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Duas estradas divergiam em uma floresta amarela,  

E triste sabendo que eu não poderia seguir as duas,  

E sendo um só viajante, por longo tempo eu ali me detive, 

E uma delas observei tão longe quanto pude 

Até um declive, onde desaparecia. 

  

Então tomei a outra, igualmente viável, 

E tendo talvez um atrativo especial, 

Pois mais grama possuía e ansiava uso; 

Embora, para os que lá passavam,  

As duas pareciam ter sido trilhadas por igual. 

  

E ambas naquela manhã, jaziam recobertas igualmente 

Com folhas que passo algum enegrecera. 

Oh! A primeira deixei para outro dia! 

E sabendo que um caminho leva a outro caminho, 

Duvidei 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 fez toda a diferença.  

 

Robert Frost (trad.) 
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RESUMO 

 

Este estudo avaliou o comportamento exploratório de ratos Wistar fêmeas nas 

diferentes fases do ciclo estral (FCE), em Labirintos em Cruz Elevados (LCE) com 

diferentes gradientes de luminosidade entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). 

Um grupo de ratas Wistar foi submetido ao LCE 10 A/F∆Lux ou LCE 96 A/F∆Lux 

(Experimento1); outro grupo foi tratado com uma dose ansiolítica de Midazolam (MDZ, 

1,0mg.kg-1) e submetido ao LCE 10 A/F∆Lux ou LCE 96 A/F∆Lux (Experimento2). Após a 

exposição ao labirinto, os animais tiveram sua FCE determinada. Resultados da 

ANOVA indicaram efeito principal significativo para o fator A/F∆Lux em relação às 

variáveis de exploração do braço aberto em ambos os experimentos. No entanto, no 

Experimento1, o teste de Tukey para múltiplas comparações revelou diferença 

significativa apenas para animais da fase estro do ciclo testados em LCE 10 A/F∆Lux e 

LCE 96 A/F∆Lux. A análise de regressão múltipla revelou que o A/F∆Lux está 

negativamente associado às %entradas nos braços abertos e %tempo braço aberto, 

indicando que à medida que A/F∆Lux aumenta, a exploração dos braços abertos 

diminui. As diferentes FCE não alteraram a exploração do braço aberto em nenhum 

dos LCE. Da mesma forma, a análise de regressão múltipla indicou a ausência de 

associação significativa entre o FCE e %entradas nos braços abertos, %tempo nos 

braços abertos e entradas nos braços fechados, revelando que oscilações hormonais 

subjacentes à FCE não são importantes para a exploração de fêmeas no LCE. A 

ansiólise induzida por MDZ foi detectada em ambos os LCE e em todas as FCE. 

Brevemente, os dados deste estudo são discutidos considerando a importância do 

A/F∆Lux para estabelecer a preferência de braço 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∆Lux). One 

group of female Wistar rats was exposed to either to EPM 10 O/E∆Lux or EPM 96 

O/E∆Lux (Experiment1); and another group was treated with an anxiolytic dose of 

Midazolam (MDZ, 1.0mg.kg-1) and exposed to either to EPM 10 O/E∆Lux or EPM 96 

O/E∆Lux (Experiment2). After the maze test, the animals had their PEC determined. 

ANOVA indicated a significant main effect for the O/E∆Lux factor in relation to the open 

arm exploration variables in both experiments. However, in Experiment1, Tukey’s test 

for multiple comparisons revealed significant difference only for the estrous phase of 

the ovarian cycle tested in EPM 10 O/E∆Lux and EPM 96 O/E∆Lux. A multiple regression 

analysis indicated that the O/E∆Lux is negatively associated with the %Open arm entries 

and %Open arm time, suggesting that as O/E∆Lux 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∆Lux EPM and in all PEC. In short, the data of this study are 

discussed considering the importance of the  O/E∆Lux to establish arm preference in the 

EPM. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Ansiedade 

 

1.1.1. Definição 

 

Atualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de estudos 

sobre as emoções. Muitos pesquisadores têm desenvolvido teorias psicológicas 

e fisiológicas relacionadas a este tema. A ansiedade é uma das emoções mais 

fundamentais dos seres humanos. Ela pode ser definida como: “um estado 

mental que é desencadeado em antecipação a uma ameaça ou potencial 

ameaça” (GROSS, HEN, 2004). A palavra ansiedade provém do grego 

anesuchia, cuja raíz significa “não-quieto” ou “não-calmo”; já os romanos antigos 

usavam o termo anxietas, o qual indicava um estado duradouro de medo 

(STONE, 2009).  

A ansiedade é uma emoção relacionada com a expressão de 

comportamentos de defesa pelo animal, da mesma forma que o medo. O medo 

difere da ansiedade por ser uma resposta a uma ameaça conhecida, externa e 

definida; já a ansiedade ocorre em resposta à expectativa de perigo, seja ele real 

ou potencial (GRAEFF, GUIMARÃES, 2001). Esse comportamento emocional 

pode ser originado em resposta a estímulos exteroceptivos visuais, auditivos, 

olfatórios e somatosensoriais (CHARNEY, DREVETS, 2002), tais como 

situações novas ou imprevistas, ou ainda frente a estímulos inesperados, como 

ruídos 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 estímulos interoceptivos, através 

de aferências viscerais, endócrinas e do sistema autonômico. Ainda, ela pode 

ser gerada por processos cognitivos que medeiam a antecipação, interpretação 

ou recordação de estressores e ameaças percebidas (CHARNEY, DREVETS, 

2002).  

A ansiedade é uma resposta habitual, com caráter importante e 

necessário no que diz respeito à advertência de perigos que podem ameaçar a 

integridade física (GRAEFF, GUIMARÃES, 2001). Ela é acompanhada por um 

grupo de respostas comportamentais e psicológicas características, que inclui 

esquiva de aproximação, medo antecipatório e níveis aumentados de vigilância, 

alerta e excitação (BEAR, CONNORS et al., 2002; SANDFORD, 

ARGYROPOULOS et al., 2000; YERKES, 1921). Essas respostas relacionadas 

à ansiedade têm sido descritas em animais superiores e parecem fazer parte de 

um mecanismo universal pelo qual organismos se adaptam a condições 

adversas (GROSS, HEN, 2004). Assim, da mesma forma que o medo, a 

ansiedade pode ser considerada um estado de proteção, que apresenta a 

função de detectar e evitar perigos ou ameaças que podem comprometer sua 

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

 

 

1.1.2. Ansiedade Patológica 

 

Sensações de ansiedade são parte normal da experiência humana, mas 

ansiedade excessiva ou imprópria pode se tornar uma doença (GROSS, HEN, 

2004; KELLER, NITSCHKE et al., 2000).  Emoções como ansiedade e medo são 
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ajustadas fisiologicamente, mas, quando são constantes e persistentes 

interferindo nas atividades da vida normal, resultam em grande sofrimento. 

Nesses casos, a resposta defensiva deixa de ser útil, tornando-se um transtorno 

de ansiedade (LEDOUX, 1998). 

Na sua forma não-patológica, a ansiedade pode ser dividida em duas 

categorias: estado e traço de ansiedade. O estado de ansiedade é uma medida 

do nível imediato ou agudo dessa emoção: é considerado uma resposta 

adaptativa aguda de aumentada vigilância e excitação que permite o organismo 

percorrer um ambiente estranho de perigo desconhecido; já o traço de 

ansiedade é uma medida da linha de base de reatividade a gerar resposta 

ansiosa, ou seja, reflete a tendência a longo prazo de um individuo apresentar 

uma resposta aumentada de ansiedade (GROSS, HEN, 2004; LEONARDO, 

HEN, 2008).  

Já na sua forma patológica, a ansiedade é considerada um estado mal-

adaptativo que prejudica a habilidade de um organismo em responder de forma 

adequada ao seu ambiente (GRAEFF, GUIMARÃES, 2001; LEONARDO, HEN, 

2008). A ansiedade varia, não 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 consideração os fenômenos de intensidade, 

duração, qualidade e historia natural dos sintomas de ansiedade, juntamente 

com diferenças na biologia (genética, marcadores biológicos e respostas 

farmacológicas) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000; SANDFORD 

et al., 2000). 
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Tabela 1. Descrição dos diferentes transtornos de a nsiedade de acordo com o Manual 
DMS-IV (2000) e com o tipo de estímulo de ameaça 

TRANSTORNOS DE 
ANSIEDADE 

DESCRIÇÃO 
ESTÍMULO DE 

AMEAÇA 

Ansiedade 
Generalizada 

 
Preocupação irreal, excessiva, de longa 

duração. Geralmente acompanhada de tensão 
motora, dificuldade de descanso e de sono, 

hipervigilância 
 

Generalizado 

Transtorno do 
Pânico 

 
Ataques de terror freqüentes, de curta duração 
e recorrentes. Episódios de início súbito com 
crise simpática, dispnéia, intensa apreensão, 
medo extremo, e geralmente associados com 
sentimentos de morte iminente e de perda de 

controle 
 

Estímulos que 
causam medo ou 
desconforto físico 

Transtorno de 
Estresse Pós-

Traumático 

 
Segue um evento extremamente traumático. 

Episódios recorrentes de medo, 
freqüentemente causados pela lembrança do 
trauma inicial, acompanhado por sintomas de 

excitação autonômica, hiperatividade e de 
esquiva dos estímulos associados ao trauma 

 

Diversos estímulos 
relacionados ao 

trauma inicial 

Fobia Social 

 
Aversão, medo, excitação autonômica 

provocada pela exposição a situações sociais 
desconhecidas 

 

Crítica ou avaliação 
de terceiros 

Fobias Específicas 

 
Aversão, medo, excitação autonômica 

provocada pela exposição a situações ou 
objetos específicos 

 

Específicos 

Transtorno 
Obsessivo-
Compulsivo 

(TOC) 

 
Obsessões recorrentes e compulsões: 

obsessões são persistentes, intrusivas ou 
pensamentos impróprios que causam 

ansiedade; compulsões são atos repetitivos 
que o indivíduo sente necessidade de realizar 

apara aliviar ansiedade 
 

Estímulos 
específicos ou 

obsessões: idéias, 
pensamentos, 

impulsos e imagens 
intrusivos 
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1.1.3. Epidemiologia 

 

Os transtornos neuropsicológicos são responsáveis por cerca 13% das 

doenças que mais acometem a população mundial, além de serem responsáveis 

por cinco das 10 causas líderes de doenças incapacitantes (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2008). Dentre esses, os de ansiedade são os mais comuns 

dos transtornos psiquiátricos (KESSLER, BERGLUND et al., 2005; LEPINE, 

2002). 

