU, 2002;

VAN DER STAAY, ARNDT et al., 2009).

1.2.2. Tipos de Modelos Comportamentais de Ansiedad e em Roedores

A maioria dos modelos comportamentais de ansiedade fornece, de certa
maneira, uma avaliacdo do nivel de comportamento defensivo do animal,
considerado ser um indice do seu nivel de ansiedade ou medo (GRAY, 1985).
De um modo geral, esses modelos de comportamento envolvem a exposi¢céo
dos animais a estimulos que parecem ter a capacidade de causar ansiedade em
humanos. Além disso, apesar da sua aparente diversidade, podem ser
agrupados em duas categorias: testes de respostas condicionadas e testes de
resposta incondicionada (Tabela 3; BELZUNG, GRIEBEL, 2001).

Apesar de modelos de respostas condicionadas permitirem um controle
experimental razoavelmente preciso sobre linhas de base comportamentais, eles
frequentemente necessitam de privagcdo de alimento/agua, uso de choques
elétricos e investimento de tempo em treinar 0s sujeitos experimentais
(RODGERS et al., 1997). Os modelos envolvendo respostas comportamentais
incondicionadas estéo relacionados com paradigmas baseados etologicamente,
ou seja, com reaglBes naturais ou espontaneas do animal a estimulos
estressantes que ndo envolvem dor ou desconforto (BELZUNG, GRIEBEL, 2001,
TREIT, 1985). Em contraste com modelos condicionados, os incondicionados,

mesmo propenso a maior variabilidade nas linhas de base, geralmente sao
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menos suscetiveis a confusbes que provém de interferéncia com
memoria/aprendizado, fome/sede ou mecanismos nociceptivos, e, pelo menos
na teoria, permite uma verdadeira compreensao do “perfil comportamental” das

intervencdes experimentais (RODGERS et al., 1997).

Tabela 3. Modelos animais de resposta condicionada e incondicionada

Testes de Respostas Testes de Respostas

Condicionadas Incondicionadas

(1)Testes de exploracéo
] Labirinto em cruz elevado
(1) Testes de conflito _
) Caixa claro/escuro
Paradigma operante
. o Campo aberto
Supresséo condicionada de beber
(2)Testes sociais
Interacao social

20 Vocalizacdo ultrasénica induzida
utros

. . . por separacao
Esquiva ativa/passiva
Enterrar condicionado
(3)Outros

Resposta de sobressalto
Placa quente

potencializado L . )
Vocalizagdo ultrasénica induzida

por choque
Resposta de sobressalto acustico
Mudancas em parametros

fisiolégicos induzidos por estresse

(Adaptado de BELZUNG, GRIEBEL, 2001).
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1.3. Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE; Figura 1; HANDLEY, MITHANI,
1984) é um modelo animal de ansiedade de respostas incondicionadas. Esse
modelo é baseado no comportamento exploratério de roedores (LISTER, 1990)
em resposta a ambiente potencialmente perigoso (RODGERS, COLE, 1994). O
LCE é um aparato elevado do chéo, constituido de duas passarelas em forma de
uma cruz simeétrica, tendo dois bracos opostos fechados por paredes laterais, e
outros dois bracos opostos abertos. Perfis de ansiedade provocados no LCE
parecem incluir elementos como neofobia, exploracdo e conflito de
aproximacao/esquiva, assim, o aparato € frequentemente referido como um
modelo comportamental de resposta incondicionado de conflito espontaneo

(HOGG, 1996; RODGERS, DALVI, 1997; WALL, MESSIER, 2001).

Figura 1. Labirinto em Cruz Elevado, um modelo anim al de ansiedade. O aparato é
constituido de duas passarelas em forma de cruz, com dois bracos opostos fechados

por paredes laterais, e outros dois bragcos opostos abertos.
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Animais que sdo expostos a labirintos compostos de bracos abertos e
fechados apresentam maiores niveis de exploracdo nos bracos fechados,
evitando os bracos sem paredes (MONTGOMERY, 1955). Os bracos abertos
sdo considerados areas com propriedades estressantes e indutoras de medo,
sendo que animais expostos a eles demonstram maior incidéncia de
comportamentos relacionados a medo, como imobilidade, congelamento e
defecacédo (validacdo comportamental). Além disso, o confinamento nos bragos
abertos produz uma maior concentracdo plasmatica de corticosterona quando
comparado a animais confinados nos bracos fechados do labirinto (validagéo
fisiologica) (PELLOW, CHOPIN et al., 1985). Assim, roedores ndo apenas evitam
os bracos abertos, mas também apresentam comportamentos distintos e indices
fisiolégicos de medo nesse paradigma (validade de expressao).

Quando o animal € exposto pela primeira vez ao LCE, acredita-se que
uma situacao de conflito é instalada, entre explorar o ambiente e proteger-se de
perigos potenciais. Isso deriva de observacdes de Montgomery (1985) sobre a
relacdo entre medo e instinto exploratério de ratos, no qual um ambiente novo
evoca tanto medo como curiosidade, criando um tipico conflito de
aproximacao/esquiva. Esse conflito que se instala durante a exposi¢cdo ao LCE
tem sido considerado analogo a ansiedade humana (GRAY, 1988). De fato,
muitos TA expressam essa esquiva incisiva de uma situacdo ou objeto temido
(SATO, 2005). Em adicdo, esse conflito € suprimido por drogas do tipo
ansioliticas usadas na clinica médica, que, no LCE, aumentam seletivamente a
exploracdo dos bracos abertos (PELLOW et al.,, 1985). Assim, o modelo
apresenta também validade preditiva, ja que o uso de ansioliticos aumenta a

taxa de exploracédo dos bracos abertos em relacédo aos bracos fechados do LCE,
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enquanto agentes ansiogénicos diminuem essa taxa (HANDLEY, MITHANI,
1984).

O LCE €é um dos modelos animais mais utilizados na pesquisa pré-
clinica de ansiedade (RODGERS et al., 1997), sendo, atualmente, a primeira
escolha de testes para triagem de drogas ansioliticas (RAMOS, 2008). Ainda, o
labirinto também tem sido considerado util na compreenséo das bases bioldgicas
relacionadas ao aprendizado e memoria emocional, dor, horménios, vicio e
retirada, bem como no estudo da definicdo de areas cerebrais relacionadas a
ansiedade e medo (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005).

Muito dessa popularidade do labirinto em cruz ocorre devido a suas
numerosas vantagens - o LCE € considerado um teste rapido, de design simples
e econdbmico, aléem de ser capaz de identificar efeitos agudos ansioliticos de
drogas tipo-benzodiazepinicas e de apresentar sensibilidade bidirecional a
drogas sensiveis a manipulacdo da ansiedade (PELLOW et al., 1985). Outra
vantagem € o fato do LCE ser baseado em comportamento espontaneo do
animal, assim ndo necessita de procedimentos de treinamento dos animais, de
privacdo de agua/alimento ou do uso de estimulos nocivos, como choques

elétricos (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005).
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1.3.1. Varia¢des metodoldgicas no LCE

Devido a sua popularidade, o LCE é encontrado, com uma simples
pesquisa no PubMed utilizando as palavras-chave "plus maze", em cerca de
3.600 trabalhos de pesquisa publicados desde ano da sua criagédo (1984 - Dez.
2009), resultando em uma média de 145 artigos publicados a cada ano. Isso
indica que diversos laboratorios utilizam esse modelo, porém muitos deles
apresentam diferentes metodologias. Inclusive, € dito que existem tantas
variacfes na metodologia de Labirinto em Cruz Elevado quanto ha laboratérios
usando o modelo na pesquisa pré-clinica da ansiedade (R.J.Rodgers).

