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RESUMO

As desordens ansiosas e a depressao estao entre as doengas mais frequentes
e que acometem o sistema nervoso central no mundo, e aparecem juntas em
grande parte dos casos, 0 que pode ser ainda mais prejudicial ao paciente. Por
iSs0, a pesquisa clinica e pré-clinica nessa area sdo a chave para a descoberta de
um tratamento adequado. Na pesquisa pré-clinica, sdo utilizados protocolos que
reinem varios modelos comportamentais para refinar o estudo do
comportamento animal, porém, ha davidas de que possa existir interferéncia nos
dados de um procedimento quando é utilizado o mesmo animal. Assim, 0
objetivo maior deste estudo é conhecer a possivel interferéncia de
procedimentos sucessivos no mesmo animal, de modo a se estabelecer uma
bateria sequencial de procedimentos para a avaliacdo de atividade ansiolitica e
antidepressiva. Foram utilizados camundongos sui¢os, o0s quais foram
submetidos a exposi¢bes consecutivas a dois diferentes procedimentos
experimentais, com intervalo de 30 minutos entre cada uma. Foram detectadas
interferéncias decorrentes da pré-exposicdo a determinados procedimentos, das
quais algumas foram solucionadas apenas com a inversdo na ordem de
exposicdo. Apos a identificacdo dos procedimentos que ndo promoviam
interferéncia sobre os parametros avaliados no procedimento posterior, foi
estabelecida uma bateria sequencial, que possibilita a reutilizacdo dos animais,

otimizando o uso de substancias e dos proprios animais.

Palavras-chave: Bateria sequencial. Ansiedade. Depressdo. Teste do campo

aberto. Teste da caixa claro-escuro. Teste da suspenséo pela cauda.



ABSTRACT

Anxiety disorders and depression, both ranked among the most frequent
diseases, afflict the central nervous system. They are comorbid in most cases,
which can thus be even more prejudicial to the patient. For this reason, pre-
clinical and clinical research in this area constitutes the key to discovering an
adequate treatment. Pre-clinical research utilizes protocols that combine several
behavioral models to refine the study of animal behavior. However, doubts arise
from possible interference in data from a procedure that utilizes the same
animal. Thus, the primary objective of the present study is to ascertain the
potential interference of successive procedures on the same animal, so as to
establish a sequential battery of procedures to evaluate antidepressive and
anxiolytic activity. Swiss mice were utilized and submitted to consecutive
exposures to two different experimental procedures, separated from each other
by a 30-minute interval. Interferences resulting from pre-exposure to
determinate procedures were detected, some of which were resolved only by
inverting the order of exposure. After the identification of procedures that did
not interfere with parameters evaluated in a subsequent procedure, a sequential
battery was established to enable the reutilization of animals, thus optimizing the

use of substances and of the animals themselves.

Keywords: Sequential battery. Anxiety. Depression. Open-field test. Light-dark

box test. Tail suspension test.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 RELACAO ENTRE DEPRESSAO E TRANSTORNO DE ANSIEDADE

A depresséo e os transtornos de ansiedade estdo entre as de ocorréncia mais
frequente dentre as que acometem o sistema nervoso central (SNC) na
populacdo mundial. Em um estudo feito em dois paises da Europa, estimou-se
que a depressdo maior ocupava 6,3%, e 0s transtornos de ansiedade
generalizada, 8,3% dos casos nos pacientes estudados, e que 4,2% apresentam as
duas doencas ao mesmo tempo (ANSSEAU et al., 2005). Esses valores séo
preocupantes quando se tratam de estados clinicos de dificil diagndstico e que
comprometem seriamente a vida social dessas pessoas.

Tanto os transtornos de ansiedade quanto a depressdo sdo desordens cujo
tratamento disponivel ndo atende a uma grande parcela dos acometidos. Alem
disso, sdo classicos os efeitos adversos destes medicamentos, que incluem
sonoléncia, ataxia e perda de memdria para os ansioliticos, e boca seca,
taquicardia, aumento de peso e disfuncdo sexual para 0s antidepressivos
(GOODMAN & GILMAN, 2007). Essa gama de efeitos adversos provocada
pelos medicamentos mais utilizados, comumente, dificulta a adeséo do paciente

ao tratamento, aumentando o risco de um novo episodio.
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1.1.1 DEPRESSAO

A depressdo, também chamada de psicose de depressdo mental, ou
depressdo unilateral, € uma doenca do SNC caracterizada por causar sintomas de
pesar, infelicidade, desespero e miséria, com elevado risco de suicidio nos
pacientes, o qual pode variar com o género, idade ou etnia (SHARMA et al.,
2007; SHER, OQUENDO & MANN, 2001). A principal causa da depresséo esta
associada, de maneira geral, a uma baixa disponibilidade de serotonina ou
noradrenalina, ou ambas, no cérebro. Acredita-se que, além da serotonina, uma
disfuncdo em seus precursores também esteja envolvida, e que o eixo adrenal-
pituitario-hipotalamico desempenhe uma fungdo importante nessa doenca
(LOPEZ-DURAN, KOVACS & GEORGE, 2009; MAES et al., 1995).

A atividade noradrenérgica dos neurdnios localizados no locus coeruleus,
no tronco cerebral (ZHU et al.,, 1999), assim como a de neurdbnios
serotonérgicos localizados nos nucleos da rafe (MICHELSEN, PRICKAERTS
& STEINBUSC, 2008; MICHELSEN, SCHMITZ & STEINBUSCH, 2007),
estd envolvida com essa doenca. Ambos os tipos de neurbnios enviam muitas
projecBes para o sistema limbico, conjunto de estruturas que esta relacionado
com processos neurais responsaveis por modular o comportamento emocional
dos animais, inclusive em humanos (GRAY, 1985; KIRKPATRICK, KIM, &
INSEL, 1994). Com isso, nota-se que uma falha estrutural ou fisiol0gica nesse

sistema de comunicacdo, na qual a neurotransmissdo de serotonina e
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noradrenalina é prejudicada, poderia desencadear a manifestacdo dos sintomas
da depressdo. Tais sintomas sao tratados, na clinica, com medicamentos que tém
como principal caracteristica aumentar a disponibilidade  desses
neurotransmissores.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a prevaléncia da depressdo na
populacdo mundial era de 151,2 milhdes de pessoas em 2004, sendo duas vezes
mais frequente nas mulheres que nos homens. Além disso, numa escala de
incapacidade causada por doencas que varia de 1 a 7, é dada a pontuacgéo
méaxima (incapacidade severa) a depressdo, juntamente com outras doencas
graves como psicose ativa e cancer em estado terminal. Em uma graduacao de
doencas ou situacOes que mais acometeram a populacdo mundial em anos de
vida perdidos por incapacidade, essa desordem ocupava, em 2004, a terceira
colocacdo — atras apenas de infecgdes respiratorias e diarréia; e a estimativa para
2030, é que a depressdo ocupara o topo dessa lista. Em paises de baixa e média
renda, esta incapacidade atinge uma média de 10,4% do total de anos perdidos

