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RESUMO

Modelos animais de ansiedade sdo empregados como ferramentas de triagem para agentes
com potencial terapéutico, bem como para simular e esclarecer aspectos relacionados a
neurobiologia da ansiedade. O labirinto em cruz elevado (LCE) é o modelo de ansiedade mais
utilizado, baseado no estudo de comportamentos espontaneos. Sua consisténcia e relevancia

podem ser avaliados em mais de 1000 publicacdes cientificas ao longo dos ultimos 15 anos.

Estes estudos tem demonstrado que ocorre uma esquiva aumentada aos bracos abertos, em
ratos re-expostos ao LCE, sugerindo uma mudanca qualitativa do estado emocional, de uma
resposta incondicionada (sessdo 1) para uma resposta de medo aprendida (sessdo 2), mas a
precisa fonte desta aversdo ainda ndo foi totalmente esclarecida. A técnica de anéalise fatorial
tem sido utilizada, em estudos envolvendo o LCE, por duas razdes principais: 1) identificar a
relacdo entre varidveis especificas e os fatores latentes relacionados as facetas da ansiedade e

2) para avaliar se diferentes modelos animais medem o mesmo subtipo de ansiedade.

Utilizando ratos submetidos ao EPM ou configuragdes derivadas do EPM procuramos
investigar qual experiéncia prévia (sessdo 1) seria necessaria para aumentar a esquiva aos
bragos abertos do LCE na sessdo 2. Resultados obtidos de ratos submetidos ao LCE ou
configuracdes derivadas do LCE confirmaram uma esquiva aumentada aos bracos abertos na
sessdo 2, enquMto que ratos confinados em um dos bragos abertos ou em um dos bragos
fechados ndo demonstram tal resposta. Resultados da analise fatorial confirmam que a re-
exposicdo ao LCE pode envolver alteracbes comportamentais, sugerindo uma mudanca
qualitativa do estado emocional. Além disso, nossos resultados corroboram com a idéia de

que mais do que a razdo bracgos abertos:fechados a existéncia de pelo menos dois ambientes
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com niveis de aversdo diferentes € um ponto chave nos processos de aprendizagem da esquiva
na sessdo 1, sugerindo que os processos de aprendizagem podem envolver a habilidade

cognitiva de escolher entre diferentes niveis de averséo.

Animais submetidos ao LCE (a0 menos na primeira exposi¢ao) sao altamente sensiveis aos

compostos que agem no receptor GABA”, como o midazolam. Entretanto, resultados

inconsistentes com compostos serotoninérgicos tem sido encontrados no EPM. Por isso,
decidimos avaliar o efeito da buspirona (BUSP; 0,3-3,0 mg/Kg), um agonista parcial do

receptor 5-HTj”, e do midazolam (MDZ; 0,125-1,0 mg/Kg), em ratos pré-expostos (sessao 1)

ao LCE ou confinados em um dos bragos abertos do LCE (CBA) e, posteriormente (48-h)

submetidos ao LCE (sesséo 2).
/

BUSP néo alterou a % entradas e a % de tempo de permanéncia nos bragos abertos mas
reduziu comportamentos de avaliacdo de risco (fi*eqiéncia de tentativas de entrar nos bragos
abertos por minuto) quando foi administrada previamente a sessdo 1 ou a sessao 2, sugerindo
um perfil ansiolitico. Entretanto, também ocorreram prejuizos na atividade geral (representada
pela redugdo do nimero de entradas nos bracos fechados e do numero de entradas totais).
Desta forma, pode-se afirmar que apenas ocorreu um perfil ansiolitico, em ratos submetidos
ao LCE, na dose de 0,3 mg/Kg. Assim, nossos resuhados sugerem que a inclusdo de
comportamentos de avaliacdo de risco podem ser Uteis para detectar os efeitos de compostos

serotoninérgicos no LCE.

Para finalizar, em concordancia com dados da literatura, 0 MDZ demonstrou um claro
perfil ansiolitico nas doses de 0,25 e 0,5 mg/Kg em ratos submetidos ao LCE na sessdo 1, mas
ndo na sessdo 2 (onde ocorreu uma reducdo da avaliagdo de risco pela dose de MDZ 0,5

mg/Kg), fendbmeno este conhecido com one trial tolerance.
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1. INTRODUCAO

1.1 MEDO, ANSIEDADE NORMAL E PATOLOGICA

E consenso aceitar-se que em todo ser humano existe um quantum de ansiedade
considerada normal e com fungdo adaptativa. Entretanto, ainda permanece em aberto a
delimitacdo da fronteira onde termina essa parcela de normalidade e se inicia o terreno
patoldgico. Apesar da dificuldade em delimitar o que se considera normal, pode-se afirmar
que a condicdo de ficar mais alerta ao executar uma tarefa - por exemplo, dirigir em uma via
movimentada ou resolver problemas que possam provocar algum risco ao individuo ou aos
gue o cercam - esta relacionada a mecanismos fisiol6gicos que, em ultima instancia, deixardo
o individuo melhor preparado para atuacdo adequada de acordo com o que lhe estd sendo
requerido (Peregrino, 1997).

Segundo Pichot (1985), a ansiedade é um estado emocional desagradavel que em geral
consiste de trés condi¢cOes essenciais: a) sentimento ou sensacdo de perigo iminente; b) atitude
de expectativa em relacdo a esse perigo; c) sentido de desorganizacdo, com sensagdo de
desamparo diante do perigo. Mesmo com o preenchimento destes atributos, ndo se consegue
descrever um inequivoco estado patoldgico uma vez que esses sentimentos foram ou serdo
experimentados por todas as pessoas, em diversas situaces e épocas de suas vidas, sem que
se possa considera-las doentes. Além disso, esses fendmenos ocorrem também nas reacdes de
medo (Peregrino, 1997).

Admite-se que a principal distingdo entre 0 medo e a ansiedade reside nas caracteristicas
dos estimulos ou das situagfes pelas quais esses estados emocionais sdo desencadeados.

Enquanto o medo seria desencadeado por situagdes especificas, claras e evidentes de perigo e
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ameaca, a ansiedade seria desencadeada por situacdes onde o perigo é apenas potencial, vago
e obscuro (Blanchard et al, 1990; Brain et al, 1991). Ainda no caso da ansiedade, percepgdes
de imprevisibilidade e de falta de controle sobre as situagfes e eventos potencialmente
aversivos contribuem para o desencadeamento de apreensfes em relagdo ao fiituro,
caracteristica marcante desse estado emocional (Peregrino, 1997).

, Apesar dessas distincbes, 0 medo e a ansiedade podem gerar respostas psicofisiologicas
semelhantes, o que leva a supor a existéncia de mecanismos neurais comuns para estados
emocionais. No entanto, essa distin¢gdo vem perdendo importancia uma vez que ela ndo parece
ser tdo simples e evidente como se pensava. Pode-se exemplificar com o fato de que as fobias
tem um objeto a provocar o pavor e, apesar disso, estdo inseridos nos capitulos dedicados aos
transtornos de ansiedade no DSM-IV (Peregrino, 1997). Fato semelhante parece também
ocorrer em alguns transtornos de ansiedade reconhecidos clinicamente - fobias, panico e
estresse pods-traumdtico - que, sob a denominacdo genérica de ansiedade, envolvem

componentes claramente relacionados ao medo (Zangrossi Jr., 1997).

1.2 CLASSIFICAGAO DOS TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Ao longo da historia diversas classificacbes de transtornos mentais foram propostas,
usando-se critérios bastante distintos, de acordo com as correntes de pensamento vigentes e 0
grau de conhecimento da época. Seus objetivos basicos seriam o0s seguintes; a comunicagdo
mediante o uso de uma linguagem comum, o estudo de um transtorno especifico, o
entendimento de suas causas e 0 desenvolvimento de um tratamento efetivo (Willians, 1992).

Os trabalhos mais recentes tém sido direcionados as bases genéticas, ao conhecimento da
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neuroquimica, as interpretacGes de resultados farmacoterapicos e ao aprimoramento de
técnicas psicoterapéuticas atreladas aos estados patolégicos, particularmente aqueles descritos
nos atuais sistemas classificatorios psiquiatricos - a quarta edigdo do Manual de Diagndstico e
Estatistica (DSM-IV), da Associacdo Psiquiatrica Americana (American Psychiatric
Association, 1994) e a décima revisdo da Classificacdo Internacional das Doengas (CID-10),

da Organizacdo Mundial da Saude (1993).

1.3 BASES NEUROANATOMICAS DA ANSIEDADE

De acordo com Pratt (1992), o estudo das bases neurais da ansiedade esbarram em algumas
dificuldades, tais como as limitagdes das técnicas de investigacdo das fiingbes neuronais no
cérebro humano, as dificuldades em extrapolar dados obtidos em animais para a clinica ou
pelas mudancas conceituais e do significado do termo ansiedade. As classificagdes vigentes
consideram a existéncia de diversos transtornos de ansiedade, com quadros clinicos distintos,
que respondem a intervencdes terapéuticas diversas e que, provavelmente, possuem bases
neurais diferentes (Hetem & GraeffF, 1997). Além disso, como proposto por LéDoux (1986),
cada forma de ansiedade tem pelo menos trés componentes: 1) avaliacdo da ameaca, que
desencadeia a sensacdo de ansiedade, 2) a experiéncia subjetiva e 3) a expressao da ansiedade,
cada qual com substrato anatdmico diferente.

Mesmo assim, nos ultimos anos, houve significativo progresso no conhecimento das
estruturas e sistemas neuroanatémicos relacionadas com os transtornos de ansiedade. A
descoberta das estruturas cerebrais relacionadas com a ansiedade humana deriva da somatdria

de conhecimentos obtidos em animais de laboratdrio, de achados em pacientes com lesdo
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cerebral, da manipulacdo de pacientes submetidos a neurocirurgia e, mais recentemente, de
estudos de neuroimagem (Hetem & GraeffF, 1997).

Evolutivamente falando, as bases neurais dos transtornos de ansiedade teriam relacdo com
0s mecanismos reguladores do comportamento de defesa dos animais diante de estimulos
ameacadores ou em situagdes de perigo. Por isso, os estudos com animais utilizando lesdo,
estimulacédo elétrica ou quimica do sistema nervoso central (SNC) contribuiram enormemente
para a identificacdo de algumas estruturas e sistemas neurais envolvidos com a ansiedade.
Embora os modelos animais ndo tenham como contribuir para o entendimento das bases
neurais do componente subjetivo da ansiedade normal ou patoldgica, eles contribuem para
desvendar a participagdo de estruturas e vias envolvidas nos componentes avaliativo e
expressivo (Pratt, 1992).

Segundo Hetem & GraefiF (1997), duas proposigdes tedricas foram feitas na tentativa de
ordenar os dados disponiveis sobre as bases neuroanatdmicas dos comportamentos de defesa;
0 sistema de inibicdo comportamental (SIC) e o sistema cerebral de defesa (SCD).

A idéia do SIC foi desenvolvida por Gray (1982, 1987), tendo como substrato neural a
formacao septo-hipocampal, acrescida do circuito de Papez, do cértex pré-frontal e das vias
noradrenérgicas, dopaminérgicas e serotoninérgicas ascendentes que inervam essas estruturas.
A ansiedade seria devida a ativacdo deste sistema por alguns estimulos ambientais especificos
como: a) estimulos neutros que adquirem a propriedade de sinalizar eventos aversivos; b)
estimulos que foram pareados de forma semelhante com a omissdo de uma recompensa
esperada; c) estimulos ou situacdes novas, e d) sinais de perigo espécie-especificos.

A ativacdo do SIC resultaria em: 1) inibicdo de qualquer comportamento que o animal
esteja realizando; 2) aumento do nivel de vigilancia e da atencdo e 3) preparo para agdo fisica

vigorosa. Essas alteracdes se assemelham ao que ocorre em transtornos de ansiedade
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persistente, como no transtorno de ansiedade generalizada (Brawman-Mntzer & Lydiard,
1997). Ainda segundo Gray (1982, 1987), as drogas ansioliticas prejudicariam o
fiiincionamento do SIC.