Em nossa universidade (UFSC) ja foram desenvolvidos cerca de 40
projetos de poés-graduacdo com o LCE (BIBLIOTECA UNIVERSITARIA
CENTRAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2009), e ha
pelo menos trés laboratorios utilizando labirinto em cruz com diferencas
metodoldgicas entre eles. Assim, muitas diferencas inter-laboratoriais do LCE
sdo encontradas e, ja que diversas variaveis metodoldgicas tém a capacidade de
alterar o comportamento do animal no labirinto (MARTINEZ, CARDENAS et al.,
2002), essas podem ser responsaveis por resultados inconsistentes na literatura
(HOGG, 1996).

As variacdes metodologicas sdo subdivididas dois tipos: variaveis de
procedimento e variaveis de organismo (Tabela 4). As variaveis de procedimento
sdo alteracOes ligadas ao procedimento experimental. Dentre eles podem ser
citados: condi¢des de alojamento dos animais, horario e duracdo do teste, pré-
teste, experiéncia prévia ao labirinto e manipulacdo prévia do animal

(ANDREWS, FILE, 1993; FALTER, GOWER et al., 1992, HOGG, 1996;
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LAMBERTY, GOWER, 1996; WINSLOW, INSEL, 1991). Por exemplo, o
alojamento individual dos animais aumenta o comportamento tipo-ansioso em
ratos; a manipulacdo prévia pode aumentar niveis de ansiedade e resposta
farmacoldgica; e as variagdes circadianas no nivel de ansiedade indicam que o
horario do teste também pode ser um fator importante. Além disso, parametros
relacionados com a pontuacdo técnica, ou seja, com a analise do
comportamento do animal no LCE, como a definicdo de medidas (ex: entrada
nos bragcos), método de transcricdo dos dados ou como as medidas sao
registradas também parecem influenciar os resultados no labirinto (RODGERS et
al., 1997).

Dentre as variaveis de procedimento, as relacionadas com a construcao
do labirinto, tais como tipo de paredes laterais dos bracos fechados, espaco
extra-labirinto e nivel de luminosidade, ja foram demonstrados alterar os niveis
de ansiedade basal no LCE (DE ARAUJO GODINHO, MENEGHINI et al., 2007;
HOGG, 1996; VIOLLE, BALANDRAS et al.,, 2009; WALL, MESSIER, 2001).
Alguns laboratdrios utilizam uma versdao modificada do LCE com bracos
fechados construidos com paredes transparentes a fim de facilitar a observacéo
de itens etoldgicos, como avaliacdo de risco e exploracao vertical (ANSELONI,
BRANDAO, 1997; ANSELONI, MOTTA et al., 1995). Porém, essa modificacdo
pode diminuir o potencial ansiogénico dos bracos abertos através da reducéo do
conflito gerado no animal, reduzindo a linha de base de comportamentos
relacionados com ansiedade, e assim alterando a sensibilidade do LCE em

detectar efeitos de drogas ansioliticas (RODGERS, DALVI, 1997).
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Tabela 4. Principais variaveis de organismo e de pr ocedimento capazes de alterar o
comportamento de animais e/ou padrdes de respostaf  armacoldgica no uso do

Labirinto em Cruz Elevado

VARIAVEIS DE PROCEDIMENTO VARIAVEIS DE ORGANISMO

Condicdes de alojamento

Ciclo claro/escuro Espécie
Experiéncia prévia no labirinto Raca
Tempo do procedimento de teste Idade
Método de transcrigdo dos dados (ex: R
» ) Género
automéatico/manual, gravada/ao vivo)
Definicdo de medidas (ex: entrada nos bragos) Ciclo estral
Lactacdo

Medidas registradas: convencional, etolégica

Construcgdo do labirinto (ex. paredes
opacas/transparentes, bordas nos bracos

abertos)

Nivel de luminosidade

(Adaptado de RODGERS, COLE, 1994).

No que diz respeito ao nivel de iluminacéo, a literatura € um tanto
inconclusiva. Apesar de alguns estudos indicarem que o nivel de luminosidade
nao altera a linha de base comportamental dos animais no LCE (BECKER,
GRECKSCH, 1996; JONES, KING, 2001; LAMBERTY, GOWER, 1996), tem sido
demonstrado que animais quando testados sob baixa iluminac&o, exibem baixos
niveis de ansiedade, expressos através do aumento da exploracdo dos bracos
abertos do labirinto (BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; CARDENAS, LAMPREA
et al.,, 2001; VIOLLE et al., 2009); nesse caso, a deteccdo de drogas tipo-

ansioliticas pode ser dificultada, devido a ocorréncia de um efeito-teto. Por outro
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lado, quando animais sao testados sobre alta iluminacao, eles apresentam um
aumento do nivel de ansiedade, ou seja, maior esquiva dos bracos abertos
(BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; GARCIA, CARDENAS et al., 2005; VIOLLE et
al., 2009); essa ansiedade aumentada pode prejudicar a deteccdo de drogas
tipo-ansiogénicas devido a possivel ocorréncia de efeito-solo.

Considerando que um efeito ansiolitico completo € causado pela
auséncia de preferéncia de bracos, representado por cerca de 50% da
exploracdo dos bracos abertos e 50% dos bracos fechados, o aumento da
exploracdo dos bragos abertos do labirinto pode resultar em valores préximos
aos 50%, o que provoca uma reducdo na variancia estatistica medida, assim
reduzindo a sensibilidade dos testes estatisticos em determinar se a média de
um grupo é significativamente diferente da média de outro grupo, caracterizando
o efeito-teto. Entretanto, quando animais apresentam um alto nivel de
ansiedade, representado pela diminuicdo da exploracdo dos bracos abertos, os
valores podem ser muito préximos do limite inferior, podendo levar a ocorréncia
de um efeito-solo. Assim, mudancas de comportamento induzido por nivel de
iluminacdo pode confundir os resultados do LCE e merece uma investigacao
mais aprofundada.

Na literatura, o nivel de iluminacdo do teste tem sido freqientemente
reportado no quadrante central (BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; CARDENAS
et al., 2001) ou sobre os bracos abertos e fechados do labirinto (BECKER,
GRECKSCH, 1996; BERT, FINK et al.,, 2002). No entanto, recentemente foi
demonstrado que, para os ratos Wistar machos, a diferenca de iluminagéo entre
os bracos abertos e fechados — ou seja, o gradiente de luminosidade entre os

bracos abertos e fechados (A/FaLux), € ndo o nivel absoluto de luminosidade
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incidente sobre o labirinto, € a variavel importante para prever a preferéncia no
braco do LCE. Assim, ratos machos podem evitar os bracos abertos porque
esses tém um maior nivel de luminosidade em relacdo aos bracos fechados
(PEREIRA, DA CUNHA et al., 2005).