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

1.1.2 TRANSTORNO DE ANSIEDADE

A ansiedade € o nome dado ao comportamento normal dos animais diante

de situacbes que possam representar um possivel dano, perigo ou malogro, e

cujo resultado, oriundo de processos neurais complexos, culmina em
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manifestacdes fisioldgicas autbnomas como sudorese, taquicardia e tremores
entre outras. Em contra partida, o transtorno de ansiedade é caracterizado por
um desarranjo na manutencdo desse processo sem causa aparente, que prejudica
a vida sécio-profissional das pessoas que sofrem desse mal. Esse transtorno
pode também ser denominado como desordem ou, de maneira inadequada,
apenas ansiedade.

Em estudos realizados no Brasil, os dados mostram que entre 10% e 18%
da populacdo apresenta algum transtorno de ansiedade, dos quais 6% a 12% sé@o
casos que potencialmente necessitam de assisténcia (ALMEIDA FILHO et al.,
1992; 1997). Apesar dos avancos observados no tratamento dos transtornos de
ansiedade nos ultimos anos, estima-se que menos de 50% dos pacientes
portadores de transtorno de ansiedade generalizada apresentem alivio total dos
sintomas, indicando a necessidade de continuidade da pesquisa pré-clinica e
clinica nesse campo (ANDREATINI et al., 2001). Bem como a depressao,
existe um alto risco de tentativas de suicidio em pacientes com transtornos de
ansiedade (LEE et al., 2007), mostrando que € um transtorno que merece uma

maior vigilancia e prevencao dos pesquisadores e profissionais de saude.
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1.1.3 COMORBIDADE

Os transtornos de ansiedade e a depressdo sempre foram tratados como
doencas distintas, porém, em uma revisdo (WETZLER & KATZ, 1989) onde
estavam incluidos 17 estudos entre pacientes com ansiedade e depresséo, foi
estimado que em cerca de 50% dos casos essas desordens aparecem juntas.
Outros estudos também corroboram com a idéia de comorbidade entre essas
doencas, além de apontarem que tratamentos contra os transtornos de ansiedade
diminuem o risco de depressdao maior nos pacientes (GOODWIN & GORMAN,
2002; GORMAN, 1997). Além disso, algumas condi¢cdes de dor, como
enxaqgueca, artrite e dores nas costas, aparecem sempre em maior intensidade em
pacientes com depressdo e desordens de ansiedade (McWILLIAMS,
GOODWIN & COX, 2004), levando-nos a crer que sdao comorbidades que
merecem uma importante atencdo dos pesquisadores das desordens do sistema

nervoso central.

1.2 MoODELOS COMPORTAMENTAIS DE ATIVIDADE ANSIOLITICA

De um modo geral, os modelos comportamentais para o estudo da atividade
ansiolitica avaliam a resposta dos animais de experimentacdo frente ao conflito
natural quando expostos a um ambiente desconhecido. Nessa situacdo, a

atividade exploratéria do animal reflete o resultado do conflito entre a tendéncia
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de explorar a nova area e a neofobia, ou seja, medo de um ambiente novo.
Embora o paradigma basico seja 0 mesmo, os estimulos oferecidos em cada
modelo experimental sdo diferentes, e cada procedimento avalia um
determinado componente do processo ansioso.

Os modelos comportamentais comumente utilizados na busca de drogas
ansioliticas sdo o labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987), no qual o conflito
comportamental é a necessidade do animal em explorar o ambiente e o potencial
perigo que ela oferece, ou seja, uma maior exposicdo do animal quando esta nos
bracos abertos do labirinto; a caixa claro-escuro (CRAWLEY, 1981), que
também oferece ao animal um conflito entre explorar o ambiente novo e evitar o
compartimento claro, aversivo aos animais de habitos noturnos; e a placa
perfurada (BOISSIER & SIMON, 1962), onde a atividade ansiolitica é medida
pelo nimero de mergulhos com a cabeca (head-dipping) que o animal realiza
nas perfuracdes, os quais o deixam vulneravel ao ataque de um possivel
predador.

O teste do campo aberto (WALSH & CUMMINS, 1976) e da barra
giratoria (DUHAM & MIYA, 1957) sdo comumente utilizados para deteccéo de
alteracdes na atividade locomotora, como auxilio na complementacéo dos dados
obtidos nos modelos de atividade ansiolitica. Essas alteracfes podem ser geradas
pela acdo ansiolitica dos proprios modelos ou podem ser atribuidas a outras

alteracbes menos especificas sobre o sistema motor (RODGERS et al., 1997)
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que venham a impossibilitar a execucdo de comportamentos que fornecem os
parametros para avaliacdo da atividade ansiolitica.

Mais especificamente, com o teste da barra giratoria é possivel avaliar a
integridade do sistema motor, uma vez que o animal é desafiado a permanecer
sobre uma barra que gira a uma velocidade fixa (5 rpm); enquanto que no campo
aberto, o animal € colocado numa caixa dividida por quadrantes desenhados no
fundo, onde pode percorrer livremente durante o tempo do teste, e sua atividade
locomotora e exploratoria € avaliada, dentre outros pardmetros, pelo numero de
quadrantes percorridos.

Embora os modelos comportamentais utilizados para estudar a atividade
ansiolitica sejam indispensaveis na pesquisa pré-clinica de novas drogas com
atividade ansiolitica (RODGERS et al., 1997), ainda ndo se desenvolveu um
modelo ideal que permita reproduzir comportamentos associados a esse
transtorno e que ndo esteja intimamente ligado a outros tipos de
comportamentos ndo relacionados (GUIMARAES, 1993; RODGERS et al.,
1997). Por exemplo, o teste do labirinto em cruz elevado é um teste validado
farmacologicamente como modelo experimental sensivel a drogas ansioliticas
(PELLOW et al., 1985; PELLOW & FILE, 1986) — frequentemente, os da classe
de benzodiazepinicos — mas seus resultados s@o influenciados pela atividade
locomotora (ALMEIDA, 2006).