O conceito do SCD foi desenvolvido a partir de resultados obtidos com a estimulagédo
elétrica de estruturas subcorticais em animais de diversas espécies. Verificou-se, assim, que a
estimulacdo de certas estruturas, ente elas a substdncia cinzenta periaquedutal (SCP), o
hipotdlamo medial e a amigdala, desencadeavam comportamentos defensivos (ameaca, fiiga
ou luta), associados a mudangas neurovegetativas semelhantes aos comportamentos espécie-
especificos que ocorrem em circunstancias ameacadoras naturais. 1sso aconteceria porque
essas trés estruturas seriam 0s principais componentes de uma sistema cerebral organizado
longitudinahnente,  responsavel pela elaboracdo das manifestagdes psicologicas,
comportamentais e fisioldgicas de estados motivacionais aversivos (Graeff, 1984, 1990)
Muitas vias permitem que a SCP, o hipotdlamo medial e a amigdala se intercomuniquem e
tenham acesso, direta ou indiretamente, as informacdes sensoriais provenientes do ambiente
extemo ou do interior do organismo, bem como acionem centros ou sistemas cerebrais
responsaveis pelas respostas motoras, autondmicas e enddcrinas necessarias para a execucao
dos componentes defensivos. Além disso, 0s componentes desse sistema se comunicam com
outras areas do sistema limbico envolvidas na regulacdo das emocdes, inclusive as
pertencentes ao SIC (Hetem & Graeff, 1997).

O SCD possui estrutura hierarquicamente organizada. Assim, a amigdala fiincionaria como
uma interface sensorial, dando um “colorido” afetivo/motivacional as informacdes sensoriais
provenientes do meio extemo por intermédio das &reas associativas do neocértex, e
transmitiria o resultado de sua avaliacdo para o hipotalamo e a SCP, que selecionariam e

organizariam as reagdes comportamentais e fisioldgicas de defesa mais apropriadas (Davis,
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1992). Essa nocdo é reforcada por resultados mostrando que lesbes da amigdala e/ou
hipotalamo ndo afetam as reacdes de defesa geradas pela SCP enquanto que a destruicdo da
SCP bloqueia o efeito comportamental da estimulacdo da amigdala ou do hipotdlamo (Hetem
& Graeff, 1997).

Uma maneira promissora de se avaliar o comportamento dos animais em resposta a
estimulos ameacadores foi desenvolvida por Blanchard & Blanchard (1988) e Blanchard et al.
(1989), com base na analise eto-experimental do comportamento de ratos frente a predadores.

Esta abordagem levou ao conceito de niveis de defesa. O primeiro nivel é o determinado
por situacBes potencialmente perigosas, porque sdo novas ou porque o animal ja tenha se
defrontado anteriormente com um perigo real no mesmo ambiente. Nestas circunstancias, o
rato exibe um comportamento exploratério cauteloso, denominado comportamento de
avaliagdo de risco {risk assessment behavior). Quando os sinais de perigo tomam-se
explicitos, mas estdo além de uma distancia critica, a reacdo tipica é a de imobilidade ou
“congelamento” {freezing), o segundo nivel de defesa. O nivel de defesa mais primitivo
ocorre quando o estimulo ameagador esta muito proximo ou mesmo quando existe contato
com o predador. Neste caso, hd o comportamento tipico de fuga ou luta (flight orfight).

Presume-se que 0s niveis de defesa observados em animais teriam relacdo com algumas
emoc¢Oes humanas, ou seja, 0 comportamento de avaliacdo de risco estaria associado com a
ansiedade; a reacdo de congelamento ou imobilidade, com o medo, e o comportamento de

fliga ou luta, com o panico (Graeff, 1993, 1994).
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1.4 NEUROTRANSMISSORES E ANSffiDADE

O funcionamento integrado das estruturas e sistemas cerebrais responsaveis pelos
comportamentos de defesa sdo intermediados por varios neurotransmissores (Graeff & Hetem,
1997). O conhecimento desta regulacdo € importante na elucidacdo dos varios aspectos
relacionados aos transtornos de ansiedade. Entretanto, como ressaltado por Handley (1994), é
bastante improvavel que algum transtorno de ansiedade seja decorrente de alteragdes em um
Gnico sistema de neurotransmissdo uma vez que diversos neurotransmissores participam, em

maior ou menor grau, da modulagdo dos comportamentos defensivos e, interagem entre si.

1.4.1. GABA (Acido y-aminobutirico)

O GABA é o principal aminoacido inibitério do SNC, tanto pelo nUmero de sinapses como
pela importancia funcional. Os neurdnios GABAérgicos projetam seus longos axénios para
estruturas distantes de seus corpos celulares. No entanto, alguns deles (os intemeur6nios) ndo
deixam as regides de seus corpos celulares. Assim, os neurdnios GABAErgicos produzem
inibicdo poOs e pre-sinptica (Haefely, 1990). Quando as sinapses GABAérgicas de um
neurbnio sdo ativadas diz-se que ele fica inibido, ou seja, a quantidade de estimulos
normalmente capaz de despolariza-lo além de seu limiar toma-se incapaz de induzir
potenciais de acéo (Paul, 1995).

Por meio de estudos empregando benzodiazepinicos marcados, foram localizados os sitios
de ligacdo especificos e de alta afinidade para essas drogas. Hoje se sabe que o receptor
GABAa, os canais de cloreto e o receptor dos benzodiazepinicos formam um complexo
macromolecular, o ultimo fiincionando como sitio de modulacdo alostérica. Isso significa que

os ligantes do receptor benzodiazepinico, mesmo interagindo com um sitio diferente do
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receptor GABAa, sdo capazes de modular as fiingdes de abertura dos canais mediadas por ele.
Isso ocorre porque a mudanca de conformacédo desse sitio de ligacdo provocada pela ligagdo
com o benzodiazepinico faz com que haja aumento da afinidade do receptor GABAa pelo
GABA(Haefely, 1990).

Os benzodiazepinicos facilitam a neurotransmissdo GABAGérgica, ocasionando Varios
efeitos farmacoldgicos (acdo ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa e relaxante muscular),
embora ndo seja possivel definir precisamente quais as estruturas e circuitos neurais
responsaveis por essas aces. Além disso, como as sinapses GABAEérgicas sdo ubiquitarias no
SNC, todos o0s sistemas de neurotransmissdo (monoaminérgicos, colinérgicos,
glutamatérgicos, peptidérgicos, etc.) podem ser influenciados pelo aumento da
neurotransmissdo GABAérgica. Desse modo, mudancas na dmamica de qualquer um desses
sistemas sob efeito dos benzodiazepinicos ndo é evidéncia contraria & acdo primaria desses
compostos nas sinapses GABAEérgicas, e sim consequéncia disso (Graeff & Hetem, 1997).

Embora a agdo ansiolitica dos benzodiazepinicos e a ansiogénica de seus agonistas
inversos sejam consequUéncia direta do efeito sobre o receptor GABAa, seria
supersimplificagdo assumir que a ansiedade resulta da deficiéncia priméaria nesse sistema de
neurotransmissdo (Zorumski & Isenberg, 1991). Na verdade, pode-se dizer apenas que a
facilitacdo da transmissdo GABAGérgica é muito eficaz na estabilizacdo da atividade anormal
dos neurdnios criticamente envolvidos na génese dos diversos transtornos de ansiedade
(Haefely, 1990).

O efeito dos ligantes do sitio dos benzodiazepinicos pode ser influenciado tanto pela
ontogenia como pela fllogenia. Dessa forma, linhagens de roedores podem ser geradas com
diversos graus de sensibilidade aos benzodiazepinicos, produzindo respostas comportamentais

diferentes. H& também evidéncias demonstrando que o efeito destes ligantes diferem de
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acordo com a composicdo das subunidades do receptor GABAa, sugerindo que uma alteracao
de subunidades no complexo GABAA-benzodiazepinicos pode ser a responsavel pela

diversidade comportamental (Clement, 1996).

1.4.2 Serotonina

A neurotransmissao serotoninérgica é um sistema complexo de mecanismos que envolvem
eventos pré e pds-sinapticos e distintos siibtipos de receptores. O estudo da participacdo da
serotonina {5-HT) nos transtornos de ansiedade tem sugerido que ela esta envolvida na
etiologia, expressdo e tratamento da ansiedade (GraefFet. al., 1996; Griebel, 1995).

Progressos na farmacologia e na biologia molecular tem demonstrado que ha pelo menos
14 subtipos de receptores para a 5-HT. Os diversos subtipos (por exemplo, 5-HTia, 5-HT2 e
5-HT3) tem importancias diferentes na ansiedade (Hoyer et al., 1994).

O subtipo 5-HTia pds-sinaptico estd localizado em areas limbicas (neocortex, septo,
hipocampo, amigdala) e o receptor 5-HTia pré-sinaptico (autoreceptor) tem localizagdo nos
nucleos da rafe. Resultados experimentais sugerem que o potencial ansiolitico estaria
associado com o0s receptores 5-HTia pré-sinapticos (Jolas et. al, 1995), enquanto que 0s
efeitos ansiogénicos poderiam ser mediados por receptores pds-sinapticos (Andrews et al.,
1994).

A ativacdo do autoreceptor 5-HTib, no terminal pré-sinaptico, eleva os niveis de ansiedade
e locomocdo, diminui a ingestdo de alimentos, o comportamento sexual e 0 comportamento
agressivo (Bolanos-Jimenez et al., 1996; Sanchez et al., 1993; Saudou et al.,1994). Embora
varios agonistas 5-HTib demonstrem efeitos semelhantes em modelos animais de ansiedade,
tais como no labirinto em cruz elevado (LCE), seu envolvimento na ansiedade ainda ndo esta

totalmente esclarecido (Clement et al, 1996), particularmente porque eles também atuam em
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heteroreceptores, modulando a liberagé@o de outros neurotransmissores (Hoyer et al., 1994).
Portanto, apesar dos avangos recentes, ainda ha a necessidade de novas drogas

experimentais com maior seletividade e especificidade para os subtipos 5-HTi e S-HTj, bem

como outras para otimizar o estudo e esclarecer o papel de cada um dos receptores para 5-HT,

principahnente dos subtipos 5-HT4.7 (Clement & Chapouthier, 1998).

1.4.3 Outros neurotransmissores

Além desses dois sistemas de neurotransmissores (GABA, 5-HT), responsaveis pela
heterogeneidade dos sintomas nas desordens de ansiedade, outras neuromodulagdes séo
possiveis e cada uma constitui um alvo farmacoldgico na pesquisa por agentes terapéuticos
mais eficientes (Clement & Chapouthier, 1998).

Nos ultimos anos, estudos comportamentais sobre a reacdo defensiva, relacionada
possivelmente com a &nsiedade em humanos, tém destacado o envolvimento do receptor
NMDA na mediacdo desses comportamentos. O receptor NMDA é uma das subclasses de
receptores em que se liga o glutamato, um aminoacido excitatorio. Bennett et al. (1989),
utilizando antagonistas do receptor NMDA, sugeriu que eles poderiam ter atividade
ansiolitica. Antagonistas ndo-NMDA, isto €, antagonista seletivo AMPA, LY326325, e o
antagonista seletivo AMPA/Kainato, NBQX, tem efeitos ansioliticos no LCE (Karez-Kubicha
& Liljequist, 1995). De maneira similar, injecGes sistémicas de antagonistas do sitio de glicina
(GLI) acoplado ao receptor NMDA, também tem exibido um perfil ansiolitico. Microinjecdes
de antagonistas do receptor NMDA como o acido 2-amino-7-fosfonoheptandico (AP-7) e o
acido quinurénico (Guimaraes et al., 1991; Schmitt et al., 1990) e antagonistas do sitio de GLI
acoplado ao receptor NMDA, o acido 7-cloro-quinurénico e 0 HA-966 (Matheus et al., 1994)

na SCPd (substancia cinzenta periaquedutal dorsal), também tém mostrado efeitos
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ansioliticos. Além disso, microinjecfes de antagonista da GLI (&cido 7-cloro-quinurénico) na
SCPd abolem o efeito ansiogénico obtido pela injecdo sisttmica do pentilenotetrazol (De
Souza et al.,, 1998). Em estudo recente, Teixeira & Carobrez (1999), avaliaram os efeitos
comportamentais produzidos pela microinjecdo de compostos glicinérgicos ao longo do eixo
rostro-caudal da SCPd de ratos, verificaram que a microinjecdo de GLI pode apresentar efeito
ansiogénico dependente da dose (120 nmol) e do sitio da microinjecdo (por¢cdo caudal da

SCPd).