Considerando as variaveis de organismo, as principais Sao: espeécie,
raca, idade e género (RODGERS, COLE, 1994). Ratos e camundongos tém sido
as especies predominantemente utilizadas na pesquisa com LCE, embora
alguns trabalhos tém ampliado a técnica para as cobaias (REX, FINK et al.,
1994; REX, MARSDEN et al., 1993; VARTY, MORGAN et al., 2002). Todas
essas espeécies demonstram esquiva dos bracos abertos, porém existem
diferencas notaveis nos niveis de atividade geral sobre o labirinto, que podem,
por sua vez, ter implicagcbes para o calculo dos niveis de ansiedade basal.
Considerando racas intra-especies, variacoes significativas foram reportadas
para ratos (PELLOW et al., 1985; RODGERS, DALVI, 1997) e, principalmente
camundongos (COLE, BURROUGHS et al., 1995; DERE, TOPIC et al., 2002;
TREIT, 1985). Niveis de comportamento tipo-ansiedade também tendem a
aumentam com a idade em ambos, ratos e camundongos (RODGERS, COLE,
1994).

Em relacdo a influéncia do género, alguns estudos ndo apresentaram
diferenca entre os géneros no comportamento do animal no LCE
(STEENBERGEN, HEINSBROEK et al., 1990). Outros demonstram que ratas
passam mais tempo nos bracos abertos do labirinto que ratos machos, assim
indicando um menor nivel de ansiedade em fémeas (JOHNSTON, FILE, 1991;

STEENBERGEN, FARABOLLINI et al., 1991). Em contraste, ha estudos que
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sugerem que machos sdo menos ansiosos que fémeas (RODGERS, COLE,
1994).

Ainda, fémeas podem apresentar diferencas entre si, de acordo com sua
fase no ciclo estral. O ciclo estral do animal € composto de quatro fases
(metaestro, diestro, proestro e estro) e tem duracéo de 4 a 5 dias. As fases do
ciclo ocorrem de acordo com as flutuacbes hormonais (Figura 2): baixas
concentracbes de hormonios foliculo estimulante (FSH) e inicio do aumento
gradual da secrecéo de estradiol corresponde a fase metaestro (no primeiro dia)
e diestro (no segundo dia); o aumento dramatico do estradiol induzindo um pico
de hormoénio luteinizante (LH) e aumento de progesterona que antecede a
ovulacdo corresponde a fase proestro; e a fase estro é o periodo de
receptividade sexual e o dia efetivo da ovulacado, caracterizado por decréscimo
das concentracées hormonais (BECKER, ARNOLD et al., 2005; FREEMAN,

2006).
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Figura 2. Padrdes de estradiol, progesterona e LH e m humanos (A) e ratos (B) durante
o ciclo ovulatério. Unidade de tempo no painel A é em dias e em B em horas. As
barras escuras em B indicam o periodo escuro do ciclo dia/noite (Adaptada de
BECKER et.al, 2005).

Sobre o papel do ciclo estral no LCE, tem sido demonstrado que fémeas
exibem menor conflito no labirinto, e, portanto menor ansiedade, quando
testadas na fase do diestro (MARCONDES, MIGUEL et al., 2001) ou na fase do
proestro e estro (DIAZ-VELIZ, ALARCON et al., 1997). Porém, outros estudos
nao revelam alteracdo no nivel de ansiedade entre as fases de estro e diestro
(BITRAN, HILVERS et al., 1991; NOMIKOS, SPYRAKI, 1988). Ainda, Mora et
AL. (MORA, DUSSAUBAT et al.,, 1996) observou que fémeas podem exibir
menor ansiedade quando sao testadas nas fases do proestro e estro, desde que
o nivel de iluminac&o do LCE seja baixo (10 Lux) ou metaestro, em elevado nivel
de iluminacédo (200 Lux). Portanto, os dados de literatura revelam que o papel do

ciclo estral sobre o comportamento de fémeas no LCE é inconclusivo e merece
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maior investigacao. Além disso, o papel da luminosidade relativa entre os bracos
do LCE ainda nao foi investigado em fémeas. Desde que ja foi demonstrado, em
machos, que a luminosidade relativa entre os bracos do LCE é uma variavel
critica para o estabelecimento da preferéncia pelos bragos fechados, € possivel
que os resultados conflitantes em relagdo ao comportamento exploratorio de
fémeas no LCE possa ser atribuido a diferentes niveis de luminosidade relativa
utilizados em tais experimentos.

Esse fato é relevante porque, do total de 3.600 estudos mencionados
anteriormente, apenas 25% usaram fémeas como sujeitos experimentais, o que
€ contraditério com o campo clinico, pois, como ja citado, mulheres apresentam
uma prevaléncia maior de TA que homens (AFIFI, 2007; BEBBINGTON, 1998;
JENKINS, 1985; SIMONDS, WHIFFEN, 2003). Assim, ha poucos estudos
realizados utilizando animais do sexo feminino em relacdo ao masculino no LCE,
e esses mostram resultados contraditorios em relacdo a ansiedade e ciclo estral,
também poucos deles consideram a luminosidade, e os que consideram, levam
em conta o nivel absoluto de luminosidade. Isto posto, o presente estudo avaliou
o papel de gradiente de luminosidade entre os bragcos abertos e fechados
(A/Faux) do LCE sobre o comportamento exploratorio de ratos Wistar fémeas em
diferentes fases do ciclo estral. Ainda, porque LCE € um teste pré-clinico de
triagem de drogas de ansiedade, também foi avaliado o efeito de uma droga
ansiolitica classica, tipo benzodiazepinica, em ratos fémeas nas diferentes fases

do ciclo submetidas a diferentes A/Fajx.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o papel da luminosidade relativa entre os bracos abertos e
fechados (A/Faux) do labirinto sobre o comportamento exploratério de ratas em
diferentes fases do ciclo estral, bem como as implicacées do A/Faux na validade

preditiva do LCE.

2.1. Objetivos especificos

= Verificar se ratas nas diferentes fases do ciclo estral apresentam padrbes

de comportamento exploratério distintos no LCE;

= Verificar se 0 A/Fpux altera o comportamento exploratério de ratas em

diferentes fases do ciclo estral;

= Verificar se o A/Faux altera a deteccéo de uma droga ansiolitica no LCE em

ratas nas diferentes fases do ciclo estral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

No presente estudo, ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus), com 10 —
12 semanas de idade e peso variando entre 200 e 2509, foram utilizados como
sujeitos experimentais. Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Previamente ao
experimento, as ratas foram submetidas a sete dias de adaptacao ao biotério do
Laboratorio de Sistemas Emocionais e Motivacionais. Os animais foram
distribuidos em grupos (n=5) e alojados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16
cm) forradas com serragem, tendo livre acesso a agua e racao. A temperatura
da sala foi controlada (25°C + 2<C), e mantida em ciclo claro/escuro de 12 horas
(luzes acendendo as 06:00 horas e apagando as 18:00 horas). Durante esse
periodo, os animais foram manipulados apenas para limpeza das caixas, a cada
48 horas.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os principios
éticos na experimentagcdo animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC).



45

3.2. Droga

Midazolam (MDZ) é uma droga ansiolitica com acdo em receptores
benzodiazepinicos do complexo receptor GABAA (SWEETMAN, 2009). O MDZ
foi diluido em solucéo salina (NaCl 0,9%) a uma dose previamente reportada na
literatura como sendo ansiolitica (1,0 mg.kg-1) (ALBRECHET-SOUZA,
OLIVEIRA et al, 2005; DE ARAUJO GODINHO et al, 2007; ROSA,
VANDRESEN et al., 2000; SALONEN, ONAIVI et al., 1992), em um volume de
0,1mL por 100g de peso corporal. A administracdo da droga foi realizada por via

intraperitoneal.