Desse modo, a predicdo do potencial farmacoldgico de uma determinada

droga ndo pode depender de apenas um modelo experimental. Por esse motivo,
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utilizam-se protocolos que rednem varios testes comportamentais (VAN
GAALEN & STECKLER, 2000), numa tentativa de refinar a observacdo do
comportamento animal, que sera utilizado como parametro para a avaliacdo dos
efeitos da droga em estudo. Além disso, existem tentativas recentes de agrupar
varios modelos de atividade ansiolitica em um s6 aparato (RAMOS et al., 2008),
mostrando que a possibilidade de avaliacdo simultanea dos multiplos aspectos
que envolvem o transtorno de ansiedade € uma preocupacao dos pesquisadores

da area.

1.3 MODELOS COMPORTAMENTAIS DE ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA

Os modelos comportamentais que avaliam a atividade antidepressiva mais
utilizados tém como base dos processos neurais o conflito entre o estresse
psiquico e motor e a inibicdo do comportamento motivado positivamente para
combater essa situacao estressogénica (PORSOLT et al., 1978; STONE, LIN &
QUARTERMAIN, 2008).

Existem poucos modelos animais comportamentais para a avaliacdo da
atividade antidepressiva, porém, sdo testes de altissimo valor na experimentacao
pré-clinica, e um deles muito utilizado é o teste do nado forgado de Porsolt
(PORSOLT, BERTIN & JALFRE, 1977). Nesse teste, o roedor é forcado a
nadar num recipiente contendo agua em um nivel tal qual ndo é possivel

encostar a cauda ou as patas no fundo sem submergir, além de ndo haver como
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escapar desse recipiente pelas laterais. Em determinado momento, o animal se
defronta com o conflito entre o estresse fisico gerado pela natacdo e a motivacao
para continuar tentando a fuga. No momento em que esse estresse fisico
ultrapassa a motivacao para a tentativa de fuga, o animal adquire uma postura
imovel caracteristica, boiando na superficie da agua. Nesse contexto, o tempo
total de imobilidade é o indicador da atividade antidepressiva, ou seja, quanto
menor o tempo de imobilidade, maior sera o efeito antidepressivo da substéncia
estudada.

A modificacdo desse teste, proposta por Cryan, Valentino e Lucki (2005)
refina a aquisicdo dos dados gerados pelo procedimento. Enquanto no modelo
mais antigo, apenas o comportamento de imobilidade é medido, o modificado
propde a classificagdo do comportamento ativo exercido durante o periodo de
mobilidade, distinguindo entre o comportamento de nadar ou de escalar a parede
do recipiente. Esta distincdo parece fornecer informacgdes preditivas a respeito
do mecanismo de acdo do antidepressivo que promove a reducdo do tempo de
imobilidade. Assim, animais pré-tratados com drogas que apresentam
seletividade por vias noradrenérgicas tendem a exercer com maior frequéncia o
comportamento de escalar a parede do recipiente, enquanto drogas com
seletividade por vias serotonérgicas tendem a elevar a frequéncia do
comportamento de nadar.

Outro teste sensivel a drogas antidepressivas € o da suspensdo pela cauda

(STERU, 1985), no qual o animal também apresenta comportamento de
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imobilidade apo6s tentativas de fuga sem sucesso. Esse teste tem uma
caracteristica importante que ndo se encontra nos supracitados, o de evitar o
risco de hipotermia por ndo submergir o animal em agua (DEUSSING, 2006).
Além disso, € um teste pratico, pois, ndo necessita de treino, e o efeito de drogas

antidepressivas classicas é observado apds o tratamento agudo.

1.4 EXPERIENCIA PREVIA E BATERIA SEQUENCIAL

Sabe-se que experiéncias prévias dos animais podem interferir nos
parametros avaliados, ainda que sejam expostos ao mesmo procedimento
experimental (LISTER, 1990; RODGERS, 1993; FILE, 2001). E mais, alguns
trabalhos indicam que alguns modelos provocam influéncia ou interferéncia em
outros modelos nos quais o animal é subsequentemente exposto. Por exemplo,
Andreatini e Bacellar (1999) mostraram que o teste do nado forcado de Porsolt
tem uma importante influéncia ansiogénica no teste do labirinto em cruz
elevado, e esse efeito é encontrado até mesmo apos uma semana de exposicéo,
mas, 0 inverso ndo ocorre. Isso nos mostra que a ordem dos procedimentos de
uma bateria pode ser fundamental para a utilizacdo adequada do mesmo animal
na pesquisa comportamental.

Apesar desses estudos, ndo estd ainda estabelecida uma sequéncia de
procedimentos que possa ser aplicada com seguranga em um mesmo animal,

especialmente, quando se refere ao estudo de atividade ansiolitica e
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antidepressiva. Por isso, a sucessao de procedimentos experimentais utilizando
um mesmo animal deve ser feita com muita cautela para evitar interferéncias

ndo controladas no comportamento estudado.

1.5 ETICA EXPERIMENTAL E RENDIMENTO DE PRODUTOS NATURAIS

Existem fortes argumentos para o0 estabelecimento de uma bateria
sequencial de procedimentos experimentais onde 0s mesmos animais possam ser
reutilizados para aquisicao de novos dados.

Um deles refere-se aos aspectos éticos que direcionam as pesquisas para o
uso de uma quantidade cada vez menor de animais de experimentacéo. Se, por
um lado, é importante testar um novo composto farmacologico em diferentes
procedimentos experimentais na tentativa de refinar o conhecimento de seu
perfil farmacoldgico, por outro, deve-se, com razdo, restringir o numero de
animais utilizados, extraindo de cada um deles a maior quantidade possivel de
informacao.

Além desse aspecto, existe outro, de carater mais pratico, que direciona os
protocolos experimentais para a utilizacdo multipla de cada animal de
experimentacdo tratado com a substadncia em estudo. A pesquisa de novos
compostos farmacologicamente ativos encontra nas plantas medicinais uma
fonte abundante de prototipos (FABRICANT & FARNSWORTH, 2001),

incluindo substancias com agdo importante sobre o sistema nervoso central. A
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biodiversidade vegetal apresenta, ainda, um grande potencial para fornecer
substéncias com capacidade de interferir em processos cronicos como ansiedade
e depressdo, além de outros, que ndo respondem bem aos tratamentos
convencionais (PHILLIPSON, 2001; CARLINI, 2003; ERNST, 2007). No
entanto, o rendimento dos extratos de plantas e Oleos essenciais — brutos ou
fracbes obtidas desses extratos — nem sempre atinge a quantidade ideal para
testes em diferentes modelos experimentais, indispensavel para o tragcado preciso
do perfil farmacologico do composto em estudo. Desse modo, a idéia de
submeter o mesmo animal tratado com um extrato, fragbes ou compostos
isolados, a testes sequenciais contribuiria para um estudo mais completo destas
preparacoes.