A colecistocinina (CCK) é o neuropeptideo mais comum no cortex cerebral e no sistema
limbico de mamiferos (Crawley, 1985). Ele modula ag¢bes de outros neurotransmissores
classicos - dopamina, 5-H 1, opidides enddgenos, GABA e aminoacidos excitatorios. Muitos
experimentos farmacoldgicos, em varios modelos animais, tem mostrando que peptideos
relacionados com a CCK tém propriedades ansiogénicas apds administracdo periférica ou
intracerebral (Harro et. al., 1993). Além disso, a infiisdo de CCKa4 desencadeia ataques de
panico em pacientes com transtorno de panico (Bradwejn et al., 1991), efeito que também foi
obtido com a administragdo de pentagastrina, um agonista CCKb (Abelson & Nesse, 1990).
Foi também verificado que a microinjecdo de um antagonista dos receptores de CCK na SCPd
de ratos tinha efeito ansiolitico no LCE (Guimaraes et al, 1992).

Portanto, é possivel que a CCK desempenhe fijncdo reguladora nos mecanismos de
ansiedade (particularmente nas desordens de panico). As propriedades anatdmicas e
farmacologicas do receptor CCKb fazem dele um candidato potencial para a hipdtese
neurobioldgica da ansiedade. Entretanto, 0os mecanismos exatos ndo estdo completamente
esclarecidos devido a sua interacdo com os benzodiazepinicos (Bradwejn & de Montigny,
1984).

A noradrenalina (NA) tem sido fi-eqlientemente associada com defesa e ansiedade. Embora
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as evidéncias iniciais sugerissem que a clonidina, um agonista a 2-adrenérgico (autoreceptor),
seria eficaz no tratamento de pacientes com transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e
transtorno de panico (TP) (Hoehn-Saric et. al., 1981), estudos posteriores demonstraram que
esse efeito ndo se mantinha a longo-prazo (Uhde et al., 1989). No entanto, os agentes P-
blogueadores, como o propranolol, sdo Uteis no alivio dos sintomas fisicos da ansiedade, mas

parecem atuar primeiramente fora do SNC (Lader, 1988).

A hipotese noradrenérgica foi abalada pela demonstracdo de que a buspirona, uma
ansiolitico ndo-benzodiazepinico eficaz no tratamento do TAG, aumenta a taxa de disparos
dos neurbnios do locus ceruleus (Johnston, 1991). Apesar das contradi¢des, aceita-se que
existe ativacdo noradrenérgica central nos transtornos de ansiedade. Entretanto, parece que
essa ativacdo teria mais a ver com aumento da atencdo e alerta do que com a ansiedade
propriamente dita (Robbins, 1984).

Algumas evidéncias iniciais também indicavam um possivel papel da dopamina (DA) na
ansiedade. Em animais de laboratorio, a aplicagdo de estresse suave ativa a via dopaminérgica
mesocortical, efeito este que é atenuado pela administracdo prévia de benzodiazepinicos.
Além disso, a buspirona tem consideravel afinidade pelo receptor D2. Contudo, essa hipotese
perdeu logo validade, quando se verificou que analogos da buspirona, como a gepirona e a
ipsapirona, eram pelo menos tdo eficazes como ansioliticos, porém tinham afinidade muito
menor pelo receptor D2 (Eison & Temple, 1989). A eficacia limitada de agentes
primariamente dopaminérgicos no tratamento dos transtornos de ansiedade sugerem que a DA
tem menor participagdo na mediacdo da ansiedade, em relagdo aos transtornos afetivos e

psicoticos (Graeff & Hetem, 1997).



Leandro J. Bertoglio - Dissertagdo de Mestrado 13

1.5 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

Modelos animais sdo preparacfes experimentais desenvolvidas em uma espécie com o
propdsito de se estudar fendmenos que ocorrem em outra espécie. No caso de modelos para
transtornos psiquiatricos, procura-se desenvolver sindromes em animais que, sob certos
aspectos, se assemelham aquelas observadas no homem, de maneira a permitir o estudo da
psicopatologia humana (McKinny, 1984; Zangrossi Jr., 1997).

Segundo Lister (1990), um modelo animal ideal deveria reproduzir todas as caracteristicas
do fendmeno que procura investigar, sendo desta forma mais uma reprodugdo do que um
modelo. No caso da ansiedade, tais modelos ideais ndo parecem existir. Assim, 0 que se pode
entender por modelos animais de ansiedade sdo tentativas de se modelar em animais de
laboratério determinados aspectos da sintomatologia, da etiologia, ou do tratamento da
ansiedade. Neste sentido, os modelos existentes devem ser melhor entendidos como mini-
modelos que, utilizados em conjunto, constituem importantes ferramentas para as analises
pré-clinicas de selecdo de novas drogas ou agentes terapéuticos e para o estudo dos substratos
neurobiolégicos que modulam a expressdo da ansiedade no homem (Zangrossi Jr., 1997).

Na grande maioria das vezes a ansiedade, nos diversos modelos animais, é inferida a partir
da analise de respostas comportamentais de diferentes espécies, usualmente roedores, frente a
estimulos aversivos que representam perigo ou ameaca. As tentativas de se correlacionar o
comportamento dos animais nos testes experimentais com os niveis de diferentes indicadores
fisiologicos e neuroquimicos das reacdes de medo/ansiedade sdo cada vez mais freqlientes.
Estes estudos tém permitido ampliar nossos conhecimentos sobre as bases neurobioldgicas
envolvidas na expressdo destas emocgOes e fortalecido as interpretagbes da viabilidade dos

diferentes modelos experimentais para a ansiedade humana. Contudo, embora determinados
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aspectos comportamentais e fisiopatoldgicos da ansiedade sejam passiveis de modelagem em
animais de laboratorio, outros componentes de sua expressao, como 0s cognitivo-subjetivos,
tém se mostrado muito dificeis de serem abordados em termos das reacdes de outros animais
(Zangrossi Jr., 1997).

Segundo Willner (1991), para se avaliar os prés e contras de um dado modelo animal de
ansiedade utilizam-se trés diferentes critérios de andlise: 1) a previsibilidade da resposta
farmacoldgica, ou seja, sua capacidade em detectar o efeito de drogas que reconhecidamente
modulam a ansiedade na clinica; 2) a semelhanca fenomenoldgica, que avalia as similaridades
aparentes entre o modelo experimental e o transtorno de ansiedade que este procura modelar
e, 3) a validade tedrica, que procura avaliar se 0s mesmos processos psicobioldgicos
relacionados com a etiologia e fisiopatologia dos sintomas clinicos atuam também no modelo
experimental.

Os modelos experimentais de ansiedade tem sido estimados em mais de 30 (Griebel, 1995)
e, embora alguns sejam baseados em respostas fisiolégicas e outros em estados induzidos por
drogas, a grande maioria emprega métodos comportamentais. Entretanto, esse tipo de
comportamento estudado € varidvel e com muitas distingbes Obvias, ou seja, alguns modelos
sdo baseados em respostas condicionadas enquanto outros envolvem o estudo de
comportamentos incondicionados (Tabela 1).

Genericamente falando, modelos condicionados requerem, quase que invariavelmente,
treinamento extensivo dos animais e controles para os efeitos dos tratamentos nao-especificos
sobre a aprendizagem/memoria, apetite, e ou fiincdo perceptiva. Em contraste, embora mais
sujeitos a variagdes das linhas de base, os modelos que envolvem respostas incondicionadas
(comportamentos espontaneos), tém um maior grau de validade ecoldgica, pois ndo envolvem

treinamento, ndo empregam estimulos nocivos (choques elétricos, privacdo de &gua ou



Leandro J. Bertoglio - Dissertacdo de Mestrado 15

alimentos), além de serem menos susceptiveis a interferéncias (estados motivacionais como
dor, sedo, fome), que podem influenciar os comportamento observados e assim dificultarem
as interpretacdes (Rodgers, 1997; Zangrossi Jr., 1997). Do ponto de vista pratico eles ainda
apresentam a vantagem de serem de baixo custo operacional (Pellow et al., 1985).

Alternativamente, esses modelos também podem ser diferenciados de acordo com outras
caracteristicas, tais como, se envolvem o estudo de respostas Unicas ou padrdes de
comportamentos, se envolvem comportamentos sociais ou ndo e, como apontado por Handley
(1991), se envolvem emissdo ou supressdo de respostas.

TABELA 1. Modelos animais de ansiedade.

Modelos de respostas condicionadas Modelos de respostas incondicionadas
1. Testes de conflito 1. Testes de exploragéo

Teste de Geller-Seifter (punicdo de pressdo Labirinto em cruz elevado

a barra) Livre exploragdo

Teste de Vogel (conflito do beber punido) Exploracéao claro/escuro
Campo aberto
Teste da escada (staircase)
Labirinto em “zero” elevado

2. Testes sociais
Vocalizagdo  ultra-s6nica  induzida pela
separacdo materna

2. Outros Competicéo social

Esquiva ativa/passiva Interacdo social

Resposta emocional condicionada

Supresséo condicionada do beber 3. Testes antipredadores

Vocalizagéo ultra-s6nica condicionada Bateria de teste ansiedade/defesa
Burying defensivo Bateria de teste medo/defesa

Fuga induzida pela estimulagdo da SCPd* Teste de ameaga humano (primatas)
Sobressalto intensificado pelo medo Bateria teste de defesa do camundongo

Locomocdo punida
4. Outros
Hiponeofagia
Vocalizacgéo ultra-sénica induzida pela dor
Resposta de sobressalto (linha basal)
Adaptado de Griebel (1995) e Rodgers (1997);
* SCPd, Substancia cinzenta periaquedutal dorsal. Alguns autores colocam que esse modelo, a
principio, ndo deveria ser c<Hisiderado como um modelo de respostas condicionadas.
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1.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) é o mais popular de todos os modelos animais de
ansiedade disponiveis atualmente, baseado no estudo de comportamentos espontaneos
(Dawson & Tricklebank, 1995; File, 1992). Sua consisténcia e relevancia podem ser avaliados
em mais de 1000 artigos cientificos publicados ao longo dos Gltimos 15 anos (Bertogiio &
Carobrez, 2000; File, 1992; Handley & Mithani, 1984; Hogg, 1996; Pellow et al.,1985;
Rodgers & Cole, 1994; Salum et al., 2000; Treit et al., 1993).

Seu desenvolvimento foi baseado nos estudos iniciais de Montgomery, que através de uma
série de experimentos conduzidos em 1955 buscou estudar a relacdo entre medo e o
comportamento exploratério em um labirinto elevado em forma de “Y”, composto de um
numero variavel de bracos abertos e fechados (Montgomery, 1955). Baseado no fato de que
ratos exploravam os bracos fechados com uma fi-eqiiéncia maior do que os bragos abertos,
uma suas conclusbes foi de que nesse modelo um novo estimulo proporcionava um
componente exploratério e um componente de medo, gerando assim um comportamento de
conflito aproximacdo-esquiva. Trinta anos mais tarde, Handley e Mithani (1984), com a
finalidade de estudar o envolvimento do sistema noradrenérgico na ansiedade, desenvolveram
um aparato simétrico, baseado nas observacGes prévias de Montgomery, denominado de
labirinto em “X” elevado, que consistia de dois bragos abertos e dois bragos fechados. Suas
suposi¢cOes eram de que a resposta de ratos neste tipo de labirinto poderiam ser sensiveis aos
compostos ansioliticos e ansiogénicos. Assim, os efeitos de drogas ansioliticas poderiam ser
avaliadas em termos da preferéncia pelos bragos abertos. Essas predicdes foram
subseqlientemente confirmadas e validadas tanto para ratos (Pelow et. al., 1985) como para
camundongos (Lister, 1987).

Segundo Holmes & Rodgers (1998), ratos sdao normalmente cautelosos quando exploram
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espacos abertos. No LCE, ap6s uma exploracdo inicial, eles se esquivam dos bragos abertos
por volta do terceiro minuto e permanecem nos bracos fechados (Crichley et al., 1988; Itoh et
al., 1990; Pellow et al., 1985). Embora ratos forgados a permanecerem nos bracgos abertos do
LCE demonstrem reacdes semelhantes ao medo, tais como, congelamento, defecacdo e
producdo aumentada de corticosterona plasmaética (Pellow et al., 1985), a precisa fonte desta
aversdo ainda ndo esta totalmente esclarecida (Hogg, 1996). Treit et al. (1993) demostraram
que a perda de tigmotaxia nos bragos abertos do LCE poderia ser a principal caracteristica
promotora de medo, mais do que a altura ou a novidade do ambiente.