3.3. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto € constituido de duas passarelas de madeira, dispostas
perpendicularmente, formando, assim, uma cruz simétrica. Cada um dos quatro
bracos possui 50 cm de comprimento por 10 cm de largura. Dois bragos opostos
sao fechados por paredes laterais de 40cm de altura, enquanto os dois bragos
restantes sao abertos, circundados por uma pequena borda (1 cm) para reduzir
a ocorréncia de quedas. Na juncdo entre os quatro bracos delimita-se uma area
central de 100 cm?. O aparato como um todo, é elevado a 50cm do solo.

Duas configuracbes de LCE foram utilizadas: uma com o0s bracos
fechados do labirinto compostos de vidro transparente (Figura 3A), e outra com
0os bracos compostos de vidro fumé (Figura 3B). Ambos os LCE foram

confeccionados com o mesmo material, a fim de evitar diferencas tigmotaxicas.
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Quatro lampadas fluorescentes (15W cada), dispostas igualmente em forma de
cruz (Figura 4 e Figura 5), 100cm acima do labirinto, foram utilizadas como Unica
fonte de iluminacdo. Essas lampadas forneceram diferentes médias de Lux
incidente nos bracos abertos e fechados do LCE. O gradiente de luminosidade
ou luminosidade relativa (A/FaLux) foi definido como a diferenca de Lux entre os
bracos abertos e fechados do labirinto. Dependendo da configuracdo do
labirinto, foram encontrados LCE com diferentes A/F, ux: LCE vidro transparente
(LCE 10 A/FaLux; bracos abertos: 358 Lux, bracos fechados: 348 Lux, A/FaLux =
10) e LCE vidro fumé (LCE 96 A/FLx; bracos abertos: 336 Lux, bracos
fechados: 240 Lux, A/FLux = 96).

Cada animal foi colocado no centro do labirinto, com a face voltada para
um dos bracos fechados. Foi permitido aos ratos explorar livremente o LCE por 5
minutos. Para evitar pistas odoriferas entre animais, o labirinto foi limpo com
tecido umedecido em solucédo alcool a 20%. A eventual queda de um rato do
labirinto implicou necessariamente na sua exclusdo do estudo. As sessdes
experimentais foram filmadas com auxilio de uma WebCam e os
comportamentos transcritos através do programa Etholog 2.2.5 (OTTONI, 2000).
Todos os experimentos foram realizados no periodo vespertino (13:00 — 17:00h),
com o experimentador fora da sala de teste (Figura 5).

As variaveis temporal-espaciais, como numero de entrada e tempo nos
bracos abertos e fechados, foram analisadas. O critério de definicdo de entrada
e saida de bracos foi a colocagcdo das quatro patas do animal dentro e fora de
um braco, respectivamente. O comportamento exploratorio nos bracos abertos
foi expresso pela porcentagem de entrada (Y%EBA) e de tempo de permanéncia

nos bracos abertos (%TBA). Baseado no fator de analise dos ratos no LCE, a
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%EBA e %TBA foram utilizadas como variaveis negativamente correlacionadas
com o nivel de medo/aversdo dos bracos abertos. O nimero de entrada nos
bracos fechados (EBF) foi usado como variavel representativa da atividade
locomotora do animal, ja que essa é pouco influenciada por niveis de ansiedade

(CRUZ, FREI et al., 1994).

Figura 3. Duas configuracfes do labirinto em cruz e levado (LCE), conferinfo diferentes

gradientes de luminosidade entre os bracos abertos e fechados. (A) Labirinto
com bragos fechados compostos de vidro transparente (LCE 10 A/F,u) € (B)
Labirinto com bragos fechados compostos de vidro fumé (LCE 96 A/F, ).
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Figura 4. Foto da sala de experimentacdo e imagem r efletida das quatro lampadas
fluorescentes dispostas em forma de cruz usadas com 0 Unica fonte de

iluminacé@o durante os experimentos.

Labirinto em Cruz Elevado Lampadas em aruz WebCam Computador
A A A A

/
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Figura 5. Esquema da sala de experimentacé&o.
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3.4. Determinacao da Fase do Ciclo Estral

Para determinar em qual fase do ciclo estral as ratas estavam ao serem
testadas no LCE, cerca de duas gotas de solucéo salina foram introduzidas na
abertura vaginal do animal, com a ajuda de um conta-gotas. A solucdo foi
ejetada dentro da vagina e entdo coletada, por duas ou trés vezes. Esse fluido
foi transferido para uma lamina e a amostra foi imediatamente analisada sob um
microscépio 6tico, pelo método de verificagdo direta (BECKER et al., 2005).
Esse método é considerado uma técnica confiavel, eliminando, assim, a
necessidade de uso de técnicas que despendem mais tempo, sdo0 menos
praticas e de maior custo, como as técnicas Papanicolau ou de coloracédo azul
de metileno (YENER, TUNC et al., 2007).

Visto que as mudancas na citologia vaginal sdo correlacionadas com os
niveis circulantes dos hormonios sexuais estrogénio e progesterona na corrente
sanguinea (FRICK, BURLINGAME et al., 2000), e, portanto, com as fases do
ciclo estral, a determinacéo da fase do ciclo foi realizada através da analise das
células presentes no liquido coletado. Trés tipos celulares foram identificados na
amostra: (1) células epiteliais nucleadas, que sdo arredondadas e apresentam
nacleo proeminente; (2) leucocitos, sdo células pequenas, com citoplasma
granular e, se analisado sob maior ampliacdo, geralmente contém nucleo
vesiculado; e (3) células epiteliais cornificadas, caracterizadas pela auséncia de
nacleo observavel, citoplasma granular e forma irregular (FREEMAN, 2006).

As fases do ciclo estral foram identificadas conforme a proporcao entre
essas células (MANDL, 1951; MARCONDES, BIANCHI et al., 2002). Assim, a

fase metaestro foi identificada nas amostras contendo a mesma propor¢cao de
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células epiteliais nucleadas e leucdcitos, além de algumas células epiteliais
cornificadas dispersas; a fase diestro foi caracterizada pela predominancia de
leucocitos e células epiteliais nucleadas dispersas; a fase proestro foi
identificada pela predominancia de células epiteliais nucleadas, muitas vezes
aparecendo em grupos; e a fase estro, pela presenca de camadas densas de
células epiteliais cornificadas (Figura 6; FREEMAN, 2006; MANDL, 1951,
MARCONDES et al., 2002).

A determinacdo do ciclo estral foi realizada sempre apds o teste
comportamental (13:00 — 17:00h). A citologia vaginal ndo foi monitorada antes
dos procedimentos experimentais, pois a manipulacédo animal (ANDREWS, FILE,
1993) e estimulacdo vaginal-cervical que ocorre durante a coleta da amostra
pode alterar respostas comportamentais subsequentes (ANDREWS, FILE, 1993,

FRYE et al., 2008).
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Figura 6. Laminas de esfregaco vaginal:  Citologia nas diferentes fases do ciclo estral de
ratas Wistar fémeas (Adaptado de BECKER et al., 2005).
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3.5.  Procedimento Experimental

3.5.1. Experimentol : Efeito da fase do ciclo estral de ratas testadas em LCE com

diferentes A/F,ux

Para o Experimentol, os animais foram divididos em dois grupos. O
primeiro grupo foi submetido ao LCE 10 A/FaLux, € 0 segundo grupo ao LCE 96
A/FLux, conforme descrito no item 3.3. ApOs a exposi¢cdo dos animais aos LCE,
cada animal teve sua fase do ciclo estral determinada, de acordo com o item 3.4.
Ao final do experimento, foram formados oito grupos representando os dois

A/F,Lux € as diferentes fases do ciclo estral (Tabela 5).