O conhecimento da possibilidade de exposi¢cdes multiplas com 0 mesmo
animal — e dos efeitos que isso pode promover no comportamento do roedor —
contribuira para o aumento da quantidade de informacdes cientificas obtidas sem
aumentar a demanda do nimero de animais. Esta € uma area que vem recebendo
renovada atencdo devido ao constante assedio da sociedade — civil e cientifica —
no sentido de reduzir o uso de animais de experimentacdo. Logo, diante dessa
preocupacdo ética na experimentagdo animal e das dificuldades de obter
rendimento suficiente das substancias extraidas de produtos naturais, bem como
o0 aperfeicoamento dos procedimentos experimentais, tanto para depressdo como

para ansiedade, chega-se aos objetivos deste estudo.
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2 OBJETIVOS

. Determinar possiveis interferéncias da pre-exposicao a
um procedimento experimental sobre os parametros avaliados no
procedimento subsequente, em modelos comportamentais para a
avaliacho da atividade ansiolitica e antidepressiva em

camundongos.

o Propor uma bateria sequencial de procedimentos valida
para a otimizacdo dos protocolos padrédo utilizados na pesquisa preé-

clinica em ansiedade e depresséo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SUJEITOS DA PESQUISA

Foram utilizados camundongos suicos machos provenientes do Biotério
Central da UNESP — campus de Botucatu, com idades entre 43 a 47 dias. Os
animais foram mantidos por duas semanas no biotério do departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, antes dos procedimentos
experimentais, em salas com temperatura (de 21 a 22 °C) e ciclo claro-escuro
(12 h) controlados, com agua fresca e comida ad libitum até 2 horas antes do
inicio dos procedimentos. Os animais foram colocados em uma gaiola numa sala
subjacente a sala de teste de 1,5 a 2 horas antes de cada procedimento para

habituacéo.

3.2 EscoLHA DOS MODELOS COMPORTAMENTAIS

Dentre os varios modelos comportamentais sensiveis a drogas ansioliticas e
antidepressivas, foram escolhidos testes praticos e de execucdo rapida. Assim,
foram preteridos testes com mais de um dia de experimentacdo e/ou que
precisassem de pré-selecdo dos animais, ja que esta poderia ser mais um fator de
estresse interferente em outros procedimentos. Além disso, era preciso haver

testes com tempos de observacdo semelhantes, para otimizar a utilizacdo dos
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aparatos e equipamento de aquisicdo de imagem. Com base nesses critérios,
foram escolhidos os testes da caixa-claro escuro, do campo aberto, do labirinto

em cruz elevado e o da suspensao pela cauda.

3.3 MODELOS PARA ANALISE COMPORTAMENTAL

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO - LCE

O LCE, validado para camundongos por Lister (1987), consiste numa
plataforma com dois bragos abertos (BA) perpendiculares a dois bragos fechados
(BF). Cada braco mede 30 cm de comprimento X 5 cm de largura, e 0s bragcos
fechados, possuem paredes com 15 c¢cm de altura; o conjunto foi instalado a 50
cm do solo, sob uma lampada eletronica fluorescente (20 W) em uma sala com
som externo atenuado. O protocolo experimental consiste em colocar o animal
no centro do labirinto com o focinho voltado para um dos bragos abertos, sendo-
Ihe permitido explorar livremente o aparato por 5 minutos, durante os quais sao
registrados os seguintes parametros: tempo de permanéncia nos bracos abertos e
fechados, numero de entradas nos bracos abertos (parametros de ansiedade),
tempo de permanéncia na plataforma central (avaliacdo de risco), tempo de
permanéncia nos bracos fechados e nimero de empinadas (rearing), no qual o
animal se ergue, apoiando-se sobre as patas traseiras (parametros de atividade
locomotora e exploratoria). Dentre os parametros apresentados, 0s principais

para a avaliacdo da atividade ansiolitica sdo o tempo de permanéncia e 0 nimero
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de entradas nos BA, enquanto os pardmetros de atividade locomotora sédo
considerados secundarios. Os animais que escorregaram ou saltaram do aparato

foram excluidos da analise.

CAIXA CLARO-ESCURO - CCE

O aparato da CCE (CRAWLEY, 1981) € composto por uma caixa com
dimensdes exteriores de 46 x 27 x 30 cm (comprimento x largura x altura)
dividida em dois compartimentos: um menor, com 1/2 da area do maior, com
paredes pretas e uma tampa escura sobre a abertura superior; e um maior, com
2/3 da dimensdo da caixa, com paredes brancas e iluminagdo direta de uma
lampada eletrénica fluorescente de 20 W. Os dois compartimentos sdo separados
por uma divisoria preta, do tipo guilhotina, com uma porta central de 7,5 x 7,5
cm, ao nivel do chdo. Cada camundongo € colocado individualmente no centro
da parte iluminada, de frente para a abertura que leva ao lado escuro da caixa,
sendo-lhe permitido explorar livremente os dois compartimentos durante 5
minutos, apo0s a primeira entrada no compartimento escuro. Foi registrado e
analisado o comportamento de empinar (ja descrito para o LCE), parametros de
ansiedade como o tempo de permanéncia no compartimento claro e escuro, a
laténcia para a primeira entrada no lado claro apos o inicio do teste e 0 nimero
de transicdes entre os compartimentos (atividade locomotora). Dos parametros

apresentados, apenas o tempo de permanéncia no compartimento claro €
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considerado parametro principal para a avaliacdo da atividade ansiolitica. Os

demais parametros sdo considerados secundarios.

CAMPO ABERTO — CPA.

O teste do CPA (WALSH & CUMMINS, 1976) consiste de um tipo de
caixa circular construida em acrilico branco com 50 cm de didmetro e parede de
40 cm de altura, sobre a qual se localiza uma lampada eletrénica de 20 W. O
piso desse campo ¢é dividido por duas linhas concéntricas (10 e 20 cm de raio) e
linhas radiais formando 19 segmentos de areas semelhantes. Os animais foram
colocados individualmente no centro da caixa, onde permaneceram durante 5
minutos em movimentacéo livre. Foram registrados os parametros de tempo de
permanéncia no centro (area central de 30 cm de didmetro) e na periferia (area
entre a parede e 10 cm distante dela), frequéncia de transicdes entre centro e
periferia (pardmetros de ansiedade), nimero de empinadas e quadrantes

percorridos (atividade locomotora e exploratéria).