Como apontado por Rodgers & Cole (1994), ha dois grandes grupos de varidveis
influenciando o comportamento e/ou as respostas das drogas no LCE; (1) Variaveis
organismicas tais como, espécie, linhagem genética (Ramos et al., 1998; Rodgers & Cole,
1993), sexo (Imhof et al.,1993; Rodgers & Cole, 1993; Steenbergen et al., 1991) e idade
(Lopes da Silva et al., 1996); e (2) Variaveis de procedimento, tais como alojamento (Lopes
da Silva et al., 1996), manuseio prévio do animal (Andrews & File, 1993; File et al., 1992),
experiéncia prévia ao labirinto, estresse prévio (Steenbergen et al., 1990; Zangrossi & File,
1992), e niveis de luminosidade (Morato & Castrechini, 1989). Todas as variaveis acima
apontadas afetam significativamente os niveis basais de ansiedade do animal.

Apesar de resultados iniciais mostrarem que animais previamente submetidos ao LCE néo
apresentavam, no reteste, modificacbes nas linhas basais de entradas e do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (Critchley et al, 1988; File et al, 1990; Lister, 1987; Pellow
et al-, 1985), atualmente ha consenso de que o reteste de ratos e camundongos aumenta a
esquiva aos bragos abertos do LCE, portanto, sugerindo uma tendéncia ansiogénica (Rodgers
et al., 1992; Rodgers & Shepherd, 1993; Treit, 1993).

File et al. (1990) descreveram um fendmeno dominado de one trial tolerance, que
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representaria a perda do efeito ansiolitico dos benzodiazepinicos em ratos previamente
expostos ao LCE. Uma provavel explicagdo deste fendbmeno seria o fato de que uma
experiéncia previa no LCE poderia induzir a liberacdo de agonistas inversos endégenos que se
ligariam e alterariam a conformacdo dos sitios de ligacdo nos receptores benzodiazepinicos,
além da induzirem uma dessensibilizacdo dos mesmos (Gonzales & File, 1997). Essa
evidéncia farmacoldgica poderia refletir um reforco nos processos de memoria, corroborando
com a idéia de que uma exposi¢ao prévia, sem droga, no LCE induz uma mudanca qualitativa
na reacdo de medo/ansiedade, de uma resposta incondicionada para uma resposta fobica
adquirida (Holmes & Rodgers, 1998; Rodgers et al., 1996; Treit, 1993). Entretanto, varios
aspectos necessitam de maiores investigagcdes e esclarecimentos, tais como a elucidacdo da

caracteristica chave do processo de aprendizagem de esquiva aos bragos abertos do LCE.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

O presente estudo buscou responder a questdo de quais experiéncias comportamentais
prévias sdo requeridas a aquisicdo da esquiva inibitdria aos bragos abertos em ratos
submetidos ao LCE, bem como caracterizar o efeito da buspirona e do midazolam sob as
mesmas.

Para tal finalidade, as seguintes acdes foram delineadas;

Analisar a distribuicdo dos pardmetros comportamentais avaliados em ratos Wistar
submetidos a sessdo 1 e sessdo 2 no LCE, com 48 h de intervalo, utilizando o

procedimento estatistico denominado de analise fatorial.

Avaliar quais experiéncias prévias no labirinto sdo requeridas para que ocorra a

aquisicdo de esquiva aos bracos abertos do LCE.

Avaliar a influéncia do confinamento em um dos bragos abertos (CBA) ou da
exposicdo prévia ao LCE, na sessdo 1, sobre o perfil de acdo da BUSP e do MDZ,
através da administracdo IP prévia (30 min.) & sessdo 1 ou da sessdo 2 (exposicdo

ao LCE para ambos 0s grupos).

Discutir a importancia da incorporacdo e analise de parametros adicionais
(comportamentos de avaliacdo de risco) a otimizacdo/adequacdo do modelo animal

do LCE visando aumentar a sensibilidade aos efeitos de compostos analisados.



MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250-300 g, com aproximadamente 3
meses de idade na época dos experimentos, alojados em grupos de 5 ou 6 por caixa (50 x 30 x
15 cm), sob um ciclo claro/escuro de 12 horas (inicio da fase clara as 7:00 h), em ambiente
com temperatura controlada (23 + 1°C) e com livre acesso a comida e agua. Para adaptacdo as
condi¢bes do laboratério os animais foram deslocados do biotério central 48 h antes dos

experimentos. As sessOes experimentais foram conduzidas durante a fase clara do ciclo, entre

12:00 e 17:00 h.

3.2 DROGAS

Foram utilizados nos experimentos cloridrato de Buspirona (RBI®, EUA), nas doses de
0,3; 0,75; 1,5 e 3,0 mg/kg e. Midazolam (Roche®, Brasil) nas doses de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0
mg/Kg. As drogas foram diluidas em solugdo salina 0,9 % e administradas no volume de 1,0

ml/Kg. Em seus respectivos controles foram administrados solucdo salina (NaCl 0,9 %) no

volume de 1,0 ml/Kg.

Quando houve administracdo de drogas ou veiculo, ela ocorreu 30 minutos antes sessdo 1

ou da sessédo 2. O intervalo entre as sessoes foi sempre de 48 horas.
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3.3 APARATOS

3.3.1 Labirinto em craz elevado (LCE)

O equipamento utilizado foi construido em madeira e consistia de dois bragos abertos
opostos, com 50 X 10 cm, contendo uma protecdo de 1 cm ao longo de seu perimetro, e de
dois bragos fechados, com 50 x 10 x 40 cm, elevados 50 cm do solo A é&rea de juncdo dos
quatro bragos (plataforma central) media 10 x 10 cm. A superficie do labirinto foi pintada

com resina preta impermeéavel, com o objetivo de evitar a impregnacao de urina.

3.3.2 Labirintos derivados do LCE '

Para realizar as experiéncias prévias no labirinto foram utilizadas vérias deriva¢des do
LCE (Tabela 2). O Labirinto em ‘T Elevado (LTE) consistia de uma adaptacdo do LCE,
onde um brago fechado estava blogueado, formando assim um dispositivo em forma de “T”.
O Labirinto em “L” (LLE) também consistia de um adaptagdo do LCE, com um brago aberto

e outro fechado blogueados, resultando num dispositivo em forma de TJ”.

O confinamento no brago aberto (CBA) ou no brago fechado (CBF) foram obtidos ap6s a
instalacdo de barreiras na saida de um braco aberto ou de um brago fechado, respectivamente,
no LCE. O grupo “braco aberto + plataforma central” (BAPC) foi obtido através da instalacdo

de barreiras na saida dos dois bragos fechados e em um dos bragos abertos.
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3.4PROCEDIMENTOS

Os experimentos foram realizados em ambiente com baixa luminosidade (44 lux). Os
comportamentos animais foram registrados por uma camera de video acoplada a um monitor
de televisdo e a um sistema de gravacdo de video, instalados na sala adjacente a sala de
experimentos. Os comportamentos foram observados e anotados em tempo real e, comparados
com os registrados nas fitas de video em caso de divida. Apds cada exposicao, o labirinto foi

limpo com solucgéo de etanol (10 % v/v).

TABELA 2. Siglas atribuidas aos grupos na sessdo 1 (300-s duracdo).
Esquema Cdodigo Grupo

MN Sem exposi¢do prévia ao labirinto - Controle

-1 LCE  Labirinto em cruz elevado
mE |m
1.
LTE Livre exploracdo no labirinto em T elevado
|
ssifiiii - LLE Livre exploracdo no labirinto em L elevado

CBA  Confinamento em um dos bracos abertos do LCE

CBF  Confinamento em um dos bracos fechados do LCE

BACP Confinamento em um dos bracos abertos mais a plataforma central

= Brago aberto =Brago fechado = Brago blogueado
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3.4.1  Procedimentos realizados em ratos pré-expostos a diferentes configuragdes do LCE

na sessdo 1 e, posteriormente expostos ao LCE (sessdo 2).

Na sessdo 1, ratos foram distribuidos em um dos grupos experimentais descritos na Tabela
2. Os animais submetidos ao LCE, LTE ou LLE foram colocados no final do brago fechado.
Ratos pertencentes ao grupo BAPC foram primeiramente colocados na plataforma central. Os
animais do grupo CBA e CBF foram isolados em um braco aberto ou fechado,
respectivamente. Para todos os grupos a duracdo da sessdo 1 foi de 300 s. Na sesséo 2, 48 h
apos a sessao 1, todos os grupo da sessdo 1 foram submetidos ao LCE por 300 s. Ratos do
grupo MN representam animais sem qualquer experiéncia prévia em labirintos e foram

utilizados como controle.

Os parametros analisados na sessdo 2 (e no grupo LCE da sessdo 1) foram o numero total
de entradas nos bragos (ET), a fi“equéncia de entradas nos bracos fechados (EF), o tempo de
permanéncia na plataforma central, bracos abertos e bracos fechados (uma entrada foi
considerada, por exemplo, quando as quatro patas do animal estavam no brago fechado).
Esses dados foram utilizados para calcular a porcentagem de entradas nos bragos abertos
(%EA, [entradas no aberto / (entradas no aberto + entradas no fechado)] x 100), porcentagem
de tempo de permanéncia nos bracos abertos (% TA, (tempo nos bragos abertos/ 300) x 100) e
percentagem de tempo de permanéncia na plataforma central (%TC, (tempo na plataforma

central / 300) x 100).

As tentativas de chegar aos bragos abertos (movimentacdo em direcdo ao braco aberto com
1, 2 ou 3 patas e posterior retomo a posi¢do original) realizadas de areas protegidas do LCE
(bragos fechados ou plataforma central) foram contadas como fi-eqliéncia de tentativas. O

comportamento de avaliacdo de risco (AR) foi interpretado de acordo com a seguinte formula;



Leandro J. Bertoglio - Dissertagdo de Mestrado 24
AR= [freqliéncia de tentativas / (300 - tempo nos bracos abertos) x 60], Desta forma, pdde se
estimar a frequéncia de tentativas por minuto (de locais protegidos do labirinto em direcdo aos

bragos abertos), realizado por cada rato exposto ao LCE.

3.4.2  Procedimentos realizados em ratos pré-tratados com buspirona ou midazolam, antes
da Sessdo 1 (exposicédo ao LCE ou confinamento em um dos bragos abertos do LCE) ou da

Sessdo 2 (exposicao ao LCE).

Na sessdo 1, ratos foram distribuidos aleatoriamente em um dos grupos experimentais
ilustrados na Figura 1. Os animais submetidos a primeira exposi¢cdo ao LCE (grupo LCE)
foram colocados inicialmente na plataforma central com a cabeca voltada para o brago
fechado. Os animais previamente confinados em um dos bragos abertos (grupo CBA) do LCE
foram colocados inicialmente no final de um brago aberto do LCE. Para ambos os grupos a

duracgédo da sesséo 1 foi de 300 s.

Na sessdo 2, 48 h ap6s a sessdo 1, todos os grupo da sessdo 1 foram expostos ao LCE por
300 s. Os parametros analisados em ambas as sessdes (EA, %TA, AR, %TC, EF, ET) foram

calculados de forma semelhante ao descrito anteriormente.
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3.5ESTATISTICA

Os dados obtidos de animais expostos pela primeira e segunda vez ao LCE foram
analisados através de andlise fatorial, utilizando-se o componente principal com rotacdo
ortogonal (varimax). O numero de fatores correspondeu aqueles que alcancaram valores de

eigenvalues > 1

Dados obtidos de animais submetidos ao LCE na sess@o 2 (e daqueles grupos submetidos
ao LCE na sessdo 1), de acordo com os procedimentos descritos anteriormente, foram
analisados pela anélise de variancia (ANOVA) de uma via (grupo). Comparacdes
subsequentes foram realizadas utilizando-se o teste de Newman-Keuls. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de p < 0,05. Todas as andlises estatisticas foram efetuadas

utilizando-se o programa Statistica®.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE FATORIAL DOS PARAMETROS AVALIADOS NO LCE

A Tabela 3 mostra os resultados da andlise fatorial que incluem os 6 parametros avallados
em ratos submetidos ao LCE na sessdo 1 Trés fatores foram detectados, contabilizando
90.8% da variancia total. Os resultados demonstraram que o0s parametros %EA e %TA
“carregam” no fator 1, o pardmetro EF no fator 2 e a AR e a % TC no fator 3. O parametro ET
carregou de forma moderada no fator | e de forma intensa no fator 2. Apenas valores > 0,4

foram incluidos (Cruz et al., 1994; Holmes & Rodgers, 1998).

TABELA 3. Andlise fatorial dos 6 parametros avaliados em ratos submetidos uma Unica vez
ao LCE (n=154). Os trés fatores representam 90.8 % da variancia total. VValores < 0,4 néo

foram incluidos.