Tabela 5. Grupos de animais do Experimentol, formad  os de acordo com A/F , .« € as
diferentes fases do ciclo estral

LCE 10 A/FaLux 96 A/FaLux
Metaestro n=7 n=14
Diestro n=21 n=25
Proestro n=14 n=25

Estro n=17 n=16
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3.5.2. Experimento2: Efeito de droga ansiolitica em ratas nas diferentes fases do ciclo

estral testadas em LCE com diferentes A/F . ux

Para a avaliacdo do efeito de droga ansiolitica em ratas testadas em
diferentes configuragcbes de LCE, os animais foram tratados, por via
intraperitoneal (ip), com Salina (0,9%) ou MDZ (1,0 mg.kg™). Trinta minutos apés
a administracao ip, os grupos foram submetidos ao LCE 96 A/FaLux, Ou ao LCE
10 A/FaLux, conforme o item 3.3. Imediatamente apos o teste no labirinto, cada
animal teve seu ciclo estral determinado conforme item 3.4. Nesse experimento,
as ratas foram subdivididas em 16 grupos, conforme tratamento com droga,

A/F,Lux € fase do ciclo estral (Tabela 6).

Tabela 6. Grupos de animais do Experimento2, confor  me tratamento com droga,
A/F ,Lux € fase do ciclo estral

LCE 10 A/FaLux 96 A/FaLux
SAL MDZ SAL MDZ
Metaestro n=7 n=7 n=9 n=10
Diestro n=19 n=14 n=21 n=15
Proestro n=7 n=7 n=13 n=13

Estro n=12 n=38 n=14 n=11
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3.6. Analise Estatistica

Os dados do Experimentol foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, com A/F,Lux como Fator 1 e Fase do ciclo estral como
Fator 2. No Experimento 2, os dados foram analisados por ANOVA de 3 vias
(Fator 1: Tratamento com droga, Fator 2: A/F, ux € Fator 3: Fase do ciclo estral).

Como cada fase do ciclo das ratas apresenta diferentes duracdes
(Metaestro,~6-8h; Diestro, ~55-57h; Proestro, ~12-14h; Estro, ~25-27h)
(FREEMAN, 2006), e a determinacdo da fase do ciclo foi realizada somente
apos o teste comportamental, houve diferenca no tamanho dos grupos. Diante
disso, foi escolhido utilizar um teste Post-hoc especifico para grupos compostos
de diferentes nimeros: teste de Tukey HD para N desiguais. Assim, as ANOVAs
foram seguidas do teste de Tukey (“n” desiguais) para multiplas comparacdes
quando pertinente.

Ainda, foi realizada uma analise de regressao multipla para estimar se e
como as variaveis independentes (Tratamento com droga, A/Faux € Fase do
ciclo estral) se relacionam com as dependentes (%EBA, %TBA e EBF). Apenas

valores de probabilidade menores que 5% foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimentol: Efeito da fase do ciclo estral de ratas testadas em

LCE com diferentes A/FaLux

A Tabela 7 apresenta os resultados da ANOVA de duas vias para 0s
fatores A/F,Lux € Fase do ciclo estral. Como pode ser observado na tabela, a
ANOVA revelou efeito principal significativo para as variaveis %EBA e %TBA em
relacdo ao fator A/F, ux, mas ndo em relacéo ao fator Fase do ciclo estral. Houve
interacdo entre os fatores A/F,Lux € Fase do ciclo estral somente em relacéo a

variavel %TBA.

Tabela 7. Resultados da ANOVA de duas via indicando os efeitos principais e

interacdo entre fatores do Experimentol

Fatores e interacdes %EBA %TBA EBF
AlF ALux Fa,131)= 4,97, p<0,05 Fa,131)= 8,26; p<0,05 Faisy= 1,15, NS
FCE Fiasy= 1,66; NS Fiasy= 2,23; NS Fiasy= 0,37; NS
AlF L X FCE Fsas1= 0,34; NS Faa31) = 4,43; p<0,05 F@a31= 1,80; NS

Ratos Wistar fémeas em diferentes fases do ciclo estral (FCE) foram expostos a labirintos em cruz
elevados com diferentes niveis de luminosidade relativa entre os bragos abertos e fechados (A/FaLw).

NS indica valores de p ndo significantes.
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A Figura 7 representa o padrao exploratério dos bracos abertos de ratas
fémeas nas diferentes fases do ciclo estral, expostas aos LCE 10 e 96 A/Fs ux. O
teste post-hoc de Tukey ndo revelou diferenca significativa entre 0s grupos,
quando avaliado pela %EBA (Figura 7A). Analisando a %TBA, o teste post-hoc
revelou que animais na fase estro do ciclo estral testadas em LCE 10 A/FaLux
permaneceram mais tempo nos bracos abertos em relacdo a animais na mesma
fase do ciclo testados em LCE 96 A/F, ux (Figura 7B).

Em relacéo a variavel dependente EBF (Figura 8), a ANOVA nao revelou
efeito principal significativo em relacéo aos fatores A/F, ux € Fase do ciclo estral.
Como a variavel EBF é representativa da atividade locomotora do animal, tanto o
A/FALux como a Fase do ciclo estral ndo alteraram a atividade locomotora do
animal.

A Tabela 8 apresenta os resultados da analise de regressao linear
multipla para as variaveis independentes A/F,ux € Fase do ciclo estral. O valor
do coeficiente de magnitude (B) da regressao linear multipla indica a direcdo e a
magnitude da associacao entre as variaveis analisadas. Desse modo, %EBA (B=
-0,226) e %TBA (B=-0,235) estdo associados de forma negativa com a variavel
A/FaLux- Ou seja, para cada aumento unitario do A/Fa ux, as variaveis %EBA e
%TBA diminuirdo na ordem de 22,6 e 23,5% por unidade, respectivamente.
Assim, o aumento do A/Fux.€Std associado com o decréscimo das variaveis
representativas da exploracdo dos bracos abertos. Nado houve associacao
significativa entre A/F,.ux e EBF.

Ja para a variavel independente Fase do ciclo estral, ndo houve

associacao significativa em relacdo as variaveis %EBA, %TBA e EBF. Dessa
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maneira, a mudanca da fase do ciclo estral ndo se apresenta associada com

alteracdo da exploracéo dos bracos abertos e fechados no LCE.
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Figura 7. Padrao exploratério dos bragos abertos de

ciclo estral expostas a dois tipos de labirinto em

Proestro

Estro

ratas fémeas em diferentes fases do

cruz elevado. Ratos Wistar fémeas

em diferentes fases do ciclo estral foram expostos a labirintos em cruz elevados com

diferentes niveis de luminosidade relativa entre os bracos abertos e fechados (A/F, ). O

painel A representa os valores da %Entrada nos bragos abertos e o painel B, os valores

da %Tempo nos bracos abertos. Os dados estédo expressos como média + erro padrdo. *

p<0,05 em relacdo ao grupo Estro exposto ao labirinto 96 A/F,ux (ANOVA de trés vias

seguida de teste post-hoc de Tukey para n desiguais).
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Tabela 8. Resultados da analise de regressdao multip la indicando os valores do
coeficiente de magnitude ( B) relativo a associacBes entre as variaveis

independentes e dependentes no Experimentol

Variaveis Dependentes

Variaveis %EBA %TBA EBF
Independentes
B valor de p B valor de p B valor de p
AIFLux -0,226 p<0,05 -0,235 p<0,05 -0,035 NS
Ciclo estral -0,097 NS -0,063 NS -0,043 NS

