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"A adversidade € um trampolim para a maturidade.”
(Charles Colton)



RESUMO: A pré-exposicdo de ratos ao labirinto em cruz eleva
(LCE) ou ao teste de exposicdo ao odor de gato (€@@promete o
efeito de benzodiazepinicos, tal como o midazolsiin). O objetivo
deste trabalho foi investigar se a experiéncia iprémo LCE
compromete o efeito do MDZ em ratos expostos ao€ce-versa. A
administracéo sistémica de MDZ (0,5 mg/kg i.p.) antau o tempo de
exploracdo dos bragos abertos do LCE em animaispséraxposi¢ao
ao LCE. J4& em animais com conhecimento prévio dapaeato esse
efeito ndo foi mais observado. Ratos tratados c@a 0,5 mg/kg i.p.)
e expostos ao OG mantiveram-se mais tempo aprorirdadonte de
odor deste predador do que o grupo controle. Nanémt em animais
com experiéncia nesse modelo esse efeito do MDZaidmbservado.
Em relacdo aos possiveis efeitos da exposicdogoeaviLCE sobre o
efeito do MDZ no teste do OG, animais tratados ceste
benzodiazepinico se comportaram da mesma formaagueais sem
experiéncia anterior no LCE, mantendo-se mais temp® bracos
abertos do que o grupo controle. De forma semeadhanpré-exposi¢ao
do animal ao LCE n&do comprometeu o efeito ansiolido MDZ no
OG. Em conjunto, esses dados sugerem que a préigkp@ um teste
comportamental distinto ndo é capaz de alterasposta subsequente
do animal ao MDZ.

Palavras-chave:ansiedade; teste do odor de gato; teste do labigimt
cruz elevado; experiéncia prévia; tolerancia a giranexposicao.



ABSTRACT: Prior exposure of rats to the elevated plus mBRM) or
the cat-odor compromises the anxiolytic-like effetbenzodiazepines,
such as the midazolam (MDZ). The objective of tresent study was to
investigate if a previous EPM experience interfevih the MDZ effect
seen in rats exposed to the cat-odor test, andveiE. Systemic
treatment with MDZ (0,5 mg/Kg i.p.) increased thep-arms
exploration in animals without pre-exposure to BRM. In animals
already exposed to this apparatus the MDZ effest wat longer
observed. Rats treated with MDZ (0.5 mg / kg igmjl exposed to cat-
odor test spent more time approximating the predador source than
controls. However, in animals with prior experieme¢his test the MDZ
effect was not observed. With regard to possibleces of prior EPM
exposure on the effect of MDZ in the cat-odor tastmals treated with
this benzodiazepine performed similarly to thoséhaut prior EPM
experience, spending more time in the open-armswbepared with
the control group. Similarly, pre-exposure of tingnaal to the EPM did
not affect the anxiolytic-like effect of MDZ on caidor test. In
summary, present results suggest that pre expdsura different
behavioral test is not able to change animal’'soese to MDZ.

Keywords: anxiety; cat-odor test; elevated plus-maze tpstvious
experience; one-trial tolerance (OTT).
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INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia da Ansiedade

A ansiedade é a resposta do corpo ao perigo. E
promovida em resposta a eventos ameacadores abjit
a promocédo da seguranca (PIMEal, 2009). Ela permite
gue o risco potencial a situagdes seja avaliadespostas
autonbmicas e comportamentais sejam produzidas
apropriadamente  (STAPLES, 2010). Apesar disso,
considera-se como uma emocao normal, experimertada
longo da vida. Em individuos saudaveis, a ansiedade
importantes funcdes protetoras e adaptativas durant
desenvolvimento humano. Ja os transtornos de aused
em contraste, sdo caracterizados por medos ouypagies
exageradas ou inapropriadas, que causam signdicant
angustia, prejuizos funcionais, ou ambos (LABELLARSt
al., 1999).

Nos Estados Unidos, 28,8% da populacao sofrera de
algum transtorno de ansiedade em alguma épocadda vi
(KESSLER et al., 2005). O custo estimado de gastos
associado a esse transtorno estd entre 42-46 diltée
dolares ao ano (DUPON@t al., 1996; GREENBERt al.,
1999).

Estudos tém indicado que esses transtornos sao
prevalentes em criangcas (CHAVIRAet al., 2004;
LABELLARTE et al, 1999). Dados epidemiol6gicos
sugerem que esse transtorno ocorre em 5 a 18%lde &3
criancas e adolescentes. Relatos retrospectivosddios
com distUrbios de ansiedade indicam que em 80% akss
os sintomas de ansiedade iniciaram antes da idad&8d
anos (PAULSet al., 1995). Ja na populacéo de idosos alguns
estudos sugerem uma diminui¢cdo dos sintomas dedauls
nessa faixa etaria (JORM, 2000; SCHAUB & LINDEN,
2000; SHEIKH et al., 2004; KESSLERet al., 2005),
enquanto que outros estudos ndo demonstraram d@g&mu
ou aumento na prevaléncia dos sintomas em grupe®sd



(BEEKMAN et al.,1998).