Pardmetro Fator 1 Fator 2 Fator 3
EF 0.97

ET 0.47 0.86

AR 0.81
%TC 0.90
%EA 0.95

%TA 0.94

Variéncia total 36.1% 29.9% 24.8%

Legenda; EF= Entradas nos bracos fechados; ET= NuUmero de entradas totais; AR= Avaliacdo de
risco; % TC= %tempo de permanéncia na plataforma central; % EA= % entradas nos bragos abertos;
% TA= %tempo de permanéncia nos bracos abertos.
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A Tabela 4 mostra os resultados da analise fatorial que incluem os parametros avaliados
em ratos submetidos por duas vezes ao LCE (sessdo 1 e sessdo 2). Cada parametro é
considerado duas vezes. Cinco fatores foram detectados contabilizando 85 3 % da variancia
total. A anélise demonstrou que a %EA 2, ET 2 e a % TA 2 carregam no fator 1, a %EA 1,
%TA 1,ET lea ARl no fator 2, ET 1, ET 2, EF 1, EF 2 no fator 3, AR 1e %TC 1no fator 4

e, AR2e %TC 2 no fator 5.

TABELA 4. Anélise fatorial dos parametros avaliados na sessdo 1 e na sessdo 2 em ratos
submetidos ao LCE (n=67) Os cinco fatores correspondem a 853 % da variancia total.
Valores < 0,4 ndo foram incluidos.

Parametro Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4 Fator 5
EF 1 0.89

EF2 0.64

ET 1 - 0.66 0.71

ET 2 0.51 0.53

ARI -0.42 0.69

AR2 0.86
%TC 1 0.88

%TC 2 0.89
%EA 1 -0.86

%EA2 0.95

%TA 1 -0.94

%TA2 0.93

% Variancia total 18.3% 21.0% 17.2% 13.2% 15.6%
Legenda; EF= Brtradas nos bracos fechados; ET= Numero total de entradas; AR= Avaliacdo de
risco; % TG= %tempo de permanéncia na plataforma caatral; %EA= %aitradas nos bracos abertos;

%TA= % tempo de permanéncia nos bracos abertos; Em cada par@metro “1” rg>resaita a primeira
e>g)osicao ao LCE e “2” a segunda exposicao ao LCE.
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Em resumo, nossos resultados, baseados na analise fatorial, sugerem que o modelo
experimental de ansiedade do labirinto em cruz elevado (LCE), sob determinadas
circunstancias, pode gerar diferentes tipos de respostas frente a estimulos aversivos, isto é, a

re-exposicdo ao LCE poderia envolver alteragdes comportamentais, sugerindo uma mudanca

qualitativa no estado emocional.
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4.2 DESEMPENHO DE RATOS NO LCE, PREVIAMENTE EXPOSTOS

DIFERENTES CONFIGURACOES DERIVADAS DO LCE.

Dados ilustrados nas Figuras 2 e 3 avaliam os efeitos da sessdo 1 (exposi¢do prévia a
configuracdes derivadas do LCE; Tabela 2) sobre a sesséo 2 (exposicdo ao LCE, para todos os
grupos da sessdo 1). Andlise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos na sessdo 2
demonstrou um efeito significativo do grupo sobre a %EA p”(6,88)=12,0; p< 0.00001] e a
%TA [F(6,88)=16,4; p<0.00001]. Andlise posterior, através do teste de Newman-Keuls,
revelou que a exposicdo prévia ao LCE, ao LTE ou ao LLE reduzem de forma
estatisticamente significativa (p<0.05) a %EA e a % TA na sessdo 2, enquanto que 0 prévio
confinamento no braco fechado (grupo CBF) aumenta a %TA. Tanto o confinamento no
brago aberto (grupo CBA) como o prévio confinamento no brago aberto mais a plataforma
central (grupo BAPC), na sessédo 1, ndo alteram os valores da %EA e da %TA na sessdo 2

(Figura 2).

ANOVA do pardmetro AR demonstrou um efeito significativo da sessdo 1 nos
comportamentos obtidos na sessdao 2 [F(6,88)=6,8; p<0.00001]. Andlise posterior (teste de
Newman-Keuls) revelou um aumento significativo da AR, na sesséo 2, nos grupos LTE, LLE,
CBA e CBF, enquanto que nos grupos LCE ou BAPC ndo houve alteracdo deste parametro

(Figura 3A).

A atividade locomotora, representada pelas entradas nos bragos fechados (Figura 3C),
também demonstrou um efeito do grupo da sessdo 1, revelado pela ANOVA p”(6,88)=5,5;
p<0.0001]. Analise subseqiiente demonstrou aumento significativo do namero de EF no LCE

(sessdo 2) no grupo previamente submetido ao LTE (sessdo 1). Nenhuma experiéncia prévia
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realizada na sessdo 1 alterou a porcentagem de tempo na plataforma central (%TC) e o
numero total de entradas nos bracos (ET) no LCE, na sessdo 2 (Figura 3B e Figura 3D,

respectivamente).

Os resultados desta etapa corroboram com a idéia de que a caracteristica chave para o
processo de aprendizagem aversiva na sessdo 1 esta mais relacionado a existéncia de pelo
menos dois ambientes com diferentes niveis de aversdo, do que a razdo bragos
abertos:fechados. Além disso, nossos resultados sugerem que o processo de aprendizagem
pode envolver a habilidade cognitiva de escolher entre situacdes com diferentes niveis de

aversao.
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FIGURA 2. Alteracdes na porcentagem de entradas (grafico A) e na porcentagem do tempo
(gréfico B) de permanéncia nos bracos abertos, em ratos submetidos ao LCE na sessdo 2, Os
dados sdo representados como média + EPM (n=10-27). Os codigos designados nas abscissas
referem-se aos grupos na sessdo 1. * Significativamente diferente do grupo MN (teste de

Newman-Keuls, p<0.05).
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FIGURA 3. AlteracGes nos comportamentos de avaliacdo de risco (grafico A), porcentagem
de tempo de permanéncia na plataforma central (gréfico B), de entradas nos bragos fechados
(gréfico C) e do nimero total de entradas nos bragos (grafico D), em ratos submetidos ao LCE
na sessdo 2. Os dados sdo representados como media £+ EPM (n=10-27) Os codigos
designados nas abscissas referem-se aos grupos na sessao 1. * Significativamente diferente do

grupo MN (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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43 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM BUSPIRONA, ANTES DA SESSAO 1
OU DA SESSAO 2, EM RATOS SUBMETIDOS AO LCE.

A Figura 4 demonstra os efeitos do pré-tratamento com BUSP 30 min. antes da exposi¢do
ao LCE na sessdao 1 (LCE 1), ou antes da sessdo 2 (LCE 2, bloco Inj. D3). O grupo C
representa o perfil de ratos expostos ao LCE pela primeira vez (sem tratamento), enquanto
que o grupo LCE 2, bloco Inj. DI representa o perfil dos animais (na sessdao 2) que receberam
pré-tratamento com BUSP 30 min. antes da primeira exposi¢cdo ao LCE (sessdo 1). ANOVA,
seguida do teste de Newman-Keuls, demonstrou reducdo significativa da %TA
[F(15,205)=7,8; p<0.00001] nos grupos salina, em relacdo ao grupo C (p<0.05), na sessao 2,
independente do momento em que a administragdo de salina foi realizada (Figura 4B).
ANOVA da variavel %EA ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas (Figura

4A).

A Figura 5 também ilustra os efeitos do pré-tratamento com BUSP antes da exposi¢ao ao
LCE na sessdao 1 (LCEI), ou antes da sessdo 2 (LCEZ2, bloco Inj. D3). Da mesma forma que
na Fig. 4, o grupo C representa o perfil de ratos expostos ao LCE pela primeira vez (sem
tratamento), enquanto que o grupo LCE 2, bloco Inj. DI representa o perfil de animais (na
sessdo 2) que receberam pré-tratamento de BUSP antes da primeira exposicdo ao LCE.
ANOVA do parametro AR demonstrou efeito do tratamento nos comportamentos obtidos em
ambas as sessoes [F(15,205)=16,3; p<0.00001]. O teste de Newman-Keuls revelou reducao
significativa da AR em todas as doses de BUSP avaliadas (0,3-3,0 mg/Kg), quando
administrada antes da sessdo 1, ou antes da sessdo 2 (Figura 5A). ANOVA da %TC também
evidenciou um efeito do tratamento [F(15,205)=9,8; p<0 00001] Analise posterior revelou
reducdo significativa da %TC pelas doses de 0,75, 1,5 e 3,0 mg/Kg de BUSP quando injetada

30 min. antes da primeira exposi¢do ao LCE, e pela dose de 3,0 mg/Kg quando injetada antes
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da segunda exposicao ao LCE (Figura 5B).

A atividade locomotora, representada pelas entradas nos bragos fechados (Figura 5C), foi
afetada pelo tratamento com BUSP em ambas as sessdes, conforme revelado pela AVOVA
[F(15,205)=22,3; p<0.0001]. Analise subsequiente demonstrou reducdo (p<0.05) do nimero
de EF pelas doses de 0,75, 1,5 e 3,0 mg/Kg de BUSP quando administrada antes da primeira,
ou da segunda, exposicdo ao LCE. O numero total de entradas nos bracos (ET) também sofreu
influéncia do tratamento [F(15,205)=18,2; p<0,00001]. Analise posterior revelou uma
reducdo significativa das ET nos grupos que receberam BUSP antes da primeira, ou da

segunda, exposicédo ao LCE, nas doses de 0,75, 1,5 e 3,0 mg/Kg.

Esses resultados corroboram com a idéia de que o comportamento de ratos no LCE ¢
sensivel aos efeitos dos compostos que atuam no sistema serotoninérgicos. Em adicao, nossos
resultados também confirmam que a inclusdo de medidas que representam comportamentos
de avaliacdo de risco podem revelar alteracbes do desempenho na auséncia de alteragbes
significativas dos parametros convencionais (% entradas e de tempo de permanéncia nos

bracos abertos).
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FIGURA 4 Alteracdes na porcentagem de entradas (grafico A) e na porcentagem do tempo

(gréfico B) de permanéncia nos bracos abertos, em ratos pré-tratados com buspirona, antes de
serem submetidos ao LCE na sessdo 1 (LCEI), ou antes, de serem submetidos ao LCE na
sessdo 2 (LCE2, bloco Inj. D3). O grupo C representa o perfil de ratos expostos ao LCE pela
primeira vez (sem tratamento; n=54), enquanto que LCE2, bloco Inj. DI representa o perfil
dos animais (na sessdo 2) que receberam pré-tratamento com buspirona antes da primeira
exposicdo ao LCE. Os dados sdo representados como média + EPM (n=9-14).

# Significativamente diferente do grupo C (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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FIGURA 5. AlteracGes nos comportamentos de avaliacdo de risco (grafico A), porcentagem
de tempo de permanéncia na plataforma central (grafico B), de entradas nos bragos fechados
(gréfico C) e do numero total de entradas nos bracos (gréfico D), em ratos com pré-tratamento
com buspirona, antes de serem submetidos ao LCE na sessdo 1 (LCEI), ou antes, da sessao 2
(LCE2, bloco Inj. D3). O grupo C representa o perfil de ratos submetidos ao LCE pela
primeira vez (sem tratamento; n=54), enquanto que o bloco LCE2, Inj. DI representa 0s
animais (na sessao 2) que receberam pré-tratamento com BUSP antes da primeira exposi¢cdo
ao LCE. Os dados sdo representados como média + EPM (n=9-14). * Significativamente

diferente do seu respectivo grupo salina (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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4.4 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM MIDAZOLAM, ANTES DA SESSAO 1
OU SESSAO 2, EM RATOS SUBMETIDOS AO LCE.

A Figura 6 demonstra os efeitos do pré-tratamento com MDZ, 30 min. antes da exposi¢do
ao LCE na sessdo 1 (LCE 1), ou antes da sessdo 2 (LCE 2, bloco Inj. D3), sobre os parametros
%EA e %TA. O grupo C representa o perfil de ratos expostos ao LCE pela primeira vez (sem
tratamento), enquanto que o grupo LCE 2, bloco Inj. DI representa o perfil dos animais (na
sessdo 2) que receberam pré-tratamento de MDZ antes da primeira exposicdo ao LCE.
ANOVA, seguida de teste de Newman-Keuls, demonstrou aumento significativo da %EA
[F(15,202)=13,l; p<0.00001] e da %TA [F(15,205)=7,8; p<0.00001] pela administracdo
prévia de 0,25, 0,5 e 1,0 mg/Kg de MDZ na sessdo 1. Também ocorreu redugdo da % TA nos
grupos salina, em relacdo ao grupo C (na sessdo 2), independente de quando o tratamento foi

realizado (Figura 6B).