De acordo com um estudo da Organização Mundial de Saúde, cerca de 

16% da população apresentará um transtorno de ansiedade (TA) em algum 

momento da vida (KESSLER, ANGERMEYER et al., 2007), sendo que os 

Estados Unidos apresentam a maior prevalência de TA do mundo, com 28,8% 

(KESSLER et al., 2005). No Brasil há deficiência em estudos atuais desse tipo, 

mas pesquisas locais indicam prevalência de TA de 12,5% na cidade de São 

Paulo (ANDRADE, WALTERS et al., 2002), e de 11,5% em um estudo no Rio 

Grande do Sul (GONÇALVES, KAPCZINSKI, 2008).  

Ainda, diversos estudos têm demonstrado que mulheres apresentam 

uma maior prevalência de TA que homens (AFIFI, 2007; ANDRADE et al., 2002; 

BEBBINGTON, 1998; BEKKER, VAN MENS-VERHULST, 2007; SIMONDS, 

WHIFFEN, 2003). Essa prevalência pode ser até três vezes maior nas mulheres, 

no caso de ansiedade generalizada (BEKKER, VAN MENS-VERHULST, 2007). 

Um estudo na cidade de São Paulo estima uma prevalência 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 não 

são completamente conhecidas, mas parece haver influencia de fatores 
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genéticos (resultando em um aumento da atividade de algumas áreas cerebrais) 

e fatores ambientais (exposição a estressores) (KENDLER, 1996). Outra 

possibilidade pode ser que mulheres, quando comparado com homens, 

demonstraram uma atividade aumentada no córtex cingulado anterior e 

apresentam mais freqüentemente um córtex cingulado anterior direito mais 

proeminente que homens, áreas cerebrais envolvidas nos comportamentos de 

esquiva e resposta ao medo (BUTLER, PAN et al., 2005). Além disso, os 

hormônios ovarianos parecem estar bastante relacionados no desenvolvimento, 

curso e expressão da ansiedade. Não se sabe se é o nível dos hormônios ou se 

são as oscilações hormonais que deixam a mulher mais susceptível a TA por 

influenciar a função neurotransmissora (SHEAR, 1997). 

Diante desses dados, não é de se surpreender que os fármacos 

ansiolíticos estejam entre as substâncias prescritas com maior freqüência no 

mundo (RANG, DALE et al., 2007). Inclusive, um estudo realizado em 1993 em 

países desenvolvidos revelou que cerca de 10% da população total utilizava 

agentes ansiolíticos regularmente (SHADER, GREENBLATT, 1993), sendo que, 

atualmente, essa situação permanece praticamente inalterada (CLOOS, 

FERREIRA, 2009; PELISSOLO, MANIERE et al., 2007). Dentre esses agentes, 

o grupo dos benzodiazepínicos (BDZ) ainda é o mais prescrito e utilizado 

(CLOOS, FERREIRA, 2009; MICHAEL KAPLAN, DUPONT, 2005). 

Os custos econômicos de TA são altos, e envolvem cuidados 

psiquiátricos, não-psiquiátricos e emergenciais, que incluem: hospitalização, 

tratamento farmacológico, produtividade reduzida e abstenção do trabalho. Os 

TA tendem a ser crônicos, e podem ser tão debilitantes quanto transtornos 

somáticos (LEPINE, 2002). Somente nos Estados Unidos anualmente é gasto 
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cerca de 44 bilhões de dólares por ano com o tratamento desses transtornos 

(GREENBERG, SISITSKY et al., 1999).  

 

 

 

1.1.4. Neurobiologia da Ansiedade 

 

As reações de ansiedade combinam componentes somáticos, 

cognitivos, emocionais e comportamentais (HOHOFF, 2009). Diversas 

alterações fisiológicas são observadas durante uma resposta ansiosa, como a 

estimulação simpática – que inclui: aumento da freqüência cardíaca, pressão 

arterial, freqüência respiratória e do tônus muscular, inibição do trato 

gastrointestinal, dilatação da pupila e aumento do fornecimento de energia 

metabólica aos músculos esqueléticos. Ainda, a ansiedade leva à atenção 

melhorada, sensibilização dos nervos óticos e auditivo, tempo de reação 

reduzido e reações somáticas, tais como sudorese, tremores e tonturas (STEIN, 

2004).  

Dentro dos componentes comportamentais, uma ameaça em potencial 

pode desencadear respostas defensivas, como esquiva, congelamento, 

aproximação e avaliação de risco (orientação, exploração sensorial e 

investigação da ameaça). Em casos de extrema ansiedade, podem ocorrer, 

ainda, respostas “luta ou fuga”, caracterizadas pela defesa ou ataque à ameaça 

(BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2003). Todas essas reações são consideradas 

evolutivamente adaptativas e altamente conservadas em mamíferos (CRASKE, 

2003).  
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Tem sido proposto que a base neural para a regulação dessas respostas 

defensivas compreende um circuito integrado envolvendo em especial a 

amígdala, hipocampo, córtex cingulado, o hipotálamo, e áreas diversas do tronco 

cerebral, como a substância cinzenta periaquedutal (PAG; GORDON, HEN, 

2004; KING, 1998). A estimulação elétrica em alta freqüência da amígdala 

(GRAEFF, SILVEIRA et al., 1993; HALGREN, WALTER et al., 1978), do 

hipotálamo (IACONO, NASHOLD, 1982; SANO, MAYANAGI et al., 1970) ou da 

PAG e áreas adjacentes (IACONO, NASHOLD, 1982; LITVIN, PENTKOWSKI et 

al., 2007), suscita sentimentos de medo extremo em pacientes acordados. 

Ainda, as diferentes áreas parecem mediar diferentes comportamentos, como 

reações de luta ou fuga e congelamento pela PAG dorsolateral (BRANDAO, 

ZANOVELI et al., 2008; GRAEFF et al., 1993), ações de aproximação/esquiva 

pela amígdala basolateral e de congelamento pela amígdala central 

(BLANCHARD, GRIEBEL et al., 2001; LEDOUX, 1996).  

O hipotálamo apresenta papel fundamental na resposta neuroendócrina 

da ansiedade, responsável pela ativação do sistema hipotálamo-hipófise-

simpato-adrenal e liberação de cortisol, uma via importante em todas as reações 

de estresse e ansiedade (BREIER, 1989). Além do hipotálamo, o hipocampo 

também está 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 

condições de uma ameaça atual com experiências passadas similares, 

permitindo-lhe, assim, escolher qual a melhor opção a ser tomada para garantir 

sua preservação  (GRAY, 1982). Dessa maneira, a ansiedade é mais que uma 

simples resposta estereotipada a estímulos 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 função essencial. No entanto, hoje é amplamente reconhecido que a 

disfunção deste circuito está subjacente a muitos estados clinicamente definidos 

como de ansiedade (GRAEFF, 1990; KING, 1998; LEDOUX, 1995). 

Já em nível bioquímico, diferentes sistemas de neurotransmissores 

estão envolvidos em respostas de ansiedade. Dentre eles, os mais bem 

estabelecidos na literatura são sistemas de noradrenalina, serotonina e 

gabaérgico (ácido γ-aminobutírico; GABA). Porém, também parece haver o 

envolvimento de outros sistemas de neurotransmissores, como o glutamatérgico, 

adrenocortical, diferentes neuropeptídeos e ligantes de receptores de 

neuropeptídeo (BLANCHARD et al., 2003; GORDON, HEN, 2004). 

Na teoria noradrenérgica, a liberação aumentada dessa monoamina 

resulta em estados de ansiedade, através da excitação 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 cocaína, gerando respostas ansiosas (LOUIE, LANNON et al., 

1989); e drogas que diminuem a sua disponibilidade, como a clonidina, gerando 

respostas ansiolíticas em ratos (SCHWEIMER, FENDT et al., 2005). Além disso, 

o papel central desse neurotransmissor no locus coeruleus já foi demonstrado 

estar envolvido no controle da excitação e ansiedade em macacos e humanos 

(ASTON-JONES, RAJKOWSKI et al., 1994; REDMOND, 1986; SMITH, NUTT, 

1996).  
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Em relação à serotonina, dois sistemas parecem estar mais intimamente 

envolvidos com a ansiedade, o do núcleo mediano da rafe (NMR) e do núcleo 

dorsal da rafe (NDR). Grove et al. (1997) propuseram que, em mamíferos, o 

NMR é importante na modulação do medo e ansiedade antecipatória e o NDR 

na modulação dos processos cognitivos.  Drogas serotoninérgicas apresentam 

efeitos clínicos no tratamento da ansiedade (LYDIARD, BRAWMAN-MINTZER et 

al., 1996; ZOHAR, WESTENBERG, 2000). Inclusive, atualmente os inibidores 

seletivos da recaptação de serotonina são indicados como fármacos de primeira 

escolha no tratamento de alguns tipos de TA, tais como transtorno do pânico, 

estresse pós-traumático, fobia social e transtorno obsessivo compulsivo 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). 

O GABA, principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso 

central, apresenta um papel fundamental na neurobiologia da ansiedade, já que 

a neurotransmissão excessiva têm sido proposta como uma importante marca 

fisiológica da ansiedade (MCNAUGHTON, 1997). Drogas que agem no sítio do 

GABA, como álcool, barbitúricos e BDZ apresentam uma ação ansiolítica rápida 

na clínica. Dentre as drogas gabaérgicas, os BDZ são considerados os mais 

específicos e efetivos, e são usados amplamente no tratamento de ansiedade 

tanto normal como patológica (GROSS, HEN, 2004). Isso porque eles agem 

alostericamente no complexo do receptor do GABA, potencializando o efeito 

inibitório do GABA endógeno (MALIZIA, COUPLAND et al., 1995). Assim, os 

BDZ apenas maximizam a estimulação fisiológica, o que explica a sua 

segurança relativa (SANDFORD et al., 2000).  