SUSPENSAO PELA CAUDA — SPC

O teste da SPC consiste em suspender o animal, prendendo a cauda com
auxilio de uma fita adesiva a 1 cm de sua ponta, numa armacao de madeira a 50
cm do assoalho (STERU et al., 1985). O animal é observado por 5 minutos, e
sdo registrados o tempo total de imobilidade e a laténcia para a primeira

manifestacdo desse comportamento, parametros de atividade antidepressiva.
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3.4 GRUPOS DE COMPARACAO

Este trabalho foi dividido em duas partes: Experimento 1, no qual se pode
estabelecer possiveis interferéncias da pré-exposicdo (P-E) a um procedimento
sobre os parametros avaliados no procedimento subsequente; e Experimento 2,
uma bateria sequencial que mantivesse os parametros avaliados inalterados com
0 procedimento prévio. Nos dois experimentos, todos os aparatos foram limpos
com alcool a 10% antes da submissdo de cada animal; e entre cada
procedimento, os animais permaneceram nas gaiolas de habituacdo, em uma sala

adjacente a sala de teste.

3.4.1 EXPERIMENTO 1

As comparacdes previstas nesse experimento envolvem a exposicdo de um
grupo de camundongos a dois diferentes modelos experimentais, com intervalo
de 30 minutos entre as exposi¢Oes. Desse modo, sdo feitas as devidas
comparacdes entre um grupo com P-E a um dos modelos e um grupo controle
(CTL) nao submetido a P-E.

Foram realizados os procedimentos que possibilitam a avaliacdo da
interferéncia da P-E sobre os comportamentos medidos nos modelos do LCE,

CPA, CCE ou SPC, como é mostrado a seguir:



a) Interferéncia da P-E ao LCE em comportamentos medidos na CCE, CPA e SPC;

—f

b) Interferéncia da P-E a CCE em comportamentos medidos no LCE, CPA e SPC;

¢) Interferéncia da P-E ao CPA em comportamentos medidos no CCE, LCE e SPC;

31
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d) Interferéncia da P-E ao SPC em comportamentos medidos no CPA, CCE e LCE.

3.4.2 EXPERIMENTO 2

Com base nos resultados obtidos no Experimento 1, foi proposta uma
bateria com 3 dos 4 modelos estudados, com o objetivo de avaliar a resposta de
animais tratados com as drogas padrdo de cada procedimento em relacdo a seus
respectivos veiculos. Os parametros que justificam a escolha dos modelos e sua

sequéncia de aplicacdo sdo considerados no item Resultados e Discussao.

3.4.4.1 Drogas e Tratamentos

Trinta minutos antes do primeiro procedimento da bateria sequencial,
grupos de animais foram submetidos a um dos 4 tratamentos descritos a seguir:
diazepam (DZP - 2 mg/kg), imipramina (IMI - 30 mg/kg), salina (SAL - 0,09%)

e tween® (TWN - 0,01%). Todas as concentracOes foram ajustadas para um
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volume de 10 mL/kg corporal. O DZP e a IMI foram solubilizadas em SAL e
administradas por via intraperitoneal (i.p.). O grupo que recebeu SAL também
foi administrado por via i.p., enquanto o grupo que recebeu TWN, por via oral.

O TWN é um solubilizante utilizado em preparacdes de extratos e 6leos
essenciais obtidos de plantas e foi administrado pela via oral por ser esta a via
preferencialmente utilizada para o estudo de preparac6es originadas de produtos
naturais. A utilizacdo de dois grupos tratados com veiculos diferentes tornara
possivel a investigacdo do possivel efeito per se do TWN.

Todos 0s grupos de animais foram submetidos aos mesmos procedimentos
experimentais, desde a manipulacdo até a submissdo a seguinte bateria
sequencial: 5 minutos no teste do CPA ap6s 30 minutos do tratamento; 5
minutos no teste da CCE ap6s 60 minutos do tratamento; e 5 minutos no teste da

SPC apds 90 minutos do tratamento.

Tratamento dos| 30 min. ap6s o 60 min. ap6s o 90 min. apos o
grupos tratamento tratamento tratamento
DzP Procedimento 1 Procedimento 2 Procedimento 3
AV : —> . — :
(5 min.) (5 min.) (5 min.)
SAL
TWN
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3.5 REGISTRO E ANALISE COMPORTAMENTAL

Em todos os procedimentos, a atividade desenvolvida pelo animal foi
gravada, via captura de video, e armazenada em um micro computador; e a
quantificacdo dos parametros comportamentais, auxiliada pelo software

EthoLog v.2.2.5 ©. (Ottoni, 2000).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo entre o
primeiro quartil (Q1l) e o terceiro quartil (Q3). A andlise estatistica dos
resultados do Experimento 1 foi feita com a utilizacdo do teste de Mann-
Whitney, com comparacgdes entre os grupos independentes submetidos ou ndo a
P-E. No Experimento 2, foi utilizada a analise de variancia ANOVA néo-
paramétrica (Kruskal-Wallis), seguida do teste de Mann-Whitney quando
necessario. Em todos os casos foram consideradas significantes as diferencas

relacionadas a p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos da comparagdo entre os
grupos de animais submetidos a um modelo experimental com P-E a um dos
outros modelos e seus respectivos grupos CTLs, os quais foram submetidos
apenas ao modelo experimental referido na tabela.

Nas tabelas 1, 2 e 3, sdo apresentados os resultados dos parametros
avaliados em diferentes procedimentos apds a exposicdo ao LCE. Na tabela 1,
sdo apresentados resultados obtidos no teste da CCE, na tabela 2, os obtidos no

do CPA e na tabela 3, no da SPC.

Tabela 1 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos na CCE com a
interferéncia da P-E ao LCE

Parametros CTL (n=10) P-E ao LCE (n=10)
Tempo no compartimento claro (s) 74(25-86) 74(59-106)
Laténcia (s) # 42(28-48) 39(21-64)
NUmero de empinadas/min. 10(8-12) 13(12-15) *
Transicao claro-escuro 12(8-14) 13(12-20)

* = p < 0,05, relativo ao respectivo CTL
# Laténcia para a primeira entrada no compartimento claro
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Tabela 2 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no CPA com a
interferéncia da P-E ao LCE

Parametros CTL (n=10) P-E ao LCE (n=10)
Tempo na area central (s) 48(39-62) 38(25-53)
Numero de empinadas 41(30-55) 23(8-35) *
NUmero de quadrantes 176(149-190) 110(76-177)
Transicao centro-periferia 32(27-36) 18(11-28)

* =p < 0,05, relativo ao respectivo CTL.