A Figura 7 também ilustra os efeitos do pré-tratamento com MDZ, antes da exposi¢do ao
LCE na sessdo 1 (LCE 1), ou antes da sessdo 2 (LCE 2, bloco Inj. D3), sobre os parametros
AR, %TC, EF e ET. O grupo C representa o perfil de ratos expostos ao LCE pela primeira vez
(sem tratamento), enquanto que o grupo LCE 2, bloco Inj. DI representa o perfil dos animais

(na sessdo 2) que receberam pré-tratamento com MDZ antes da primeira exposic¢do ao LCE.

ANOVA do parametro AR demonstrou um efeito do tratamento nos comportamentos
obtidos na sessdo 2 [F(15,202)=7,8; p<0.00001] quando o MDZ foi injetado previamente a
sessdo 2, na doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg (Fig. 7A). ANOVA do parametro % TC ndo demonstrou
efeito do tratamento (Fig. 7B). ANOVA do parametro EF (Fig. 7C), foi afetada pelo
tratamento em ambas as sessdes, pF(15,202)=14,2; p<0.0001]. Houve reducdo do nimero de

EF pela dose de 1,0 mg/Kg de MDZ, quando administrado antes da primeira e, pelas doses de
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0,5 e 1,0 mg/Kg quando MDZ foi administrado 30 min. antes da segunda exposic¢do ao LCE.
O numero total de entradas (ET) também sofreu influéncia do tratamento [F(15,202)=10,5;
p<0,00001]. Andlise posterior revelou um aumento e uma reducdo, nas doses de 0,25 e 1,0
mg/Kg, respectivamente, nos grupos que receberam MDZ previamente a primeira exposicao
ao LCE. Houve também uma redugdo do parametro ET pelas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg

quando MDZ foi administrado previamente a sessdo 2 (Fig. 7D).

Os resultados experimentais desta etapa demonstram que o MDZ ndo apresenta efeito
sobre a %EA e a %TA na sessdo 2 em nenhuma das doses testadas, embora intensifique a

reducdo dos parametros AR, EF e ET nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg.
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FIGURA 6. Alteragdes da porcentagem de entradas (grafico A) e da porcentagem do tempo
(gréfico B) de permanéncia nos bracos abertos em ratos pré-tratamento com midazolam, antes
de serem submetidos ao LCE na sessdo 1 (LCEI), ou antes, de serem submetidos ao LCE na
sessdo 2 (bloco LCE2, Inj. D3). O grupo C representa o perfil de animais controle (sem
tratamento; n=62), enquanto que o bloco LCE2, Inj. DI representa o perfil dos animais (na
sessdo 2) que receberam pré-tratamento com midazolam antes da primeira exposicdo ao LCE.
Os dados sdo representados como média + EPM (n=8-18). # Significativamente diferente do

grupo C (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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FIGURA 7. Alteragdes nos comportamentos de avaliacdo de risco (gréfico A), porcentagem

de tempo de permanéncia na plataforma central (grafico B), de entradas nos bracos fechados

(gréfico C) e do numero total de entradas nos bragos (gréfico D), em ratos pré-tratados com

midazolam, antes de serem submetidos ao LCE na sessdo 1 (LCEI), ou antes, de serem

submetidos ao LCE na sesséo 2 (LCEZ2 bloco Inj. D3). O grupo C representa o perfil de ratos

submetidos ao LCE pela primeira vez (sem tratamento; n=62), enquanto que o bloco LCEZ2,

Inj. DI representa o perfil dos animais (na sessdo 2) que receberam pré-tratamento com

midazolam antes da primeira exposi¢cdo ao LCE. Os dados sdo representados como média +

EPM (n=8-18).* Significativamente diferente do respectivo grupo salina (teste de Newman-

Keuls, p<0.05).
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4.5 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM BUSPIRONA, ANTES DO
CONFINAMENTO EM UM DOS BRACOS ABERTOS (CBA) DO LCE NA SESSAO 1,

OU DA EXPOSICAO AO LCE NA SESSAO 2.

Dados ilustrados nas Figuras 8 e 9 demonstram os efeitos do pré-tratamento com BUSP, 30
min. antes do CBA na sessdo 1 (designados como Inj. Pré Confinamento), ou antes, de serem

submetidos ao LCE na sesséo 2 (designados como Inj. Pré LCE).

ANOVA dos dados da sessdo 2 ndo evidenciou efeito do tratamento com BUSP, quando
administrada antes do CBA ou quando administrada antes da exposicdo ao LCE na sessédo 2,
sobre os parametros %EA e %TA (Fig. 8). No entanto, VANOVA do parametro AR
demonstrou um efeito da BUSP sobre a sessdo 2 [F(9,94)=20,0; p<0.00001]. Analise
posterior (teste de Newman-Keuls) revelou reducdo (p<0.05) da AR por todas as doses de
buspirona avaliadas (0,3-3,0 mg/Kg), quando administrada 30 min. antes da exposi¢do ao
LCE na sessdo 2 (Fig. 9A). Da mesma forma, ANOVA demonstrou reducdo do parametro
%TC [F(9,94)=I1l,6; p<0.00001] pela BUSP, quando administrada previamente a sessdo 2 em
todas as doses avaliadas (Fig. 9B). No parametro entradas nos bragos fechados (EF), também
ocorreu efeito da administracdo de BUSP sobre o desempenho no LCE na sessdo 2, revelado
pela AVOVA [F(9,94)=24,7; p<0.0001]. Andlise subseqiiente demonstrou reducdo dose
dependente do numero de EF no LCE (sessdo 2) pela BUSP, quando administrada 30 min.
antes dos animais serem submetidos ao LCE (Fig. 9C). ANOVA também demonstrou reducgéo
significativa do parametro ET [F(9,94)=18,0; p<0.00001] pela BUSP nas doses 0,75, 1,5 e 3,0

mg/Kg administrada previamente a exposicdo ao LCE, na sessdo 2 (Fig. 9D).
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FIGURA 8. Alteracdes da porcentagem de entradas (grafico A) e da porcentagem do tempo

(gréfico B) de permanéncia nos bracos abertos em ratos pré-tratados com buspirona, antes de
serem confinados em um dos bracos abertos do LCE (designados como Inj. Pré
Confinamento), ou antes de serem submetidos ao LCE na sessdo 2 (designados como Inj. Pré
LCE). Os dados sdo representados como média £ EPM (n=10-Il) * Significativamente

diferente do grupo salina (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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FIGURA 9. Alteragbes nos comportamentos de avaliacdo de risco (grafico A), porcentagem
de tempo de permanéncia na plataforma central (gréfico B), de entradas nos bragos fechados
(gréfico C) e do numero total de entradas nos bracos (grafico D), em ratos pré-tratados com
buspirona, antes de serem confinados em um dos bracos abertos do LCE (designados como
Inj. pré Confinamento), ou antes de serem submetidos ao LCE (Inj. pré LCE). Os dados sdo
representados como média + EPM (n=10-I1). * Significativamente diferente do respectivo

grupo salina (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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4.6 EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO COM MIDAZOLAM, ANTES DO
CONFINAMENTO EM UM DOS BRACOS ABERTOS DO LCE (SESSAO 1), OU DA
EXPOSICAO AO LCE NA SESSAO 2.

Dados ilustrados nas Figuras 10 e 11 demonstram os efeitos do pré-tratamento com MDZ,
antes do CBA na sessdao 1 (designados como Inj. Pré Confmamento), ou antes de serem

submetidos ao LCE na sessdo 2 (designados como Inj. Pré LCE).

ANOVA dos dados da sessdo 2 ndo evidenciou efeito do tratamento com MDZ, quando
administrado previamente ao confinamento em um dos bragos abertos do LCE (sessédo 1) ou
quando administrado antes da exposicdo ao LCE (sessdo 2), sobre os pardmetros %EA e %TA
(Fig. 10). Da mesma forma, ANOVA dos parametros avaliacdo de risco (Fig. 11A), da
porcentagem de tempo de permanéncia na plataforma central (Fig. 11B), do numero de
entradas nos bragos fechados (Fig. I11C) e do numero total de entradas ndo revelaram efeito
do MDZ, seja administrado previamente ao confinamento em um dos bragos abertos (sessdo
1), ou antes dos animais serem expostos ao LCE (sessdo 2), sobre os dados obtidos na sesséo

2.
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FIGURA 10. AlteracGes da porcentagem de entradas (grafico A) e da porcentagem do tempo
(gréfico B) de permanéncia nos bracos abertos em ratos pré-tratados com midazolam, antes de
serem confinados em um dos bracos abertos do LCE (designados como Inj. Pré
Confinamento), ou antes de serem submetidos ao LCE na sessdo 2 (designados como Inj. Pré
LCE). Os dados sdo representados como média + EPM (n=9-1). * Significativamente

diferente do grupo salina (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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FIGURA 11. Alteracdes nos comportamentos de avaliacdo de risco (gréfico A), porcentagem

de tempo de permanéncia na plataforma central (grafico B), de entradas nos bragos fechados

(gréfico C) e do namero total de entradas nos bracos (gréfico D), em ratos pré-tratados com

midazolam, antes de serem confinados em um dos bragos abertos do LCE (designados como

Inj. pré Confinamento), ou antes de serem submetidos ao LCE (Inj pré LCE). Os dados sdo

representados como média + EPM (n=9-1l). * Significativamente diferente do respectivo

grupo salina (teste de Newman-Keuls, p<0.05).
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5. DISCUSSAO

51  ANALISE FATORIAL SUGERE UMA MUDANCA DO ESTADO EMOCIONAL

GERADO NA SEGUNDA EXPOSICAO AO LCE

Como apontado por Rodgers (1997), é bem provavel que nem todos os modelos animais,
ou na verdade, as versdes de um mesmo modelo sejam equivalentes em termos do estado
emocional obtido/induzido (Handley, 1991; Lister, 1990; Treit, 1994). Da mesma forma,
resultados inconsistentes obtidos com modelos diferentes poderiam sugerir que alguns
modelos seriam mais apropriados do que outros para a deteccdo de compostos efetivos em
subtipos de ansiedade (Rodgers, 1997). Além disso, resultados provenientes da analise fatorial
reforcam a hipotese da heterogeneidade da resposta aversiva gerada nos modelos animais. File
(1992) observou que as medidas comportamentais indicativas de ansiedade no LCE (tempo de
permanéncia nos bragos abertos), no teste de Vogel (freqiiéncia do beber punido) e no teste de
interacdo social (tempo gasto em interacdo social), quando submetidas a andlise fatorial,
carregavam em trés fatores independentes, indicando que cada um desses modelos gera tipos
diferentes de ansiedade. Por intermédio de procedimento similar, Belzung & LePape (1994),
demonstraram, em camundongos, que as medidas indicativas de ansiedade no LCE e no teste
da transicdo claro-escuro correlacionavam-se apenas fracamente.

Os parametros avaliados no LCE, presumivelmente relacionados com a ansiedade e
atividades de avaliacdo/exploracdo do labirinto, tem sido identificados em diversos estudos
que utilizam a analise fatorial em experimentos com ratos ou camundongos (Cruz et al., 1994;

Fernandes & File, 1996; Holmes & Rodgers, 1998; Rodgers & Johnson, 1995).

Segundo Wall & Messier (2000), a técnica de analise fatorial tem sido utilizada, em
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estudos envolvendo o LCE, por duas razdes principais: 1) identificar a relacdo entre variaveis
especificas e os fatores latentes relacionados as facetas da ansiedade (Rodgers & Johnson,
1995) e 2) para avaliar se diferentes modelos animais medem o mesmo subtipo de ansiedade

(Holmes & Rodgers, 1998; Lister, 1987).

Embora os trabalhos citados anteriormente demonstrem de forma consistente que 0s
indices “tradicionais” de ansiedade, tais como o nimero de entradas nos bracos abertos, % de
entradas nos bracos abertos (%EA), nimero total de entradas (ET), tempo de permanéncia nos
bragos abertos, % tempo de permanéncia nos bracos abertos (%TA), se distribuem no fator
que representaria a ansiedade, alguns destes parametros também carregam em outros fatores.
Esta dispersdo se toma ainda mais pronunciada quando indices “etoldgicos” sdo adicionados
as medidas tradicionais (Wall & Messier, 2000). Estes autores sugerem, portanto, que a
reducdo do crescente numero de indices comportamentais, avaliados em estudos
farmacologicos utilizando o LCE, poderiam contribuir para o avan¢go de nosso conhecimento

nesse modelo.

