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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento de
esquiva de ratos em diferentes configuracdes do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) e verificar o efeito de um inibidor da sintese de 6xido nitrico (N*-nitro-
L-Arginina metil éster ou L-NAME) sobre a aquisicdo desta esquiva. O
experimento 1 teve como objetivo verificar a influéncia do grau de
luminosidade sobre a esquiva de ratos no LCE; neste sentido, utilizaram-se
trés configuragbes do modelo com dimensdes idénticas, porém, com
diferentes materiais de confeccéo dos bracos fechados (vidro transparente,
vidro fumé e madeira), formando assim trés grupos experimentais (LCEvigro,
LCErume € LCEmadeira). Cada grupo foi submetido por duas vezes a uma
configuracdo de LCE (sessdes de 5 minutos com intervalo de 24 horas
entre as sessdes). O objetivo do experimento 2 foi verificar o papel do L-
NAME sobre a aquisicdo da esquiva dos bracos abertos no LCE. Quatro
grupos de animais foram expostos por duas vezes ao LCEryme: grupo salina
(sal 0,9) e grupos tratados com L-NAME (5, 10 e 50 mg/kg) via
intraperitoneal. As variaveis consideradas foram porcentagem e namero de
entradas nos bracos abertos (%A e A, respectivamente), porcentagem de
tempo de permanéncia nestes bracos (%T) e numero de entradas nos
bracos fechados (F); no experimento 2 também foram analisadas variaveis
etoldgicas (exploracao vertical, EV; avaliacdo de risco, AR e imersdo de
cabeca, IC). Os dados foram analisados considerando-se o periodo total de
cada exposicdo e também o comportamento do animal em blocos de 1

minuto (analise minuto a minuto). Os resultados indicaram a ocorréncia de



aprendizagem de esquiva dos bragcos abertos nas trés configuracbes de
LCE, sugerindo que o nivel de luminosidade (pelo menos na faixa usada no
presente estudo) ndo € uma variavel relevante no processo de aquisi¢cao da
esquiva ao longo da primeira exposi¢cdo (analise minuto a minuto); elevada
esquiva também foi observada, comparando-se a segunda exposi¢cdo com
a primeira. Entretanto, o grupo LCE.\iq4o apresentou elevada exploracdo dos
bracos abertos na primeira exposicao e prejuizo na aquisicdo de esquiva,
caracterizando baixo nivel de medo, o que pode prejudicar a deteccdo do
efeito de drogas ansioliticas. O experimento 2 mostrou que o0 grupo de
animais tratado com L-NAME (50 mg/kg) exibiu prejuizo na aquisicdo da
esquiva, caracterizado por maior exploracdo dos bragcos abertos na
segunda exposicdo, em relacdo ao grupo controle; 0 mesmo grupo nao
exibiu aumento da esquiva ao longo da primeira exposicdo. A atividade
motora, representada pelas variaveis F e EV, sofreu diminuicdo sem
comprometer a analise dos demais resultados em todos os grupos. Os
resultados do experimento 2 indicaram que o O0xido nitrico parece mediar o

processo de aprendizagem de esquiva dos bracos abertos no LCE.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the avoidance
behaviour of rats submitted to different elevated plus-maze (EPM)-derived
configurations and to verify the effect of an inhibitor of NO synthesis (N“-
nitro-L-Arginine methyl ester, L-NAME) on the acquisition of this avoidance.
It was verified in experiment 1 the influence of the level of illumination on the
avoidance behaviour of rats in the EPM. Three groups of animals were
submitted twice to one of the EPM configurations (session of 5 min): EPM
standard, with wood walls (EPMwooq); EPM modified with transparent glass
walls (EPMrransparent); EPM with opaque glass walls (EPMopaque). The aim of
Experiment 2 was to evaluate the role of L-NAME on the acquisition of open
arms avoidance in the EPM. Four groups of animals were submitted twice to
the EPMopaque: control group (NaCl 0,9 %) and groups injected with L-NAME
(5, 10 or 50 mg/kg). The standard measures (number of entries into open
(A), closed arms (C) and total entries (T), and time spent on open arms)
were recorded, as well as the ethological parameters (rearing, R; risk
assessment, AR; head dipping, HD), only in the experiment 2. The
percentage of open entries (%A) and the percentage of time spent in open
arms (%T) were calculated. The results were submitted to the total analysis
of the period of each exposition and also to a minute by minute analysis.
Our results showed the presence of the acquisition of open arms avoidance
in all EPM configurations, suggesting that variations in the light level do not

prevent this learning during the first session (minute by minute analysis); in



the second session, relative to the first session, increased avoidance was
observed. Nevertheless, the EPMryuansparent group presented increased
exploration of open arms in the first session and an impaired avoidance
acquisition, representing an anxiolytic-like effect, that can impair the
detection of the effect of putative anxiolytic drugs. Experiment 2 showed that
the L-NAMEsp group had impaired avoidance acquisition characterized by
an increased of open arms exploration, in the second session, in
comparison to control values; the same group did not exhibit an increase of
avoidance along the first session. Locomotor activity, as evaluated by C and
R, was decreased without compromizing the analysis of the remaining
results in all of the groups. Results of experiment 2 indicated that NO seems

to mediate the open arms avoidance acquisition process on LCE.



1. INTRODUCAO

1.1. DistUrbios de ansiedade

A ansiedade € uma emocdo considerada normal quando é
condizente com uma determinada situacdo do ambiente que pode ser vista
como ameacadora; ela passa a ser patoldégica quando causa situacdes
extremas de angustia, aflicdo no individuo, na sua familia ou mesmo na
sociedade em geral (Sandford et al., 2000). Van Riezen e Segal (1988)
definem a ansiedade como um estado emocional no qual ocorre a
experiéncia de medo, apreensdo, nervosismo, panico e agitacao, que, por
sua vez, desencadeiam outros sinais e sintomas como tremor, fraqueza,
dor de cabeca, sudorese, aumento da pressao arterial, taquicardia, dentre
outros.

Uma das mais importantes descobertas no estudo da ansiedade
em humanos foi a distincdo entre estado e traco caracteristico de
ansiedade (Craig et al., 1995). Spilberg (1979) propdés um conceito de
estado de ansiedade que consiste em sensacdes percebidas
conscientemente, subjetivamente, de tensdo, apreensdo, nervosismo e
preocupacdo, acompanhado da ativacdo autonémica que ocorre em um
determinado periodo. O traco caracteristico de ansiedade € citado por
Sandford e colaboradores (2000) como um fator, duravel e persistente, da
personalidade de determinado individuo que reflete a maneira com a qual
ele interage com seu ambiente fisico e social. Apresentadas essas

definicbes, pode-se perceber com clareza que € essencial no estudo da



ansiedade diferenciar entre o estado de ansiedade como um estado
emocional transitério e as relativamente estaveis diferencas individuais em
relacdo a ansiedade como um traco da personalidade.

Tomando como referéncia a fenomenologia (intensidade, duracéo,
qgualidade e a histéria natural dos sintomas da ansiedade) e as diferencas
biologicas (genética, respostas fisioldgicas e farmacoldgicas), a Associacao
Psiquiatrica Americana elaborou uma classificacdo dos distarbios de
ansiedade (Tabela 1), conhecida como DSM-IV (American Psychiatric

Association, 1994).

Tabela 1 — Classificacdo dos disturbios de ansiedade de
acordo com o manual DSM-IV (modificado de Sandford et al.,
2000).

DISTURBIOS DE ANSIEDADE

Disturbio do panico com agorafobia
Disturbio do panico sem agorafobia
Agorafobia
Fobia especifica
Fobia social
Disturbio de ansiedade generalizada
Disturbio obsessivo compulsivo
Disturbio de estresse agudo

Disturbio de estresse pos-traumatico




1.2. Neuroanatomia da ansiedade

Em humanos, encontramos estudos que buscam conhecer a
neuroanatomia da ansiedade. Estes estudos s&o viabilizados através de
imagens por ressonancia magnética (estudo estatico) e por tomografia
computadorizada por emissdo de pésitrons (neuroimagem funcional). Os
estudos utilizando animais visam acrescentar dados a respeito da
fisiopatologia das doencas e seus tratamentos em humanos.

Dois conceitos fundamentais ajudam a compreender a anatomia
funcional da ansiedade. Primeiro, os diferentes tipos de distarbio de
ansiedade estdo envolvidos com sistemas diferentes e isto inclui um
sistema de defesa que pode levar a uma resposta ativa de luta ou fuga
(Sandford et al., 2000) ou a uma inibicdo comportamental, que envolve a
supressdo de um comportamento como estratégia de defesa (Gray, 1982).
Segundo, os circuitos neurais relacionados com a ansiedade sao
organizados em diferentes niveis, refletindo as diferentes demandas do
processo cognitivo. Por exemplo, respostas automaticas sdo mediadas por
areas da regido inferior do encéfalo, como a substancia cinzenta
periaguedutal (PAG, do inglés periaqueductal gray); acima dessa area
estdo os niveis intermediarios (amigdala e sistema septohipocampal) e as
regides corticais (cortex paralimbico, por exemplo) que gerenciam
respostas com uma demanda maior de cogni¢cdo (Sandford et al., 2000).
Porém, estas regides mantém diversas conexdes umas com as outras.

A PAG recebe aferéncias descendentes do sistema limbico e do

cortex paralimbico; sua estimulacdo pode desencadear respostas de luta



ou fuga e ainda variacdes na pressao arterial e nos batimentos cardiacos
(Graeff et al., 1993). O locus coeruleus, um nucleo noradrenérgico
localizado na ponte, envia eferéncias para o cortex, areas limbicas e tadlamo
(Valentino e Aston-Jones, 1996) e sua estimulacdo farmacolégica ou
eletrofisioldégica também desencadeia respostas caracteristicas de um
guadro de ansiedade (Redmond, 1985). O hipotalamo recebe aferéncias do
locus coeruleus e do sistema limbico e desempenha um papel importante
nas respostas endocrinas da ansiedade através da sua participacdo no eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA).

A amigdala ou processo amidaldide, uma estrutura localizada no
lobo temporal, tem muitas comunica¢des com cortex cerebral, tAlamo, locus
coeruleus, corpo estriado, mesencéfalo e tronco cerebral e ainda, recebe
eferéncias da PAG e do hipotdlamo e através desta rede, a resposta
fisiolégica € mediada (LeDoux, 1998). Lesdes, estimulacdes e estudos
neuroquimicos tém viabilizado a compreensdo do papel da amigdala na
expressdo, condicionamento e extincdo do medo ou ansiedade aguda
(Davis, 1992). A amigdala ndo apenas detecta e organiza respostas a
perigos naturais, ela também € responsavel pelo reconhecimento de
estimulos anteriormente inGcuos como ameacas potenciais; este processo
de aprendizagem € chamado de condicionamento classico (LaBar e
LeDoux, 1996). Juntamente com o hipocampo, a amigdala também exerce
importante funcdo na regulacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, eixo
que tem papel na resposta humoral a um estimulo estressor. Tendo em

vista que o0 estresse pode ser um potente causador de transtornos de



ansiedade, as estruturas amigdala e hipocampo regulam o sistema
hipotalamo-hipdfise-adrenal, a primeira estimulando e a segunda

suprimindo as respostas deste sistema (Bear et al., 2002).

1.3. Dos disturbios de ansiedade em humanos para os
modelos animais

Considerando-se a grande variedade de disturbios de ansiedade,
bem como a incidéncia elevada destes na sociedade atual, justifica-se a
necessidade do desenvolvimento de pesquisas cientificas que abordem
este tema. No caso da ansiedade, os modelos animais séo utilizados com
muita freqiéncia e tém duas motivacdes principais: a descoberta de novos
agentes terapéuticos e para facilitar a compreensédo da neurobiologia dos
distarbios (Rodgers e Cole, 1994).

Os modelos tém, entdo, o importante papel de caracterizar alguns
aspectos do distarbio, tais como a etiologia, sintomatologia e/ou tratamento
dos ameacas disturbios de ansiedade, buscando facilitar seu estudo
cientifico (File et al., 1998). Isto posto, € importante ressaltar que, a fim de
um modelo animal ser considerado util para um determinado propdsito, por
exemplo, para o estudo da ansiedade, ele precisa ser previamente
validado. Para tal, foram criados critérios de validacdo que, na pesquisa
neurobiolégica, tém o papel de garantir que um modelo é capaz de
reproduzir uma determinada patologia humana, promovendo assim a
compreensao de seus mecanismos neurobiologicos (Bloom e Kupfer,

1995). Na sequéncia, sado apresentados alguns dos critérios:



Validade de Predicao é definida como a habilidade de um modelo
em predizer o comportamento de uma variavel que € de interesse do
pesquisador (Cronbach e Meehl, 1955) e, em modelos animais de
psicopatologia humana, o termo predicdo € utilizado para referir-se ao
modelo como sendo capaz de identificar drogas com efeito terapéutico em
humanos (Matthysse, 1986).

Validade etioldgica, através da qual se garante que a etiologia de
determinado fenbmeno no modelo animal e no homem sejam semelhantes;
qgquando a validade etioldégica € estabelecida, o modelo pode tornar-se
extremamente util no desenvolvimento de tratamentos (Bloom e Kupfer,
1995).

Validade de expressado, que se refere a similaridade entre o
comportamento exibido pelo animal no modelo e os sinais na condi¢cdo
humana, tais como liberacdo de corticosterona, perda de apetite e

defecacéo (Mosier, 1947).

1.4. Labirinto em cruz elevado

Em 1955, Montgomery realizou uma série de experimentos
utilizando um labirinto em Y elevado composto por trés compartimentos (um
fechado e dois abertos) através do qual era possivel estudar a relagcéao
entre 0 comportamento exploratorio e o medo em roedores. Mais tarde, em
1984, Handley e Mithani introduziram um modelo animal para o estudo da
ansiedade, o Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Este modelo é um labirinto

em forma de cruz com dois bragos em oposicao, formando quatro bracos,



dois deles protegidos por paredes laterais e os outros dois abertos; no
ponto de intersec¢do dos dois bracos opostos delimitou-se um quadrado
central. Desde sua validacdo farmacologica por Pellow e colaboradores
(1985), o LCE vem sendo freqientemente utilizado no desenvolvimento de
pesquisas para o estudo da ansiedade (Hogg, 1996 e Menard e Treit,
1999).

O Labirinto em Cruz Elevado é baseado no medo inato que
roedores apresentam em espacos abertos (Montgomery, 1955); entéo,
ratos expostos ao LCE tendem a evitar os bracos abertos demonstrando
preferéncia pela permanéncia nos bracos fechados. Ainda que os animais
sintam-se impelidos a explorar os bracos abertos devido a curiosidade pelo
novo ambiente, a situacdo de conflito, entre 0 medo e o intuito da
exploracéo, leva-os a optar pelos bracos protegidos (Montgomery, 1955), o
gue caracteriza a ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado (Gray,1982).

A inclusdo de uma segunda exposi¢cao ao LCE possibilita o estudo
de um outro processo, além da ansiedade. Treit e colaboradores (1993)
constataram que a esquiva dos bragcos abertos aumenta na segunda
exposicao e File e colaboradores (1993) propuseram que a experiéncia nos
bracos abertos durante a primeira exposicao € o fator crucial no processo
de aquisicdo da esquiva. Bertoglio e Carobrez (2000), posteriormente,
apresentaram a idéia de que a existéncia de dois ambientes, representando
diferentes niveis de averséao (aberto e fechado), representa o fator chave no
processo de aprendizagem da esquiva durante a primeira exposicao e

sugeriram gque esta aprendizagem possa envolver a habilidade cognitiva do



animal para escolher entre diferentes situacdes aversivas/seguras. Rodgers
(1996) e Dal-Cdél (2003), com seus respectivos colaboradores,
demonstraram, ademais, que a aprendizagem da esquiva dos bracos
abertos ocorre durante os primeiros minutos da primeira exposicao.