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

serotonina são indicados como fármacos de primeira escolha no tratamento de 
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alguns TA, os BDZ ainda são considerados por muitos médicos como uma boa 

opção de tratamento, tanto na sua fase aguda como na crônica (CLOOS, 

FERREIRA, 2009). Muito disso se deve a diferença entre o modo de ação entre 

essas drogas serotoninérgicas e dos BDZ: sua cinética no cérebro. Os BDZ 

agem rapidamente, dentro de minutos após a sua administração, enquanto os 

inibidores de recaptação de serotonina agem de forma mais lenta; seus efeitos 

terapêuticos tornam-se aparentes entre duas a quatro semanas após o início do 

tratamento (GROSS, HEN, 2004).  

 

 

1.1.5. Ansiedade no Homem e em Animais 

 

Os componentes somáticos e comportamentais relacionados à 

ansiedade são observáveis de maneira quase idêntica em uma variedade de 

espécies de mamíferos (HOHOFF, 2009). Nesse sentido, embora as espécies 

tenham suas próprias formas de reagir ao perigo, há uma similaridade dos 

padrões de resposta. Na verdade, os estímulos que ativam o sistema de defesa 

são diferentes em seres humanos e em outros animais, mas as reações ao se 

deparar com tais estímulos são semelhantes (CHROUSOS, 1998). Ou seja, 

cada animal é capaz de detectar as situações de perigo específicas para ele, 

mas o uso das estratégias de reação – fuga, imobilidade, agressão, submissão e 

os ajustes fisiológicos – é comum a todas as espécies. 

Desses animais, os roedores (tais como ratos e camundongos) e os 

homens apresentam semelhanças substanciais (HOHOFF, 2009; LENT, 2004). 

Ambos expressam o mesmo conjunto de reações autonômicas e 
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comportamentos defensivos. Inclusive, esses comportamentos foram validados 

por agentes que apresentam ação ansiolítica e ansiogênica em seres humanos; 

o uso de BDZ, por exemplo, reduz drasticamente respostas luta ou fuga em 

humanos e em roedores, enquanto drogas ansiogênicas, como a colecistocinina, 

cafeína ou yoimbina provocam ataques de pânico em ambas as espécies 

(BLANCHARD et al., 2001; BLANCHARD et al., 2003; LEONARDO, HEN, 2006). 

Além das semelhanças comportamentais, os circuitos cérebrais relacionados à 

ansiedade e os seus sistemas de neurotransmissores e neuromoduladores 

possuem forte homologia funcional entre roedores e homens (CHROUSOS, 

1998; LEONARDO, HEN, 2006). O mesmo ocorre com parâmetros fisiológicos, 

como freqüência cardíaca, pressão arterial, freqüência respiratória que também 

refletem respostas ansiosas humanas sob condições ameaçadoras comparáveis 

(DEPINO, GROSS, 2007; LEONARDO, HEN, 2006; STIEDL, JANSEN et al., 

2009).  

Se um dado transtorno psiquiátrico pode ser simulado ou modelado em 

um animal, então esse poderá ser uma importante ferramenta para a obtenção 

de conhecimento da neuroanatomia, neurofisiologia e neurofarmacologia desses 

transtornos, bem como para a descoberta de novos fármacos com potencial 

terapêutico. Nesse sentido, roedores constituem uma ferramenta importante 

como modelo de ansiedade humana, já que possibilitam simular em animais, sob 

condições controladas e reproduzíveis, os mesmos sinais observados em 

pacientes diagnosticados com TA. 
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1.2. Modelo Animal de Ansiedade 

 

1.2.1. Definição 

 

De uma forma mais abrangente, um modelo animal pode ser definido 

como: “preparações desenvolvidas em uma espécie com o propósito de estudar 

o fenômeno 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 relevância clinica e/ou biológica na neurociência 

comportamental é um organismo vivo usado para estudar a relação 

cérebro-comportamento sob condições controláveis com o objetivo final 

de obter conhecimento e permitir predições sobre essas relações em 

humanos e/ou outras espécies que aquela estudada, ou na mesma 

espécie sob condições diferentes daquela na qual o estudo foi realizado 

(VAN DER STAAY, 2006).  

Dessa maneira, os modelos animais de ansiedade são instalações 

experimentais controladas nas quais o repertório do animal é usado para obter 

conhecimento sobre a ansiedade humana (RAMOS, 2008). Esses modelos 

constituem uma importante ferramenta na análise das numerosas causas 

genéticas, ambientais ou tratamento farmacológico que podem estar envolvidos 

com os sintomas homólogos de pacientes com TA específicos (Tabela 2; 

CRYAN, HOLMES, 2005; SHEKHAR, MCCANN et al., 2001). Assim, estudos 

animais têm mostrado ser um método essencial na melhora do nosso 

conhecimento de ansiedade, bem como para o seu tratamento farmacológico 

(PALANZA, 2001).  
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Tabela 2. Exemplos de como transtornos de ansiedade *(TA) podem ser modelados em 
animais 

SINTOMA 
COMO TA PODEM SER MODELADO EM 

ANIMAIS 

 

Esquiva de lugares nos quais é difícil escapar 

(agorafobia) 

 

 

Esquiva aumentada de áreas expostas e 

iluminadas 

 

Inicio súbito de medo intenso (ataque do 

pânico) 

 

Exposição ao predador ou fatores que 

lembrem o predador 

 

Ansiedade provocada por situações sociais 

(fobia social) 

 

Baixa interação social com desconhecido da 

mesma espécie 

 

Ansiedade provocada por um objeto 

específico (fobia específica) 

 

Teste de esquiva condicionada 

 

Re-experienciar um evento traumático, 

levando a uma excitação e esquiva 

aumentada de um estimulo associado ao 

evento (estresse pós-traumático) 

 

Resposta de congelamento aumentado a um 

medo condicionado de um objeto ou contexto 

 

Obsessões indutoras de ansiedade e 

compulsões redutoras de ansiedade 

(transtorno obsessivo-compulsivo) 

 

Comportamento aumentado de enterrar 

(burying) e excessiva auto-limpeza 

(grooming) 

 

Dificuldade de concentração (transtorno de 

ansiedade generalizada) 

 

Atenção sustentada prejudicada 

 

Super-excitação autonômica 

 

Medidas radiotelemétricas da taxa cardíaca 

durante indução da ansiedade 

 

Flashbacks de eventos traumáticos 

 

Extinção da memória do medo prejudicada 

 

Sentimento de perda de controle 

 

Não pode ser modelado 

 

(Adaptado de CRYAN, HOLMES, 2005). *Sintomas de transtornos de ansiedade usados no 
Diagnostic and Statistical Manual-IV diagnosis. 
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O modelo animal deve assemelhar-se à ansiedade humana em termos 

de sintomas, sinais comportamentais, mecanismos biológicos e tratamento 

farmacológico efetivo (GEYER, MARKOU, 2002; LISTER, 1990; TREIT, 

MENARD et al., 1993). Para que um modelo animal possa ser considerado útil 

nos estudos da ansiedade, existe a necessidade de ser previamente validado. A 

validade de um modelo é definida como: a concordância entre o resultado ou 

medida do teste e a qualidade do que se acredita estar medindo (KAPLAN, 

SACCUZZO, 1997). A validação tem o papel de garantir que um modelo seja 

capaz de simular uma determinada patologia humana, promovendo, assim, a 

compreensão de seus mecanismos neurobiológicos (GEYER, MARKOU, 2002). 

Há três tipos de validade que ajudam a identificar as fraquezas ou limitações de 

um modelo em particular e provê estrutura para modelos comparativos 

(WILLNER, 1991). São elas: 

 

• Validade preditiva : É definida como a capacidade de um modelo em 

predizer o comportamento de uma variável que é de interesse do 

pesquisador (CRONBACH, MEEHL, 1955). Um modelo é considerado ter 

uma boa validade preditiva quando permite a extrapolação do efeito de 

uma manipulação experimental particular de uma espécie para outra 

(VAN DER STAAY, 2006). Na psicofarmacologia, a validade preditiva é 

definida como correlação farmacológica, ou seja, implica que o modelo 

animal deve ser sensível aos fármacos clinicamente eficazes (BELZUNG, 

GRIEBEL, 2001). Assim, no caso da ansiedade, o modelo animal deve 

ser sensível a compostos ansiolíticos, enquanto compostos ansiogênicos 
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devem provocar efeitos opostos, e agentes que não têm qualquer efeito 

clínico sobre a ansiedade não deve apresentar resultado nesses testes.  

 

• Validade de expressão : Está relacionada com isomorfismo da patologia. 

Esse tipo de validade indica que o modelo é fenotipicamente similar à 

patologia analisada, ou seja, as respostas humanas e do animal podem 

ser consideradas análogas (RODGERS, CAO et al., 1997). Esse critério 

implica, então, que a resposta de ansiedade observado no modelo deve 

ser similar às respostas fisiológicas e comportamentais observados em 

humanos, tais como liberação de corticosterona, perda de apetite e 

defecação em repostas a situações ameaçadoras ou a perigos iminentes 

(BELZUNG, GRIEBEL, 2001).  

 

• Validade etiológica : Também chamada de validade de 

construção, esse critério está relacionado com a similaridade da etiologia 

dos fatores comportamentais e biológicos em animais e humanos 

(BOURIN, PETIT-DEMOULIERE et al., 2007). Em relação a reações de 

ansiedade/medo, a validade etiológica é relativamente simples de ser 

cumprida na ansiedade não-patológica, já que, em ambas as espécies, 

este comportamento é induzida por um estímulo ameaçador – a natureza 

do perigo pode variar entre espécies, mas o importante é que cause uma 

ameaça para a homeostase do indivíduo (BELZUNG, GRIEBEL, 2001). 

 

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

utilidade e relevância à condição humana. Ainda, é importante que o modelo 
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apresente confiabilidade e replicabilidade ― que se refere à consistência e 

estabilidade das variáveis 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 avaliação do nível de comportamento defensivo do animal, 

considerado ser um índice do seu nível de ansiedade ou medo (GRAY, 1985). 