Baseado na analise fatorial apresentada nesse trabalho (Tabelas 3 e 4), pdde-se confirmar
que a utilizacdo desse artificio estatistico agrupa as varidveis em fatores. Trés fatores foram
detectados, quando se analisou os dados de animais submetidos ao LCE uma vez (Tabela 3).
Os resultados demonstraram que os parametros %EA e %TA “carregam” no fator 1, o
pardmetro EF no fator 2 e a AR e a %TC no fator 3. O parametro ET carregou de forma
moderada no fator 1 e de forma intensa no fator 2. O fator 1 estaria relacionado com
ansiedade, o fator 2 com a atividade locomotora e, o fator 3 com processos de avaliacdo de
risco e tomada de decisdo. Na verdade, a analise fatorial ndo identifica o que o fator
representa, quem atribui ao fator o significado e conotacéo funcional é o investigador (Weiss

et al, 1998). Ainda de acordo com esse estudo, a andlise fatorial deveria ser utilizada somente
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para ilustrar a afinidade entre as diferentes medidas comportamentais e ndo para definir sua

significancia fiindonal.

Também ficou evidente que o nimero total de entradas (ET), que carregou no fator 1 e no
fator 2, ndo € um pardmetro que representa exclusivamente atividade locomotora (Holmes &
Rodgers, 1998; Rodgers & Cole, 1994). O parametro que melhor avaliaria a atividade
locomotora seria 0 numero de entradas nos bragos fechados (Cruz et al., 1994). Além disso, se
compararmos nossos resultados (Tabela 3) com a literatura (Holmes & Rodgers, 1998;
Rodgers & ionhson, 1995) observa-se que o parametro AR obtido de acordo com nossa
metodologia é comparavel aos dados disponiveis de stretch attend posture e do retomo aos

bragos fechados {enclosed arm returns) publicados nos trabalhos mencionados.

Resultados da andlise fatorial que incluem os parametros avaliados em ratos submetidos
por duas vezes ao LCE demonstram que cinco fatores foram detectados (Tabela 4). O fator i
representaria a ansiedade gerada na segunda exposi¢cdo ao LCE, o fator 2 o tipo de ansiedade
gerada pela primeira exposicdo ao LCE e, o fator 3 envolveria aspectos relacionados com a
atividade locomotora em ambas as sessdes. O fator 4 e 5 representariam comportamentos de
avaliagdo de risco e de tomada de decisdo na primeira e segunda exposicdo ao LCE,
respectivamente. Da mesma forma que ocorreu na analise fatorial de ratos submetidos pela
primeira vez ao LCE, o parametro ET se distribuiu em dois fatores (na primeira exposi¢ao ao
LCE carrega nos fatores 2 e 3 e, na segunda exposicdo nos fatores 1 e 3). Nesse caso, 0
parametro AR, medido na sessdo 1, também carrega de forma moderada no fator 2, além do
fator 4. Esse ultimo resultado esta de acordo com alguns estudos (Cmz et al., 1994; Rodgers
et al., 1997a) que mostram que comportamentos de avaliacdo de risco podem se distribuir nos
mesmos fatores que englobam o pardmetro entradas nos bragos fechados (ET).

Em resumo, nossos resultados corroboram com evidéncias que sugerem gue um mesmo
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modelo, sob detenninadas circunstancias, pode gerar tipos diferentes de ansiedade, que ndo
necessariamente representam correlacdo com os diferentes transtornos de ansiedade na

clinica.

52 EXPERIENCIA PREVIA REQUERIDA PARA A AQUISICAO DE ESQUIVA AOS

BRACOS ABERTOS DO LCE

Um tema crucial em farmacologia comportamental estd relacionado ao efeito carryover,
isto ¢, um fendbmeno que pode ser ocasionado por um tempo de meia-vida da droga
prolongado ou pela experimentacdo repetida ou sequencial do mesmo animal. Embora os
efeitos prolongados da droga possam ser parcialmente solucionados pelo aumento do
intervalo entre os experimentos, 0 mesmo nao se aplica a experimentacdo repetida do mesmo
animal se houver um componente aprendido na primeira exposicdo, que modifica seu
desempenho nas exposi¢fes subsequientes. Essa Ultima questdo parece apropriada ao LCE,
guando se compara 0 comportamento do mesmo animal em vérias sessbes {File et al., 1998;
Holmes & Rodgers, 1998; Treit et al, 1993), isto é, o reteste no LCE estaria associado com
alteragdes comportamentais indicativas de uma aprendizagem aversiva {Rodgers et al., 1996),

independente de manipulagdes externas ao labirinto (Rodgers et al., 1997Db).

Nossos resultados experimentais corroboram com a sugestdo de que experiéncias prévias
no labirinto modificam o desempenho de ratos testados no LCE. Ratos submetidos ao LCE na
sessdo 1 demonstraram uma reducdo da %EA e da %TA na sessdo 2. Comportamentos de
avaliagédo de risco (AR), %TC, EF e ET ndo foram modificados na sessdo 2, se comparadas ao

controle, demonstrando que embora ratos ndo saiam aos bragos abertos, houve a mesma
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atividade geral encontrada na sessdo 1 Esses resultados sugerem que ratos na sessdo 2
permaneciam motivados em explorar os bragos abertos, apesar da alta esquiva a este brago

(Figura 3).

Os labirintos elevados, utilizados como modelos de ansiedade em roedores, geralmente
incluem ao menos dois ambientes com diferentes graus de aversividade para o animal (Graeff
et al., 1993; Handley & Mithani, 1984; Lister, 1987; Pellow et al., 1985; Shepherd et al.,
1994). Essa caracteristica parece ser o pré-requisito minimo para que se obtenha um conflito
de aproximacdo-esquiva no LCE. Para confirmar essa idéia, utilizamos a estratégia de avaliar
a influéncia da razdo “ndmero de bragos abertos: fechados”. Duas configuragcfes derivadas do
LCE, LTE e LLE, foram utilizadas na sessdo 1. Os resultados demonstraram que em ambos 0sS
grupos, a %EA e a %TA foram reduzidas na sessdo 2 (exposi¢cdo ao LCE), revelando um
perfil de resposta semelhante ao encontrado no grupo que foi exposto ao LCE na sessdo 1
Embora a %TC nédo tenha sido modificada, houve um aumento significativo do
comportamento de AR, sugerindo que a presenca de novos ambientes para exploragéo

(ausentes no LTE e no LLE) estimularam a atividade geral.

O fato de que a exposicdo ao LCE, LTE e LLE, na sessdo 1, foi capaz de influenciar o
desempenho no LCE na sessdo 2, sugere que a caracteristica chave para o processo de
aprendizagem de esquiva na sessdo 1 estd mais relacionado a existéncia de pelo menos dois
ambientes aversivos diferentes, do que com a razdo numero de bragos abertos: fechados. Para
confirmar essa idéia, ratos foram confinados em um dos bragos abertos (CBA), em um dos
bragos fechados (CBF) ou em um brago aberto mais a plataforma central (BAPC) na sessdao 1
e, posteriormente, expostos ao LCE na sessdo 2. Os grupos submetidos ao CBA ou CBF na
sessdo 1 se comportaram de maneira semelhante ao grupo controle, em relacdo a %EA e a

%TA na sessdo 2. Inclusive, o grupo CBF demonstrou um aumento da %TA. Portanto, em
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todos os casos a sessdo 1 ndo alterou a esquiva aos bragos abertos na sesséo 2, de acordo com
a sugestdo de que ao menos dois ambientes diferentes sdo necessarios para modificar o
desempenho no LCE na sessdo 2. O fato de que o grupo CBF aumentou significantemente a
%TA e o comportamento de AR no LCE sugere que uma exposi¢do prévia em um ambiente
protegido (menos aversivo) pode motivar a atividade exploratoria em direcdo a ambientes
novos. Por outro lado, a auséncia de influéncia do CBA e do BAPC na sesséo 2 sugere que a
alta aversividade presente nos bragos abertos e a impossibilidade de escape causou um déficit
no processo de aprendizagem de esquiva, detectado na sessdo 2. Embora seja dificil de
graduar a intensidade do estresse, tem sido mostrado que 0s niveis de corticosterona estdo
elevados em ratos confinados nos bracos abertos do LCE (Pellow et. al, 1985). Estresse e
corticosteroides podem bloquear a inducdo da potenciagdo a longo prazo (LTP), uma
caracteristica que pode estar relacionada aos processos de aprendizagem (Diamond et al,
1996; Pavlides et al., 1995; Xu et al, 1997). Em conjunto, esses fatos poderiam exphcar um
prejuizo de aprendizagem no grupo CBA, com relacdo aos dados encontrados na literatura
demonstrando que o estresse prévio pode aumentar a ansiedade (Hogg, 1996; Rodgers &
Cole, 1994). A inclusdo de um pequeno ambiente protegido (plataforma central) no grupo
BAPC foi insuficiente para alterar o desempenho no LCE na sessdo 2, como indicado pela

manutencdo dos comportamentos de AR em niveis semelhantes ao controle.

Estudos comportamentais recentes concordam com a proposta de que, para roedores, 0
teste-reteste no LCE resulta numa mudanga qualitativa do estado emocional. Em adicéo, a
andlise fatorial dos pardmetros avaliados no LCE na sessdo 1 e 2 se distribuem em fatores
independentes (File et al., 1993; Holmes & Rodgers, 1998). Este fato é interessante porque
dados dos parametros obtidos de ratos submetidos pela terceira vez ao LCE se distribuem no

mesmo fator que os da segunda exposicdo. Treit et al. (1993), demonstraram que a esquiva
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aos bragos abertos aumenta na segunda exposi¢cdo, sem qualquer sinal de habituacdo até a
décima oitava exposicdo ao LCE. Essa resposta emocional aprendida foi demonstrada
recentemente utilizando o labirinto em T-elevado, otide animais mantiveram a esquiva aos
bracos abertos por mais de 3 meses (Sanson & Carobrez, 1999). Esse grupo de evidéncias
reforca a sugestdo de que um medo incondicionado na sessdo 1 poderia mudar para uma

esquiva aprendida na sessé@o 2 (File et al., 1998; Rodgers et al, 1996).

Um fato interessante embora ainda incerto em relacdo ao LCE diz respeito a precisa fonte
de aversé@o aos bragos abertos. Faher et al. (1992) demonstraram que a altura do labirinto ndo
modifica a exploracdo do LCE. Treit et al. (1993) sugeriram que mais do que a altura, a perda
de tigmotaxia nos bracos abertos era a caracteristica promotora de esquiva. File et al. (1998)
propuseram que a experiéncia aos bragos abertos, incluindo a exploragdo e o comportamento
de imerséo de cabeca (head-dipping) seriam o fator crucial no processo de aprendizagem de
esquiva. Entretanto, nossos dados ndo corroboram com esta idéia, principalmente devido aos
resultados obtidos do grupo CBA, ou seja, o confinamento em um dos bracos abertos do LCE

nasessdo 1ndo provoca uma aumento da esquiva aos bragos abertos no LCE na sesséo 2.

De acordo com os resultados de Falter et al. (1992), ratos confinados em um dos bragos
abertos na sessdo 1 ndo sofrem modificagdo em seu desempenho no LCE na sessdo 2, com
relacdo ao tempo de permanéncia em explord-los. Esse fato invalida a hipotese de qualquer
atividade exclusiva dos bragos abertos na caracteristica promotora de esquiva, mas sugere que
processos de aprendizagem podem envolver a habilidade cognitiva de escolha entre diferentes
niveis em situacdes aversivas. Isto demonstra que em modelos de ansiedade baseados em
labirintos, o pareamento de uma situacdo altamente aversiva com a impossibilidade de
tigmotaxia nos bragos abertos e a associagdo com um ambiente menos aversivo (possibilidade

de tigmotaxia), poderia ser a caracteristica chave em processos de aprendizagem aversiva, que
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alterariam de forma qualitativa o estado emocional evocado.

Em resumo, nossos resultados confirmam que a re-exposi¢do ao LCE envolve alteragdes
comportamentais, sugerindo uma mudanca qualitativa no estado emocional. Nossos dados
também corroboram com a idéia de que a caracteristica chave para 0 processo de
aprendizagem aversiva na sessdo 1 estd mais relacionado a existéncia de pelo menos dois
ambientes com diferentes mVeis de aversdo, do que a razdo bracos abertos;fechados. Além
disso, os resultados sugerem que o processo de aprendizagem pode envolver a capacidade

cognitiva de escolher entre situagdes com diferentes niveis de aversao.