A preferéncia do animal pelos bracos fechados pode ser atribuida a
dois fatores: primeiro, a tigmotaxia, um comportamento natural que induz o
animal a manter-se em contato com uma superficie vertical viabilizando o
contato das vibrissas com a mesma, 0 que diminui as chances de encontro
com predadores (por manter-se em ambientes mais protegidos)
funcionando assim como uma estratégia de defesa (Treit e Fundytus,
1989); e, em segundo, apresentando-se como uma justificativa mais
recente da preferéncia apresentada pelos bracos fechados no LCE, esta a
influéncia da luminosidade. Cardenas e colaboradores (2001) constataram
que ratos que tiveram suas vibrissas totalmente removidas e foram
expostos ao LCE com luminosidade baixa ou normal apresentam a mesma
porcentagem e tempo de permanéncia nos bracos abertos que os animais
que tiveram intactas suas vibrissas, porém, estas duas variaveis
apresentaram maior indice nos animais expostos ao LCE com baixa
luminosidade, em comparacdo com seu respectivo grupo (vibrissa intacta
ou removida) exposto ao LCE com luminosidade normal. Portanto, percebe-
se que ha um misto na influéncia da tigmotaxia e da luminosidade sobre o
comportamento dos roedores no teste do labirinto em cruz elevado e, tanto
0 primeiro quanto o segundo fator, tendem a levar o animal a apresentar

uma preferéncia por espacos fechados, neste caso, os bracos fechados do



labirinto. Dada a relacdo entre a preferéncia pelos bracos fechados e
medo/ansiedade, as principais variaveis relevantes nas pesquisas no LCE
sdo definidas: porcentagem de entradas nos bracos abertos e tempo de
permanéncia nestes bracos, que sao vistas como indice primario de
ansiedade e numero de entradas nos bracos fechados, que é considerado
um indice de atividade motora (File, 1992).

Além das variaveis ja relacionadas, denominadas variaveis
espaciais-temporais, o LCE também possibilita o estudo do
medo/ansiedade através de variaveis etolégicas (Cruz et al., 1994; Weiss et
al., 1998). Estas variaveis permitem uma melhor deteccdo da acdo de
drogas no modelo, por ser sugerido que elas possam ser mais sensiveis a
acdo de drogas que as varidveis espaciais-temporais (Setem et al., 1999).
Setem e colaboradores (1999) realizaram uma descricdo de algumas
dessas variaveis: avaliacdo de risco (risk assessment), que ocorre quando
o animal sai de um braco fechado com as patas dianteiras e a cabeca,
somente, investigando ao seu redor; a exploragdo vertical (rearing),
comportamento em que ele permanece erguido sobre os membros
posteriores, sendo que esta variavel, na andlise fatorial realizada por Cruz e
colaboradores (1994), € marcada no mesmo fator que o numero de
entradas nos bracos fechados, podendo também refletir atividade
locomotora; autolimpeza (grooming), limpeza de alguma parte do corpo
utilizando a lingua, dentes ou patas dianteiras. Outros comportamentos
foram utilizados por Anseloni e Brandéo (1997): imersao de cabeca (head

dipping), movimento exploratério de cabeca/ombros sobre os lados do



labirinto e para baixo, em direcdo ao chdo; na analise fatorial, Anseloni e
Brandao (1997) demonstraram que este comportamento foi marcado no
mesmo fator da porcentagem de entradas nos bragcos abertos, o que o
indica que este componente € inversamente proporcional a ansiedade;
exploracéo final, nuUmero de vezes em que o animal chega a extremidade
distal de um braco aberto; esta variavel também é vista como inversamente
proporcional a ansiedade (Anseloni e Brandéo, 1997).

Drogas ansioliticas e ansiogénicas alteram os indices de algumas
dessas variaveis; as primeiras aumentam o numero de entradas e de tempo
de permanéncia nestes bracos, além de aumentar a incidéncia da
exploracéo final e diminuir a ocorréncia de avaliacdo de risco; ja as drogas
ansiogénicas desencadeiam efeito oposto (Silva e Brandao, 1999; Setem et
al., 1999; Cruz et al., 1994, Pellow et al., 1985).

No entanto, a acdo das drogas ansioliticas nem sempre tem sua
efetividade garantida; mudancas qualitativas no estado emocional geradas
pela exposicdo ao LCE podem resultar em ineficacia de algumas drogas.
Lister, em 1987, e File, em 1990, verificaram que os benzodiazepinicos nao
induziram efeito ansiolitico em ratos e camundongos que ja haviam sido
previamente expostos ao LCE. Sugeriu-se que este fendmeno, denominado
inicialmente “one trial tolerance”, ocorreu devido ao fato de que uma
primeira exposicdo ao LCE modificou a natureza da ansiedade que foi
gerada e que a segunda exposicado foi marcada pela expressdo de um
medo especifico ou uma fobia adquirida (File e Zangrossi, 1993). Dal-Col e

colaboradores (2003) verificaram que ratos submetidos a  primeira



exposicdo de um minuto de duracdo ndo adquiriram a esquiva e, na
segunda exposicdo, apresentaram efeito ansiolitico quando previamente
tratados com benzodiazepinicos. Este dado indica que o periodo de um
minuto parece ser insuficiente para que seja instalado um estado de
ansiedade no animal, indicando uma insensibilidade dos animais aos
benzodiazepinicos, o que leva a nao ocorréncia do fenémeno “one trial
tolerance”.

Uma inovacao que veio contribuir para o estudo das mudancas no
estado emocional dos roedores durante a exposicdo ao LCE foi a analise
minuto a minuto dos dados coletados. Até 1996, os comportamentos
expressos pelos animais durante os cinco minutos de exploracdo do
modelo eram analisados através da média de cada variavel considerando o
periodo de exposicdo como um todo. Neste mesmo ano, Rodgers e
colaboradores apresentaram uma nova forma de estudar os dados,
realizando uma analise “minuto a minuto” do comportamento exploratorio
de camundongos no LCE; assim, era possivel obter novas informacdes a
respeito da evolucdo de cada variavel durante uma mesma exposicao. A
analise minuto a minuto mostrou que a esquiva dos bracos abertos ja esta
presente a partir do segundo minuto da exposicédo. Holmes e Rodgers, em
1998, através da analise minuto a minuto, verificaram que o comportamento
dos animais no inicio da sessao é diferente no final da sessédo, quando os
eles ja apresentam clara preferéncia pelos bracos abertos do LCE, e que
isto caracteriza um estado emocional diferente nestes dois momentos.

Rosa e colaboradores (2000) também utilizaram a analise minuto a minuto,



porém, estudando o comportamento de ratos sob influéncia de um
benzodiazepinico; com uma Unica exposicao verificaram a presenca de um
prejuizo do efeito ansiolitico induzido pela droga ao final da sesséo,
adiantando a caracteristica tipicamente presente na segunda exposicao, a

ja citada “one trial tolerance”.

1.5. O labirinto em cruz elevado e suas alteracbes
metodoldgicas

Ja foi anteriormente relatado que o LCE é um modelo animal
utilizado em diversas pesquisas para 0 estudo da ansiedade e da
aprendizagem motivada por medo. No decorrer do tempo, o0s
pesquisadores passaram a realizar modificacbes na configuracao original
do LCE.

Em 1994, Viana e colaboradores apresentaram um novo modelo,
chamado Labirinto em T Elevado (LTE), que consistia em um labirinto com
praticamente as mesmas caracteristicas que o LCE, porém com a exclusao
de um dos bracos fechados. O LTE possibilita estudar a aprendizagem da
esquiva inibitdria, que representa o medo aprendido ou condicionado, e a
fuga dos bracos abertos, que representa o medo inato ou incondicionado
(Graeff et al., 1998).

A influéncia do nivel de iluminacdo na performance dos animais no
LCE também foi verificada. Handley e McBlane (1993) ndo encontraram
mudanca no comportamento dos seus animais pela alteracdo da

luminosidade. Ja Griebel e colaboradores (1993) verificaram que ratos



expostos ao LCE com alta luminosidade exibiram menor exploracdo dos
bracos abertos e, por outro lado, ratos expostos ao LCE com baixa
luminosidade nédo alteraram significativamente seus comportamentos.

No ano de 2000, Bertoglio e Carobrez realizaram um estudo no
qgual os animais foram expostos a diferentes condi¢cdes de iluminacdo e
também em diferentes fases do ciclo noturno/diurno. Eles encontraram
evidéncias de que a exploracdo do LCE por roedores € dependente do ciclo
circadiano e que isto pode ser uma possivel origem da variabilidade do
comportamento dos animais no modelo; no entanto, a mudanca na
iluminacdo ndo gerou alteracdes significativas no comportamento dos
animais.

Mudancas no material de confeccdo do labirinto também
ocorreram. Em 1995, Anseloni e colaboradores apresentaram a validacao
farmacolégica e comportamental do LCE construido com paredes
transparentes e sugeriram que esta configuracdo do modelo poderia ser
utilizada para o estudo de drogas ansioliticas e para o estudo da
neurobiologia da ansiedade. Outros estudos foram realizados com labirinto
com paredes transparentes, porém ¢ dificil definir a real condicdo de
iluminacdo no interior do modelo, ja que podem existir diversos graus de

transparéncia e que o indice de luminosidade nao é frequientemente citado.



1.6. A farmacologia do labirinto em cruz elevado
Muitos dos estudos no LCE buscam a farmacologia do modelo, ou
seja, 0 comportamento dos animais sob a acdo de determinada droga

(Dawson e Tricklebank, 1995; Handley e McBlane, 1993).

1.6.1. O Complexo Receptor GABA-Benzodiazepinico

Uma classe em especial que vem sendo estudada muito
freqientemente € a dos ligantes dos receptores benzodiazepinicos. As
drogas ansioliticas sdo talvez as mais conhecidas e mais prescritas no
tratamento dos disturbios de ansiedade (Handley, 1994). Ja em 1984,
Handley e Mithani observaram o efeito ansiolitico causado pelo diazepam
em ratos no LCE. Depois disto, varios outros autores encontraram o mesmo
efeito com outras drogas que também tém acdo no receptor
benzodiazepinico, tais como midazolam (Russo et al., 1993), lorazepam
(De Angelis, 1992), clordiazepoxido e bretazenil (Cole e Rodgers, 1993).

O GABA (acido gama-aminobutirico) € um neurotransmissor da
classe dos aminoacidos que tem papel importante na inibicdo da atividade
no Sistema Nervoso Central. Seu precursor € o glutamato e a enzima que
catalisa a reacdo da sua sintese é a glutamato descarboxilase. Os
receptores para o GABA pode ser dividido em GABAa, que tem como
agonista 0 muscimol e como antagonista a bicuculina, e GABAg, cujo
agonista € o baclofen e antagonista o baclofen. O receptor GABAx esta
acoplado a um canal de cloreto ativado por ligante, portanto, a abertura do

canal gera uma hiperpolarizacéao celular, mediando a inibicdo da atividade



celular (Bear et al., 2002). Os benzodiazepinicos atuam sobre o canal de
cloreto em seu sitio especifico, potencializando a acdo do GABA, o que
resulta num aumento da freqiéncia da abertura do canal, influxo de cloreto
aumentado, com geracdo de potenciais inibitérios pds-sinapticos mais
fortes e elevada inibicdo comportamental, como por exemplo, a diminuicao
da ansiedade (Bear et al.,, 2002). Isto é também relatado por Graeff e
colaboradores (1999), que afirmam que os benzodiazepinicos atuam
intensificando as acdes do GABA, em nivel pds-sinaptico, aumentando a
afinidade dos receptores GABAa pelo neurotransmissor e tendo como

consequéncia a modulacéao da ansiedade (Figura 1).
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Figura 1 - Terminacdo GABAérgica e o0 receptor
benzodiazepinico. Os receptores GABAA e benzodiazepinico
estdo situados em diferentes subunidades, que interagem entre
si. Os benzodiazepinicos acentuam as acdoes do GABA em nivel
pos-sinaptico, aumentando a afinidade dos receptores tipo

GABAA\ pelo neurotransmissor (Graeff et al., 1999).



Algumas estruturas encefalicas sdo reconhecidas como regides
envolvidas no efeito ansiolitico induzido pelos benzodiazepinicos; um
estudo demonstrou que infusbes de midazolam no nudcleo basolateral da
amigdala de ratos resultou em aumento na exploracdo dos bracos abertos,
caracterizando o efeito ansiolitico (Green e Vale, 1992). Outras provaveis
estruturas envolvidas sdo 0s nucleos da rafe; pois infusbes de midazolam
no nucleo dorsal da rafe também aumentam a exploracdo dos bracos
abertos em ratos expostos ao LCE (Gonzales e File, 1997). O Midazolam
também desencadeia efeito ansiolitico quando infundido na substancia
cinzenta periaquedutal no teste do labirinto em cruz (Motta e Brandao,
1993). Estudos sobre o efeito da infusdo bilateral do midazolam no
hipocampo dorsal mostraram uma acgao seletiva no aumento do
namero de entradas e tempo gasto na regido central do campo aberto,
0 que igualmente corresponde a um efeito ansiolitico (Stefanski et al.,
1993).

O hipotadlamo e a area septal sédo propostos como possiveis locais
de acdo dos benzodiazepinicos (Kataoka et al., 1982; Pesold e Treit,
1994). Observa-se, entdo, que o efeito dos benzodiazepinicos é amplo,
tanto em relacéo ao local de infusdo da droga, quanto a variedade de
modelos animais nos quais 0s estudos s&o realizados, porém existem
evidéncias de que receptores benzodiazepinicos nas diversas areas do
cérebro citadas podem mediar diferentes reacbes de medo (Menard e Treit,

1999). Na verdade, varias substancias interagem como receptor GAGAAa,



dentre elas, o alcool, que age sobre o canal de cloreto GABA-dependente,
juntamente com barbitaricos, benzodiazepinicos e outros compostos, cada

um em seu sitio especifico (Figura 2).
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Figura 2 - Papel do receptor GABAA na ansiedade. A¢gdes que mimetizam
ou potencializam o GABA resultam no aumento do influxo de cloreto e reducao
da ansiedade. Acdes opostas, que reduzem a atividade do GABA, aumentam

a ansiedade (modificado de Argyropoulos e Nutt, 1999).



1.6.2. O Receptor Serotonérgico

Outra classe de receptores com importante papel na modulacdo do
medo/ansiedade avaliados no LCE sdo o0s serotonérgicos. Devido ao
sucesso clinico da buspirona, principalmente no distirbio de ansiedade
generalizada, a maioria das pesquisas estuda os efeitos dos agonistas do
receptor 5-HT;a (Rodgers e Cole, 1994). Os receptores 5-HT;a podem
estar localizados no neurbnio pré-sinaptico (como auto-receptor
somatodendritico na rafe mesencefalica) e no neurdnio pds-sinaptico, com
sua maior expressao ocorrendo nas estruturas limbicas (Radja et al., 1991).
A ativacdo dos receptores 5-HT;a com localizacdo pré-sinaptica reduz a
sintese e liberagcdo de serotonina (Invernizzi et al., 1991), enquanto a
ativacdo dos receptores pos-sinapticos resultam em inibicdo neural (Van
denHooff e Galvan, 1992).

Ao contrario das drogas benzodiazepinicas, as drogas
serotonérgicas produzem resultados inconsistentes no teste do LCE
(Griebel, 1995). Por exemplo, para os agonistas 5-HT;5, COmo a gepirona,
sdo encontrados efeitos ansiogénicos, agudamente, e ansioliticos,
cronicamente (Silva e Brandao, 2000). A buspirona e o 8-OH-DPAT
também produzem resultados variados no LCE; ambos tém apresentado
efeito ansiolitico, ansiogénico, ou mesmo auséncia de efeito no
comportamento dos animais (Handley, 1991; Handley e McBlane, 1993).

Graeff (1990) acredita que algumas dessas inconsisténcias
ocorrem devido a existéncia de 2 sistemas serotonérgicos principais no

encéfalo: o nucleo da rafe medial (NRM) e o nucleo da rafe dorsal (NRD),



sendo ambos importantes na modulacdo da ansiedade. Grove e
colaboradores (1997) propuseram um modelo no qual o NMR é
reconhecido como importante para a modulacdo de medo e ansiedade
antecipatoria. File e Gonzéales (1996) demonstraram que administracdo de
um agonista do receptor 5- HT; (8-OH-DPAT) no NRD ou no NRM de ratos
induz aumento da exploracdo dos bracos abertos, caracterizando assim
uma resposta ansiolitica mediada pelos receptores 5-HTia (File et al.,
1996).

O efeito ansiolitico também tem sido demonstrado apds a
administracdo de agonistas 5-HTi,, tais como buspirona e 8-OH-DPAT, no
hipocampo dorsal (Menard e Treit, 1999). No LCE, as injecbes de
buspirona no hipocampo dorsal de ratos resultaram em respostas
ansioliticas (Kostowski et al., 1989). Griebel e colaboradores (1997)
verificaram, ademais, que agonistas 5-HT;4 também diminuem a incidéncia
do comportamento de avaliacdo de risco, o que reflete, do ponto de vista

etoldgico, o papel ansiolitico destes receptores.

1.6.3. Receptores Glutamatérgicos

A literatura cientifica tem apontado para a participacdo dos
receptores glutamatérgicos, N-metil-D-aspartato (NMDA) e a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), na ansiedade (Adamec et al.,
1999; Adamec et al.,, 1998; Kotlinska e Liljequist, 1998). Os receptores
AMPA e NMDA medeiam a maior parte da transmissao sinptica excitatéria

no encéfalo; canais AMPA, quando ativados, permitem a entrada de ions



sodio na célula e os canais NMDA, a entrada de ions sodio e céalcio. Ambos
coexistem em muitas sinapses no enceéfalo, de forma que muitos potenciais
excitatérios  poés-sinapticos, mediados por glutamato, possuem
componentes formados por ambos os receptores (Bear et al., 2002).