De um modo geral, esses modelos de comportamento envolvem a exposição 

dos animais a estímulos 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 privação de alimento/água, uso de choques 

elétricos e investimento de tempo em treinar os sujeitos experimentais 

(RODGERS et al., 1997). Os modelos envolvendo respostas comportamentais 

incondicionadas estão relacionados com paradigmas baseados etologicamente, 

ou seja, com reações naturais ou espontâneas do animal a estímulos 

estressantes que não 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 são 
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menos suscetíveis a confusões que provêm de interferência com 

memória/aprendizado, fome/sede ou mecanismos nociceptivos, e, pelo menos 

na teoria, permite uma verdadeira compreensão do “perfil comportamental” das 

intervenções experimentais (RODGERS et al., 1997).    

 

  

Tabela 3. Modelos animais de resposta condicionada e incondicionada 

Testes de Respostas 

Condicionadas 

Testes de Respostas 

Incondicionadas 

 

 

(1)Testes de conflito 

Paradigma operante  

Supressão condicionada de beber 

 

(1)Testes de exploração 

Labirinto em cruz elevado 

Caixa claro/escuro 

Campo aberto 

 

(2)Outros 

Esquiva ativa/passiva 

Enterrar condicionado 

Resposta de sobressalto 

potencializado 

 

 

(2)Testes sociais 

Interação social 

Vocalização ultrasônica induzida 

por separação 

 

(3)Outros 

Placa quente 

Vocalização ultrasônica induzida 

por choque 

Resposta de sobressalto acústico 

Mudanças em parâmetros 

fisiológicos 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 exploratório de roedores (LISTER, 1990) 

em resposta a ambiente potencialmente perigoso (RODGERS, COLE, 1994). O 

LCE é um aparato elevado do chão, constituído de duas passarelas em forma de 

uma cruz simétrica, tendo dois braços opostos fechados por paredes laterais, e 

outros dois braços opostos abertos. Perfis de ansiedade provocados no LCE 

parecem incluir elementos como neofobia, exploração e conflito de 

aproximação/esquiva, assim, o aparato é freqüentemente referido como um 

modelo comportamental de resposta incondicionado de conflito espontâneo 

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

 

 

 

Figura 1. Labirinto em Cruz Elevado, um modelo anim al de ansiedade. O aparato é 

constituído de duas passarelas em forma de cruz, com dois braços opostos fechados 

por paredes laterais, e outros dois braços opostos abertos. 
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Animais que são expostos a labirintos compostos de braços abertos e 

fechados apresentam maiores níveis de exploração nos braços fechados, 

evitando os braços sem paredes (MONTGOMERY, 1955). Os braços abertos 

são considerados áreas com propriedades estressantes e indutoras de medo, 

sendo que animais expostos a eles demonstram maior incidência de 

comportamentos relacionados a medo, como imobilidade, congelamento e 

defecação (validação comportamental). Além disso, o confinamento nos braços 

abertos produz uma maior concentração plasmática de corticosterona quando 

comparado a animais confinados nos braços fechados do labirinto (validação 

fisiológica) (PELLOW, CHOPIN et al., 1985). Assim, roedores não apenas evitam 

os braços abertos, mas também apresentam comportamentos distintos e índices 

fisiológicos de medo nesse paradigma (validade de expressão).  

Quando o animal é exposto pela primeira vez ao LCE, acredita-se que 

uma situação de conflito é instalada, entre explorar o ambiente e proteger-se de 

perigos potenciais. Isso deriva de observações de Montgomery (1985) sobre a 

relação entre medo e instinto exploratório de ratos, no qual um ambiente novo 

evoca tanto medo como curiosidade, criando um típico conflito de 

aproximação/esquiva. Esse conflito que se instala durante a exposição ao LCE 

tem sido considerado análogo à ansiedade humana (GRAY, 1988). De fato, 

muitos TA expressam essa esquiva incisiva de uma situação ou objeto temido 

(SATO, 2005). Em adição, esse conflito é suprimido por drogas do tipo 

ansiolíticas usadas na clínica médica, que, no LCE, aumentam seletivamente a 

exploração dos braços abertos (PELLOW et al., 1985). Assim, o modelo 

apresenta também validade preditiva, já que o uso de ansiolíticos aumenta a 

taxa de exploração dos braços abertos em relação aos braços fechados do LCE, 
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enquanto agentes ansiogênicos diminuem essa taxa (HANDLEY, MITHANI, 

1984). 

O LCE é um dos modelos animais mais utilizados na pesquisa pré-

clínica de ansiedade (RODGERS et al., 1997), sendo, atualmente, a primeira 

escolha de testes para triagem de drogas ansiolíticas (RAMOS, 2008). Ainda, o 

labirinto também tem sido considerado útil na compreensão das bases biológicas 

relacionadas ao aprendizado e memória emocional, dor, hormônios, vício e 

retirada, bem como no estudo da definição de áreas cerebrais relacionadas à 

ansiedade e medo (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005). 

Muito dessa popularidade do labirinto em cruz ocorre devido a suas 

numerosas vantagens - o LCE é considerado um teste rápido, de design simples 

e econômico, além de ser capaz de identificar efeitos agudos ansiolíticos de 

drogas tipo-benzodiazepínicas e de apresentar sensibilidade bidirecional a 

drogas sensíveis a manipulação da ansiedade (PELLOW et al., 1985). Outra 

vantagem é o fato do LCE ser baseado em comportamento espontâneo do 

animal, assim não necessita de procedimentos de treinamento dos animais, de 

privação de água/alimento ou do uso de estímulos nocivos, como choques 

elétricos (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005).  
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1.3.1. Variações metodológicas 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 criação (1984 - Dez. 

2009), resultando em uma média de 145 artigos publicados a cada ano. Isso 

indica que diversos laboratórios utilizam esse modelo, porém muitos deles 

apresentam diferentes metodologias. Inclusive, é dito que existem tantas 

variações na metodologia de Labirinto em Cruz Elevado quanto há laboratórios 

usando o modelo na pesquisa pré-clinica da ansiedade (R.J.Rodgers).  

Em nossa universidade (UFSC) já foram desenvolvidos cerca de 40 

projetos de pós-graduação com o LCE (BIBLIOTECA UNIVERSITÁRIA 

CENTRAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2009), e há 

pelo menos três laboratórios utilizando labirinto em cruz com diferenças 

metodológicas entre eles. Assim, muitas diferenças inter-laboratoriais do LCE 

são encontradas e, já que diversas variáveis metodológicas têm a capacidade de 

alterar o comportamento do animal no labirinto (MARTÍNEZ, CARDENAS et al., 

2002), essas podem ser responsáveis por resultados inconsistentes na literatura 

(HOGG, 1996). 

As variações metodológicas são subdivididas dois tipos: variáveis de 

procedimento e variáveis de organismo (Tabela 4). As variáveis de procedimento 

são alterações ligadas ao procedimento experimental. Dentre eles podem ser 

citados: condições de alojamento dos animais, horário e duração do teste, pré-

teste, experiência prévia ao labirinto e manipulação prévia do animal 

(ANDREWS, FILE, 1993; FALTER, GOWER et al., 1992; HOGG, 1996; 



36 

 

LAMBERTY, GOWER, 1996; WINSLOW, INSEL, 1991). Por exemplo, o 

alojamento individual dos animais aumenta o comportamento tipo-ansioso em 

ratos; a manipulação prévia pode aumentar níveis de ansiedade e resposta 

farmacológica; e as variações circadianas no nível de ansiedade indicam que o 

horário do teste também pode ser um fator importante. Além disso, parâmetros 

relacionados com a pontuação técnica, ou seja, com a análise do 

comportamento do animal no LCE, como a definição de medidas (ex: entrada 

nos braços), método de transcrição dos dados ou como as medidas são 

registradas também parecem influenciar os resultados no labirinto (RODGERS et 

al., 1997).  

Dentre as variáveis de procedimento, as relacionadas com a construção 

do labirinto, tais como tipo de paredes laterais dos braços fechados, espaço 

extra-labirinto e nível de luminosidade, já foram demonstrados alterar os níveis 

de ansiedade basal no LCE (DE ARAUJO GODINHO, MENEGHINI et al., 2007; 

HOGG, 1996; VIOLLE, BALANDRAS et al., 2009; WALL, MESSIER, 2001). 

Alguns laboratórios utilizam uma versão modificada do LCE com braços 

fechados construídos com paredes transparentes a fim de facilitar a observação 

de itens etológicos, como avaliação de risco e exploração vertical (ANSELONI, 

BRANDAO, 1997; ANSELONI, MOTTA et al., 1995). Porém, essa modificação 

pode diminuir o potencial ansiogênico dos braços abertos através da redução 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 ansiolíticas (RODGERS, DALVI, 1997).  
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Tabela 4. Principais variáveis de organismo e de pr ocedimento capazes de alterar o 

comportamento de animais e/ou padrões de resposta f armacológica no uso do 

Labirinto em Cruz Elevado  

VARIÁVEIS DE PROCEDIMENTO  VARIÁVEIS DE ORGANISMO  

Condições de alojamento   

Ciclo claro/escuro Espécie 

Experiência prévia no labirinto Raça 

Tempo do procedimento de teste Idade 

Método de transcrição dos dados (ex: 

automático/manual, gravada/ao vivo) 
Gênero 

Definição de medidas (ex: entrada nos braços) Ciclo estral 

Medidas registradas: convencional, etológica Lactação 

Construção do labirinto (ex. paredes 

opacas/transparentes, bordas nos braços 

abertos) 

 

Nível de luminosidade  

(Adaptado de RODGERS, COLE, 1994). 

 

 

No que diz respeito ao nível de iluminação, a literatura é um tanto 

inconclusiva. Apesar de alguns estudos indicarem que o nível de luminosidade 

não 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 iluminação, exibem baixos 

níveis de ansiedade, expressos através do aumento da exploração dos braços 

abertos do labirinto (BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; CARDENAS, LAMPREA 

et al., 2001; VIOLLE et al., 2009); nesse caso, a detecção de drogas tipo-

ansiolíticas pode ser dificultada, devido à ocorrência de um efeito-teto. Por outro 
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lado, quando animais são testados sobre alta iluminação, eles apresentam um 

aumento do nível de ansiedade, ou seja, maior esquiva dos braços abertos  

(BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; GARCIA, CARDENAS et al., 2005; VIOLLE et 

al., 2009); essa ansiedade aumentada pode prejudicar a detecção de drogas 

tipo-ansiogênicas devido à possível ocorrência de efeito-solo.  