Ratos Wistar fémeas em diferentes fases do ciclo estral (FCE) foram expostos a labirintos em cruz
elevados com diferentes niveis de luminosidade relativa entre os bracos abertos e fechados (A/F,Lu)-

%EBA (r = 0,250), %TBA (r = 0,245); EBF (r = 0,188). NS indica valores de p néo significantes.
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Figura 8. Numero de entrada nos bracos fechados de ratas Wistar em diferentes fases do
ciclo estral testadas em dois LCE com diferentes ni  veis de luminosidade relativa.
Ratos Wistar fémeas em diferentes fases do ciclo estral foram expostos a labirintos em
cruz elevados com diferentes niveis de luminosidade relativa entre os bragos abertos e
fechados (A/F, ). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo (ANOVA de

trés vias seguida de teste post-hoc de Tukey para n desiguais).
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4.2. Experimento 2. Efeito de droga ansiolitica em ratas nas diferentes

fases do ciclo estral testadas em LCE com diferentes A/Faux

Os resultados da ANOVA de trés vias estdo demonstrados na Tabela 9.
Como pode ser observado, ANOVA revelou efeito principal significante para as
variaveis %EBA e %TBA em relacdo aos fatores Tratamento com droga e
A/FaLux, mas ndo em relagdo ao fator Fase do ciclo estral. A administragcéo
sistémica do MDZ aumentou ambas as variaveis %EBA (Figura 9A) e %TBA
(Figura 9B) em animais submetidos tanto ao LCE 10 A/Fjux como ao de 96
A/FLux, quando comparados aos animais tratados com salina, independente da
fase do ciclo estral. Ainda, os animais testados em LCE 10 A/F, ux apresentaram
maior exploracéo dos bracos abertos quando comparados com animais testados
em LCE 96 A/FaLux.

Considerando a variavel EBF (Figura 10), a ANOVA ndo demonstrou
efeito significativo em relacdo a nenhum dos fatores. Ainda, ndo foi observada
interacdo entre fatores para as variaveis analisadas na ANOVA. Assim, o
tratamento com MDZ nao afetou a variavel EBF em nenhum dos grupos. Ou
seja, a atividade locomotora dos animais nao foi alterada pela administracédo de

MDZ.



Tabela 9. Resultados do teste ANOVA de trés vias in

interacBes entre fatores do Experimento?2
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dicando os efeitos principais e

Fatores e interacdes

%EBA

%TBA

EBF

T.Droga

A/ FALux

FCE

T.Droga x A/FLux

T.Droga x FCE

AlF,ux X FCE

Droga x A/F, ux X FCE

F(l,l7l) = 88,97; p<0,05

Fa.171)= 6,02; p<0,05

F(3’171) = 0,43, NS

F(1’171) =0,73; NS

F(3’171) =0,41; NS

F(3’171) =0,22; NS

F(3’171) = 0,52, NS

F(1’171) = 120,38, p<0,05

Faa71=7,02; p<0,05

F(3’171) = 0,77, NS

F(l,l7l) =1,81;NS

F(3’171)=2,05; NS

F(3’171) =0,24; NS

F(3’171) = 0,21, NS

F(1’171) =2,21; NS

F(1’171) = 3,82; NS

F(3’171) =0,27; NS

F(1’171) =0,01; NS

F(3’171) = 0,28, NS

F(3’171)= 1,44; NS

F(3’171) = 0,36, NS

Ratas Wistar em diferentes fases do ciclo estral (FCE) foram tratadas com salina (SAL; 0,9%) ou
Midazolam (MDZ; 1,0mg.kg™) por via i.p. 30 minutos apés a administracdo das drogas, os animais
foram expostos a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de luminosidade entre os

bragos abertos e fechados (A/Fa.u). T.Droga significa o fator Tratamento com Droga e NS indica

valores de p néo significantes.
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Figura 9. Efeito tipo ansiolitico do Midazolam em | abirintos em cruz elevado com

diferentes gradientes de luminosidade entre os brag os abertos e fechados. Ratas
Wistar em diferentes fases do ciclo estral foram tratadas com salina (SAL; 0,9%) ou
Midazolam (MDZ; 1,0mg.kg™) por via i.p. 30 minutos ap6s a administracdo das drogas,
0s animais foram expostos a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de
luminosidade entre os bracos abertos e fechados (A/F,.). O painel A apresenta a
variavel %Entrada nos bragos abertos, enquanto o painel B apresenta a %Tempo nos
bracos abertos. Os dados estédo representados como média * erro padrdao. ANOVA de
trés vias, com efeito principal significante para os fatores Tratamento com droga e
AFaLux
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Figura 10. Namero de entrada nos bragos fechados de ratos Wistar fémeas tratadas com
salina ou Midazolam. Ratas Wistar em diferentes fases do ciclo estral foram tratadas
com salina (SAL; 0,9%) ou Midazolam (MDZ; 1,0mg.kg™) por via i.p. 30 minutos apds a
administracdo das drogas, os animais foram expostos a labirintos em cruz elevados com
diferentes gradientes de luminosidade entre os bragos abertos e fechados (A/F,Lu)-

Dados estdo expressos como média + erro padrédo (ANOVA de trés vias).
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Na Tabela 10 estdo demonstrados os resultados da analise de
regressao linear multipla para o Experimento 2. A andlise de regressao linear
multipla revelou um valor de B positivo para variavel independente Tratamento
com droga em relacéo as variaveis dependentes %EBA e %TBA, mostrando que
o Tratamento com droga esta positivamente associado com a exploracdo dos
bracos abertos.

No caso de A/Fsux, 0S valores de B encontrados foram negativos para
%EBA e %TBA, demonstrando uma associacado inversamente proporcional.
Dessa maneira, quanto menor o gradiente de luminosidade entre os bracos
abertos e fechados, maior é a exploracédo dos bracos abertos. Ja a Fase do ciclo
estral ndo apresentou associacao significativa em relacdo a %EBA e %TBA.

Na variavel EBF, a analise de regressao linear multipla nédo indicou
nenhuma associacdo significativa em relacdo as variaveis independentes.
Assim, uma alteracdo no gradiente de luminosidade, tratamento com droga e

fase do ciclo estral ndo modificam a atividade locomotora dos animais.
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Tabela 10. Resultados da analise de regressdo multi pla indicando os valores do
coeficiente de magnitude ( B) relativo a associacbes entre as variaveis

independentes e dependentes no Experimento2

Variaveis Dependentes

Variaveis %EBA %TBA EBF
Independentes
B valor de p B valor de p B valor de p
Tratamento com droga 0,602 p<0,05 0,668 p<0,05 -0,113 NS
AIFaLux -0,145 p<0,05 -0,158 p<0,05 0,100 NS
Ciclo estral -0,028 NS -0,041 NS -0,015 NS

Ratas Wistar em diferentes fases do ciclo estral foram tratadas com salina (SAL; 0,9%) ou Midazolam
(MDZ; 1,0mg.kg™) por via i.p. 30 minutos ap6s a administracdo das drogas, os animais foram expostos
a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de luminosidade entre os bragos abertos e
fechados (A/FsLu). YEBA (r = 0,618), %TBA (r = 0,686); EBF (r = 0,151). NS indica valores nao

significativos.
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5. DISCUSSAO

Dos modelos animais de ansiedade disponiveis, o Labirinto em Cruz
Elevado é um dos mais populares (RAMOS, 2008; RODGERS, DALVI, 1997).
Como resultado direto dessa popularidade, muitas versdes desse teste existem,
e essas variacbes metodoldgicas inter-laboratorios tém contribuido para
inconsisténcias no padrao exploratério de ratos no LCE e, conseglientemente,
na sensibilidade do teste durante a triagem de drogas tipo-ansioliticas
(RODGERS, DALVI, 1997). Algumas dessas variacoes estdo ligadas ao
procedimento experimental, como a luminosidade, e outras s&o inerentes ao
sujeito, como o ciclo estral (GARCIA et al., 2005; MORA et al., 1996; MORATO,
CASTRECHINI, 1989).