A ativacdo dos receptores NMDA e AMPA no LCE tem sido
caracterizada como ansiogénica; antagonistas dos receptores AMPA
(Matheus e Guimaraes, 1997) e NMDA (Guimarées et al., 1991), quando
injetados na PAG dorsal, induzem efeito ansiolitico em ratos. Também foi
demonstrado que a administracdo de AP7 (antagonista do receptor NMDA)
no hipotdlamo dorsomedial produz uma diminuicdo significante na
porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos;
desse modo, os dados da literatura suportam a hipotese de que a ativacao
de receptores glutamatérgicos € ansiogénica em ratos no LCE (Jardim e
Guimaraes, 2001).

Além de induzir ansiedade pela ativacdo dos receptores NMDA e
AMPA, a acdo glutamatérgica sobre esses receptores do tipo NMDA podem
também estimular a producéo do NO, pela ativacdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) neuronal (Contestabile, 2000); esta relacdo sera abordada

no proximo item.

1.6.4. Oxido Nitrico
O NO é uma molécula gasosa que age como um mensageiro

guimico (Bear et al., 2002), cuja sintese é catalisada pela enzima sintase



do oxido nitrico; a enzima contém sitios de ligacdo para nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina mononucleotideo (FAD),
calmodulina (CaM), tetrahidrobiopterina (H4B), além de um grupo heme
(Groves e Wang, 2000).

A familia das enzimas NOS pode ser dividido em dois subgrupos:
NOS constitutiva, (NOSc; NOS neuronal e a NOS endotelial) e NOS
induzivel, NOSI, que, sob a inducéo de citocinas, produz altas doses de NO
e é encontrada em macrofagos, neutroéfilos, masculo liso vascular e células
endoteliais (Colasanti e Suzuki, 2000). A NOS constitutiva tem sua
atividade regulada pelo Ca?* e, conseqiientemente, estimulada pela
ativacdo do receptor NMDA, que é responsavel pelo influxo de ions calcio
na célula; elas produzem uma quantidade muito menor de NO que a forma
induzivel da enzima (Figura 3) (Prast e Philippu, 2001).

O NO, segundo Krukoff, parece ser liberado por neurénios pos-
sinapticos, por meios nao vesiculares, atuando sobre os terminais pre-
sinapticos, viabilizando, assim, uma comunicacao retrégrada intercelular,
sendo, por isso, classificado como um mensageiro retrogrado. Por ser uma
molécula pequena e com facil difusdo pela membrana celular, o NO
consegue atingir alvos em um diametro de 200 um, o que corresponde a
um volume de encéfalo envolvendo 2 milhdes de sinapses (Krukoff,
1999). Isto explica, em parte, a variedade de fungbes que o NO exerce

sobre o sistema nervoso, em especial no sistema nervoso central.
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FIGURA 3 — Sintese de 6xido nitrico no sistema
nervoso central. O Glutamato é liberado pelo
terminal pré-sinaptico e age sobre receptores NMDA
(R) no neurdnio pés-sinaptico. A abertura do canal
permite o influxo de ions célcio, que, por sua vez,
ativa a NOS através da calmodulina (CaM). O NO é
formado a partir da arginina, na presenca de
oxigénio e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato. Além de atuar sobre o proprio neurénio que
0 produziu, o NO pode também se difundir para
células vizinhas, incluindo o terminal pré-sinaptico,
estimulando a producdo de GMP ciclico (Krukoff,
1999).



No sistema nervoso, o NO pode atuar como neuroprotetor tecidual,
porém ele também pode ser um agente nocivo quando produzido em
excesso (Wiesinger, 2001). Os diferentes papéis desempenhados pelo NO
no SNC vao depender da forma em que ele se encontra — oxidada (NO)
ou reduzida (NO") — sendo que o NO™ é neurodestrutivo e que o NO* é
neuroprotetor (Lipton et al., 1993). O NO® parece exercer sua acgio
neuroprotetora pela regulacéo inibitdria dos receptores NMDA, opondo-se
a entrada de Ca®* e prevenindo o efeito toxico gerado pela ativacdo dos
receptores NMDA (Hang e Dale, 1999). Evidéncias demonstram que a
neurotoxicidade do NO € induzida pelos receptores NMDA e que a
liberacdo excessiva de glutamato, agindo nestes receptores, medeia a
neurotoxicidade na isquemia focal por dano arterial, evento que pode ser
bloqueado por antagonistas NMDA (Meldrum e Garthwaite, 1990). Sabe-se
que a enzima superoxido dismutase também reverte um quadro de
neurotoxicidade. Sabendo-se que esta enzima remove superoxido, e que
este, interagindo com NO, da origem ao radical toxico peroxinitrito, sugere-
se que o NO possa causar morte celular via producdo de peroxinitrito
(Bloom e Kupfer, 1994). Os efeitos destrutivos seriam decorrentes de uma
grande quantidade de NO (produzida durante um episddio de isquemia, por
exemplo) reagindo com anions superoxido, gerando os compostos toxicos
peroxinitrito e radical hidroxil (Colasanti e Suzuki, 2000). Esta producao
aumentada € sustentada pela acdo de NOSi em astrocitos e micréglia que,
em condi¢cOes patoldgicas, geram niveis citotoxicos de NO (Meda et al.,

1995).



Os estudos a respeito do efeito do NO sobre a ansiedade apontam
para resultados contraditérios. Inibidores da NOS como N® nitro-L-arginina-
metil éster (L-NAME) e 7-nitroindazol (7-NIO) podem desencadear efeito
ansiolitico quando administrado sistemicamente em ratos expostos ao LCE
(Volke et al., 1995; Wiley et al., 1995; Faria et al., 1997; Volke et al., 1997;
Ferreira et al., 1999). Por outro lado, outro inibidor da NOS, o nitro-L-
arginina  (L-NOARG), diminui o efeito ansiolitico induzido por
benzodiazepinicos em ratos no LCE (Quock e Nguyen, 1992; De-Oliveira et
al., 1997; Vale et al., 1998).

Vincent (1994), em seu trabalho, demonstra a presenca de NOS
em estruturas limbicas, tais como hipotalamo, amigdala e hipocampo.
Sabe-se também que a PAG participa do sistema neural que viabiliza as
respostas defensivas. De Oliveira e colaboradores (2000) pesquisaram as
alteracdes comportamentais — reacoes de fuga — e a expressao de c-fos
induzida por microinjecéo de doadores de NO na PAG dorsal; os resultados
demonstraram que a administragdo dos doadores de NO induziu tentativas
de fuga, ou seja, os animais, em uma arena circular, davam saltos e
corriam coordenadamente como uma estratégia de fuga; a expressao de c-
fos foi identificada em areas relacionadas com o comportamento defensivo:
nacleo do leito da estria terminal, cortex cingulado, formacgéo
septohipocampal, ndcleo pré-6ptico magnocelular, hipotdlamo anterior,
nacleos hipotalamico paraventricular, lateral, ventro e dorsomedial, nucleo

amigdaldide e PAG.



1.7. Memoria/aprendizagem e o papel do 6 xido nitrico

Aprendizagem e memoria sdo termos que estdo intimamente
relacionados; o aprendizado refere-se ao primeiro estagio da memdria, ou
seja, a aquisicdo de novas informacgfes (Graeff et al., 1999). A memoria,
por outro lado, contém outros estagios, além da aquisicdo, ou seja, a
consolidacéo das informacgdes adquiridas previamente e a evocagao destas
informagbes no futuro (Abel e Lattal, 2001). A aquisi¢cdo ocorre, por
exemplo, quando o animal aprende a associar um contexto a um choque
elétrico (Abel e Lattal, 2001); durante a consolidacdo, que ocorre
imediatamente ap0s a aquisicdo e completassem 10 ou 20miutos, a
memoria € movida de um estagio temporario para um estagio permanente,
e, na evocagdo, o animal é recolocado no contexto da origem do
condicionamento, onde a memodria da associacdo contexto-choque &
recuperada (Izquierdo, 1989).

A memoria também pode ser classificada, de acordo com seu
conteado, como declarativa (explicita) e de procedimento (implicita)
(Squire, 1992). De acordo com sua duragcdo, a memoria pode também ser
classificada como de curta ou de longa duracdo (McGaugh, 1966). A
memoria declarativa se refere a capacidade de relembrar determinada
situacdo ou atividade conscientemente, enquanto que a memoéria de
procedimento é responsavel pela memorizacdo de tarefas motoras como,
por exemplo, dirigir um automovel (Graeff et al., 1999). Os mesmos autores
referem-se a memoria de curto prazo como memoaria de trabalho, ou seja,

um outro tipo de memoaria consciente, porém, de curta duracao.



1.7.1. Fases da Memoéria

Aquisicao de novas informacoes

A aquisicao refere-se ao estagio no qual novas informacdes sao
adquiridas (Graeff et al., 1999). Pesquisas a respeito da memodria tém
focalizado principalmente os mecanismos que estdo relacionados com a
aguisicao e isto se deve, segundo Abel e Lattal (2001), ao sucesso dos
modelos celulares de aprendizagem, incluindo formas de plasticidade
singptica como a potenciacdo de longo prazo (LTP, do inglés long term
potentiation). A LTP ocorre em conseqiéncia a forte ativacdo dos
receptores de glutamato, NMDA e AMPA. Sabe-se que o0 a condutancia do
NMDA é dependente de voltagem, devido & acdo do Mg®" que tem a
capacidade de interromper a corrente idnica através do canal por entrar e
se alojar no mesmo. Portanto, além da ligacdo do receptor com o
glutamato, consequente a despolarizagdo do membrana pré-sinaptica, para
que o canal esteja livre para a passagem de fons (Na* e Ca*"), é necessaria
a despolarizacdo do terminal pés-sinaptico. Para que ocorra a LTP, é
imprescindivel a participacdo do receptor AMPA, justamente para a
despolarizacdo do neurdnio pds-sinaptico. O glutamato, sendo liberado pelo
neurdnio pré-sinaptico, abre o canal do receptor AMPA, possibilitando a
entrada de ions Na' e desencadeando a despolarizagdo da membrana.
Esta, altera a condutancia do canal do receptor NMDA, abrindo o canal e
permitindo a entrada de um grande volume de fons Ca**. A forte ativacdo
do receptor NMDA resulta em forte despolarizacdo do terminal pos-

sinaptico e no aumento de fons Ca**, que causa a insercdo de novos



receptores AMPA na membrana do terminal pés-sinaptico. As modificacbes
ocorridas modificam a sinapse, de forma que ela fique mais efetiva,
podendo perdurar por semanas ou para toda a vida. Em resumo, para que
ocorra a LTP, deve ocorrer uma coincidéncia entre a estimulacao pré-
sinaptica e a despolarizagdo no neurdnio pos-sinaptico (Bear et al., 2002).

Para que o processo de interacdo do glutamato com os receptores
resulte em aumento da liberacdo pré-sinaptica de neurotransmissor, €
necessaria uma acao que viabilize a passagem de um sinal do neurbnio
pos para o neurdnio pré-sinaptico. Esse sinal funcionaria como mensageiro
retrogrado, e esta funcédo tem sido proposta pela presenca de gases como
o0 monoxido de carbono e o NO, ambos produzidos em resposta a ativacao
dos receptores NMDA (Graeff et al., 1999). Esta amplificacdo da sinapse,
pelo aumento pos-sinaptico de segundos mensageiros (AMP ciclico, GMP
ciclico), da ativacdo de proteinas quinases e da fosforilacdo de diversas
proteinas, fortalece a transmissdo e possibilita a  ocorréncia da
aprendizagem (Bear et al., 2002). Embora haja muitas questbes néo
respondidas sobre o papel da LTP como um mecanismo celular de
armazenamento de memaria (Martin et al., 2000), esta claro que os estudos
sobre a LTP tém sido um caminho para identificar e caracterizar
mecanismos moleculares que potencialmente prejudicam a aprendizagem
(Abel et al., 1997).

Por outro lado, pode ocorrer também uma outra forma de
plasticidade sinaptica chamada depresséao de longo prazo (LTD, do inglés

long term depression). A LTD, como a LTP, também é desencadeada pela



entrada de Ca®" na célula pos-sinaptica pelo receptor NMDA, porém, a
diferenca esta no nivel de ativacdo do receptor. Quando o neurdnio poés-
sinaptico esta fracamente despolarizado, o bloqueio do canal do receptor
NMDA ocorre, porém, mantém-se pequeno influxo de Ca?*. Aumento
prolongado de Ca*" também ativam enzimas, porém, enzimas que, ao invés
de acrescentar grupamentos fosfato, retiram estes grupamentos de
proteinas. Se, na LTP, novos receptores AMPA sdo acrescentados a
membrana, a LTD, pode estar relacionada com a internalizacdo desses
receptores (Bear et al., 2002). Algumas evidéncias de que a LTP e a LTD
estdo ligadas a formacdo da memoria vieram de estudos utilizando um
teste de memoaria espacial, o labirinto aquéatico de Morris. O aprendizado
nesta tarefa envolve ativacao de receptores NMDA no hipocampo (Bear et
al., 2002).

Ramon y Cajal (1894) prop6s que a memoria € armazenada como
alteracdes anatbmicas na “forca” das conexdes neurais, evento este que
posteriormente foi denominado plasticidade. Duas categorias de
plasticidade sinaptica tém sido propostas: a homossinaptica, ou
dependente da atividade hebbiana (também chamada hebbiana), e a
heterossinaptica (Bailey et al., 2000).

Um controle homossinaptico para memoéria de curto prazo foi
proposto por Donald Hebb (1949) com base na potenciacdo das conexdes
sinapticas, sendo que os eventos desta potenciacdo ocorrem na mesma
sinapse que esta sendo potencializada, sem o envolvimento de um terceiro

neurénio (Figura 4). Hebb propés ainda que a forca da sinapse entre dois



neurénios € aumentada por um longo periodo de tempo quando o disparo
dos neurdnios pré e pods-sinaptico estdo sincronizados temporalmente. E
importante ressaltar que estas alteracfes sinapticas podem aumentar a
“forca” sinaptica (facilitacdo homossinaptica) ou diminuir esta forca
(depressdo homossinaptica) (Bailey et al., 2000). Outra caracteristica da
sinapse hebbiana é que quando dois neurbnios disparam
concomitantemente, a sinapse entre eles é reforcada, porém, outras

sinapses, envolvendo um dos neurdnios, nao se alteram.

Figura 4 - Plasticidade homossinaptica. O evento
responsavel pelo aumento da forca sinaptica ocorre na
mesma sinapse que estd sendo reforcada. Esta
alteracdo pode resultar em aumento (facilitacdo
homossinaptica) ou diminuicdo da forca da sinapse
(depressdo homossinaptica) (modificado de Bailey et

al., 2000).

A plasticidade heterossinaptica, proposta por Kandel e Tauc
(1965), é caracterizada pela participacdo de um terceiro neurdnio, um

interneurdnio, que pode fortalecer ou enfraquecer a sinapse em questao,



atuando no neurdnio pré ou poés-singptico (Figura 5). Os mesmos
autores sugerem que a modulacdo heterossinaptica pode ocorrer de
duas formas: forma ndo-associativa, que € puramente heterossinaptica e a
forma associativa, na qual a atividade do interneurénio € combinada
temporalmente com o disparo do neurdnio pré-sinaptico, o que reforca

ainda mais esta sinapse.

Figura 5 - Plasticidade heterossingptica. O reforco da
sinapse entre as células pré e pds-sinapticas pode ocorrer
como resultado do disparo de um terceiro neurénio, um
neurénio modulador. As possiveis alteragcbes podem ser
do tipo facilitacdo heterossinaptica ou inibigdo
heterossinaptica (modificado de Bailey et al., 2000).

Consolidacao das informacfes adquiridas
Graeff e colaboradores (1999) sugerem que a consolidacdo

designa a transferéncia da informac¢do adquirida do sistema de memoéria de



curto prazo para o sistema de memoria de longa duracdo e Bear e
colaboradores (2002) concordam com esta afirmacéo, definindo a
consolidagcdo como um processo de armazenamento de novas informacdes
na memoria de longa duracéo. A hipotese da consolidagéo foi proposta por
Muller e Pilzecker em 1900 e retomada por Duncan e Gerard em 1949
(McGaugh, 2000) quando estes verificaram que choques eletroconvulsivos
induziram amnésia retrograda em roedores. Donald Hebb, também em
1949, ampliou o conceito de consolidacdo da memobria, sugerindo a
interdependéncia entre as memorias de curta e longa duracdo (McGaugh,
2000).