Considerando que um efeito ansiolítico completo é causado pela 

ausência de preferência de braços, representado por cerca de 50% da 

exploração dos braços abertos e 50% dos braços fechados, o aumento da 

exploração dos braços abertos do labirinto pode resultar em valores próximos 

aos 50%, o que provoca uma redução na variância estatística medida, assim 

reduzindo a sensibilidade dos testes estatísticos 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 nível de 

ansiedade, representado pela diminuição da exploração dos braços abertos, os 

valores podem ser muito próximos do limite inferior, podendo levar à ocorrência 

de um efeito-solo. Assim, mudanças de comportamento induzido por nível de 

iluminação pode confundir os resultados do LCE e merece uma investigação 

mais aprofundada.  

Na literatura, o nível de iluminação do teste tem sido freqüentemente 

reportado no quadrante central (BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; CARDENAS 

et al., 2001) ou sobre os braços 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 diferença de iluminação entre 

os braços abertos e fechados – ou seja, o gradiente de luminosidade entre os 

braços abertos e fechados (A/F∆Lux), e não o nível absoluto de luminosidade 
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incidente sobre o labirinto, é a variável importante para prever a preferência no 

braço do LCE. Assim, ratos machos podem evitar os braços abertos porque 

esses têm um maior nível de luminosidade em relação aos braços fechados 

(PEREIRA, DA CUNHA et al., 2005). 

Considerando as variáveis de organismo, as principais são: espécie, 

raça, idade e gênero (RODGERS, COLE, 1994). Ratos e camundongos têm sido 

as espécies predominantemente utilizadas na pesquisa com LCE, embora 

alguns trabalhos têm ampliado a técnica para as cobaias (REX, FINK et al., 

1994; REX, MARSDEN et al., 1993; VARTY, MORGAN et al., 2002). Todas 

essas espécies demonstram esquiva dos braços abertos, porém existem 

diferenças notáveis nos níveis de atividade geral sobre o labirinto, que podem, 

por sua vez, ter implicações para o cálculo dos níveis de ansiedade basal. 

Considerando raças intra-especies, variações 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). Níveis de comportamento tipo-ansiedade também tendem a 

aumentam com a idade em ambos, ratos e camundongos (RODGERS, COLE, 

1994).  

Em relação à influência do gênero, alguns estudos não apresentaram 

diferença entre os gêneros no comportamento do animal no LCE 

(STEENBERGEN, HEINSBROEK et al., 1990). Outros demonstram que ratas 

passam mais tempo nos braços abertos do labirinto que ratos machos, assim 

indicando um menor nível de ansiedade em fêmeas (JOHNSTON, FILE, 1991; 

STEENBERGEN, FARABOLLINI et al., 1991). Em contraste, há estudos que 
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sugerem que machos são menos ansiosos que fêmeas (RODGERS, COLE, 

1994).  

Ainda, fêmeas podem apresentar diferenças entre si, de acordo com sua 

fase no ciclo estral. O ciclo estral do animal é composto de quatro fases 

(metaestro, diestro, proestro e estro) e tem duração de 4 a 5 dias. As fases do 

ciclo ocorrem de acordo com as flutuações hormonais (Figura 2): baixas 

concentrações de hormônios folículo estimulante (FSH) e início do aumento 

gradual da secreção de estradiol corresponde à fase metaestro (no primeiro dia) 

e diestro (no segundo dia); o aumento dramático do estradiol induzindo um pico 

de hormônio luteinizante (LH) e aumento de progesterona que antecede a 

ovulação corresponde à fase proestro; e a fase estro é o período de 

receptividade sexual e o dia efetivo da ovulação, caracterizado por decréscimo 

das concentrações hormonais (BECKER, ARNOLD et al., 2005; FREEMAN, 

2006). 
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Figura 2. Padrões de estradiol, progesterona e LH e m humanos (A) e ratos (B) durante 

o ciclo ovulatório. Unidade de tempo no painel A é em dias e em B em horas. As 

barras escuras em B indicam o período escuro do ciclo dia/noite (Adaptada de 

BECKER et.al, 2005). 

 

 

Sobre o papel do ciclo estral no LCE, tem sido demonstrado que fêmeas 

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 

não revelam alteração no nível 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 fêmeas podem exibir 

menor ansiedade quando são testadas nas fases do proestro e estro, desde que 

o nível de iluminação do LCE seja baixo (10 Lux) ou metaestro, em elevado nível 

de iluminação (200 Lux). Portanto, os dados de literatura revelam que o papel do 

ciclo estral sobre o comportamento de fêmeas no LCE é inconclusivo e merece 
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maior investigação. Além disso, o papel da luminosidade relativa entre os braços 

do LCE ainda não foi investigado em fêmeas. Desde que já foi demonstrado, em 

machos, que a luminosidade relativa entre os braços do LCE é uma variável 

crítica para o estabelecimento da preferência pelos braços fechados, é possível 

que os resultados conflitantes em relação ao comportamento exploratório de 

fêmeas no LCE possa ser atribuído a diferentes níveis de luminosidade relativa 

utilizados em tais experimentos. 

Esse fato é relevante porque, do total de 3.600 estudos mencionados 

anteriormente, apenas 25% usaram fêmeas como sujeitos experimentais, o que 

é contraditório com o campo clínico, pois, como já citado, mulheres apresentam 

uma prevalência maior de TA que homens (AFIFI, 2007; BEBBINGTON, 1998; 

JENKINS, 1985; SIMONDS, WHIFFEN, 2003). Assim, há poucos estudos 

realizados utilizando animais do sexo feminino em relação ao masculino no LCE, 

e esses mostram resultados contraditórios em relação à ansiedade e ciclo estral; 

também poucos deles consideram a luminosidade, e os que consideram, levam 

em conta o nível absoluto de luminosidade. Isto posto, o presente estudo avaliou 

o papel de gradiente de luminosidade entre os braços abertos e fechados 

(A/F∆lux) do LCE sobre o comportamento exploratório de ratos Wistar fêmeas em 

diferentes fases do ciclo estral. Ainda, porque LCE é um teste pré-clínico de 

triagem de drogas de ansiedade, também foi avaliado o efeito de uma droga 

ansiolítica clássica, tipo benzodiazepínica, em ratos fêmeas nas diferentes fases 

do ciclo submetidas a diferentes A/F∆lux.  
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2. OBJETIVOS 

 

Avaliar o papel da luminosidade relativa entre os braços abertos e 

fechados (A/F∆lux) do labirinto sobre o comportamento exploratório de ratas em 

diferentes fases do ciclo estral, bem como as implicações do A/F∆lux na validade 

preditiva do LCE. 

 

 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

� Verificar se ratas nas diferentes fases do ciclo estral apresentam padrões 

de comportamento exploratório distintos no LCE; 

 

� Verificar se o A/F∆lux altera o comportamento exploratório de ratas em 

diferentes fases do ciclo estral; 

 

� Verificar se o A/F∆lux altera a detecção de uma droga ansiolítica no LCE em 

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

 

 

3.1. Animais 

 

No presente estudo, ratos Wistar fêmeas (Rattus norvegicus), com 10 – 

12 semanas de idade e peso variando entre 200 e 250g, 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 adaptação ao biotério do 

Laboratório de Sistemas Emocionais e Motivacionais. Os animais foram 

distribuídos em grupos (n=5) e alojados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 

cm) forradas com serragem, tendo livre acesso a água e ração. A temperatura 

da sala foi controlada (25ºC ± 2°C), e mantida em c iclo claro/escuro de 12 horas 

(luzes acendendo às 06:00 horas e apagando às 18:00 horas). Durante esse 

período, os animais foram manipulados apenas para limpeza das caixas, a cada 

48 horas. 

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os princípios 

éticos na experimentação animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no 

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

 

Midazolam (MDZ) é uma droga ansiolítica com ação em receptores 

benzodiazepínicos do complexo receptor GABAA (SWEETMAN, 2009). O MDZ 

foi diluído em solução salina (NaCl 0,9%) a uma dose previamente reportada na 

literatura como sendo ansiolítica  (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 administração da droga foi realizada por via 

intraperitoneal.  

 

 

3.3. Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

O labirinto é constituído de duas passarelas de madeira, dispostas 

perpendicularmente, formando, assim, uma cruz simétrica. Cada um dos quatro 

braços possui 50 cm de comprimento por 10 cm de largura. Dois braços opostos 

são fechados por paredes laterais de 40cm de altura, enquanto os dois braços 

restantes são abertos, circundados por uma pequena borda (1 cm) para reduzir 

a ocorrência de quedas. Na junção entre os quatro braços delimita-se uma área 

central de 100 cm2. O aparato como um todo, é elevado a 50cm do solo.  

Duas configurações de LCE foram utilizadas: uma com os braços 

fechados do labirinto compostos de vidro transparente (Figura 3A), e outra com 

os braços compostos de vidro fumê (Figura 3B). Ambos os LCE foram 

confeccionados com o mesmo material, a fim de evitar diferenças tigmotáxicas. 



46 

 

Quatro lâmpadas fluorescentes (15W cada), dispostas igualmente em forma de 

cruz (Figura 4 e Figura 5), 100cm acima do labirinto, foram utilizadas como única 

fonte de iluminação. Essas lâmpadas forneceram diferentes médias de Lux 

incidente nos braços abertos e fechados do LCE. O gradiente de luminosidade 

ou luminosidade relativa (A/F∆Lux) foi definido como a diferença de Lux entre os 

braços abertos e fechados do labirinto. Dependendo da configuração do 

labirinto, foram encontrados LCE com diferentes A/F∆Lux: LCE vidro transparente 

(LCE 10 A/F∆Lux; braços abertos: 358 Lux, braços fechados: 348 Lux, A/F∆Lux = 

10) e LCE vidro fumê (LCE 96 A/F∆Lux; braços abertos: 336 Lux, braços 

fechados: 240 Lux, A/F∆Lux = 96). 