Pellow e colaboradores (1985) demonstraram que ratos exibem
preferéncia pelos bragos fechados, pois os bracos abertos séo regides dotadas
de propriedades estressantes e indutoras de medo. De fato, ratos expostos aos
bragcos abertos apresentam aumento de liberacdo de corticosterona, e
comportamentos relacionados com medo, quando comparados aqueles
expostos aos bracos fechados (PELLOW et al., 1985). Tem sido proposto que o
estabelecimento da esquiva dos bragos abertos requer a exposi¢do do animal a
um ambiente com diferentes graus de aversdo, ou seja, simultaneamente a
presenca de bracos abertos — desprotegidos — e bracos fechados — protegidos
(BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002). Ainda, foi sugerido que o comportamento
tipico de ratos no LCE convencional é causado pelas -caracteristicas

contrastantes dos bracos abertos e fechados, ao invés de as caracteristicas
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aversivas fisicas dos bragos abertos per se (SALUM, ROQUE-DA-SILVA et al.,
2003).

Originalmente foi proposto que o padrdo exploratério do animal,
analisado através do estabelecimento de preferéncia pelos bracos do LCE, era
devido ao medo induzido pela incapacidade do animal em realizar exploracéo
dos bracos abertos através de vibrissas (TREIT et al., 1993). Entretanto,
experimentos realizados no nosso laboratério (dados nao publicados), nos quais
ratos Wistar tiveram suas vibrissas retiradas e foram expostos ao LCE,
demonstram que as vibrissas parecem nao ser importantes para a determinacao
da preferéncia pelos bragcos no labirinto. Da mesma maneira, em um estudo
realizado em 2001 (CARDENAS et al.,, 2001), ratos tiveram suas vibrissas
cortadas em diferentes comprimentos do foliculo (ponta, parte média e vibrissa
inteira), e se comportaram de forma semelhante no LCE, preferindo explorar os
bracos fechados aos abertos, apontando que o sistema de vibrissas pode nao
ser o principal sistema utilizado pelo rato na exploracdo do LCE. Ainda, nosso
grupo ja demonstrou que a luminosidade relativa entre os bracos abertos e
fechados do labirinto representa uma variavel determinante no estabelecimento
de preferéncia dos bracgos no labirinto (PEREIRA et al., 2005). Assim, o sistema
visual também parece estar envolvido no padréo exploratério do animal no LCE.

No presente estudo, ambos os labirintos utilizados foram construidos
com o mesmo material, tendo a finalidade de evitar diferencas na exploracéo
tigmotaxica, ja que alguns estudos com ratos e camundongos demonstraram
que alteracdes na percepcao tatil do animal podem afetar seu padrdao geral de
comportamento exploratério (SIMON, DUPUIS, COSTENTIN, 1994; TREIT,

FUNDYTUS, 1988). Alem disso, assim como com outros pesquisadores, 0S
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experimentos foram realizados sob condicbes controladas para estimulos
olfativos e auditivos; através da limpeza do LCE entre as exposi¢des dos ratos, e
através de ruidos minimizados durante o periodo de experimento. Nesse
sentido, nosso estudo analisou o sistema visual do animal na preferéncia de
bracos durante a exploracéao do LCE.

Considerando a variavel metodolégica luminosidade relativa, Pereira et
al. (2005) indicou que a capacidade do animal em discriminar areas no LCE com
mais ou menos luminosidade pode direcionar a exploracdo do labirinto para
areas com baixa luminosidade e, portanto, com baixo grau de aversédo. Dessa
forma, estabelecendo preferéncia dos animais pelos bracos fechados do
labirinto. Isso se deve ao fato de os bracos abertos serem mais iluminados que
os bracos fechados.

Os dados dos Experimentosl e 2 estdo de acordo com 0 proposto por
Pereira e colaboradores (2005), visto que a analise de regressao linear multipla
apontou para uma associacdo negativa entre A/Faux € YEBA e %TBA. Assim,
com a diminuicdo do A/Faux foi observado um aumento das variaveis
representativas da exploracdo do braco aberto. Dessa maneira, fémeas, da
mesma forma que machos, tém seu padrdo exploratério alterado com a
modificacdo do A/Fux. Entretanto, os dados da regressao linear multipla devem
ser analisados com cautela, ja que a analise estatistica foi realizada utilizando
apenas dois valores de variavel independente (10 e 96 A/Fauy). E possivel que a
presenca de um terceiro ponto (mais um valor de A/Fux) possa demonstrar uma
tendéncia de reta diferente da encontrada. Assim, o resultado do teste de
regressao linear multipla com trés pontos pode ser mais fidedigno, em relacéo

ao mesmo teste com apenas dois, como realizado no presente estudo.
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Ao comparar o padrdo exploratério dos animais testados nos dois
AlFaux, ratas na mesma fase do ciclo apresentaram comportamentos
semelhantes; apenas as ratas na fase estro apresentaram comportamentos
exploratdrios distintos — animais nessa fase do ciclo expostos ao LCE 10 A/F ux
apresentaram maior tempo de permanéncia nos bragos abertos que 0s expostos
ao LCE 96 A/Faux. Ratos albinos, como os Wistar usados nos nossos
experimentos, apresentam uma acuidade visual baixa (PRUSKY, HARKER et
al., 2002). Mesmo assim, a luminosidade parece ser importante para seu
comportamento exploratério geral (JACOBS, FENWICK et al., 2001), j& que, no
caso de ratos albinos, 99% da sua retina consiste em bastonetes, células
responsaveis por detectar niveis de luminosidade (CARTER-DAWSON, LAVAIL,
1979; LA VAIL, 1976). Nesse sentido, o presente estudo sugere que ratos
albinos testados sob um baixo A/F,ux apresentam dificuldade em discriminar
visualmente areas com maior e menor nivel de luminosidade, sendo que ratas
na fase estro podem apresentar uma menor sensibilidade a luminosidade
relativa, apresentando uma maior dificuldade em discriminar a diferenca aversiva
dos bracos abertos e fechados.