A presenca de uma fase especifica da memoéria, no caso a
consolidacéo, é suportada pelo fato da administracdo de adrenalina,
minutos ou horas apds o treino de uma tarefa, induzir melhora na
consolidacdo da memoria (McGaugh, 2000).

Evocacgédo — Recuperagéao das informacdes consolidadas

A evocacao é o fenbmeno que ocorre quando, por exemplo, nos é
apresentado determinado estimulo e temos que lembrar o que aprendemos
previamente sobre este estimulo (Abel e Lattal, 2001). Riedel e
colaboradores (1999) tém sugerido a importancia do hipocampo na
evocacdo de memoria, treinando animais para formar uma preferéncia
espacial; quando os animais, apos o teste da memoria espacial, tiveram
uma inativacdo temporaria do hipocampo, conseguiram demonstrar a
preferéncia espacial, porém, com pouca previsdo. Os autores sugerem que

o sistema hipocampal é critico para a consolidagdo da memodria, mas,



também, desempenha um papel importante na evocacao da memoéria. Além
do hipocampo, existem evidéncias de que o cortex entorrinal e outras
estruturas corticais estdo envolvidas no processo de evocacéao (lzquierdo &
Medina, 1997). Experimentos farmacologicos, genéticos e bioquimicos
sugerem que a evocacao pode recrutar diferentes mecanismos moleculares
em relacdo as outras fases da memoéria, embora estes mecanismos podem

estar sobrepostos (Quirk et al., 2000).

1.7.2. Oxido nitrico e aprendizagem/memoria

O aumento da eficiéncia da transmisséo sinaptica, que ocorre com
a LTP, é mantido, pelo menos em parte, pelo aumento da liberacdo de
glutamato pelo neurbnio pré-sinaptico e, para que ocorra esta alteracdo
ap0s uma ativacdo pos-sinaptica, supde-se 0 envolvimento de um
mensageiro retroégrado, liberado pelo neurbnio poés-sinaptico (Bliss e
Collingridge, 1993). O NO, conforme anteriormente citado, pode funcionar
como um mensageiro retrogrado, ativando a guanilato ciclase e,
consequentemente, a sintese de GMP ciclico, aumentando a liberacdo de
glutamato (Southam e Garthwaite, 1993). Esta afirmacdo evidencia a
relacdo do NO com os processos de memoéria. Boulton e colaboradores
(1995) demonstraram a influéncia da guanilato ciclase na memadria quando
observaram que a inducédo da LTP em fatias de hipocampo foi bloqueada
por inibidores da guanilil ciclase. O NO também tem sido implicado na LTP
no hipocampo; a aplicacdo de nitroarginina em fatias de hipocampo

blogueia a formacéo de LTP, e a microinjecédo de nitroarginina nas células



piramidais do hipocampo também inibe a LTP, sugerindo que o NO pode
agir como um mensageiro retréogrado na LTP (Bloom e Kupfer, 1994).

Tem sido também sugerido que o Oxido nitrico pode estar
envolvido na formacgédo de varios tipos de memdria de longo prazo e que
sua acao afeta preferencialmente a aquisicdo da memdria e a formacao da
LTP. Consequentemente, um prejuizo na sintese de NO através da inibicao
da NOS afeta alguns tipos de memdria por prejudicar a aquisicdo das
informacdes (Prast e Philippu, 2001). Os mesmos autores também
concluiram que o NO e o GMPc facilitam a plasticidade sinaptica em varias
estruturas cerebrais, incluindo hipocampo, cértex cerebral, amigdala e
cerebelo.

Doyle e colaboradores (1996) verificaram que a LTP hipocampal foi
bloqueada por um inibidor da NOS, o 7-nitroindazol. Corroborando com
estes resultados, Arancio e colaboradores (1996) verificaram que um
doador de NO, injetado pré-sinapticamente, facilita a formacdo de LTP no
hipocampo. Aléem do hipocampo, o NO pode também estar envolvido na
plasticidade sinaptica em outras regides cerebrais. O bloqueio da LTP por
inibidores da NOS e sua facilitacdo por doadores de NO ocorreram no
neocortex (Wakatsuki et al., 1998) e no nucleo amigdaldide medial (Abek et
al., 1996). No cerebelo, o NO parece estar envolvido na LTD, via sintese de
GMPc (Boxal e Garthwaite, 1996).

Uma outra evidéncia da participagdo do NO nos processos da
memoria foi apresentada por Yamada e colaboradores (1996), os quais

verificaram que o prejuizo da memoéria de ratos idosos foi acompanhado



por uma diminuicdo na producdo de NO no cérebro. Em outra pesquisa,
Yamada e colaboradores (1995) demonstraram que a administracdo
sisttmica de L-NAME prejudicou a performance de ratos durante a
aguisicdo de memoria espacial no teste do labirinto radial. Através de um
estudo em outro modelo animal, o Labirinto em T Elevado, Calixto e
colaboradores (2001) concluiram que o NO pode estar relacionado com o
medo aprendido, pela verificacdo do prejuizo na resposta de esquiva
inibitéria, com a administracao de L-NAME.

Percebe-se, portanto, que a literatura traz varios dados indicativos
da relevancia do NO para a ansiedade em diversos modelos experimentais,
inclusive o labirinto em cruz elevado. Por outro lado, permanece ainda
pouco estudada a implicacdo do NO na memoria em ratos no teste do
labirinto em cruz elevado. Isto posto, justifica-se entdo o presente estudo
gue buscou conhecer, pelo menos em parte, o efeito do L-NAME sobre a

aprendizagem de esquiva em ratos no LCE.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Verificar o efeito da administracdo de um inibidor da sintese de 6xido
nitrico (L-NAME) sobre a aquisicdo de esquiva dos bracos abertos no

Labirinto em Cruz Elevado.

2.2 Objetivos Especificos

# Realizar um estudo comparativo entre o LCE padrdo — parede
opaca — e duas diferentes configuracbes do mesmo modelo, com
paredes transparentes, para a definicdo da configuracdo de LCE
a ser utilizada nesta pesquisa

& Verificar o efeito do bloqueio da NOS na aquisicdo da
aprendizagem de esquiva inibitoria no LCE com paredes de vidro
fumé, mediante a administracdo de diferentes doses de L-NAME

previamente a primeira exposicao.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados no desenvolvimento da pesquisa 85 ratos machos
(Rattus novergicus) com, aproximadamente, dois meses de idade, da
linhagem Wistar, pesando entre 200 e 300 gramas. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
e transportados para o Laboratorio de Neurobiologia da Ansiedade do
Departamento de Fisiologia da mesma universidade. Os animais foram
acomodados em grupos de cinco em caixas de polipropileno (49 x 34 X
16cm) forradas com serragem. Os roedores permaneceram por sete dias
no biotério do laboratdrio para ambientacdo as novas condicbes, com
manuseio apenas para limpeza e troca das caixas a cada quarenta e oito
horas. A temperatura do biotério foi mantida em 24 + 2° C e um ciclo claro-
escuro de 12 horas foi estabelecido com as luzes acendendo as seis horas.
Durante o periodo de adaptacdo, os animais permaneceram com livre

acesso a agua e a racao padréao (NUVILAB CR-1).

3.2. Droga

Para o experimento 2, foi utilizado N"- nitro-L-Arginina metil éster (L-
NAME), obtido da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA). A droga foi
diluida em solucdo salina (0,9%). A administracdo da droga foi por via

intraperitoneal (i.p.), na proporcao de 0,1 ml/100 g de peso.



3.3. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto  consiste em duas passarelas  dispostas
perpendicularmente que se cruzam centralmente dando origem a quatro
bracos (Anexo 1). Cada braco apresenta dimensdes idénticas (50 cm de
comprimento e 10 cm de largura); dois bracos opostos sédo protegidos por
paredes laterais de 40 cm de altura e sdo chamados de bracos fechados.
Os outros dois, denominados bracos abertos, sdo circundados por uma
pequena borda de acrilico de 1 cm de altura para diminuir a incidéncia de
gueda dos animais. O ponto de intersec¢do entre os dois bragcos delimita
uma area central, denominada quadrado central (10 X 10 cm). No presente
estudo, foram utilizadas trés configuracdes de LCE, cada uma com um tipo
diferente de material de confec¢do dos bracos fechados, sendo eles, vidro
transparente (LCEvyigro), Vidro fumé (LCEryme) € madeira (LCEwadeira)-

O labirinto permanecia suspenso do chdo a uma altura de 50 cm.
Para a iluminacéo, foram utilizadas 4 lampadas de 15 W dispostas também
em forma de cruz, suspensas a 1 m dos bracos. A Tabela 2 indica o nivel
de luminosidade em cada configuracédo de LCE utilizada.

No LCErume, 0 material utilizado nas paredes foi vidro revestido por
uma pelicula opaca, fixada na superficie externa da parede. Com esta
configuracdo buscou-se um nivel intermediario de luminosidade entre a

madeira, com opacidade extrema, e o vidro, com translucidez extrema.



NIVEL DE LUMINOSIDADE EM DIFERENTES CONFIGURACOES DE

LCE
Bracos Bracos Quadrado Gradiente
Fechados Abertos Central Bracos

Abertos/

Fechados
LCEmadeira 207 lux 348 lux 382 lux 141
LCErume 240 lux 336 lux 376 lux 96
LCEvidro 347 lux 358 lux 435 lux 11

Tabela 2 — Nivel de luminosidade em diferentes configuracdes de LCE.
Sédo apresentados os niveis de LUX nos diversos ambientes do LCE e,
também, o gradiente entre estes valores nos dois tipos de braco.

3.4. Experimentos
3.4.1. Experimento 1: Comparacéo da aprendizagem de esquiva de

ratos em diferentes configuragdes do labirinto em cruz elevado

Os animais utilizados foram divididos em trés grupos (LCEwmadeira,
n=15; LCEryms, N=09; LCEvigro, N=14) e submetidos a duas exposi¢cées ao
LCE com intervalo de 24 horas entre as sessodes. A configuracdo de LCE
utilizada durante a primeira exposicdo foi sempre mantida durante a

segunda.

Cada sesséao experimental teve inicio quando o animal foi colocado
no quadrado central do labirinto com a face voltada para um dos bragos
fechados. Foi permitido ao animal explorar livremente o labirinto por 5
minutos (primeira exposi¢ao), sendo entdo recolocado em sua caixa de

origem. Vinte e quatro horas apds, o0 mesmo procedimento foi repetido (22



exposicao). No intervalo entre as exposi¢cdes dos animais, o labirinto foi
limpo com um pano umedecido em solucédo alcoolica (20%) e, em seguida,
seco por um outro pano. Trinta minutos antes de cada exposi¢do, 0S

animais receberam salina via i.p..

3.4.2 Experimento 2: Efeito da administracdo prévia de L-NAME
sobre a aquisicdo de esquiva dos bragos abertos no labirinto em cruz
elevado

Os animais utilizados nesse experimento foram expostos ao
LCErume, conforme descrito no item 3.4.1. A administracdo da droga foi feita
trinta minutos antes da primeira exposi¢cao, definindo assim os seguintes
grupos:

e Grupo 1: Grupo Controle — Salina (n=19);

e Grupo 2: L-NAME na dose de 5 mg/kg de peso (n=13), L-NAMEs5;

* Grupo 3: L-NAME na dose de 10 mg/kg de peso (n=15), L-

NAME ;
e Grupo 4: L-NAME na dose de 50 mg/kg de peso (n=13), L-
NAMEso.

Na segunda exposi¢cdo, todos 0s grupos experimentais receberam
salina. Cabe citar que as doses aqui adotadas foram previamente utilizadas
em outro trabalho j& publicado realizado também no mesmo laboratorio

onde foi desenvolvido o presente estudo.



3.5. Coleta, transcricdo e organizacado dos dados
As variaveis dependentes (Quadro), foram definidas como

etolégicas (Anexo 2) e  espaciais/temporais. As  variaveis
espaciais/temporais foram representadas pelo nimero de entradas e tempo
de permanéncia em cada braco, sendo que o critério de definicdo de
entrada e saida de braco foi a colocacéo das quatro patas do animal dentro
e fora de um braco, respectivamente.

A variavel %A é calculada através da férmula (A/A+F) x 100, sendo A
0 numero de entradas nos bracos abertos e F o numero de entradas nos
bracos fechados; ja a variavel %T é calculada a partir de (Ta/Tt) x 100,
sendo Ta 0 tempo de permanéncia nos bracos abertos e Tt o tempo total da

sessao (5 min).

VARIAVEIS DEPENDENTES

% Aberto (%A) Porcentagem de entradas nos
Espaciais/ bracos abertos
0, 0,
Temporais %o Tempo (%T) Porcentgge_m de tempo de
permanéncia nos bracos abertos
(Pellow et al.,|Fechado (F) Ndmero de entradas nos bragos
1985) fechados
Aberto (A) Numero de entradas nos bragos
abertos
Total (T) Numero total de entradas nos bracos
o Movimento no qual o animal sai de
Ayallagao de um dos bracos fechados apenas
Comportamentais | Risco com as patas dianteiras e a cabeca,
investigando a sua volta
(Setem e cols., - . -
N Movimento vertical no qual o animal
1999) Expl_oragao ' mantém seu corpo erguido somente
Vertical (rearing) | pelas patas traseiras
Imersdo de Movimento exploratério de
cabeca/ombros sobre a borda lateral
cabeca (Head s
L dos bracos abertos em direcdo ao
Dipping) chao




No experimento 1, exposi¢édo, minuto da sessao e configuracéo de
LCE (que proporcionou diferentes niveis de LUX em cada configuracao)
foram consideradas como Vvariaveis independentes. As variaveis
independentes para o experimento 2 foram exposi¢cédo, minuto e tratamento
farmacoldgico.

As sessodes experimentais foram gravadas por uma videocamera,
sendo as variaveis dependentes posteriormente registradas com o auxilio
do Programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000). Os dados foram apresentados
sob duas formas: considerando o tempo total de cada exposi¢do ao LCE, e
considerando o comportamento do animal ao longo do periodo da
exposicdo (minuto a minuto), o que viabilizou a analise temporal dos

comportamentos.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

A anédlise foi executada utilizando-se o software Statistica® (StatSoft
Inc., Tulsa, EUA). Inicialmente foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) de 3 vias: no Experimento 1 foram utilizados como fatores
“exposicao”, “minuto” e “configuracdo do LCE”, e no experimento 2 0s
fatores foram “exposi¢do”, “minuto” e “tratamento farmacologico”. Os
resultados da ANOVA, quando oportuno, foram submetidos ao teste de
Duncan para multiplas comparacdes. A significancia estatistica foi
considerada quando os valores de probabilidade foram menores que 5% (p

<b).



4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1: Comparacdo da aprendizagem de esquiva

de ratos em diferentes configuragdes do labirinto em cruz elevado

A Figura 6 apresenta a porcentagem de entradas nos bragos
abertos (%A) de animais submetidos por duas vezes em uma das trés
diferentes configuracées de LCE. A ANOVA néo revelou efeito significante
em relagdo ao fator Paredes (Fator 1) [Fpe70= 2,88, p=0,0628], mas
demonstrou a presenca de um efeito significante no fator Exposicéao (Fator
2) [F@70= 68,89; p<0,0001], como, também, revelou uma significante
interagdo Fator 1/Fator 2 [Fp70= 5,09; p=0,0086]. O teste de Duncan
indicou uma diminuicdo significante na %A na segunda exposi¢cao, em
relacdo a primeira, em todos 0s grupos (LCEmadeira, P=0,0056; LCEryme,
p=0,0004 e LCEvigo, p<0,0001), o que representa que houve a
aprendizagem da esquiva dos bracos abertos. Além disso, o teste de
Duncan revelou maior porcentagem de entradas nos bragos abertos na
primeira exposicdo do grupo LCEvyigo, €m relacdo ao grupo LCEwmadeira
(p=0,0002). Tal resultado aponta um menor nivel de medo nos animais
expostos ao LCE modificado com paredes de vidro.