Cada animal foi colocado no centro do labirinto, com a face voltada para 

um dos braços fechados. Foi permitido aos ratos explorar livremente o LCE por 5 

minutos. Para evitar pistas odoríferas entre animais, o labirinto foi limpo com 

tecido umedecido em solução álcool a 20%. A eventual queda de um rato do 

labirinto implicou necessariamente na sua exclusão do estudo. As sessões 

experimentais foram filmadas com auxílio de uma WebCam e os 

comportamentos transcritos através do programa Etholog 2.2.5 (OTTONI, 2000). 

Todos os experimentos foram realizados no período vespertino (13:00 – 17:00h), 

com o experimentador fora da sala de teste (Figura 5).  

As variáveis temporal-espaciais, como número de entrada e tempo nos 

braços abertos e fechados, foram analisadas. O critério de definição de entrada 

e saída de braços foi a colocação das quatro patas do animal dentro e fora de 

um braço, respectivamente. O comportamento exploratório nos braços abertos 

foi expresso pela porcentagem de entrada (%EBA) e de tempo de permanência 

nos braços abertos (%TBA). Baseado no fator de análise dos ratos no LCE, a 
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%EBA e %TBA foram utilizadas como variáveis negativamente correlacionadas 

com o nível de medo/aversão dos braços abertos. O número de entrada nos 

braços fechados (EBF) foi usado como variável representativa da atividade 

locomotora do animal, já que essa é pouco influenciada por níveis de ansiedade 

(CRUZ, FREI et al., 1994).  

 

 

 

 

 

 

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

gradientes de luminosidade entre os braços abertos e fechados. (A) Labirinto 

com braços fechados compostos de vidro transparente (LCE 10 A/F∆Lux) e (B) 

Labirinto com braços fechados compostos de vidro fumê (LCE 96 A/F∆Lux). 
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Figura 4. Foto da sala de experimentação e imagem r efletida das quatro lâmpadas 

fluorescentes dispostas em forma de cruz usadas com o única fonte de 

iluminação durante os experimentos. 

 

 

Figura 5. Esquema da sala de experimentação.  
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3.4. Determinação 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 solução salina foram introduzidas na 

abertura vaginal do animal, com a ajuda de um conta-gotas. A solução foi 

ejetada dentro da vagina e então coletada, por duas ou três vezes. Esse fluído 

foi transferido para uma lâmina e a amostra foi imediatamente analisada sob um 

microscópio ótico, pelo método de verificação direta (BECKER et al., 2005). 

Esse método é considerado uma técnica confiável, eliminando, assim, a 

necessidade de uso de técnicas que despendem mais tempo, são menos 

práticas e de maior custo, como as técnicas Papanicolau ou de coloração azul 

de metileno (YENER, TUNC et al., 2007). 

Visto que as mudanças na citologia vaginal são correlacionadas com os 

níveis circulantes dos hormônios sexuais estrogênio e progesterona na corrente 

sanguínea (FRICK, BURLINGAME et al., 2000), e, portanto, com as fases do 

ciclo estral, a determinação da fase do ciclo foi realizada através da analise das 

células presentes no líquido coletado. Três tipos celulares foram identificados na 

amostra: (1) células epiteliais nucleadas, que são arredondadas e apresentam 

núcleo proeminente; (2) leucócitos, são células pequenas, com citoplasma 

granular e, se analisado sob maior ampliação, geralmente contêm núcleo 

vesiculado; e (3) células epiteliais cornificadas, caracterizadas pela ausência de 

núcleo observável, citoplasma granular e forma irregular (FREEMAN, 2006).  

As fases do ciclo estral foram identificadas conforme a proporção entre 

essas células (MANDL, 1951; MARCONDES, BIANCHI et al., 2002). Assim, a 

fase metaestro foi identificada nas amostras contendo a mesma proporção de 
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células epiteliais nucleadas e leucócitos, além de algumas células epiteliais 

cornificadas dispersas; a fase diestro foi caracterizada pela predominância de 

leucócitos e células epiteliais nucleadas dispersas; a fase proestro foi 

identificada pela predominância de células epiteliais nucleadas, muitas vezes 

aparecendo em grupos; e a fase estro, pela presença de camadas densas de 

células epiteliais cornificadas (Figura 6; FREEMAN, 2006; MANDL, 1951; 

MARCONDES et al., 2002).  

A determinação do ciclo estral foi realizada sempre após o teste 

comportamental (13:00 – 17:00h). A citologia vaginal não foi monitorada antes 

dos procedimentos experimentais, pois a manipulação animal (ANDREWS, FILE, 

1993) e estimulação vaginal-cervical que ocorre durante a coleta da amostra 

pode alterar respostas comportamentais subseqüentes (ANDREWS, FILE, 1993, 

FRYE et al., 2008).  

 

 

 

Figura 6. Lâminas de esfregaço vaginal: Citologia nas diferentes fases do ciclo estral de 

ratas Wistar fêmeas (Adaptado de BECKER et al., 2005). 

 

 



51 

 

 

3.5. Procedimento Experimental 

 

 

3.5.1. Experimento1 : Efeito da fase do ciclo estral de ratas testadas em LCE com 

diferentes A/F∆Lux 

 

Para o Experimento1, os animais foram divididos em dois grupos. O 

primeiro grupo foi submetido ao LCE 10 A/F∆Lux, e o segundo grupo ao LCE 96 

A/F∆Lux, conforme descrito no item 3.3. Após a exposição 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 e as diferentes fases do ciclo estral (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Grupos de animais do Experimento1, formad os de acordo com A/F ∆Lux  e as 
diferentes fases do ciclo estral 

LCE 10 A/F∆Lux 96 A/F∆Lux 

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 ansiolítica em ratas nas diferentes fases do ciclo 

estral testadas em LCE com diferentes A/F∆Lux 

 

Para a avaliação do efeito de droga ansiolítica em ratas testadas em 

diferentes configurações de LCE, os animais foram tratados, por via 

intraperitoneal (ip), com Salina (0,9%) ou MDZ (1,0 mg.kg-1). Trinta minutos após 

a administração ip, os grupos foram submetidos ao LCE 96 A/F∆Lux, ou ao LCE 

10 A/F∆Lux, conforme o item 3.3. Imediatamente após 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 e fase do ciclo estral (Tabela 6).   

 

 

 

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

LCE 10 A/F∆Lux 96 A/F∆Lux 

 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= 8 n=14 n=11 
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3.6. Análise Estatística 

 

Os dados do Experimento1 foram analisados por análise de variância 

(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∆Lux e Fator 3: Fase do ciclo estral).  

Como cada fase do ciclo das ratas apresenta diferentes durações 

(Metaestro,~6-8h; Diestro, ~55-57h; Proestro, ~12-14h; Estro, ~25-27h) 

(FREEMAN, 2006), e a determinação da fase do ciclo foi realizada somente 

após o teste comportamental, houve diferença no tamanho dos grupos. Diante 

disso, foi escolhido utilizar um teste Post-hoc específico para grupos compostos 

de diferentes números: teste de Tukey HD para N desiguais. Assim, as ANOVAs 

foram seguidas do teste de Tukey (“n” desiguais) para múltiplas comparações 

quando pertinente.  

Ainda, foi realizada uma análise de regressão múltipla para estimar se e 

como as variáveis independentes (Tratamento com droga, A/F∆Lux e 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. Experimento1: Efeito da fase do ciclo estral de ratas testadas em 

LCE com diferentes A/F∆Lux 

 

 

A Tabela 7 apresenta os resultados da ANOVA de duas vias para os 

fatores A/F∆Lux e Fase do ciclo estral. Como pode ser observado na tabela, a 

ANOVA revelou efeito principal significativo para as variáveis %EBA e %TBA em 

relação ao fator A/F∆Lux, mas não em relação ao fator Fase do ciclo estral. Houve 

interação entre os fatores A/F∆Lux e Fase do ciclo estral somente em relação à 

variável %TBA.  

 

 

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

interação entre fatores do Experimento1 

Fatores e interações  %EBA %TBA EBF 

A/F∆Lux F(1,131) = 4,97; p<0,05 F(1,131) = 8,26; p<0,05 F(1,131) = 1,15; NS 

FCE F(3,131) = 1,66; NS F(3,131) = 2,23; NS F(3,131) = 0,37; NS 

A/F∆Lux x FCE F(3,131) = 0,34; NS F(3,131) = 4,43; p<0,05 F(3,131) = 1,80; NS 

Ratos Wistar fêmeas em diferentes fases do ciclo estral (FCE) foram expostos a labirintos em cruz 

elevados com diferentes níveis de luminosidade relativa entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). 

NS indica valores de p não significantes. 
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A Figura 7 representa o padrão exploratório dos braços abertos de ratas 

fêmeas nas diferentes fases do ciclo estral, expostas aos LCE 10 e 96 A/F∆Lux. O 

teste post-hoc de Tukey não revelou diferença significativa entre os 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/F∆Lux 

permaneceram mais tempo nos braços abertos em relação a animais na mesma 

fase do ciclo testados em LCE 96 A/F∆Lux (Figura 7B).  

Em relação à variável dependente EBF (Figura 8), a ANOVA não revelou 

efeito principal significativo em relação aos fatores A/F∆Lux e Fase do ciclo estral. 

Como a variável EBF é representativa da atividade locomotora do animal, tanto o 

A/F∆Lux como a Fase do ciclo estral não alteraram a atividade locomotora do 

animal.  

A Tabela 8 apresenta os resultados da análise de regressão linear 

múltipla para as variáveis independentes A/F∆Lux e Fase do ciclo estral. O valor 

do coeficiente de magnitude (β) da regressão linear múltipla indica a direção e a 

magnitude da associação entre as variáveis analisadas. Desse modo, %EBA (β= 

-0,226) e %TBA (β= -0,235)  estão associados de forma negativa com a variável 

A/F∆Lux. Ou seja, para cada aumento unitário do A/F∆Lux, as variáveis %EBA e 

%TBA diminuirão na ordem de 22,6 e 23,5% por unidade, respectivamente. 