1.2 Ansiedade e Comportamento Defensivo

Os transtornos de ansiedade estdo entre os
problemas mais comuns de sadude mental e, assisarau
com frequéncia um prejuizo funcional significatisendo
gue a farmacoterapia e a psicoterapia sdo comptaraen
(LAKSHMI et al, 2010). Entre os farmacos mais utilizados
no tratamento dos transtornos de ansiedade estdo os
benzodiazepinicos, os inibidores seletivos da tacap de
serotonina e
os inibidores nao-seletivos da recaptacdo da nwépia e
serotonina (DELINEt al, 2010).

Em animais, quando comportamentos defensivos
sdo analisados na natureza, um namero de compaitiasne
especificos, tais como, luta ou fuga, agachar-sepagelar-
se, ameaca ou ataque defensivo e avaliacdo des risam
vistos. Alguns comportamentos de defesa especificos
dependem de situacbes particulares para serem bem
sucedidos (BLANCHARD & BLANCHARD, 1989b).

Em 1989, Blanchard e seus colaboradores
realizaram uma série de estudos para descrevespasta
comportamental de ratos frente gato. Estes peshuiss
usaram um sistema de tocas que permitia a obserhsa
animais tanto em uma area aberta, como em uma area
fechada (esconderijo). Os animais apresentaramedifas
comportamentais entre as respostas expressas dagio
ou diante de seador (bloco de madeira recoberto com um
pano previamente friccionado em um gato). A apteséo
do animal produziu uma forte resposta defensiva,
caracterizada por um aumento no tempo de permanénci
esconderijo, vocalizacdo ultra-sénica e congelameld o
OG ocasionou um aumento no tempo de permanéncia no
esconderijo com o aparecimento de comportamentos de
avaliacdo de risco, tal como a postura Head-out
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1989a, 1989b;



BLANCHARD et al, 1989).

Estimulos ameacadores potenciais ou distantes
induzem um aumento das respostas de alerta, \dgilén
congelamento. A medida que o predador aproximaise,
intensidade dos sinais que indicam sua presencaraajmo
comportamento de defesa altera-se para um padrdo de
respostas de congelamento intenso, seguido por um
comportamento de fuga ou luta (BLANCHARBt al
2003b; RIBEIRO-BARBOS/Aet al, 2005). Ja estimulos ndo
aversivos, como o odor de um coelho (KAVALIERSa,
1994; McGREGORet al, 2002), ndo promovem as
alteracbes comportamentais vistas em ratos expostos
estimulos nocivos. (McGREGO® al, 2002). Além disso,
estimulos aversivos diferentes (como o odor da sapo
promovem  alteracbes  comportamentais  diferentes.
Aparentemente, nem todos os tipos de odor de poedewh
as mesmas propriedades, sendo que alguns autfeese®
gue o odor derivado do pélo do gato € o mais retevaa
inducdo da ansiedade na presenca do odor, enggaato
2,5-diidro-2,4,5 trimetiltiazolina (TMT), um compos
sintético derivado das fezes da raposa, pode seerge
aversivo (indicar a circulacdo do animal pelo Ip@lndo
ansiogénico (indicar a presenca do proprio gato).

(BLANCHARD et al, 2003a; McGREGOR al,
2002; STAPLESet al, 2008). Enquanto isso, a proposta do
uso de odor de doninha como odor de predador emmalg
pesquisas vem chamando a atencdo de pesquisadores
(MASINI et al, 2005).

Odores derivados de predadores podem ser
estimulos altamente efetivos para evocar os comperitos
de defesa em roedores (BLANCHAR® al, 2003a). Em
1985, Pellow e outros pesquisadores, seguido [sber.iem
1987, iniciaram o uso de testes comportamentaisalbas
em respostas inatas dos animais a situactes maduntel
aversivas, culminando com o desenvolvimento daitebi
em cruz elevado (LCE), em que o animal é testado em
relacdo ao seu medo inato de espacos abertos (RELtO



al., 1985; LISTER, 1987). O uso da aversao inata deasim

a condicbes que remetem a essa esquiva conduziu ao
aumento da utilizac&do de odores em estudos neldglzos

e comportamentais de medo condicionado e nédo
condicionado (BLANCHAREDet al, 2003a).

1.3 O teste de exposicdo ao odor de gato (OG) e a
expressao do comportamento defensivo

A relacdo presa-predador entre roedores e gatos €
conhecida ha muitos anos e, por sua caracteristita, tem
proporcionado aos  pesquisadores uma  excelente
oportunidade para compreender 0s aspectos
neurocomportamentais envolvidos nesta relacéo, dmmo
estudar os farmacos que interferem com essa situaca
aversiva (DIELENBERG & McGREGOR, 2001).