Tabela 3 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no SPC com a
interferéncia da P-E ao LCE

Parametros CTL (n=10) P-E ao LCE (n=10)
Tempo de imobilidade (s) 139(85-174) 112(64-115)
Laténcia # 44(22-51) 54(40-66)

# Laténcia para o primeiro comportamento de parar

A pré-exposicdo ao LCE aumentou (p = 0,0271) o numero de empinadas
dos animais na CCE (Tabela 1) e diminuiu (p = 0,0343) o desempenho desse
comportamento no CPA (Tabela 2). A P-E ao LCE ndo modificou os outros
parametros analisados, embora tenha sido possivel observar uma tendéncia em
diminuir (p = 0,0630) o numero de transicdes entre centro e periferia no CPA.
Também, nenhuma interferéncia importante foi detectada nos paramentros
analisados no teste do SPC, embora a P-E ao LCE tenha mostrado uma
tendéncia em diminuir (p = 0,0892) o tempo de imobilidade (Tabela 3). Nas
tabelas seguintes, sdo apresentados os resultados dos parametros avaliados em
diferentes procedimentos apds a exposicdo a CCE. Na tabela 4 sdo apresentados
os resultados obtidos no teste do LCE, na tabela 5, os obtidos no do CPA, e na

tabela 6, os obtidos no da SPC.
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Tabela 4 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no LCE com a interferéncia
da P-E a4 CCE.

Parametros CTL (n=10) P-E a CCE (n=10)
Tempo no compartimento central (%) 12(7-18) 10(3-17)
Tempo nos BA (%) 1(0-5) 0(0-1)
Tempo nos BF (%) 99(95-100) 100(99-100)
NUmero de empinadas 24(21-31) 14(6-20) *
Entradas no BA 0(0-1) 0(0-1)
Entradas no BF 9(6-12) 7(3-10)

* =p < 0,05, relativo ao respectivo CTL.

Tabela 5 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no CPA com a interferéncia
da P-E a CCE

Pardmetros CTL (n=10) P-E a CCE (n=10)
Tempo na area central (S) 70(45-97) 38(31-56)
Numero de empinadas 42(28-49) 26(13-39) *
Numero de quadrantes 124(113-158) 137(94-172)
Transicao centro-periferia 33(28-38) 32(10-37)

* =p < 0,05, relativo ao respectivo CTL.

Tabela 6 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no SPC com a interferéncia
da P-E ao CCE

Parametros CTL(n=8) P-E ao LCE (n =10)
Tempo de imobilidade (s) 103(72-127) 92(73-143)
Laténcia # 49(32-85) 56(50-69)

# Laténcia para o primeiro comportamento de parar

A P-E a CCE diminuiu o nimero de empinadas tanto no LCE (p = 0,0126)
quanto no CPA (p = 0,0493), como mostram as tabelas 3 e 4, respectivamente.
Ndo foram observadas outras alteracdes significantes nesse mesmo
procedimento. Também, nenhuma interferéncia importante foi detectada nos

paramentros medidos no teste do SPC (Tabela 6).
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Nas tabelas seguintes, sdo apresentados o0s resultados dos parametros
avaliados em diferentes procedimentos apds a exposicdo ao teste do CPA. Na
tabela 7 séo apresentados resultados obtidos no da CCE, na tabela 8, no do LCE,
e na tabela 9, os parametros obtidos no da SPC.

Tabela 7 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no CCE com a interferéncia
da P-E ao CPA

Pardmetros CTL (n=10) P-E ao CPA (n =10)
Tempo no compartimento claro (s) 48(36-96) 85(36-129)
Laténcia (s) # 38(31-71) 38(28-91)
Numero de empinadas/min. 6(4-10) 8(4-11)
NUmero de transicdes claro-escuro 11(7-16) 14(10-18)

# Laténcia para a primeira entrada no compartimento claro

Tabela 8 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no LCE com a interferéncia
da P-E ao CPA

Pardmetros CTL (n=10) P-E ao CPA (n =10)
Tempo no compartimento central (%) 14(8-19) 20(14-29)
Tempo nos BA (%) 0(0-0) 0(0-2)
Tempo nos BF (%) 100(100-100) 100(98-100)
NUmero de empinadas 16(11-20) 14(7-16)
NUmero de entradas no BA 0(0-0) 0(0-1)
NUmero de entradas no BF 6(3-8) 8(7-12)

Tabela 9 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no SPC com a interferéncia da P-
E ao CPA

Parametros CTL (n=10) P-E ao LCE (n = 10)
Tempo de imobilidade (s) 116(83-156) 147(136-161)
Laténcia # 40(26-66) 58(40-76)

# Laténcia para o primeiro comportamento de parar
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Como pode ser observado nas tabelas, ndo foi observada alteracéo
significante nos parametros analisados no LCE, na CCE ou no teste de SPC apds
a P-E dos animais ao CPA.

Nas proximas trés tabelas, € mostrado o resultado da analise dos
parametros observados no teste do CPA (Tabela 10), CCE (Tabela 11) e LCE

(Tabela 12), apos a P-E ao SPC.

Tabela 10 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos na CPA com a
interferéncia da P-E ao SPC

Parametros CTL (n=10) P-E a0 SPC (n = 9)
Tempo na area central (s) 64(52-106) 59(37-108)
Nimero de empinadas 32(28-25) 28(18-45)
NGmero de quadrantes 144(110-156) 111(101-172)
Transigéo centro-periferia 32(22-38) 25(18-36)

Tabela 11 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no CCE com a
interferéncia da P-E ao SPC

Pardmetros CTL (n=10) P-E ao SPC (n=9)
Tempo no compartimento claro (s) 80(69-96) 37(16-113)
Laténcia (s) # 36(27-108) 25(20-35)
NUmero de empinadas/min. 41(18-40) 47(0-51)
NUmero de transicdes claro-escuro 12(11-20) 9(5-13)

# Laténcia para a primeira entrada no compartimento claro
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Tabela 12 - Mediana (Q1-Q3) dos parametros medidos no LCE com a
interferéncia da P-E ao SPC

Parametros CTL (n=10) P-E ao SPC (n = 10)
Tempo no compartimento central (%) 10(7-19) 16(9-19)
Tempo nos BA (%) 0(0-3) 0(0-2)
Tempo nos BF (%) 100(97-100) 100(98-100)
NUmero de empinadas 14(10-18) 15(12-18)
Numero de entradas no BA 0(0-1) 0(0-1)
Numero de entradas no BF 10(8-12) 9(6-11)

Como mostram as tabelas acima, ndo foram observadas alteracGes
significantes como resultado da P-E ao SPC nos parametros analisados nos
diferentes procedimentos.