Assim, o aumento do A/F∆Lux,está associado com o decréscimo das variáveis 

representativas da exploração dos braços abertos. Não houve associação 

significativa entre A/F∆Lux e EBF. 

Já para a variável independente Fase do ciclo estral, não houve 

associação significativa em relação às variáveis %EBA, %TBA e EBF. Dessa 
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maneira, a mudança da fase do ciclo estral não se apresenta associada com 

alteração da exploração dos braços abertos e fechados no LCE.  
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Figura 7. Padrão exploratório dos braços abertos de  ratas fêmeas em diferentes fases do 

ciclo estral expostas a dois tipos de labirinto em cruz elevado. Ratos Wistar fêmeas 

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

diferentes níveis de luminosidade relativa entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). O 

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

da %Tempo nos braços abertos. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. * 

p<0,05 em relação ao grupo Estro exposto ao labirinto 96 A/F∆lux (ANOVA de três vias 

seguida de teste post-hoc de Tukey para n desiguais).  
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Tabela 8. Resultados da análise de regressão múltip la indicando os valores do 

coeficiente de magnitude ( β) relativo a associações entre as variáveis 

independentes e dependentes no Experimento1 

 

Variáveis 
Independentes 

 

Variáveis Dependentes 

%EBA %TBA EBF 

β valor de p β valor de p β valor de p 

A/F∆Lux -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 fêmeas em diferentes fases do ciclo estral (FCE) foram expostos a labirintos em cruz 

elevados com diferentes níveis de luminosidade relativa entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). 

%EBA (r = 0,250), %TBA (r = 0,245); EBF (r = 0,188). NS indica valores de p não significantes.  
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Figura 8. Número de entrada nos braços fechados de ratas Wistar em diferentes fases do 

ciclo estral testadas em dois LCE com diferentes ní veis de luminosidade relativa.  

Ratos Wistar fêmeas em diferentes fases do ciclo estral foram expostos a labirintos em 

cruz elevados com diferentes níveis de luminosidade relativa entre os braços abertos e 

fechados (A/F∆Lux). Os dados estão expressos como média ± erro padrão (ANOVA de 

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

fases do ciclo estral testadas em LCE com diferentes A/F∆Lux 

 

Os resultados da ANOVA de três vias estão demonstrados na Tabela 9.  

Como pode ser observado, ANOVA revelou efeito principal significante para as 

variáveis %EBA e %TBA em relação aos fatores Tratamento com droga e 

A/F∆Lux, mas não em relação ao fator Fase do ciclo estral. A administração 

sistêmica do MDZ aumentou ambas as variáveis %EBA (Figura 9A) e %TBA 

(Figura 9B) em animais submetidos tanto ao LCE 10 A/F∆Lux como ao de 96 

A/F∆Lux, quando comparados aos animais tratados com salina, independente da 

fase do ciclo estral. Ainda, os animais testados em LCE 10 A/F∆Lux apresentaram 

maior exploração dos braços abertos quando comparados com animais testados 

em LCE 96 A/F∆Lux. 

Considerando a variável EBF (Figura 10), a ANOVA não demonstrou 

efeito significativo em relação a nenhum dos fatores. Ainda, não foi observada 

interação entre fatores para as variáveis analisadas na ANOVA. Assim, o 

tratamento com MDZ não afetou a variável EBF em nenhum dos grupos. Ou 

seja, a atividade locomotora dos animais não foi alterada pela administração de 

MDZ. 
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Tabela 9. Resultados do teste ANOVA de três vias in dicando os efeitos principais e 

interações entre fatores do Experimento2 

Fatores e interações %EBA %TBA EBF 

T.Droga F(1,171) = 88,97; p<0,05 F(1,171) = 120,38; p<0,05 F(1,171) = 2,21; NS 

A/F∆Lux F(1,171) = 6,02; p<0,05 F(1,171) = 7,02; p<0,05 F(1,171) = 3,82; NS 

FCE  F(3,171) = 0,43; NS F(3,171) = 0,77; NS F(3,171) = 0,27; NS 

T.Droga x A/F∆Lux F(1,171) = 0,73; NS F(1,171) = 1,81;NS F(1,171) = 0,01; NS 

T.Droga x FCE F(3,171) = 0,41; NS F(3,171)=2,05; NS F(3,171) = 0,28; NS 

A/F∆Lux x FCE F(3,171) = 0,22; NS F(3,171) = 0,24; NS F(3,171) = 1,44; NS 

Droga x A/F∆Lux x FCE F(3,171) = 0,52; NS F(3,171) = 0,21; 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-1) por via i.p. 30 minutos após a administração das drogas, os animais 

foram expostos a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de luminosidade entre os 

braços abertos e fechados (A/F∆Lux). T.Droga significa o fator Tratamento com Droga e NS indica 

valores de p não significantes. 
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Figura 9. Efeito tipo ansiolítico do Midazolam em l abirintos em cruz elevado com 

diferentes gradientes de luminosidade entre os braç 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-1) por via i.p. 30 minutos após a administração das drogas, 

os animais foram expostos a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de 

luminosidade entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). O painel A apresenta a 

variável %Entrada nos braços abertos, enquanto o painel B apresenta a %Tempo nos 

braços abertos. Os dados estão representados como média ± erro padrão. ANOVA de 

três vias, com efeito principal significante para os fatores Tratamento com droga e 

A/F∆Lux.  
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Figura 10. Número de entrada nos braços fechados de  ratos Wistar fêmeas 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-1) por via i.p. 30 minutos após a 

administração das drogas, os animais foram expostos a labirintos em cruz elevados com 

diferentes gradientes de luminosidade entre os braços abertos e fechados (A/F∆Lux). 

Dados estão expressos como média ± erro padrão (ANOVA de três vias). 
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Na Tabela 10 estão demonstrados os resultados da análise de 

regressão linear múltipla para o Experimento 2. A análise de regressão linear 

múltipla revelou um valor de β positivo para variável independente Tratamento 

com droga em relação às variáveis dependentes %EBA e %TBA, mostrando que 

o Tratamento com droga está positivamente associado com a exploração dos 

braços abertos.  

No caso de A/F∆Lux, os valores de β encontrados foram negativos para 

%EBA e %TBA, demonstrando uma associação inversamente proporcional. 

Dessa maneira, quanto menor o gradiente de luminosidade entre os braços 

abertos e fechados, maior é a exploração dos braços abertos. Já a Fase do ciclo 

estral não apresentou associação significativa em relação à %EBA e %TBA.  

Na variável EBF, a análise de regressão linear múltipla não indicou 

nenhuma associação significativa em relação às variáveis independentes. 

Assim, uma alteração no gradiente de luminosidade, tratamento com droga e 

fase do ciclo estral não modificam a atividade locomotora dos animais.   
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Tabela 10. Resultados da análise de regressão múlti pla indicando os valores do 

coeficiente de magnitude ( β) relativo a associações entre as variáveis 

independentes e dependentes no Experimento2 

 

Variáveis 
Independentes 

 

Variáveis Dependentes 

%EBA %TBA EBF 

β valor de p β valor de p β valor de p 

Tratamento com droga  0,602 p<0,05 0,668 p<0,05 -0,113 NS 

A/F∆Lux -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-1) por via i.p. 30 minutos após a administração das drogas, os animais foram expostos 

a labirintos em cruz elevados com diferentes gradientes de luminosidade entre os braços abertos e 

fechados (A/F∆Lux). %EBA (r = 0,618), %TBA (r = 0,686); EBF (r = 0,151). NS indica valores não 

significativos.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Dos modelos animais de ansiedade disponíveis, o Labirinto em Cruz 

Elevado é um dos mais populares (RAMOS, 2008; RODGERS, DALVI, 1997). 

Como resultado direto dessa popularidade, muitas versões desse teste existem, 

e essas variações metodológicas inter-laboratórios têm contribuído para 

inconsistências no padrão exploratório de ratos no LCE e, conseqüentemente, 

na sensibilidade do teste durante a triagem de drogas tipo-ansiolíticas 

(RODGERS, DALVI, 1997). Algumas dessas variações estão ligadas ao 

procedimento experimental, como a luminosidade, e outras são 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 

preferência pelos braços fechados, pois os braços abertos são regiões dotadas 

de propriedades estressantes e indutoras de medo. De fato, ratos expostos aos 

braços abertos apresentam aumento de liberação de corticosterona, e 

comportamentos relacionados com medo, quando comparados àqueles 

expostos aos braços fechados (PELLOW et al., 1985). Tem sido proposto que o 

estabelecimento da esquiva dos braços abertos requer a exposição do animal a 

um ambiente com diferentes graus de aversão, ou seja, simultaneamente a 

presença de braços abertos – desprotegidos – e braços fechados – protegidos 

(BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002). Ainda, foi sugerido que o comportamento 

típico de ratos no LCE convencional é causado pelas características 

contrastantes dos braços abertos e fechados, ao invés de as características 
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aversivas físicas dos braços abertos per se  (SALUM, ROQUE-DA-SILVA et al., 

2003).  

Originalmente foi proposto que o padrão exploratório do animal, 

analisado através do estabelecimento de preferência pelos braços do LCE, era 

devido ao medo induzido pela incapacidade do animal em realizar exploração 

dos braços abertos através de vibrissas (TREIT et al., 1993). Entretanto, 

experimentos realizados no nosso laboratório (dados não publicados), nos quais 

ratos Wistar tiveram suas vibrissas retiradas e foram expostos ao LCE, 

demonstram que as vibrissas parecem não ser importantes para a determinação 

da preferência pelos braços no labirinto.  Da mesma maneira, em um estudo 

realizado em 2001 (CARDENAS et al., 2001), ratos tiveram suas vibrissas 

cortadas em diferentes comprimentos do folículo (ponta, parte média e vibrissa 

inteira), e se comportaram de forma semelhante no LCE, preferindo explorar os 

braços fechados aos abertos, apontando que o sistema de vibrissas pode não 

ser o principal sistema utilizado pelo rato na exploração do LCE. Ainda, nosso 

grupo já demonstrou que a luminosidade relativa entre os braços abertos e 

fechados do labirinto representa uma variável determinante no estabelecimento 

de preferência dos braços no labirinto (PEREIRA et al., 2005). Assim, o sistema 

visual também parece estar envolvido no padrão exploratório do animal no LCE.  