De fato, estudos tém demonstrado que mulheres saudaveis podem
apresentar sensibilidade visual alterada nas diferentes fases menstruais
(EISNER, BURKE et al., 2004). Outro estudo analisou o eletroencefalograma de
mulheres e indicou que pode ocorrer uma relacdo entre o ciclo menstrual e a
potenciais elétricos evocados pela visdo (TASMAN, HAHN et al., 1999). Ainda, ja
foi reportada presenca de dois subtipos de receptores de estrogénio (a e B) na
retina de humanos (MUNAUT et al., 2001; OGUETA et al., 1999), porém o papel

desses receptores permanece desconhecido. Assim, uma possivel explicacéao
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para o resultado encontrado no presente trabalho, € que os niveis hormonais
durante a fase estro do ciclo ovariano de ratas Wistar pode diminuir a
sensibilidade do animal ao gradiente de luminosidade. Dessa maneira, para
ratas na fase estro, a visdo apresenta uma capacidade limitada de discriminar
diferencas de luminosidade, e os bracos abertos tém seu grau de aversao
diminuido devido a atenuacéo das caracteristicas contrastantes entre os bracos
abertos e fechados do LCE.

Em relacéo a influéncia do ciclo estral sobre o comportamento de ratas
no LCE, o presente estudo indicou que ratas nas diferentes fases do ciclo
apresentaram o mesmo padrdo exploratorio no labirinto. De fato, ndo foi
observado efeito principal na ANOVA para a variavel Ciclo Estral no
Experimentol nem no Experimento2. Ainda, resultados da analise de regresséo
linear multipla ndo revelaram associacao significante entre Ciclo estral e as
variaveis representativas da exploracdo do braco aberto e do braco fechado,
também em ambos os experimentos (1 e 2). Os resultados apresentados estédo
de acordo com estudos prévios reportados na literatura, os quais indicam que o
comportamento de ratos fémeas no labirinto permanecem inalterados
independente da fase do ciclo estral nos animais (BITRAN et al., 1991,
NOMIKOS, SPYRAKI, 1988). Entretanto, outros estudos demonstram que ratas
apresentam exploracdo dos bracos abertos do LCE aumentada durante a fase
proestro (DIAZ-VELIZ et al., 1997; MARCONDES et al.,, 2001; MORA et al.,
1996), estro (DIAZ-VELIZ et al.,, 1997; MORA et al.,, 1996), e/ou metaestro
(MORA et al., 1996). Porém, a comparacdo desses resultados com o presente
estudo é dificil, pois alguns dos estudos apresentados na literatura fornecem o

nivel absoluto (ndo o relativo) de iluminacdo; e, em outros casos, 0 nivel de
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iluminacdo ndo é citado. Assim, essas discrepancias encontradas entre 0s
resultados podem ser atribuidas a diferencas nessas condicbes experimentais
adotadas.

Considerando a atividade locomotora dos animais, ANOVA nao indicou
efeito significante para o Niumero de entrada nos bracos fechados em relagéo ao
fator A/Faux No Experimentol e no Experimento2. Da mesma maneira, a analise
de regresséo linear multipla em ambos os experimentos ndo apresentou uma
associacao significante entre a variavel EBF em relacdo ao A/Fyux. AsSsim, 0
presente estudo demonstra que a atividade locomotora de ratos Wistar fémeas,
da mesma forma que em machos, néo é alterada por variagées na luminosidade
relativa entre os bracgos fechados e abertos do LCE.

Nesse experimento, tanto o LCE 10 como o LCE 96 A/Fs.ux foram
capazes de detectar efeitos antiaversivos e ansioliticos do MDZ em todas as
fases do ciclo estral. Porém, os animas testados sob baixo gradiente de
luminosidade apresentaram mudancas na linha de base do comportamento dos
animais, os quais foram maiores naqueles testados em LCE 10 A/Fsux que em
96 A/FsLux- Se considerarmos que um efeito ansiolitico completo € causado pela
auséncia de preferéncia de bracos (cerca de 50% nas variaveis %EBA e %TBA),
nos acreditamos que o0 aumento na linha de base pode resultar em uma
diminuicdo da probabilidade do LCE em detectar efeitos de drogas tipo-
ansioliticas devido ao estabelecimento de um efeito-teto. Isso ja foi demonstrado
em ratos machos, no estudo de Pereira e colaboradores (2005) no qual a linha
de base do comportamento de ratos machos testados LCE apresentou-se
dependente da A/Faux,; 0S animais apresentaram um baixo nivel de medo e de

uma diminuicdo da esquiva de bracos abertos em menores A/Faux, € um
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aumento do seu nivel de medo e esquiva de bragcos abertos sob maior A/Faux
(PEREIRA et al., 2005).

Apesar de resultados falso-negativos ndo terem sido observados no
presente estudo, ele ja foi observado em um estudo prévio (Aradjo Godinho,
2007), no qual ratos machos foram tratados com salina ou MDZ (1,0 mg/kg) e
expostos a labirintos com diferentes configuracdes. Nesse estudo, o tratamento
com MDZ nao foi ansiolitico em animais testados em labirinto com paredes
transparentes (LCE 8 A/Faux), apontando para uma deteccdo prejudicada do
efeito ansiolitico do MDZ em animais testados em baixo A/Fjyx.

Esse fato sugere que atencdo especial deve ser dada tanto ao material
de fabricacdo das paredes do braco fechado, como a fonte de iluminacao
labirinto, ou ainda, para ambos, a fim de atingir um nivel de A/FAux compativel
com uma preferéncia de braco em valores intermediarios. Essas sugestdes sao
importantes para evitar resultados falso-negativo, através do estabelecimento de
efeito-teto, e falso-positivo, através do efeito-solo. Nesse sentido, € importante
que laboratoérios que utilizam, ou planejam utilizar o LCE, estabelecam um nivel
adequado de iluminacdo entre os bracos abertos e fechados para obter
condi¢cbes oOtimas de teste no estudo de drogas tipo-ansioliticas/ansiogénicas; e
assim melhorar a sensibilidade desse modelo pré-clinico na triagem de droga
tipo-ansioliticas e -ansiogénicas.

Tomados em conjunto, algumas conclusées importantes emergem do
presente estudo: (i) O A/Faux € uma variavel metodologica importante para o
estabelecimento de preferéncia no braco LCE em ratos Wistar fémeas; (ii) O
comportamento exploratério de ratas Wistar no LCE mantém-se inalterado,

independentemente da fase do ciclo estral.
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Os transtornos de ansiedade estdo entre as mais prevalentes,
persistentes, incapacitantes e onerosos transtornos psiquiatricos. O Labirinto em
Cruz Elevado € um modelo animal bastante utilizado e permite o estudo pre-
clinico de novas drogas para o tratamento da ansiedade. Tendo em vista 0s
dados inconsistentes encontrados na literatura com o LCE, uma atencao
especial deve ser dada aos dados coletados sob condi¢des de teste idénticas e
constantes (RODGERS, DALVI, 1997). Assim, é essencial estabelecer as
variaveis metodoldgicas que podem alterar o comportamento dos animais no
labirinto, e controla-las, para que os dados sejam passiveis de comparacdes e

os resultados sejam mais fidedignos.
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6. CONCLUSOES

A fase do ciclo estral per se ndo alterou o padrao exploratorio de ratos

Wistar fémeas no LCE nos A/F,ux estudados;

O A/Faux alterou a preferéncia de bragos no LCE em ratos Wistar fémeas;

Nos LCEs com A/F,ux de 10 e 96 lux, a deteccdo do efeito ansiolitico co

midazolam nao foi prejudicada;

Em relagdo ao LCE 10A/Faux, 0 LCE 96A/Faux parece ser mais indicado
para estudos utilizando fémeas como sujeitos experimentais, visto que nao

apresentou aumento na linha de base dos animais.
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