Na Figura 7 também sdo apresentados os dados referentes a %A,
porém com a avaliagdo minuto a minuto do comportamento exploratério dos
animais ao longo de cada exposicdo. O resultado geral da ANOVA
demonstrou efeito significativo nos trés fatores: Fator 1 [F(23s0= 7,03;
p=0, 001], Fator 2 [Fq 3s0= 44,4; p<0,0001] e no fator Minuto, que

sera chamado Fator 3 [F350=4,9; p=0<0007]. A ANOVA revelou
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Figura 6 — Porcentagem de entradas nos bracos abertos de
ratos submetidos a duas exposi¢cdes no LCE. Os animais
foram expostos por duas vezes (5 min) ao LCE com intervalo
de 24 horas entre as sessfes, cada grupo exposto a um Unico
tipo de configuracéd do modelo: LCEwmadeira, LCEFume € LCEvigro.
Os dados representam a média = EPM, **P < 0,01 em relagé a
primeira exposicé® de cada um dos respectivos grupos e P <
0,01 em relacé® ao grupo LCEwadeira NA respectiva exposicao
(ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan para

multiplas comparacdes).
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Figura 7 — Porcentagem de entradas nos bracos abertos de
ratos submetidos a duas exposicbes no LCE -
apresentacdo minuto a minuto. Os animais foram expostos
por duas vezes (5 min) ao LCE com intervalo de 24 horas entre
as sessodes, sendo que cada grupo foi exposto a um unico tipo
de configuracé@® do modelo. Os dados representam a média *
EPM, *P < 0,05 e **P < 0,01 em relacd ao 1° minuto da
mesma exposicao norespectivo grupo; P < 0,05 e P < 0,01
em relacdo ao respectivo minuto na primeira exposi¢é do
respectivo grupo. P < 0,05 e * P < 0,01 em relacdo ao
respectivo minuto no grupo LCEpageira NA respectiva exposicao
(ANOVA de trés vias seguida do teste de Duncan para multiplas

comparacoes).



interagéo significativa apenas entre os fatores 1 e 3 [Fgas0= 3,36;
p=0,001]. Corroborando com os resultados apresentados pela Figura 6, o
teste de Duncan também revelou a presenca da aquisicdo da esquiva, Visto
que houve diminuicdo significativa na %A na segunda exposicdo em
relacdo a primeira no grupo LCEryme (1° minuto: p=0,0067 e 2° minuto:
p=0,0044) e também no LCEviyo (1° minuto: p= 0,0190; 3° minuto:
p=0,0121 e 5° minuto: p=0,044). Durante a primeira exposi¢cdo, houve
diminuicdo da %A no 4° (p=0,0001) e 5° minuto (p=0,0122) no grupo
LCErume € no 32 (p=0,0188) e 4° minuto (p<0,0001) no grupo LCEvyigo €M
relacdo ao 1° minuto no respectivo grupo. Na segunda exposicdo, o teste
de Duncan demonstrou diminuicdo da %A somente no 3° minuto no
LCEvigo (p=0,0129) em relacdo ao seu primeiro minuto na mesma
exposicdo. Os dados confirmam a aquisicdo da esquiva dos bracos
abertos, revelada na segunda exposi¢cdo nos grupos LCEgryme € LCEvigo €
também ao longo da primeira exposicdo. Por outro lado, a analise temporal
nao indicou aquisicdo da esquiva dos bracos abertos no LCEpageira- Na
Figura 7, o teste de Duncan revelou ainda maior indice na %A durante a
primeira exposicdo no grupo LCEgyme (2° minuto, p=0,0373) e no grupo
LCEvigo (1° € 5% minuto, p=0,0021 e p=0,0371 respectivamente) em
comparagdo com 0 grupo LCEwageira; N@ Segunda exposicdo, o teste de
Duncan também indicou aumento significante na %A no 1° minuto no grupo
LCEvidro €m relagdo ao mesmo minuto no grupo LCEwageira (p=0,0146).

Na Figura 8 sdo apresentados o0s resultados, considerando o

tempo total da sessdo, referentes a porcentagem de tempo de
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Figura 8 — Porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos de ratos submetidos a duas exposi¢cdes no
LCE. Os animais foram expostos por duas vezes ao LCE (5
min) com intervalo de 24 horas entre as sessfes. Cada grupo
foi exposto a um unico tipo de configuracd do modelo. Os
dados representam a média £+ EPM, *P < 0,05 e **P < 0,01 em
relacdo a primeira exposicd de cada um dos respectivos
grupos e ™ P < 0,01 em relag® ao grupo LCEpageira NA
respectiva exposicao(ANOVA de duas vias seguida do teste de
Duncan para multiplas comparacdes).



permanéncia nos bracos abertos (%T) em animais submetidos a duas
exposicoes no LCE com sua respectiva configuracdo. A ANOVA
demonstrou efeito significante no Fator 2 [F 70= 37,69; p<0,0001], o que
n&o ocorreu em relacdo ao Fator 1 [Fp 70= 4,79; p=0,0112] e na interagéo
Fator 1/Fator 2. O teste de Duncan para multiplas comparacdes revelou
diminuicdo significante da %T na segunda exposicdo, em relacdo a
primeira, no grupo LCEgime (p=0,0004) e no grupo LCEvyigo (p<0,0001);
este resultado também indica aquisicdo da esquiva no LCErme € Nno
LCEvigro, Visto que tanto a %A quanto a %T s&o variaveis representativas
da ansiedade. No grupo LCEpmagdeira houve diminuicdo da %T, porém, sem
atingir significancia estatistica. O teste de Duncan também demonstrou
maior %T no Grupo LCEgme (p= 0,0483) e no LCEvigo (p= 0,0012) em
relacdo ao grupo LCEwmageira NA primeira exposicao, confirmando o menor
nivel de medo nos animais expostos ao LCE com paredes de vidro
transparente.

O comportamento da variavel %T também € apresentado minuto a
minuto na Figura 9. O resultado geral da ANOVA revelou efeito significante
no Fator1 [Fpsso= 11,05; p < 0,0001], no Fator 2 [F( 350= 70,34,
p<0,0001] e no Fator 3 [Fass0= 11,65; p<0,0001]; a interagéo Fator
2/Fator3 também apresentou significancia [Fp,3s0= 3,03; p=0,0063] e as
demais interacdes ndo foram significantes. O teste de Duncan demonstrou
a presenca de significativa reducdo na %T da primeira para a

segunda exposicdo No LCEpageira (1° minuto: p=0,0252), no LCEgyme (1°
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Figura 9 — Porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos de ratos submetidos a duas exposi¢cdes no
LCE - apresentagdo minuto a minuto. Os animais foram
expostos por duas vezes ao LCE (5 min) com intervalo de 24
horas entre as sessfes. Cada grupo foi exposto a um unico tipo
de configuracdo do modelo: LCEwmageiras LCEFume € LCEvigro. OS
dados representam a média + EPM, *P < 0,05 e *P < 0,01 em
relacdo ao 1° minuto na mesma exposiGao no respectivo grupo;
p < 0,05 e %P < 0,01 em relacdo ao respectivo minuto na
primeira exposicéo do respectivo grupo. “P < 0,05 e * P < 0,01
em relacdo ao respectivo minuto no grupo LCEpageira Na
respectiva exposicdo (ANOVA de trés vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).



minuto: p=0,0008, 2° minuto: p=0,0001 e 3° minuto: p=0,0293) e no
L CEvidro (1° minuto p=0,0006, 2° minuto: p=0,0177, 3° minuto: p= 0,0003
e 5° minuto: p=0,0365). Tal resultado demonstra que, independentemente
da configuracdo de LCE utilizada, os animais adquirem a esquiva dos
bracos abertos e, entédo, exploram menos esses ambientes.

O teste de Duncan também revelou diminuicdo significante da %T
ao longo da primeira exposicdo: grupo LCEryme no 4° (p=0,0001) e
5% minuto e no grupo LCEvyigr (2° min, p=0,0028, 3° min, p=0,0078, 4° min,
p<0,0001 e 5° min, p=0,0004). Durante a segunda exposic¢éo, a diminuicdo
na %T so6 foi observada no grupo LCEyig (22, p=0,0496; 32, p=0,0052; 4°,
p=0,0165 e 5° minuto, p=0,0038). O teste de Duncan revelou a presenca de
maior %T durante a primeira exposi¢cdo nos grupos LCEg me (12, p=0,0418 e
2° minuto, p=0,0085), e LCEviqr (1% p=0,0001, 2°, p=0,0339 e 3° minuto,
p=0,0342) em comparacdo com 0 grupo LCEwmadeira; durante a segunda,
exposicdo houve elevacédo da %T apenas no 12 minuto no grupo LCEvigro
(p=0,0052).

Nas Tabelas 3 e 4, sdo apresentados 0 numero de entradas em
cada um dos bracos e a soma total das entradas, a primeira considerando-
se o tempo total de sesséo e a segunda minuto a minuto.

Considerando o tempo total de sessdo, a ANOVA néao revelou
efeito significante no niumero de entradas nos bracos fechados (EF) nem
no Fator 1[F@ 0= 3,13; p=0,05] nem no Fator 2 [F( 70= 0,82; p=0,3675],
também nao houve interacdo entre estes fatores; ja nos dados minuto a

minuto, a ANOVA indicou significancia no EF no Fator 1 [F( 350=4,3;



NUumero absoluto de entradas nos bragos

Primeira Exposicao
Grupo LCEMadeira I—CEFumé I—CEVidro
Entrada
Fechado 8,00+0,4 8,93+0,7 6,22+0,8
Aberto 3,8+0,7 5,5+1,1* 7,11+0,5™
Total 11,80+0,9 14,42+1,5 13,33+1
Segund a Exposicao
Grupo | LCEmadeira LCErume LCEvidro
Entrada
Fechado 7,27+0,8 7,79+0,8 6,33+0,7
Aberto 1,33+1,1* 1,57+0,4** 2,89+1**
Total 7,93+1,5 9,36+1,2* 9,22+1,3*

Tabela 3 — NUmero de entradas nos bracos abertos e
fechados, bem como o numero total de entradas de
ratos submetidos a duas exposi¢cbes no LCE. Os
animais foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min)
com intervalo de 24 horas entre as sessoes, cada grupo
exposto a um unico tipo de configuracdo do modelo:
LCEmadeira, LCEFume € LCEvigro. Os dados representam a
EPM; *P < 0,05 e *P < 0,01 em relacdo a

primeira exposicdo de cada um dos respectivos grupos e

média =+

P < 0,01 em relagdo ao grupo LCEpadeira NA respectiva
exposicdo (ANOVA de duas vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).



p=0,0143] e no Fator 3 [F3s0= 27,83; p<0,0001]; em relagdo ao Fator 2,
n&o houve efeito significante [F(1 350= 1,28; p=0,2579]. O teste de Duncan
demonstrou diminuicéo significante no EF dentro do intervalo de 5 minutos
de uma mesma exposi¢do. No grupo LCEpadeira, @ diminuicdo ocorreu no 2°
(p=0,0234), 3° (p=0,0011), 4° (p=0,0002) e 5° minuto (p=0,0029) em
relacdo ao 1° minuto na primeira exposicdo, bem como na segunda
exposicdo (2°, p=0,0046; 3° p=0,0006; 4° p=0,0001 e 5° minuto,
p=0,0004). No grupo LCEg me, houve diminuicdo de EF na primeira (5°
minuto: p=0,0423) e na segunda exposicdo (2° minuto: p=0,0152; 3°
minuto: p=0,0012; 4° minuto: p=0,0004 e no 5° minuto: p<0,0001). No grupo
LCEVvidro, também houve diminuicdo significante de EF no decorrer das duas
exposi¢cdes: primeira (5° minuto, p=0,0138) e segunda exposicdo (2°
minuto: p= 0,0367; 3° minuto: p= 0,0215; 4° minuto: p<0,0001 e 5° minuto:
p<0,0001); neste mesmo grupo, o0 teste de Duncan indicou diminuicao
significativa de EF no 1° minuto na primeira exposicdo (p= 0,0398), em
relacdo ao mesmo minuto no grupo LCEwageira-

Em relacdo ao nimero de entradas nos bracos abertos (EA), a
ANOVA revelou efeito significante, considerando o tempo total de sesséo
(Fator 1 [F(2,70= 4,82; p=0,011] e Fator 2 [F(1,70)= 32,68; p<0,0001]), porém,
a interacao entre os fatores ndo alcancou significancia. Em todos os grupos
experimentais, o teste de Duncan indicou diminuicao significativa no EA na
segunda exposicdo em relacdo a primeira: LCEwageira (P=0,0373), LCErume
(p=0,0009) e LCEvigo (p=0,0004); além disso, houve maior indice da

variavel EA no grupo LCEyigo €m relacdo ao grupo LCEwmageira N@ primeira



exposicao (p=0,0041). Durante a segunda exposi¢cdo, ndo houve diferenca
entre 0s grupos.

Na analise minuto a minuto, a ANOVA indicou efeito
significante no Fator 1 [F3s0= 8,9; p=0,0002], no Fator 2 [F(1,3s0= 57,28;
p<0,0001] e no Fator 3 [Fuss0= 21,78; p<0,0001]. Nos dados minuto a
minuto, apenas as intera¢des Fator 2/Fator 3 [F(3s50= 6,32; p=0,0001] e
Fator 1/Fator 3 [F@as0= 3,71, p=0,0003] alcangcaram o nivel de
significancia. O teste de Duncan também detectou diminuicdo de EA na
segunda exposicdo em relacdo a primeira nos trés grupos experimentais:
L CEmadeira (1% minuto: p=0,0029), LCEryme (1° minuto: p<0,0001 e 2° minuto:
p=0,0011) e LCEvigo (1° minuto: p=<0,0001, 3° minuto: p=0,0472 e 5°
minuto: p=0,0395). Além disso, também foi demonstrada diminuicdo de EA
durante a primeira exposicdo em relagcdo ao primeiro minuto do respectivo
grupo: no grupo LCEwageira (3° minuto: p=0,0423, 4° minuto: p=0,0406),
LCErume (2° minuto: p=0,0457, 3° 4° e 5° minuto: p<0,0001) e LCEvyigro (2°
minuto: p=0,0001, 3°, 4° e 5° minuto: p<0,0001); ao longo da segunda
exposicao, o teste de Duncan indicou diminuicdo no EA apenas no grupo
LCEvidro (3% minuto: p=0,0016, 4° minuto: p=0,0038 e 5° minuto: p=0,0087).
Ao longo da primeira exposi¢cdo, houve aumento significante no EA nos
grupos LCEgyme (1° minuto: p=0,0147 e 2° minuto: p=0,0194) e LCEvyjgo (1°
minuto: p<0,0001 e 2° minuto: p=0,0335) em relacdo ao respectivo minuto
no grupo LCEwmageira- Durante a segunda exposicao, o grupo LCEyigr, exibiu
elevada EA no 1° minuto em relagdo ao grupo LCEpadeira (P=0,0019). A

analise dos resultados em relacdo a variavel EA corrobora as
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consideracdes feitas a partir da analise das variaveis %A e %T, confirmando
o efeito ansiolitico no grupo LCEyiqgo € a ocorréncia da aquisicdo da esquiva
apresentada na segunda exposi¢cdo em todos 0S grupos experimentais.
Considerando-se o tempo total de sessdo, o numero total de
entradas (ET), dados dos 5 minutos totais de cada uma das exposicoes, a
ANOVA indicou efeito significante apenas no Fator 2 [Fa 7= 17,62;
p=0,0001]; no Fator 1 o nivel de significancia ndo foi alcangado [F 70)=
1,60; p=0,2093], nem na interacdo entre os fatores. O teste de Duncan
revelou diminuicdo significante no ET na segunda exposicdo em
comparacdo com a primeira nos grupos LCEgrume (p=0,0103) e LCEvyigro
(p=0,0382). Na analise minuto a minuto da variavel ET, a ANOVA revelou
efeito significante no Fator 2 [F(1 350= 33,49; p<0,0001] e também no Fator
3 [Fa,350= 47,78; p<0,0001], o que né&o ocorreu no Fator 1[F3s50= 2,53;
p=0,0813] nem na interacdo entre os fatores. O teste de Duncan indicou
diminuicdo significante no ET da primeira para segunda exposi¢cdo nos
grupos LCEfryme (2° minuto: p=0,0165) e LCEwadeira (1° minuto, p=0,0406). O
teste de Duncan também demonstrou diminuicdo significante do ET ao
longo de uma mesma exposicdo em comparagdo ao seu 1° minuto: no
LCEwadeira (22, p=0,0032, 3%, p=0,0001, 42, p<0,0001 e 5° minuto, p=0,0003
durante a primeira exposicdo e no 4° p=0,0221 e 5° minuto, p=0,0086
durante a segunda), no grupo LCEgime (3% p=0,0014, 4° e 5° minuto,
p<0,0001 durante a primeira exposicdo e durante a segunda no 2°
p=0,0085, 3° p=0,001, 4° p=0,0004 e 5° minuto, p<0,0001); no grupo

LCEvigro tanto na primeira (2° minuto, p= 0,0199, 3° 4° e 5° minuto,
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p<0,0001 respectivamente) quanto na segunda exposicdo (2°, p=0,0069 e

32 minuto, p=0,0001; 4% e 5° minuto, p<0,0001).