No presente estudo, ambos os labirintos utilizados foram construídos 

com o mesmo material, tendo a finalidade de evitar diferenças na exploração 

tigmotáxica, já que alguns estudos com ratos e camundongos demonstraram 

que alterações na percepção tátil do animal podem afetar seu padrão geral de 

comportamento exploratório (SIMON, DUPUIS, COSTENTIN, 1994; TREIT, 

FUNDYTUS, 1988).  Além disso, assim como com outros pesquisadores, os 
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experimentos foram realizados sob condições controladas para estímulos 

olfativos e auditivos; através da limpeza do LCE entre as exposições dos ratos, e 

através de ruídos minimizados durante o período de experimento. Nesse 

sentido, nosso estudo analisou o sistema visual do animal na preferência de 

braços durante a exploração do LCE.  

Considerando a variável metodológica luminosidade relativa, Pereira et 

al. (2005) indicou que a capacidade do animal em discriminar áreas no LCE com 

mais ou menos luminosidade pode direcionar a exploração do labirinto para 

áreas com baixa luminosidade e, portanto, com baixo grau de aversão. Dessa 

forma, estabelecendo preferência dos animais pelos braços fechados do 

labirinto. Isso se deve ao fato de os braços abertos serem mais iluminados que 

os braços fechados.  

Os dados dos Experimentos1 e 2 estão de acordo com o proposto por 

Pereira e colaboradores (2005), visto que a análise de regressão linear múltipla 

apontou para uma associação negativa entre A/F∆lux e %EBA e %TBA. Assim, 

com a diminuição do A/F∆lux foi observado um aumento das variáveis 

representativas da exploração do braço aberto. Dessa maneira, fêmeas, da 

mesma forma que machos, têm seu padrão exploratório alterado com a 

modificação do A/F∆lux. Entretanto, os dados da regressão linear múltipla devem 

ser analisados com cautela, já que a análise estatística foi realizada utilizando 

apenas dois valores de variável independente (10 e 96 A/F∆lux). É possível que a 

presença de um terceiro ponto (mais um valor de A/F∆lux) possa demonstrar uma 

tendência de reta diferente da encontrada. Assim, o resultado do teste de 

regressão linear múltipla com três pontos pode ser mais fidedigno, em relação 

ao mesmo teste com apenas dois, como realizado no presente estudo.  
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Ao comparar o padrão exploratório dos animais testados nos dois 

A/F∆lux, ratas na mesma fase do ciclo apresentaram comportamentos 

semelhantes; apenas as ratas na fase estro apresentaram comportamentos 

exploratórios distintos – animais nessa fase do ciclo expostos ao LCE 10 A/F∆Lux 

apresentaram maior tempo de permanência nos braços abertos que os expostos 

ao LCE 96 A/F∆Lux. 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 exploratório geral (JACOBS, FENWICK et al., 2001), já que, no 

caso de ratos albinos, 99% da sua retina consiste em bastonetes, células 

responsáveis por detectar níveis de luminosidade (CARTER-DAWSON, LAVAIL, 

1979; LA VAIL, 1976). Nesse sentido, o presente estudo sugere que ratos 

albinos testados sob um baixo A/F∆lux apresentam dificuldade em discriminar 

visualmente áreas com maior e menor nível de luminosidade, sendo que ratas 

na fase estro podem apresentar uma menor sensibilidade à luminosidade 

relativa, apresentando uma maior dificuldade em discriminar a diferença aversiva 

dos braços abertos e fechados.  

De fato, estudos têm demonstrado que mulheres saudáveis 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 relação entre o ciclo menstrual e a 

potenciais elétricos evocados pela visão (TASMAN, HAHN et al., 1999). Ainda, já 

foi reportada presença de dois subtipos de receptores de estrogênio (α e β) na 

retina de humanos (MUNAUT et al., 2001; OGUETA et al., 1999), porém o papel 

desses receptores permanece desconhecido. Assim, uma possível explicação 
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para o resultado encontrado no presente trabalho, é que os níveis 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 visão apresenta uma capacidade limitada de discriminar 

diferenças de luminosidade, e os braços abertos têm seu grau de aversão 

diminuído devido à atenuação das características contrastantes entre os braços 

abertos e fechados do LCE. 

Em relação à influência do ciclo estral sobre o comportamento de ratas 

no LCE, o presente estudo indicou que ratas nas diferentes fases do ciclo 

apresentaram o mesmo padrão exploratório no labirinto. De fato, não foi 

observado efeito principal na ANOVA para a variável Ciclo Estral no 

Experimento1 nem no Experimento2.  Ainda, resultados da análise de regressão 

linear múltipla não revelaram associação significante entre Ciclo estral e as 

variáveis representativas da exploração do braço aberto e do braço fechado, 

também em ambos os experimentos (1 e 2). Os resultados apresentados estão 

de acordo com estudos prévios reportados na literatura, os quais indicam que o 

comportamento de ratos fêmeas 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 exploração dos braços 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 comparação desses resultados com o presente 

estudo é difícil, pois alguns dos estudos apresentados na literatura fornecem o 

nível absoluto (não o relativo) de iluminação; e, em outros casos, o nível de 
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iluminação não é citado. Assim, essas discrepâncias encontradas entre os 

resultados podem ser atribuídas a diferenças nessas condições experimentais 

adotadas. 

Considerando a atividade locomotora dos animais, ANOVA não indicou 

efeito significante para o Número de entrada nos braços fechados em relação ao 

fator A/F∆lux no Experimento1 e no Experimento2. Da mesma maneira, a análise 

de regressão linear múltipla em ambos os experimentos não apresentou uma 

associação significante entre a variável EBF em relação ao A/F∆lux. Assim, o 

presente estudo demonstra que a atividade locomotora de ratos Wistar fêmeas, 

da mesma forma que em machos, não é alterada por variações na luminosidade 

relativa entre os braços fechados e abertos do LCE.  

Nesse experimento, tanto o LCE 10 como o LCE 96 A/F∆Lux foram 

capazes de detectar efeitos antiaversivos e ansiolíticos do MDZ em todas as 

fases do ciclo estral. Porém, os animas testados sob baixo gradiente de 

luminosidade apresentaram mudanças na linha de base do comportamento dos 

animais, os quais foram maiores naqueles testados em LCE 10 A/F∆Lux que em 

96 A/F∆Lux. Se considerarmos que um efeito ansiolítico completo é causado pela 

ausência de preferência de braços (cerca de 50% nas variáveis %EBA e %TBA), 

nós acreditamos que o aumento na linha de base pode resultar em uma 

diminuição da probabilidade do LCE em detectar efeitos de drogas tipo-

ansiolíticas devido ao estabelecimento de um efeito-teto. Isso já 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/F∆lux,; os animais apresentaram um baixo nível de medo e de 

uma diminuição da esquiva de braços abertos em menores A/F∆lux, e um 
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aumento do seu nível de medo e esquiva de braços abertos sob maior A/F∆lux 

(PEREIRA et al., 2005).  

Apesar de resultados falso-negativos não terem sido observados no 

presente estudo, ele já foi observado em um estudo prévio (Araújo Godinho, 

2007), no qual ratos machos foram tratados com salina ou MDZ (1,0 mg/kg) e 

expostos a labirintos com diferentes configurações. Nesse estudo, o tratamento 

com MDZ não foi ansiolítico em animais testados em labirinto com paredes 

transparentes (LCE 8 A/F∆lux), apontando para  uma detecção prejudicada do 

efeito ansiolítico do MDZ em animais testados em baixo A/F∆lux.  

Esse fato sugere que atenção especial deve ser dada tanto ao material 

de fabricação das paredes do braço fechado, como à fonte de iluminação 

labirinto, ou ainda, para ambos, a fim de atingir um nível de A/F∆lux compatível 

com uma preferência de braço em valores intermediários. Essas sugestões são 

importantes para evitar resultados falso-negativo, através do estabelecimento de 

efeito-teto, e falso-positivo, através do efeito-solo. Nesse sentido, é importante 

que laboratórios que utilizam, ou planejam utilizar o LCE, estabeleçam um nível 

adequado de iluminação entre os braços abertos e fechados para obter 

condições ótimas de teste no estudo de drogas tipo-ansiolíticas/ansiogênicas; e 

assim melhorar a sensibilidade desse modelo pré-clínico na triagem de droga 

tipo-ansiolíticas e -ansiogênicas.  

Tomados em conjunto, algumas conclusões importantes emergem do 

presente estudo: (i) O A/F∆lux é uma variável metodológica importante para o 

estabelecimento de preferência no braço LCE em ratos Wistar fêmeas; (ii) O 

comportamento exploratório de ratas Wistar no LCE mantém-se inalterado, 

independentemente da fase do ciclo estral. 
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Os transtornos de ansiedade estão entre as mais prevalentes, 

persistentes, incapacitantes e onerosos transtornos psiquiátricos. O Labirinto em 

Cruz Elevado é um modelo animal bastante utilizado e permite o estudo pré-

clínico de novas drogas para o tratamento da ansiedade. Tendo em vista os 

dados inconsistentes encontrados na literatura com o LCE, uma atenção 

especial deve ser dada aos dados coletados sob condições de teste idênticas e 

constantes (RODGERS, DALVI, 1997). Assim, é essencial estabelecer as 

variáveis metodológicas que podem alterar o comportamento dos animais no 

labirinto, e controlá-las, para que os dados sejam passiveis de comparações e 

os resultados sejam mais fidedignos.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

� A fase do ciclo estral per se não alterou o padrão exploratório de ratos 

Wistar fêmeas no LCE nos A/F∆lux estudados;  

 

� O A/F∆lux alterou a preferência de braços no LCE em ratos Wistar fêmeas; 

 

� Nos LCEs com A/F∆lux de 10 e 96 lux, a detecção do efeito ansiolítico co 

midazolam não foi prejudicada; 

 

� Em relação ao LCE 10A/F∆lux, o LCE 96A/F∆lux parece ser mais indicado 

para estudos utilizando fêmeas como sujeitos experimentais, visto que não 

apresentou aumento na linha de base dos animais. 
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