5.3 UTILIDADE DO COMPORTAMENTO DE AVALIACAO DE RISCO EM

DETECTAR O EFEITO DA BUSPIRONAE DO MIDAZOLAM

5.3.1 Efeitos da Buspirona

O tratamento agudo com buspirona resulta em efeitos ansioliticos, nulos ou ansiogénicos
no LCE (Griebel, 1995; Rodgers & Cole, 1994). Em estudos que avaliam o efeito do
tratamento crénico com buspirona (15-21 dias) tem sido encontrados perfis de resposta
semelhantes, ou seja, efeitos nulos (Moser, 1989) ou ansioliticos (Rodgers & Cole, 1994). As
razOes para essas variagdes de resposta podem estar relacionadas, ao menos em parte, com a
faixa de dose ou a via de administragdo utilizadas (Treit, 1991). Handley (1995), sugere que
esses resultados inconsistentes poderiam ser explicados porque o LCE detectaria efeitos
multiplos de compostos que interagem com o sistema serotoninérgico. Outro fator de

consideravel relevancia é a grande discrepancia entre o espectro de desordens relacionadas
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com a ansiedade reconhecidas pelo DSM-IV (American Psychiatric Association, 1994). Por
conseguinte, pode estar ocorrendo uma falta de atencéo para exatamente quais condi¢Bes 0S
modelos animais estdo modelando.

Tem sido proposto que uma andlise mais detalhada do comportamento de animais
submetidos ao LCE poderia auxiliar na deteccdo do perfil de compostos serotoninérgicos
(Rodgers, 1991). Diversos laboratérios tem aumentado a sensibilidade do LCE através do
registro de comportamentos e posturas relacionadas, em especial, ao padrdo defensivo de
avaliacdo de risco (Adamec & Shallow, 1993; Cruz et al., 1994; Griebel et al., 1996; Rodgers
et al., 1992; Shepherd et al., 1994). Estas medidas etoldgicas ndo somente tomam o modelo
mais sensivel ao efeito das drogas, mas também possibilitam a detec¢do da acdo de compostos
que ndo alteram, de forma significativa, a esquiva dos bracos abertos per si ou os fazem
somente em faixas de dose que prejudicam a atividade geral (Holmes & Rodgers, 1998;
Rodgers et al., 1997).

Nossos resultados experimentais corroboram com essa idéia uma vez que o pré-tratamento
com BUSP, antes da primeira ou da segunda exposi¢céo ao LCE, reduzem os comportamentos
de AR de forma dose-dependente (Fig. 5A), na auséncia de alteracfes nos parametros %EA
e/ou %TA (Fig. 4). Dessa forma, todas as doses de BUSP testadas ocasionaram um efeito
ansiolitico. No entanto, o mesmo perfil de reducdo estd presente em comportamentos
relacionados com a atividade geral, representados pelos parametros EF (Fig. 5C) e ET (Fig.
5D). Assim, apenas na dose de 0,3 mg/Kg de BUSP poderia se considerar que ocorreu um
efeito ansiolitico, isento de prejuizos na atividade geral nos animais avaliados.

Os animais que foram confinados em um dos bracos abertos do LCE na sesséo 1
demonstraram um perfil semelhante aos ratos expostos ao LCE, ou seja, 0 pré-tratamento com

BUSP ndo alterou os parametros convencionais (YoEA e %TA) mas reduziu de forma dose-
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dependente os comportamentos de AR (Fig. 9A) e, como anteriormente, também houve um
concomitante prejuizo na atividade geral (Fig. 9C-D). Assim sendo, nenhuma das doses de
BUSP avaliadas nesses grupos ocasionou um efeito ansiolitico isento de prejuizos motores.

Em resumo, esses resultados corroboram com idéia de que o comportamento de ratos no
LCE ¢é sensivel aos efeitos dos compostos que atuam no sistema serotoninérgico. N0ss0s
resultados também confirmam que a inclusdo de medidas que representam comportamentos
de avaliacdo de risco podem revelar alteracbes do desempenho na auséncia de efeitos

sigmficativos sobre os parametros convencionais.

5.3.2 Efeitos do Midazolam

Tem sido observado que o efeito ansiolitico do clordiazep6xido no LCE é abolido em ratos
(ou camundongos) previamente expostos a esse modelo experimental (File 1990; Lister,
1987). File et al. (1990) denominaram esse fenbmeno de one trial tolerance, que representaria
a perda do efeito ansiolitico dos benzodiazepinicos em ratos previamente expostos ao LCE.
Uma provavel explicacdo desse fendmeno seria o fato de que uma experiéncia previa no LCE
poderia induzir a liberacdo de agonistas inversos endoégenos que se ligariam e alterariam a
conformacdo dos sitios de ligacdo nos receptores benzodiazepinicos, além da induzirem uma
dessensibilizacdo dos mesmos (Gonzales & File, 1997). Essa evidéncia farmacoldgica poderia
refletir um reforco nos processos de memoria, corroborando com a idéia de que uma
exposicdo prévia (sem droga) no LCE induz a uma mudanca qualitativa na reacdo de
medo/ansiedade, de uma resposta incondicionada para uma resposta fébica adquirida (Holmes
& Rodgers, 1998; Rodgers et al, 1996; Treit, 1993).

Rodgers et al., 1992 verificaram que fendmeno semelhante é observado quanto aos efeitos

do diazepam em bloquear a analgesia induzida pela exposi¢cdo ao LCE. Com base nessas
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evidéncias farmacologicas, eles sugeriram que a simples pré-exposicdo ao LCE altera a
natureza da ansiedade medida por esse modelo experimental.

Esta idéia também foi posteriormente reforcada por File et. al.(1992), ao mostrar que, em
uma analise fatorial, as medidas indicativas de ansiedade no LCE pesam em fatores
independentes quando tomadas na primeira e na segunda exposi¢do, o que também indicaria
que diferentes tipos de ansiedade sdo gerados no LCE. Esses autores sugerem que a ineficacia
das drogas benzodiazepinicas poderia ser explicada em termos da insensibilidade desses
compostos ao tipo de ansiedade gerada na segunda exposicdo ao LCE. Assim, propuseram
que na re-exposicdo ao LCE era gerado um estado de ansiedade do tipo fobico.

Nossos resultados demonstraram de forma evidente que 0 MDZ ocasionou um efeito do
tipo ansiolitico nas doses de 0,25 e 0,5 mg/Kg, quando administrado previamente a primeira
exposicdo ao LCE (Fig. 6). A dose de 1,0 mg/Kg de MDZ ocasionou um perfil ansiolitico (na
sessdo 1), acompanhado de prejuizo da atividade geral, isto €, reducdo do nimero de entradas
nos bragos fechados (Fig. 7C) e do nimero total de entradas nos bracos (Fig. 7D) em ambas
as sessdes do LCE. E, em concordancia com dados da literatura, seus efeitos foram abolidos
em ratos experienciados no LCE, isto €, em animais previamente expostos ao LCE na sessdo 1
0 MDZ néo apresentou efeito sobre a %EA e a %TA na sessdo 2, em nenhuma das doses

testadas (Fig. 6).

Um fato interessante ocorreu no grupo de animais que recebeu MDZ 0,5 mg/Kg antes da
segunda exposi¢do ao LCE (Fig 6, bloco LCE2 Inj. D3). Embora ndo houvesse uma alteragéo
da %EA e da %TA houve uma reducdo dos comportamentos de avaliacdo de risco sem
concomitante prejuizo na atividade geral (Fig. 7A,C e D). Esse fato poderia supor que o
comportamento de avaliacdo de risco também aumentaria a sensibilidade de detec¢do dos

possiveis efeitos ansioliticos do midazolam na sessdo 2, ja que esse efeito ocorreu apenas em
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animais previamente expostos ao LCE.

Nossos resultados também demonstram que o MDZ falha em alterar qualquer pardmetro
avaliado no LCE (na sessdo 2) em ratos que foram previamente confinados em um dos bragos

abertos do LCE (Fig. 10 e 11).



CONCLUSAO
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados, baseados na anélise fatorial, corroboram com a idéia de que a re-
exposicdo ao LCE pode envolver alteragdes comportamentais, sugerindo uma mudanca
qualitativa no estado emocional.

A caracteristica chave para o processo de aprendizagem aversiva parece envolver uma
habilidade cognitiva de escolher entre situacdes com diferentes niveis de aversdo e, portanto,
depende mais da existéncia de dois ambientes com diferentes niveis de aversdo do que da
razao bragos abertos:fechados.

O comportamento de ratos no LCE é sensivel aos efeitos ansioliticos da buspirona em
ambas as sessdes, especialmente quando ha a inclusdo de medidas que representam
comportamentos de avaliacdo de risco.

O efeito ansiolitico do midazolam é significativo apenas na primeira exposicdo ao LCE.
No entanto, quando se avaliam parametros relacionados a avaliacdo de risco (na auséncia de
prejuizos da atividade geral) nota-se que eles aumentam a sensibilidade de possiveis efeitos

ansioliticos do midazolam numa segunda exposicao ao LCE.



ABSTRACT
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7. ABSTRACT

Animal models of anxiety are employed as screening tools for potential therapeutic agents,
as well as simulations for research on neurobiology of anxiety. The elevated plus-maze test
(EPM) is the most popular of all currently available animal models of anxiety, based on the
study of spontaneous behavior. The consistency and relevance of this model can be assessed

in more than one thousand published papers over the last 15 years.

Studies have shown increased open arm avoidance in rats re-exposed to the EPM that
suggests a qualitative shift in emotional states from an unconditioned (Session 1) to a learned
(Session 2) form of fear response, but a precise source of aversion has not been determined.
The behavioral indices usually analyzed in the EPM, presumably related to anxiety and
exploration: assessment activity, have been identified by factor analytic studies for both mice
and rats. Factor analytic techniques have been used in EPM research for two principal
reasons: (a) to identify the relationships between specific observed variables and their
underlying latent factors as they relate to facets of anxiety, and (b) to assess whether different

animal models measure the same subtypes of anxiety.

Using rats submitted to the EPM or various EPM-derived configurations, our study was
designed to investigate what previous maze experiences in Session 1 are required to increase
avoidance of open arms in EPM Session 2. Results obtained from rats submitted to the EPM
or EPM-derived configurations confirmed the increased open arms avoidance in Session 2.
Rats confined to either open or enclosed arms failed to show the increased avoidance of open

arms in Session 2.

The facts presented here confirm that the re-exposure to the EPM involves behavioral
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changes, suggesting a qualitative shift in emotional state. Our factor analysis data from rats
exposed once or twice to the EPM also agree with this idea. In addition, our results also
support with the idea that the existence of at least two environments with different levels of
aversion is the key feature in the Session 1 avoidance learning process, rather than the ratio of
open:enclosed arms, suggesting that the learning process may involve the cognitive ability to

choose among different levels of aversive-bound situations.

Subjects submitted to the EPM (at least to the first exposure) are highly sensitive to

GABA” compounds, like midazolam. Nevertheless, inconsistent results for serotoninergic (5-

HT) compounds have been shown using the EPM apparatus. In the present study the effects of
buspirone (BUSP; 0,3-3,0 mg/Kg), a 5-HTj” partial agonist, and midazolam (MDZ; 0,125-1,0
mg/Kg) were evaluated in rats first exposed (Session 1) to the EPM or confined to one open

arm (OAC) and further (48-h) submitted to the EPM (Session 2).

BUSP failed to alter % open arm entries and % open arm time, but decreased risk
assessment (RA) behavior (frequency of aborted attempts to reach the open arms by minute)
when administered prior session 1 or session 2, suggesting a anxiolytic profile. However,
there was also impairment in the general activity (represented by enclosed arm entries and
total arm entries). So, we only could say that there was an anxiolytic profile, in rats submitted
to the EPM, at the dose 0,3 mg/Kg. Our results support the idea that a more detailed analysis
of behavior (for example, including RA behavior) may be useful to detect the effects of
serotoninergic compounds in the EPM. In addition, according with previous studies, the
GABAergic compound MDZ showed a clear anxiolytic profile at the doses of 0,25 and 0,5
mg/Kg in rats submitted to the EPM on session 1, but not in session 2 (in which there was a

reduction in RA behavior by MDZ 0,5 mg/Kg), a phenomenon named as one trial tolerance.
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