4.2. Experimento 2: Efeito da administracdo prévia de L-NAME sobre a

aquisicao de esquiva dos bracos abertos no labirinto em cruz elevado

4.2.1. Variaveis espaciais-temporais
A Figura 10 apresenta o comportamento da variavel %A (considerando os 5
minutos de exposicdo como um todo) em animais expostos ao LCE por
duas vezes e sob a acdo de um inibidor da sintese de Oxido nitrico (L-
NAME, 5, 10 ou 50 mg/kg). A ANOVA indicou efeito significante no fator
exposicao (Fator 1) [F(,112= 45,29; p<0,0001] e no fator tratamento (Fator
2) [Fe112= 4,18; p=0,0076]; a interagdo entre os fatores néo foi significante.
O teste de Duncan revelou diminuicdo na %A na segunda
exposicdo, em relacdo a primeira, em todos 0s grupos experimentais,
evidenciando, assim, a aquisicdo da esquiva: grupo salina (p=0,0003),
grupos L-NAME (dose 5, p= 0,0012; 10, p= 0,0061 e 50 mg/kg, p=
0,009). Nao houve diferenca na %A entre os grupos durante a primeira
exposicao; porém, durante a segunda, o teste de Duncan demonstrou
maior indice na %A nos grupos L-NAMEs (p= 0,0292) e L-NAMEs5, (p=
0,0238) em relacdo ao grupo salina, sugerindo a presenca de prejuizo
na aquisicao da esquiva.

Na Figura 11, o comportamento da %A é demonstrada pela analise

minuto a minuto. A ANOVA indicou a presenca um efeito significante
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Figura 10 — Porcentagem de entradas nos bragos abertos de
ratos tratados previamente com diferentes doses de L-
NAME e submetidos a duas exposicbes no LCEgime. Os
grupos foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min) com
intervalo de 24 horas entre as sessfes. Os animais receberam
(via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%,
30 min antes da primeira exposicdo somente. Os dados
representam a média =+ EPM; **P < 0,01 em relac& a primeira
exposicdo de cada um dos respectivos grupos e “P < 0,05 em
relacdo ao grupo salina na respectiva exposicdao (ANOVA de
duas vias seguida do teste de Duncan para mdultiplas

comparacoes).
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no Fator 1 [F(1s60= 60,02; p<0,0001], no Fator 2 [Fs60)= 3,74; p=0,0111];
no Fator 3 (minuto) [Fuse0= 16,99; p<0,0001]; na interacdo entre o0s
fatores nédo houve significancia. O teste de Duncan apresentou
resultados consistentes com a analise dos dados considerando o tempo
total de sessdo como um todo; no grupo salina, foi verificada diminuicdo na
%A da primeira para a segunda exposi¢cdo no 1° minuto (p= 0,0019) e no 2°
(p= 0,0138); no grupo L-NAMEs a reducdo da %A ocorreu no 1° (p=
0,0024), 2° (p= 0,0124) e no 4° minuto de exposicdo (p= 0,0284); ja no
grupo L-NAMEjo, a diminuicdo da %A ocorreu apenas no 1° minuto (p=
0,0170). O grupo L-NAMESO0 néo exibiu reducéo da %A da primeira para a
segunda exposicdo, 0 que sugere um prejuizo na aprendizagem de esquiva
ocorrido durante a primeira exposicao.

A diminuicdo significativa da %A também foi verificada ao longo
de uma mesma exposicdo. Durante a primeira exposi¢do, o grupo salina
exibiu diminuicdo da %A no 4° e no 5° minuto (p= 0,0012 e 0,0010
respectivamente) em comparagdo com o 1° minuto. Os grupos L-NAMEs e
L- NAME;o também exibiram diminuicdo significativa da %A durante
a primeira exposicdo (L-NAMEs no 3%, 4° e no 5° minuto: p= 0,0007,
0,0010 e 0,0054 e L-NAMEo no 4° e no 5° minuto: p= 0,0161 e 0,0066
respectivamente). O grupo L-NAMEsy nédo exibiu diminuicdo da
%A no decorrer da primeira exposi¢cdo. Durante a segunda, houve
diminuicdo significativa de %A apenas no grupo L-NAMEs (4° minuto: p=

0,0136).
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Figura 11 — Porcentagem de entradas nos bragos abertos de
ratos tratados previamente com diferentes doses de L-
NAME e submetidos a duas exposicdées no LCEryme —
apresentacdo minuto a minuto. Os grupos foram expostos por
duas vezes ao LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as
sessfes. Os animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5,
10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira
exposicdo ao LCE somente. Os dados representam a média +
EPM em cada bloco de um minuto. *P < 0,05 e *P < 0,01 em
relacdo ao 1° minuto da mesma exposi¢cdo norespectivo grupo;
p < 0,05 e %P < 0,01 em relagcdo ao respectivo minuto na
primeira exposi¢cé® do respectivo grupo (ANOVA de trés vias

seguida do teste de Duncan para multiplas comparagdes).
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Figura 12 — Porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos de ratos tratados previamente com
diferentes doses de L-NAME e submetidos a duas
exposi¢cdes no LCEg me. Os grupos foram expostos por duas
vezes ao LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as
sessodes. Os animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5,
10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira
exposicaosomente. Os dados representam a média = EPM, **P
< 0,01 em relacd a primeira exposicdo de cada um dos
respectivos grupos (ANOVA de duas vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).
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Na Figura 12 tem-se a apresentacdo dos resultados do
comportamento exploratorio dos animais através da porcentagem de tempo
de permanéncia nos bracos abertos, considerando-se o tempo total de
sessdo. A ANOVA revelou efeito significativo no Fator 1 [F (1,112= 53,78;
p<0,0001], o que ndo ocorreu em relacdo ao Fator 2 [Fi112= 2,05;
p=0,1113] nem na interacdo entre os fatores. O teste de Duncan mostrou
uma diminuicdo na %T na segunda exposicdo em relacdo a primeira em
todos os grupos: salina (p= 0,0006), L-NAME:s (p< 0,0001), L-NAME;, (p=
0,0042) e L-NAMEs5p (p= 0,0067). Nao houve diferenca entre os grupos
durante a primeira e segunda exposicao.

Na analise minuto a minuto (Figura 13), a ANOVA também revelou
efeito significante no Fator 1 [F(1,560)= 100,49; p<0,0001], Fator 2
[F(3,560)= 3,22; p=0,0225] e Fator 3 [F(4,560)= 22,49; p<0,0001]; na
interacdo, ocorreu significancia apenas entre Fator 1/Fator 3 [F(4,560)=
6,32; p=0,0001]. O teste de Duncan demonstrou a diminuicdo da %T ao
longo da primeira exposicdo nos grupos salina (3%, p= 0,0472; 4°, p= 0,0004
e 5° minuto, p= 0,0005), L-NAME;5 (3%, 4° e 5° minuto, p<0,0001) e no grupo
L-NAME 3, (4° minuto, p= 0,0192 e 5° minuto, p<0,0001). O grupo L-NAMEso
nao exibiu reducdo da %T a ao longo da primeira exposicdo. O teste de
Duncan revelou reducdo na % T em todos o0s grupos durante a segunda
exposicao, em relacdo a primeira. No grupo salina, houve diminuicdo da
%T no 19, 2° e 3% minuto (p= 0,0006; 0,0032 e 0,0464 respectivamente);
no grupo L-NAMEs, a diminuicdo esteve presente no 1° (p<0,0001), 2°

(p<0,0001) e 4° minuto (p= 0,0463); no grupo L-NAME;, ocorreu no 2° e
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Figura 13 — Porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos de ratos tratados previamente com
diferentes doses de L-NAME e submetidos a duas
exposi¢cdes no LCEg;me — apresentacdo minuto a minuto. Os
grupos foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min) com
intervalo de 24 horas entre as sessbes. Os animais receberam
(via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%,
30 min antes da primeira exposicdo somente. Os dados
representam a média + EPM em cada bloco de um minuto. *P <
0,05 e **P < 0,01 em relacé® ao 1° minuto da mesma exposi¢é
no respectivo grupo; p < 0,05 e P < 0,01 em relacédo ao
respectivo minuto na primeira exposicdo dorespectivo grupo; “P
< 0,05 em relagd® ao respectivo minuto no grupo salina na
respectiva exposicao (ANOVA de trés vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).
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3% minuto (p=0,0003 e 0,0484) e no grupo L-NAMEsg no 2° minuto
(p= 0,0432). O teste de Duncan também revelou a presenca de aumento
significativo na %T no segundo minuto da primeira exposicdo do grupo
L-NAMEs em relacdo ao grupo salina (p= 0,0408). Reducbes
significativas na %T nao foram observadas ao longo da segunda exposicéo,
em nenhum dos grupos.

Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentadas, em valores numéricos, as
entradas dos animais em cada um dos bracos e a soma total das mesmas.
A Tabela 5 com a analise dos dados como um todo e a Tabela 6 com a
analise minuto a minuto. O resultado geral da ANOVA referente ao numero
de entradas nos bracos fechados (Tabela 5) néo indicou efeito
significante nos Fatores 1 [F(,112= 3,30; p=0,0720] e 2 [F3112= 0,67;
p=0,5733], nem na interacao entre eles.

Por outro lado, na anélise minuto a minuto (Tabela 6, Parte A)
observou-se efeito significante no Fator 1 [F(1s60= 6,09; p=0,0139] e 3
[Fa560= 37,35; p<0,0001], o que ndo ocorreu nem no Fator 2 [Fse0= 1,12;
p=0,3398] nem na interacdo entre os fatores. O Teste de Duncan mostrou
uma reducao no EF ao longo de uma mesma exposi¢cao, em comparagao
ao primeiro minuto em cada um dos grupos. Durante a primeira exposicao,
a diminuicdo no EF ocorreu nos grupos L-NAMEq (3% p=0,0045; 4°, p=
0,0001 e 5° minuto, p<0,0001) e L-NAMEs, (4° minuto, p= 0,0037 e 5°
minuto, p= 0,0064). Também houve diminuicdo no EF nos grupos salina
e L- NAMEs, ainda que nao tenha sido significante. Durante a segunda

exposicao, uma significante diminuicdo no EF foi exibida por todos os
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NUumero de entradas nos bragos
Primeira Exposic¢éao
Tto Salina |[L-NAMEs |L-NAMEq | L-NAMEs,
Entrada
Fechado | 8,68+0,7 | 7,69+0,8 | 7,67+0,7 | 7,92+1,1
Aberto 5,37+0,7 | 6,69+0,7 | 5,40+0,8 | 6,08+1,1
Total 14,05+£1,2 | 14,38+1,2 | 13,07+1,4 | 14,00+£1,9
Segund a Exposicao
Tto Salina | L-NAMEs | L-NAME 1, | L-NAMEs
Entrada
Fechado | 7,32+0,7 | 7,00+0,6 | 6,33+0,7 | 7,31+0,9
Aberto 1,52+0,4** | 2,85+0,5** | 2,27+0,4** | 3,85+0,9*4
Total 8,84+0,9* | 9,85+1,1* | 8,60+1,0* | 11,15+1,7

Tabela 5 — Numero de entradas nos bracos abertos e
fechados, bem como o namero total de entradas de
ratos tratados previamente com diferentes doses de L-
NAME e submetidos a duas exposi¢cdes no LCEg me. Os
grupos foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min)
com intervalo de 24 horas entre as sessdes. Os animais
receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50 mg/kg
ou salina 0,9% 30 min antes da primeira exposi¢cao
somente. Os dados representam a média £+ EPM; *P <
0,05 e **P < 0,01 em relacdo a primeira exposi¢cao de cada
um dos respectivos grupos e “P < 0,05 em relacdo ao
grupo salina na respectiva exposicdo (ANOVA de duas
vias seguida do teste de Duncan para  multiplas
comparacoes).
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grupos: salina (2°, p=0,0074; 3° p= 0,0009; 4°, p= 0,0001 e 5° minuto,
p<0,0001); L-NAME;s (3% p= 0,0064; 4° p= 0,0168 e 5° minuto,
p<0,0001), L-NAME:, (3%, p= 0,0020, 4% p= 0,0006 e 5° minuto, p=
0,0002) e L-NAMEs, (32, p= 0,0105; 42, p= 0,0064 e 5° minuto, p= 0,0005).
N&o houve diferenca entre os grupos, nem durante a primeira, nem durante
a segunda exposicao.

Em relacdo ao EA, a analise total da sesséao (Tabela 5) indicou
efeito significante no Fator 1 [F(1,112= 40,67; p<0,0001], mas n&o no Fator
2 [Fe112= 2,12; p=0,1012] e na interagéo entre os fatores. O teste de
Duncan evidenciou a presenca de uma diminuicdo significante no EA
na segunda exposicdo, em relacdo a primeira, nos quatro grupos
experimentais: salina (p= 0,0007), L-NAMEs (p= 0,0007), L-NAME, (p=
0,0057), e L-NAMEs5 (p= 0,0473). Nao houve diferenca entre 0s grupos
durante a primeira exposicdo, entretanto, durante a segunda exposi¢cao
houve aumento significante no EA no grupo L-NAMEs, em comparacao
com o grupo salina (p= 0,0389).

Na analise minuto a minuto (Tabela 6, Parte B), o resultado
geral da ANOVA, em relacdo a variavel EA, indicou efeito
significante no Fator 1 [Fqus60= 62,03; p<0,0001], Fator 2 [Fs60)= 3,74;
p=0,0111] e Fator 3 [F(s60= 31,59; p<0,0001]; a interacdo Fator 1/ Fator 3
foi a dnica a alcancar significancia [Fa se0)= 4,40; p=0,0016]. O Teste de
Duncan indicou reducéo no EA, da primeira para a segunda exposi¢cao, nos
grupos salina (19, p= 0,0002 e 2° minuto, p= e 0,0115), L-NAMEs (1°, p=

0,0010 e 2° minuto, p= 0,0156) e L- NAMEy (1% p= 0,0009 e 2°
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minuto, p= 0,0407); porém, no grupo L-NAMEsy ndo houve reducado de
EA da primeira para a segunda exposicdo. O teste também indicou
diminuicao significante no EA ao longo da primeira exposicdo em relacao
ao respectivo 1° minuto, tanto no grupo salina (3% 4° e 5% minuto, p=
0,0013, p<0,0001 e p<0,0001), como nos grupos L-NAMEs (3¢, 4% e 5°
minuto, todos p<0,0001), L-NAMEi, (3% 4° e 5° minuto, p= 0,0010,
p<0,0001 e p<0,0001 respectivamente) e L-NAMEsq (52 minuto, p= 0,0442).
Na segunda exposicdo, o teste para mdultiplas comparacdes revelou
diminuicdo significante no EA apenas no 4° minuto do grupo L-NAMEs (p=
0,0075). Na&o houve diferenca entre os grupos durante a primeira e
segunda exposicao.

Com relacdo ao ET (Tabela 6, Parte C), a ANOVA revelou efeito
significante no Fator 1 [F(1112= 21,07; p<0,0001], o que n&ao ocorreu no
Fator 2 [F112= 0,65; p=0,5838], nem na interacéo entre os fatores. O
teste de Duncan indicou uma reducdo no ET na segunda exposi¢cdo em
relacdo a primeira nos grupos salina (p= 0,132), L-NAMEs (p= 0,0322) e L-
NAME;o (p= 0,0320) mas nao no grupo L-NAMEso. N&o houve diferenga no
ET entre os grupos em nenhuma das exposi¢cdes. A andlise minuto a
minuto indicou a presenca de efeito significante nos Fatores 1 [F( s60)=
48,55; p<0,0001] e 3 [F(,s60= 64,04; p<0,0001]; o Fator 2 ndo alcangou
significancia [Fzse0)= 1,77; p=0,1513], assim como a interacdo entre os
fatores. O teste de Duncan revelou a diminuicdo do ET na segunda
exposicdo, em relacdo a primeira, nos grupos salina (2%, p= 0,0238 e 3°

minuto, p= 0,0467) e L-NAME( (1° minuto, p= 0,0081). O teste de Duncan
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Figura 14 — Comportamento de avaliagdo de risco em ratos

tratados previamente com diferentes doses de L-NAME

esubmetidos a duas exposi¢cdes no LCEgime. Os grupos

foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min) com intervalo

de 24 horas entre as sessfes. Os animais receberam (via i.p.)
L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%, 30 min

antes da primeira exposicdosomente. Os dados representam a

média £+ EPM; *P < 0,05 em relacdo a primeira exposicéd de

cada um dos respectivos grupos e P < 0,05 em relacdo ao

grupo salina na respectiva exposicdd (ANOVA de duas vias

seguida do teste de Duncan para multiplas comparacgdes).
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também mostrou reducdo no ET ao longo das exposi¢cdes; na primeira
exposicdo, todos 0s grupos exibiram diminuicdo do ET: salina (3° p=
0,0181, 4° e 52 minuto, p<0,0001), L-NAMEs (32, p= 0,0022, 42, p= 0,0001 e
5% minuto, p<0,0001, L-NAME, (2% p= 0,0262, 3% 4° e 5° minuto,
p<0,0001) e o grupo L-NAMEsq (4% p= 0,0014 e 5° minuto, p= 0,0006);
durante a segunda exposic¢do, o grupo salina apresentou diminuicdo no ET
no 22 (p= 0,0158), 3° (p= 0,0026), 4° (p= 0,0011) e 5° minuto (p<0,0001), o
grupo L-NAMEs; no 3° (p= 0,0026), 4° (p= 0,0002) e 5° minuto (p p<0,0001),
0 grupo L-NAMEj, no 32 (p= 0,0041), 4° (p= 0,0020) e 5° minuto (p=
0,0001) e o grupo L-NAMEsg, no 32 (p= 0,0080), 4° (p= 0,0007) e 5° minuto
(p= 0,0004). Nao houve diferenca entre os grupos ao longo das

exposicoes.