Na avaliacdo da interferéncia da P-E nos experimentos subsequentes,
observou-se que, embora a P-E de um modelo qualquer nédo interfira nos
principais parametros de cada experimento, deve-se considerar que as alteragdes
nos parametros secundarios também sdo relevantes para uma analise completa
do comportamento animal. Portanto, qualquer alteracdo em alguns dos
parametros analisados — principais ou secundarios — foi considerada suficiente
para a exclusdo dos procedimentos e/ou o estabelecimento de sua ordem na
bateria sequencial.

A P-E ao teste do LCE alterou, embora de modo distinto, 0 comportamento
de empinar dos animais quando submetidos ao da CCE e ao do CPA. Enquanto
na CCE esse parametro foi aumentado, no CPA ele foi diminuido (tab. 1 e 2).

Ainda, a P-E ao LCE mostrou uma tendéncia em diminuir o tempo de
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imobilidade dos animais analisados no teste SPC (tab. 3). Por tanto, se a P-E dos
animais ao LCE interfere de alguma maneira no comportamento dos
camundongos, isso indica que a incorporacdo desse procedimento a bateria
sequencial possa comprometer, de modo imprevisivel, os resultados obtidos.
Além disso, outro fator que dificulta a analise dos resultados no LCE ¢ a
frequéncia com a qual se observou valores muito baixos (proximos ou iguais a
zero) em parametros importantes como 0 tempo e numero de entradas nos
bracos abertos. Por esses motivos, o0 LCE foi excluido da bateria sequencial de
procedimentos do Experimento 2.

A P-E a CCE interferiu no comportamento de empinar dos animais no LCE
e no CPA (tab. 3 e 4), indicando ser inadequada a sua utilizagdo como primeiro
procedimento da bateria sequencial. Contudo, esse procedimento poderia ser
disposto antes do SPC, visto que ndo apresentou interferéncia nos parametros
medidos neste Gltimo teste.

Por outro lado, a P-E ao CPA ndo interferiu nos comportamentos
analisados no teste da CCE ou no do LCE (tab. 5 e 6), bem como nos analisados
no do SPC (tab. 7). Por isso, o teste do CPA foi disposto como primeiro
procedimento experimental da bateria sequencial.

A definicdo da ordem de aplicacdo dos outros modelos teve como base 0
fato de que os modelos comportamentais para a avaliacdo da atividade
antidepressiva apresentam um conflito entre o estresse psiquico-motor e o

comportamento motivado positivamente, na tentativa de escapar de uma
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situacdo desconfortdvel (PORSOLT et al, 1978, STONE, LIN &
QUARTERMAIN, 2008), e ainda, com indicios de que esse conflito
motivacional pode ter um efeito ansiogénico (ANDREATINI & BACELLAR,
1999). Diante disso, o teste da SPC foi estabelecido como ultimo procedimento
experimental na bateria sequencial, apesar de ndo terem sido observadas
alteracOes importantes decorrentes da P-E a esse teste nos parametros avaliados
no CPA, CCE e LCE.

Cabe ressaltar a dificuldade da anélise dos resultados do LCE, pelos dados
muito proximos a zero nos parametros de ansiedade, que ndo permitiu uma
avaliacdo adequada da possivel atividade ansiogénica da P-E ao SPC.

Essas consideracdes justificam o estabelecimento da seguinte ordem na

bateria sequencial de procedimentos: CPA, CCE e SPC.

4.2 EXPERIMENTO 2

Os grupos de animais foram tratados com DZP, IMI, SAL ou TWN e
submetidos a bateria sequencial estabelecida: CPA, CCE, e SPC. Nas figuras
abaixo, sdo apresentados os resultados obtidos da anélise comportamental dos
grupos tratados com os veiculos (SAL e TWN) e dos tratados com as drogas-
padréo, para o respectivo modelo experimental, ou seja, DZP para o teste da
CCE e IMI, para o da SPC. Como os animais tratados com essas substancias

foram submetidos a bateria, foram gerados resultados em procedimentos para 0s
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quais o DZP e a IMI nédo sdo considerados drogas-padrdo. Esses resultados
também sdo apresentados a sequir.
Na Figura 1, os resultados obtidos dos parametros analisados no CPA,

primeiro procedimento da bateria.
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Figura 1. Resultados obtidos do CPA (mediana e intervalo Q1-Q3). Em A, tempo total
de permanéncia no centro e laténcia para a 12 entrada na periferia; em B, frequéncia de
quadrantes percorridos, numero total de empinadas e de transicdo entre centro e
periferia. SAL (n = 7), TWN (n =7), DPZ (n = 8) e IMI (n = 8). Grupos identificados
com letras iguais em cada pardmetro avaliado ndo mostram diferencas significantes
entre si; letras diferentes indicam que p < 0,05.
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No teste do CPA, ndo houve diferenca significante no tempo total de
permanéncia no centro nem na laténcia para a primeira entrada na periferia entre
0s grupos (Figura 1, A). Tambem, ndo foram encontradas quaisquer alteracbes
significantes no nimero de empinadas ou de transi¢des entre centro e periferia.
Entretanto, houve um aumento significante na frequéncia de quadrantes
percorridos pelo grupo DZP em relacédo aos outros grupos (Figura 1, B).

Sabe-se que os resultados obtidos no teste do CPA séo sujeitos a alteragcdes
decorrentes da acdo de drogas psicoativas, tanto as depressoras, como as
excitantes do sistema nervoso central. Essas alteracbes s@o identificadas, a
priori, pela alteracdo da atividade locomotora do animal (WALSH &
CUMMINS, 1976). Sendo assim, esse modelo ndo exige uma droga-padrédo
preditiva da atividade esperada, pois, tem como objetivo primario a identificacao
de possiveis alteracbes locomotoras, as quais podem indicar uma
neurotoxicidade, que as substancias sintéticas ou naturais estudadas possam
provocar.

Neste estudo, a administracdo de DZP aumentou o nimero de quadrantes
percorridos (fig. 1, B), como ja foi visto em trabalhos anteriores, ainda que o
DZP nédo tenha provocado efeitos significantes sobre o comportamento de
empinar (CHOLERIS et al., 2001). O aumento do numero de quadrantes
provocado com a administracdo de DZP pode estar relacionado com uma
dinimuicdo da ansiedade, ou pelo aumento da atividade exploratoria. Nesse

contexto, o procedimento utilizado neste estudo se mostrou eficiente para avaliar
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a atividade locomotora na bateria sequencial, pois, foi possivel detectar as
alteracOes previstas para o DZP.
Na Figura 2, sdo mostrados os resultados obtidos dos parametros analisados

no CCE, segundo procedimento da bateria.
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Figura 2. Resultados obtidos da CCE como mediana (Q1-Q3). Em A, tempo de
permanéncia no compartimento claro e laténcia para a 12 entrada nesse compartimento;
e em B, frequéncia de transi¢cGes entre os compartimentos e empinadas/min para 0s
grupos SAL (n =8), TWN (n =8), DPZ (n =7) e IMI (n = 7). Grupos identificados com
letras iguais em cada parametro avaliado ndo mostram diferencas significantes entre si;
letras diferentes indicam que p < 0,05.
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O grupo DZP apresentou um aumento significante do tempo total de
permanéncia no compartimento claro da CCE quando comparado com os demais
grupos; e ndo alterou a laténcia para a primeira entrada no compartimento claro
(Figura 2, A). Nesse mesmo procedimento, ndo houve alteragdes significantes
na frequéncia de empinadas e de transi¢cdes entre os compartimentos (Figura 2,
B). A IMI nédo apresentou diferenca significante nos parametro analisados.