4.2.2 Variaveis etolbgicas

Nas Figuras 14 e 15 esta representado o numero de vezes em
gue o animal exibe o comportamento de Avaliacdo de Risco (AR) durante
duas exposicoes ao LCE. A ANOVA indicou efeito significante nos
Fatores 1 [F(1,112= 4,60; p=0,0341] e 2 [F(,112= 3,54; p=0,0169], porém a
interacdo entre os fatores nao foi significante. O teste de Duncan
indicou elevacao significante da AR na segunda exposi¢cao, em relacéo a
primeira, no grupo L- NAMEs (p= 0,0255); ndo houve diferenca
significante entre os grupos durante a primeira exposicdo, ainda que o

tratamento com L-NAME tenha reduzido AR (ndo significante). Durante a
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Figura 15 — Comportamento de avaliacdo de risco em ratos
tratados previamente com diferentes doses de L-NAME e
submetidos a duas exposi¢cdes no LCErme — apresentacao
minuto a minuto. Os grupos foram expostos por duas vezes ao
LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as sessdes. Os
animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50
mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira exposi¢ao
somente. Os dados representam a média £+ EPM em cada bloco
de um minuto. *P < 0,05 em relacdo ao 1° minuto da mesma
exposicdo no respectivo grupo; *P < 0,05 e P < 0,01 em
relacdo ao respectivo minuto na primeira exposicdo do
respectivo grupo (ANOVA de trés vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).
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segunda exposicao, houve menor indice de AR no grupo L-NAMEs, em
relacdo ao grupo salina (p= 0,0320). Na analise minuto a minuto, a ANOVA
demonstrou efeito significante no Fator 1 [F(1 s60= 4,81; p=0,0286] e no
Fator 2 [Fse0= 5,036; p = 0,0012 ]; no Fator 3, a significancia néo
foi alcancada [F (45600 = 1,14; p=0,3368]. Na interagcdo entre os fatores,
houve significante interacdo apenas entre Fator 1 e Fator 3 [Fus60= 3,87,
p=0,0041]. O teste de Duncan confirmou o aumento da AR da primeira
para a segunda exposicdo no grupo L-NAMEs (1° minuto, p=0,0029 e
2° minuto, p= 0,0426); também houve aumento de AR ao longo da
primeira exposicdo no grupo L-NAMEs (5° minuto, p= 0,0411, em relacéo
ao 1°). Nos demais grupos ndo houve diferenca, nem ao longo das
exposi¢cdes ou entre elas, nem entre 0s grupos.

Na Figura 16, é apresentado o comportamento da variavel
exploracéo vertical (EV)em ratos tratados previamente com diferentes
doses de L- NAME. O resultado geral da ANOVA revelou efeito
significante apenas no Fator 1 [F(1,112= 27,03; p<0,0001]; n&o houve efeito
significante em relagdo ao Fator 2 [Fi1i2= 1,07; p=0,3667], nem na
interacéo entre os fatores. Com o teste de Duncan, foi demonstrada uma
diminuicdo na EV na segunda exposicdo, em comparacao com a primeira,
apenas nos grupos salina (p= 0,0304), L-NAMEs (p=0,0128) e L-
NAME;o (p=0,0036). Néao houve diferenca entre os grupos durante a
primeira e segunda exposicao.

Na analise minuto a minuto (Figura 17), a ANOVA indicou efeito

significante nos Fatores 1 [Fqse0= 47,00; p<0,0001] e 3 [Fuase0)=
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Figura 16 — Comportamento de exploracdo vertical em
ratos previamente tratados com L-NAME e submetidos a
duas exposi¢cdes no LCEgme. Os grupos foram expostos por
duas vezes ao LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as
sessodes. Os animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5,
10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira
exposicao somente. Os dados representam a média + EPM; *P
< 0,05 em relagd a primeira exposicdo de cada um dos
respectivos grupos e “P < 0,05 em relac® ao grupo salina na
respectiva exposicdo (ANOVA de duas vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).
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Figura 17 — Comportamento de exploracao vertical em ratos
tratados previamente com diferentes doses de L-NAME e
submetidos a duas exposi¢cdes no LCEgrme — apresentagao
minuto a minuto. Os grupos foram expostos por duas vezes ao
LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as sessodes. Os
animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50
mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira exposi¢cao
somente. Os dados representam a média + EPM em cada bloco
de um minuto. *P < 0,05 e **P < 0,01 em relagédo ao 1° minuto
da mesma exposicdo no respectivo grupo; *P < 0,05 e %p <
0,01 em relagdo ao respectivo minuto na primeira exposi¢ao do
respectivo grupo (ANOVA de trés vias seguida do teste de

Duncan para multiplas comparacdes).
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27,07; p<0,0001], além de uma significante interacdo entre eles
[Fs60= 2,58; p=0,0362]. Nao houve efeito significante no Fator 2 [F s se0)=
2,20; p=0,0874]. O teste de Duncan indicou diminuicio na EV na
segunda exposicdo, em relacdo a primeira, nos grupos L-NAMEs
(12, p=0,0077 e 2° minuto, p= 0,0149), L-NAMEi, (1% p=0,0055 e
3% minuto, p= 0,0337) e L-NAMEs (1° minuto, p= 0,0116). Também
houve diminuicdo de EV ao longo da primeira (grupo salina: 4° minuto, p=
0,0310 e 5° minuto, p= 0,0015; grupo L-NAMEs: 4° minuto, p= 0,0040, 5°
minuto, p<0,001; L-NAMEjo: 4° minuto, p= 0,0057, 5° minuto, p= 0,0006;
L-NAMEso: 2% minuto, p= 0,0226, 3° minuto, p= 0,0121, 4° minuto, p=
0,0002 e 5° minuto, p<0,0001) e segunda exposi¢do, em comparacdo ao
primeiro minuto da respectiva exposicdo (grupo salina: 5° minuto, p=
0,0106; grupo L-NAMEs, (5° minuto, p= 0,0355 ).

Na Figura 18, sdo apresentados os dados relativos ao
comportamento de imersdo de cabeca (IC) de ratos tratados previamente
com diferentes doses de L-NAME. A ANOVA revelou a presenca de efeito
significante apenas no Fator 1 [F(1,112)= 136,35; p<0,001]. No Fator 2 ndo
houve significancia [F(3,112)= 1,41; p=0,24], nem na interacdo entre 0s
fatores. O teste de Duncan indicou diminui¢cdo na IC na segunda exposicao
em todos os grupos: salina, L-NAMEs, L-NAME;o e L-NAMEs (todos
p<0,0001). Na primeira exposicdo o teste de Duncan também
detectou aumento significante de IC nos grupos L-NAMEs  (p=
0,0259) e L-NAME;, (p=0,0483). N&o houve diferenca entre os grupos

durante a segunda exposicao.
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Figura 18 — Comportamento de imersdo de cabeca em
ratos previamente tratados com diferentes doses de L-
NAME e submetidos a duas exposi¢cdes no LCEgyms. Os
grupos foram expostos por duas vezes ao LCE (5 min) com
intervalo de 24 horas entre as sessdes. Os animais receberam
(via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50 mg/kg ou salina 0,9%,
30 min antes da primeira exposicdo somente. Os dados
representam a média + EPM, **P < 0,01 em relacé a primeira
exposicdode cada um dos respectivos grupos e P < 0,05 em
relacdo ao grupo salina na respectiva exposicdo (ANOVA de
duas vias seguida do teste de Duncan para multiplas

comparacoes).
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Figura 19 — Comportamento de imersao de cabeca em ratos
previamente tratados com diferentes doses de L-NAME e
submetidos a duas exposi¢cdes no LCErme — apresentacao
minuto a minuto. Os grupos foram expostos por duas vezes ao
LCE (5 min) com intervalo de 24 horas entre as sessbes. Os
animais receberam (via i.p.) L-NAME, nas doses 5, 10 ou 50
mg/kg ou salina 0,9%, 30 min antes da primeira exposi¢cao
somente. Os dados representam a meédia + EPM em cada bloco
de um minuto. **P < 0,01 em relagdo ao 1° minuto da mesma
exposicdo no respectivo grupo; P < 0,05 e P < 0,01 em
relacdo ao respectivo minuto na primeira exposicao do
respectivo grupo; P < 0,05 e P < 0,01 em relacdo ao
respectivo minuto no grupo salina na respectiva exposicéo
(ANOVA de trés vias seguida do teste de Duncan para multiplas

comparacoes).
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Na analise minuto a minuto (Figura 19) a ANOVA apresentou
efeito significante nos 3 fatores; Fator 1[Fse0= 218,99; p<0,0001],
Fator 2[Fse0= 2,74, p=0,0425] e Fator 3 [Fuse0= 59,94; p<0,0001]. A
interacgao entre Fator 1/Fator 2 [Fse0= 3,09; p=0,0267] e Fator 1/Fator
3 [Fuseo) =32,86; p<0,0001] também foi significante; a interagéo
Fator2/Fator 3 ndo alcancou significancia. O teste de Duncan indicou
diminuicao significante na IC ao longo da primeira exposicdo em todos
0S grupos experimentais: salina (2°, p= 0,0003; 3° 4° e 5° minuto,
p<0,0001), L-NAMEs (22, p= 0,0055; 3° 42 e 52 minuto, p<0,0001), L-
NAME;1o (3% 42 minuto e 52 minuto, p<0,0001) e L-NAMEs, (3% p= 0,0010;
4°, p= 0,0001 e 5° minuto, p<0,0001). A diminuicdo na IC também foi
significante na segunda exposicdo, em relacdo a primeira, em todos o0s
grupos: salina (12, p<0,0001e 2° minuto, p= 0,0004), L-NAMEs (1° e 2°
minuto, p < 0,0001), L-NAMEj, (1% e 2° minuto, p<0,0001 e 3° minuto p=
0,0200) e L-NAMEso(12, p<0,0001 e 2° minuto, p= 0,0001). O teste de
Duncan também verificou aumento na IC na primeira exposicdo nos grupos
L-NAMEs (22 minuto, p= 0,0199), L-NAMEyo (12 minuto, p= 0,0038) e L-
NAMEs, (1° minuto, p= 0,0115) em relacédo ao grupo salina nos respectivos
minutos. N&o houve diferenca entre 0os grupos durante a segunda

exposicao.



94
Oxido Nitrico e Aprendizagem de Esquiva no LCE Orland Pereira, L.

5 DISCUSSAO

O Labirinto em Cruz Elevado € um modelo animal, largamente
utiizado no estudo da ansiedade, que possibilita o estudo do
comportamento motivado por medo (Handley e Mithani, 1984). Diversos
fatores parecem influenciar o comportamento dos animais no LCE, dentre
eles, o nivel de iluminacéo incidente sobre o labirinto (Griebel et al., 1993).

Diversos trabalhos ja foram realizados utilizando-se diferentes
graus de iluminacdo no LCE. Via de regra, o nivel de luminosidade é
expresso como o nivel de lux do quadrado central, dentro dos bracos
abertos e fechados. Griebel e colaboradores (1993) verificaram,
inicialmente, que alta iluminagcdo nos bracos abertos (220 Lux) aumenta a
preferéncia dos animais pelos bracos fechados do labirinto, caracterizando
assim, um efeito do tipo ansiogénico. Cardenas e colaboradores (2001),
utilizando diferentes niveis de lux no quadrado central, evidenciaram que
animais testados sob baixa luminosidade (2 Lux) exibiram maior exploracao
dos bracos abertos (efeito ansiolitico), em relacdo a animais testados sob
alta luminosidade (150 Lux). Por outro lado, Becker e Grecksch (1996), ndo
observaram alteracdo no comportamento de ratos testados no LCE, sob
iluminacéo de 30, 300 e 900 Lux (labirinto homogeneamente iluminado).

No presente estudo, trés configuracdes de LCE foram utilizadas,
cada uma proporcionando um nivel diferente de luminosidade sobre o
quadrante central, os bracos abertos e os fechados. Para efeito de

discusséo, utilizaremos o gradiente, ou diferenca, de Lux entre os bracos
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abertos e os bracos fechados do labirinto (LCEwyageira=141, LCErme=96 €
LCEvigro=11).

Tem sido proposto que o estabelecimento da esquiva dos bracos
abertos requer a exposicdo do animal a um ambiente com diferentes graus
de averséao, ou seja, bracos abertos, ou desprotegidos, e bracos fechados,
ou protegidos, simultaneamente (Bertoglio e Carobrez, 2000). O presente
estudo indica, ademais, a necessidade de uma diferenca de luminosidade
entre esses ambientes para a ocorréncia da esquiva, uma vez que ratos
submetidos ao LCE com baixo gradiente de lux aberto/fechado exibem
reduzida preferéncia pelos bracos fechados. O comportamento tigmotaxico,
visto como um poderoso determinante do medo induzido pelos espacos
abertos (Treit e Fundytus, 1989), ndo pode explicar este resultado, visto
gue nenhuma alteracéo foi realizada no modelo a ponto de comprometer
este comportamento. Desse modo, acreditamos que um reduzido gradiente
de Ilux entre os dois tipos de bracos poderia comprometer o
estabelecimento do conflito exploracdo/esquiva dos bracos abertos,
prejudicando, assim, a aquisi¢cao da esquiva.

Rodgers e colaboradores (1996) e Holmes e Rodgers (1998),
observaram, em camundongos, a presenca de elevada esquiva a partir do
2° minuto da primeira exposicdo. No presente estudo, embora o nivel de
luminosidade tenha variado de uma configuracéo para outra, a aquisicao da
esquiva dos bracos abertos foi caracterizada nas configuracées LCEvigo €
LCErume, NO final da primeira exposicdo (4° e 5° minuto). Ao contrario, na

configuracdo LCEwageira, 0 @aumento da esquiva dos bracos abertos ao longo
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da primeira exposicdo ndo atingiu significancia estatistica. Entretanto,
estudos prévios em nosso laboratério, demonstraram a aquisicdo de
elevada esquiva dos bragos abertos no 4° minuto da primeira exposi¢do na
mesma configuracédo de labirinto (Rosa et al, 2000); assim, é possivel que,
no presente estudo, a aquisicao de esquiva, durante a primeira exposicao
no grupo LCEwmageira, tenha sido prejudicada pelos baixos indices das
variaveis %A, %T e A no primeiro minuto da sesséo, valor que serve como
ponto de referéncia para a verificacdo das alteragbes nos minutos
subsequentes.

Quando comparados com 0 grupo LCEwadeira, 0S grupos LCEr ms €
LCEvigqro exibiram elevacdo nos indices relacionados negativamente com
ansiedade (%A, %T e A) durante a primeira exposi¢cdo, mais evidente no
grupo LCEvigro; na andlise total da sesséo a %A permaneceu em torno de
50%, o que reflete a auséncia da preferéncia pelos bracos fechados. E
possivel que essa reducdo na ansiedade seja gerada pela diminuicdo do
conflito exploracdo/esquiva, induzida pelo menor gradiente de lux entre os
bracos abertos e fechados nas duas configuracdes de LCE. Ainda no grupo
LCEvidro, @ anélise minuto a minuto demonstrou menor esquiva dos bragos
abertos no inicio da segunda exposicéo, em relacdo ao grupo LCEwmadeira, O
que indica um menor nivel de medo/ansiedade no primeiro grupo. Além
disso, durante a segunda exposicdo, o grupo LCEyiqo apresenta um
aumento da ansiedade ao longo dos cinco minutos, que nao ocorreu Nos
demais grupos; de forma similar, Holmes e Rodgers (1998) observaram em

camundongos auséncia de elevacdo no nivel de ansiedade ao longo da
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segunda exposicao; em ratos Bertoglio e Carobrez (2000) encontraram 0
mesmo resultado.

Desse modo, ainda que a alteracdo da luminosidade n&o tenha
impedido a aquisicdo da esquiva, determinou uma mudanca no
comportamento exploratorio dos animais, revelando um efeito do tipo
ansiolitico. Cardenas e colaboradores (2001) demonstraram que ratos
exibem elevada exploracédo dos bracos abertos do LCE sobre baixo nivel
de luminosidade (2 lux), independentemente se os animais tém suas
vibrissas removidas ou ndo, sugerindo que ratos, aparentemente, ndo usam
as vibrissas como a principal via de busca de informacdo no labirinto em
cruz. Porém, é possivel que a baixa luminosidade do LCE, imposta por
Cardenas e colaboradores, tenha resultado em diminuicdo no gradiente de
lux aberto/fechado, com consequente diminuicdo do conflito dos animais; a
reducdo do conflito, por sua vez, poderia motivar o animal a explorar mais
os bracos abertos, caracterizando, assim, o efeito do tipo ansiolitico.

Considerando-se a analise do comportamento dos animais nos
cinco minutos de exploracdo, ou a analise minuto a minuto, o presente
estudo ndo exclui a importancia da tigmotaxia para a aquisicao de esquiva
dos bracos abertos; pois, independentemente do gradiente de lux utilizado,
observou-se aumento da esquiva dos bragcos abertos na segunda, em
relacdo a primeira exposicao.

O numero de entradas nos bracos fechados é uma variavel que
indica alteracbes na atividade motora dos animais (File, 1992).

Considerando o tempo total de sessao, os resultados demonstram que a
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atividade motora € a mesma na segunda e na primeira exposicao,
indicando assim, auséncia de habituacdo locomotora; porém, a analise
minuto a minuto revelou que durante a primeira e segunda exposicao,
houve reducado da atividade motora, ao longo da sesséo, nos trés grupos.
Esta reducdo na atividade motora ja foi demonstrada anteriormente por
Rosa e colaboradores (2000), a partir do 2° minuto. Por outro lado, Holmes
e Rodgers (1998) demonstraram que o numero de entradas nos bracos
fechados aumenta ao longo da primeira exposicdo. Esse resultado
contraditorio pode ser devido a diferenca no critério de entrada e saida de
braco entre o0s estudos. Ainda que o presente estudo tenha demonstrado
reducdo da atividade motora, € excluida a possibilidade de habituacéo,
visto que os animais exibiram elevada ansiedade no decorrer da exploracao
do LCE. Portanto, € possivel sugerir que a presenca de medo leva a
diminuicdo da atividade motora, que € responsavel pela reducdo da
exploracédo do labirinto.

Para o estudo do efeito da administracdo de um inibidor da NOS
sobre a aquisi¢céo da esquiva no LCE, optamos pelo LCEryme, Visto que este
apresenta um nivel de luminosidade intermediario entre 0 LCEwadeira, COM
opacidade extrema, impossibiltando a livre observacdo, pelo
experimentador, do animal no interior dos bracos fechados, € 0 LCEyigro,
que, com sua translucidez extrema, parece prejudicar a aquisicdo da
esquiva dos bracos abertos e alterar a expressao do medo/ansiedade.

A administracdo prévia de L-NAME nédo impediu a aquisicdo da

esquiva dos bracos abertos. As variaveis relacionadas com o nivel de
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ansiedade sofreram reducdo na segunda exposicéo, em relacao a primeira,
nos quatro grupos experimentais, o que revela um aumento da ansiedade.
Porém, a analise minuto a minuto do grupo L-NAMEs, indicou aumento da
ansiedade somente através da variavel %T, fato que representa um
prejuizo na aquisicdo da esquiva dos bracos abertos durante a primeira
exposicao.

A analise minuto a minuto do comportamento dos animais durante
a primeira exposicao revelou uma diferenca significativa entre o grupo L-
NAMEso e 0s demais grupos, os quais exibiram aumento da ansiedade ao
longo dos cinco minutos; no grupo L-NAMEsy ndo houve aumento da
ansiedade ao longo da primeira exposicao. Este resultado sugere, mais
uma vez, um prejuizo de aquisicdo de esquiva induzido pela administracao
prévia de L-NAME. Tipicamente, a analise minuto a minuto revela uma
gqueda na exploracdo dos bracos abertos ao longo dos cinco minutos
(reducdo na %A e %T) de uma primeira exposicdo ao LCE; Rosa e
colaboradores (2000) observaram esta queda, em ratos, no 4° minuto;
Holmes e Rodgers (1998) caracterizaram uma reducdo na %A a partir do 2°
minuto e na %T, a partir do 3° minuto, porém, em camundongos. Desse
modo, nossos resultados estdo de acordo com a literatura, visto que
observamos reducéo, tanto na %A (4° minuto), quanto na %T (3° minuto),
ao longo da primeira exposi¢cdo em ratos tratados com salina.

Considerando-se o tempo total da sessdo na segunda exposicao,
0s grupos L-NAMEs e L-NAMEs, apresentaram maior indice nas variaveis

%A e A em relacdo ao grupo salina, indicando assim, um prejuizo na



100
Oxido Nitrico e Aprendizagem de Esquiva no LCE Orland Pereira, L.

aguisicdo da esquiva, visto que 0s animais sujeitos a administracao de L-
NAME previamente a primeira exposicdo apresentaram nivel reduzido de
medo e maior exploracdo dos bracos abertos durante a segunda exposicao.
Visto que L-NAME é um inibidor da sintese de NO, este resultado sugere
que a sintese de NO tem um potencial facilitador da aprendizagem do
medo.

Calixto e colaboradores (2001), utilizando o labirinto em T elevado,
também verificaram que a administracdo de L-NAME induziu efeito
ansiolitico, caracterizado por um prejuizo na resposta de esquiva inibitoria
relativa aos bracos abertos do modelo. Em outro teste de esquiva inibitoria
(step-down), Huang e Lee (1995) concluiram que o NO desenvolve papel
importante na memoria, embasando-se no aumento da performance de
retencdo pela administracéo pos-treino de um doador de oxido nitrico.

Estudos de analise fatorial revelam que a variavel IC € marcada no
mesmo fator que as variaveis %A e %T, portanto, esta também relacionada
com a ansiedade (Anseloni e Brandéao, 1997). Nossos dados demonstram a
presenca de um efeito ansiolitico na primeira exposi¢ao, caracterizado pelo
aumento da IC nos grupos L-NAMEs, L-NAME,o e L-NAMEs, efeito este
observado tanto através da analise total da sessdo, quanto através da
analise minuto a minuto. O comportamento de IC parece, entdo, estar
diretamente relacionado com o grau de ansiedade do animal. Cole e
Rodgers (1993) afirmaram que o aumento total de IC indica um aumento da
tendéncia a explorar ativamente areas potencialmente perigosas. Portanto,

a reducédo da IC durante a segunda exposicdo, apresentada neste estudo,
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indica a presenca da aquisicdo da esquiva, visto que 0s animais diminuiram
a exploracéo dos bracos abertos e, consequientemente, a incidéncia de IC.
De forma geral, as variaveis %A, %T, A e IC apresentam-se
reduzidas na segunda exposicdo em relacdo a primeira e diminuem
também ao longo da primeira exposicdo. Este resultado caracteriza a
aguisicao da esquiva, iniciada durante a primeira e confirmada na segunda
exposicdo. Uma andlise mais detalhada revela que o grupo L-NAMEs
comporta-se de maneira um pouco diferente dos demais. Durante a
primeira exposi¢cao, ocorre diminuicdo apenas na variavel A; pela analise
minuto a minuto, na segunda exposicdo, em relacdo a primeira, €
demonstrada reducdo nas variaveis %T e IC, somente; e, pela analise do
periodo total da sesséo, vé-se um efeito ansiolitico em compara¢do com o
grupo controle, apresentado pelas variaveis %A e A. Estas diferencas
especificas do grupo L-NAMEs, podem indicar um prejuizo na aquisicdo da
esquiva, visto que indicam sempre maior exploracao dos bracos abertos.
Sugerimos que este prejuizo na aprendizagem, isoladas outras
possiveis alteracbes metodologicas, seja decorrente da diminuicdo da
sintese de NO pelo L-NAME. Para Zou e colaboradores (1998), o efeito
prejudicial do L-NAME sobre a aprendizagem pode estar associado a
hipertensdo causada pela injecdo sistémica da droga. Em nosso estudo,
descartamos esta possibilidade, visto que a hipertensdo induzida por L-
NAME néo altera a aquisicdo de esquiva inibitoria no labirinto em T-elevado
(Calixto et al., 2001), nem a aquisi¢cao da laténcia de transferéncia em ratos

no LCE (Da Cunha et al., 2003)
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A analise da variavel EF indicou que a atividade motora dos
animais ndo sofreu alteracédo na segunda exposicao em relacdo a primeira,
fato visualizado tanto na analise total dos dados quanto na analise minuto a
minuto. Ja na primeira exposicdo, a analise minuto a minuto indicou
reducdo no EF nos grupos L-NAME;; e L-NAMEs, porém, sem
comprometer a observacdo do efeito ansiolitico. Um exemplo disto é o
comportamento das variaveis %A e %T no grupo L-NAMEsy durante a
primeira exposi¢cdo, que, mesmo com a concomitante diminuicdo do
namero de entradas nos bracos fechados, mantém seus indices de
ansiedade inalterados. Ainda pela andlise fatorial, a variavel EV tem sido
considerada como uma outra variavel relacionada com a atividade motora,
visto que é marcada no mesmo fator que a variavel EF (Cruz et al., 1994).
A andlise total e/ou a analise minuto dos dados revelou uma queda da EV
na segunda exposicdo em relacdo a primeira e a analise minuto a minuto
revelou a presenca desta queda também durante a primeira exposi¢cdo em
todos os grupos experimentais. Estes dados confirmam a diminuicdo da
atividade motora, igualmente demonstrada pela analise dos dados relativos
a variavel EF.

A variavel Avaliacado de Risco (AR) que, de acordo com Griebel e
colaboradores (1997) e Setem e colaboradores (1999) esta relacionada
positivamente com ansiedade, comportou-se de forma estavel em todos os
grupos experimentais na primeira exposicdo. Na segunda exposicdo em
relacdo a primeira, houve aumento significante no grupo L-NAMEs. Assim,

tem-se o indicativo de um efeito ansiogénico nos animais deste grupo. Por
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outro lado, a analise total dos dados revela menor incidéncia de AR no
grupo L-NAMEs, em relacdo ao grupo salina na segunda exposi¢ao, sendo
este um sinal de efeito ansiolitico. Estas inconsisténcias nos resultados nos
impedem de realizar maiores conclusdes a respeito do real efeito do L-
NAME sobre o comportamento de avaliacao de risco em ratos expostos ao
LCE. Setem e colaboradores (1999) verificaram que houve aumento de AR
(avaliada pelo tempo) apds a administracdo de agonistas 5-HT, o que nao
ocorreu com as variaveis espaciais-temporais. Holmes e Rodgers (1998)
estudaram um comportamento, denominado retorno aos bracos fechados,
gque se assemelha ao comportamento que denominamos avaliacdo de
risco, porém com a diferenca de que o animal precisava retornar ao braco
fechado apdés a avaliacdo do ambiente externo ao braco; os autores
encontraram um aumento da incidéncia do comportamento na segunda
exposicao, em relacdo a primeira; dado este que é corroborado em nosso
estudo. Cruz e colaboradores (1994) verificaram diminuicdo na AR em ratos
tratados com midazolam e, no mesmo estudo, realizaram uma analise
fatorial que apontou a avaliagcéo de risco isolada em dois fatores; com isso,
concluiram que esta ainda ndo € uma medida clara de ansiedade.
Somando as informacbes apresentadas, percebe-se que a
administracdo de L-NAME previamente a primeira exposicao, induz prejuizo
na aquisicdo da esquiva durante a primeira exposi¢cdo, o que reflete em
reduzido nivel de ansiedade apresentado pelo grupo L-NAMEsy na segunda
exposicao. Outros efeitos de inibidores da NOS tém sido estudados em

diferentes testes comportamentais envolvendo aprendizagem/memoria. A
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aprendizagem no LCE envolve dois tipos de memoria, a memoria espacial
e a memodria emocional ou memodria motivada por medo. A memoria
espacial é a responsavel pela identificacdo, por parte dos animais, dos
diferentes ambientes do labirinto, ou seja, bracos abertos e bracos
fechados. Por outro lado, a memoria relacionada com comportamento de
esquiva representa uma resposta motivada pela aversdo aos bracos
abertos, podendo entdo ser denominada memoria motivada por medo ou
memoria emocional (Dal-Cdél et al., 2003).

O papel do L-NAME também foi investigado por Zou e
colaboradores (1998) no labirinto radial, modelo que envolve memoria
espacial; eles encontraram que animais submetidos a injecdo da droga
apresentaram prejuizo na performance geral no modelo, incluindo erros de
memoria de referéncia (entrar em um braco do labirinto onde nao havia
comida) e erros de memoria de trabalho (entrar em um braco contendo
comida previamente visitado). Estes mesmos autores concluem que a
inibicdo da NOS prejudica mas ndo impede a formagdo da memoria
espacial no labirinto radial e, com isso, sugerem que o NO pode ndo ser um
pré-requisito para a formacdo da memoria porém, pode agir como um
modulador da formacéo da aprendizagem e da memdéria. Nosso estudo nos
permite concordar com esta hipotese, visto que no LCE também esta
envolvida a memdria espacial, além disso, nossos resultados confirmam a
ocorréncia de um prejuizo e ndo um bloqueio da aquisicdo da esquiva nos

animais submetidos ao teste.
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Prickaerts e colaboradores (1997) verificaram, em ratos, o efeito da
administracdo de outro inibidor da NOS, 7-nitroindazol, sobre a memoria
em um teste para reconhecimento de objetos e constataram um prejuizo
também na consolidacdo das informacdes adquiridas em um primeiro
contato com tais objetos. O papel do NO também foi avaliado no teste da
esquiva passiva por Telegdy e Kokavsky (1997) através da injecao
intraventricular de L-arginina, um precursor do NO. Neste estudo os
animais pré-tratados com 7-nitroindazol apresentaram maior laténcia da
resposta da esquiva passiva, 0 que representa um sinal de maior eficacia
no processo de aprendizagem. A acdo da L-arginina corrobora os
resultados dos estudos com inibidores da NOS, pois na medida em que a
diminuicdo da sintese de NO prejudica a memdéria, o aumento de sua
sintese facilita este processo.

Huang e Lee (1995) verificaram o efeito do NO hipocampal sobre o
teste da esquiva inibitéria pela administracéo local de um doador de NO, o
nitroprussiato de sodio. Estes autores encontraram que 0S animais
submetidos a tratamento com droga apresentaram melhora na resposta ao
teste, sinalizando melhoria no processo de aprendizagem/ meméria. De
Oliveira e colaboradores (2000) demonstraram que doadores de NO,
qgquando micro-injetados na substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
induziram reacfes de fuga em ratos expostos a uma arena circular. Além
disso, verificaram um aumento da expressdo de neurdnios Fos em areas
hipotalamicas que recebem impulsos da PAG, tais como nucleo

paraventricular e area pré-optica e sugeriram que esta ativacdo pode ser
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consequente a acdo do NO ativando neurbnios que se projetam para o
hipotalamo. Além disso, a producdo de NO pode ser importante na
mediacdo do efeito ansiogénico induzido pela administracdo i.c.v. de
substancia P em camundongos (Baretta et al., 2001).

Desse modo, o presente estudo suporta a hipétese de que a
sintese de NO pode ser ansiogénica na exploracdo do LCE, mediando a

aguisicao de esquiva dos bracgos abertos.
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VI CONCLUSOES
A variacdo da luminosidade no LCE, pelo menos na faixa utilizada,
ndo impede a aquisicdo da esquiva dos bragos abertos, porém,
pode influenciar o comportamento dos animais no LCE;
Exposicdo de ratos ao LCE modificado com paredes de vidro
transparente prejudica a aquisicdo da esquiva visto que: primeiro,
animais expostos a esta configuragdo do modelo apresentam menor
indice de ansiedade no 1° minuto da primeira exposi¢cdo em relacdo
ao LCE padrdao e, segundo, os animais do grupo LCEvypro
apresentam aumento da esquiva ao longo da segunda exposicao,
diferente dos demais grupos;
O LCE com paredes fumé pode ser considerado valido para o estudo
de memoria em ratos;
A administracdo do L-NAME n&o impede a aquisicdo da esquiva dos
bracos abertos em ratos expostos ao LCEfyme;
Ratos expostos ao LCEgme, submetidos a injecdo de L-NAME na
dose de 50 mg/kg previamente a primeira exposicao, apresentam
prejuizo na aquisicao da esquiva tanto sob a analise total dos dados
guanto na analise minuto a minuto;
Sugerimos que o NO parece mediar 0 processo de aprendizagem de

esquiva no LCE.
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