Uma consideracdo importante é que a medida do comportamento de
empinar na CCE néo pode ser quantificada por todo o periodo de observacéo, ja
que, nas nossas condic¢des experimentais, essa medida ndo pode ser feita durante
0 periodo em que o animal permanece no compartimento escuro. Essa limitacdo
torna a quantificacdo do comportamento de empinar dependente do tempo que o
animal permanece no compartimento claro, que é diferente para cada animal,
quanto menor esse tempo, menos representativa € a quantificacdo dos dados,
motivo pelo qual os dados do numero de empinadas na CCE foram apresentados
em unidade relativa.

Nesse contexto, a medida desse parametro no CPA parece ser mais
apropriada, pois, todos os animais podem ser observados durante todo o periodo
exposicao.

O DZP é a droga, da classe dos benzodiazepinicos, mais comum como
padrdo nos trabalhos que utilizam o teste da CCE (BOURIN & HASCOET,
2003). Além disso, Bourin e Hascoét mostraram em sua revisdo diversas

diferencas laboratoriais na execucéo desse procedimento, desde modificacdes no
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proprio aparato até os parametros que sdo escolhidos para a analise
comportamental. No entanto, apesar da grande variabilidade no protocolo
experimental, o Unico parametro que € utilizado de modo consistente para a
avaliacdo da atividade ansiolitica € o tempo total de permanéncia no
compartimento claro. Na bateria sequencial deste trabalho, o DZP aumentou
esse parametro (fig. 2, A), mostrando estar dentro das expectativas para um
procedimento experimental valido para a avaliacdo da atividade ansiolitica.

Embora o teste do CPA também seja sensivel a drogas com efeito
ansiolitico, essa atividade do DZP observada no teste da CCE foi mais evidente,
indicando ser o teste da CCE o procedimento mais adequado para a analise do
efeito ansiolitico do material a ser estudado (plantas ou drogas desconhecidas).
Por outro lado, a inclusdo do CPA na bateria sequencial é indispensavel, pois,
mostrou uma grande eficiéncia em detectar alteracdes na atividade locomotora
geral.

Na Figura 3, sdo mostrados, como mediana (Q1-Q3), os resultados obtidos

dos parametros analisados no SPC, terceiro procedimento da bateria.
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Figura 3. Resultados obtidos do SPC, em mediada (Q1-Q3). Tempo de imobilidade e
laténcia para a 12 parada para os grupos SAL (n = 6), TWN (n = 8), DZP (n = 8) e IMI
(n = 8) no teste de SPC. Grupos identificados com letras iguais em cada parametro
avaliado ndo mostram diferencas significantes entre si; letras diferentes indicam que p <
0,05.

No teste do SPC, o tratamento com IMI diminuiu significantemente o
tempo de imobilidade dos animais em relagdo aos outros grupos (Figura 3). O
resultado da laténcia para o primeiro comportamento de parar ndo foi téo
evidente, ja que o grupo tratado com IMI ndo apresentou diferenca em relagéo
ao tratado com SAL.

O teste do SPC é validado como modelo de atividade antidepressiva,
essencialmente, baseado nos efeitos que os agentes clinicos antidepressivos
apresentam (STERU et al., 1985). Além disso, uma das vantagens desse modelo,
em relacdo ao teste do nado forcado, é o de ser mais pratico por ser um teste de
execucdo rapida e por sua sensibilidade a tratamentos agudos (CRYAN,

VALENTINO & LUCKI, 2002; CRYAN, MOMBEREAU & VASSOUT,
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2005). O procedimento do SPC mostrou ser eficiente em apontar o efeito
antidepressivo da IMI na bateria sequencial proposta neste estudo.

Com isso, é notavel que os procedimentos da bateria sequencial sejam
validos para a deteccdo da atividade ansiolitica e antidepressiva, bem como para
a avaliacdo dos efeitos das substancias estudadas na atividade exploratoria e
locomotora de camundongos.

Além disso, a reutilizacdo do sujeito experimental com a aplicacdo dessa
bateria sequencial reduziu em 67% 0 ndmero de animais em relacdo ao uso
tradicional dos procedimentos, no qual os animais ndo sao reutilizados.

Numa bateria tradicional hipotética com 4 grupos experimentais (8 animais
por grupo), seriam necessarios 32 animais para cada procedimento experimental
(CPA, CCE e SPC), somando um total de 96 animais. Na bateria sequencial,
resultados comparaveis seriam obtidos com o uso de apenas 32 desses animais.
E esperada também, a diminui¢do, na mesma proporcdo, da quantidade de
substancias utilizadas, pouco relevante em se tratando dos veiculos (SAL e
TWN), porém de grande importancia na utilizagdo de extratos ou Oleos
essenciais de plantas, bem como das drogas-padrdo DZP e IMI.

Outrossim, em nenhum dos testes, o grupo tratado com o veiculo TWN
apresentou diferencas significantes quando comparado com o grupo tratado com
SAL. Isso nos da uma seguranca para utilizar somente o0 TWN como controle
negativo na aplicacdo da bateria proposta neste estudo, especialmente, quando a

preparacdo de origem natural a ser testada for solubilizada com esse veiculo.
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6 CONCLUSAO

- A pré-exposicdo de camundongos a um procedimento experimental pode

interferir nos resultados obtidos em outro procedimento subsequente.

- Essa interferéncia pode ser evitada com um rearranjo adequado na ordem dos

procedimentos utilizados

- Foi estabelecida a sequéncia CPA, CCE e SPC como proposta de uma bateria
de procedimentos que pode ser utilizada para avaliar, tanto a atividade
ansiolitica como antidepressiva de substancias, bem como a atividade

exploratoria e locomotora de camundongos.

- Essa bateria sequencial possibilita diminuir a quantidade da substancia

utilizada, assim como o nimero de animais de experimentacao.
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