Estimulos de predadores, como o odor de gato,
podem representar uma ameaca em potencial. Esses
estimulos também podem evocar alguns dos
comportamentos de defesa, como em presenca doigoropr
predador (HUBBARD et al., 2004). Muitos estudos tém
demonstrado que ratos expostos ao odor de predadore
mostram alteracdo de comportamento, além de akfaites
enddcrinos e neurogquimicos. As respostas compontaiae
incluem evitar o estimulo, diminuicdo da atividade
locomotora, vigilancia, esconder-se, manter-seetest e
manter-se de costas em relacdo ao estimulo (BLANRIBIA
et al, 1990 e 1993; DIELENBERGt al, 1999 e 2001b;
DIELENBERG &McGREGOR, 1999; McGREGOR &
DIELENBERG, 1999; ZANGROSSI & FILE, 1992b).
Efeitos enddcrinos incluem ativacdo do eixo hiotd-
pituitaria-adrenal, com aumento nos niveis do hoimd
adeno-corticotréfico (ACTH) e corticoesterdides LE| et
al., 1993). Efeitos neuroquimicos da exposi¢do ag ddo
predador incluem a mudanca na liberacdo do acidmga
aminobutirico (GABA) e 5-HT, além do aumento da
producdo de dopamina no cortex pré-frontal e naydala.



Além dessas mudancas, Dielenberg e seus colabesador
(2001a) demonstraram que 0 estresse promove dérag
autonbmicas pronunciadas, incluindo mudancas ha
frequéncia respiratdria, na pressao sanguinedjaiimsentos
cardiacos, no metabolismo e na condutibilidade ela. p
Blanchard e Blanchard ainda sugerem uma reducdo da
atividade locomotora e de comportamentos nédo miadios
com a resposta defensiva, como o de auto-limpeza
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1971, 1989a).

O OG é um odor naturalmente aversivo, obtido de
gatos domésticos, e é usualmente apresentado @ mato
forma de coleira ou de um pano que tenha sidogefeno
pélo e/ou pele dos animais. Dielenberg e McGregor
enfatizam que as respostas comportamentais oconesmo
sem 0s ratos nunca terem encontrado um gato
(DIELENBERG & McGREGOR, 2001). Os componentes
guimicos do estimulo do odor de gato que dao origemma
resposta de medo s&o atualmente desconhecidos faist
com que a padronizagdo do uso deste estimulo estre
estudos seja muito dificil (STAPLES & McGREGOR, 800
STAPLES, 2010).

1.4 O teste no labirinto em cruz elevado (LCE) e a
expressao do comportamento defensivo

O LCE é o mais popular de todos os testes animais
usados atualmente para o estudo experimental dedade
(FILE, 1992; RODGERS & COLE, 1994; HOGG, 1996;
RODGERS, 1997; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002a).
Derivado do estudo Montgomery (1955) sobre paddies
exploracdo, o LCE cria um conflito aproximacao-esau
onde o ambiente novo é capaz de, simultaneamente,
provocar ansiedade e curiosidade. Esse aparato foi
modificado para um labirinto elevado com quatra;bsaem
forma de cruz por Handley e Mithani (1984). Hojesgasabe
gque o LCE é baseado na aversdo natural de ratos e
camundongos a espacos abertos (BERTOGLIO &



CAROBREZ, 2002a; TREITet al, 1993), tendo sido
validado usando critérios farmacoldgicos e compeetaais
(PELLOW et al, 1985; LISTER, 1990; BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2002a). A popularidade do LCE ¢é
provavelmente devido as suas vantagens, a salpiteza
economia, simplicidade de construgasensibilidade
bidirecional a drogas, o fato de ndo necessitatodgos
treinamentos, de ndo requerer a aplicacdo de credtieo
ou a privacdo de comida/agua (PELLO®Y al, 1985;
LISTER, 1990; RODGER®t al, 1997; CAROBREZ &
BERTOGLIO, 2005; CAROBREZ£t al.,2009).

As mensuracdes de comportamento rotineiramente
realizadas em uma sessé@o no LCE de 5 min de dusdgam
frequéncia de entrada nos bracos abertos e fectadns
guantidade de tempo gasto nos bracos abertos adfesh
(CAROBREZ et al, 2009). H4 uma clara preferéncia do
animal pelos bracos fechados (CAROBREZal, 2009).
Neste contexto, uma droga € denominada de ansiokt
aumentar a exploracdo dos bragos abertos e reduzir
comportamentos de avaliacdo de risco, sem, no tentan
alterar a atividade exploratéria geral, representaelo
namero de entradas nos bracos fechados (CAROBREZ &
BERTOGLIO, 2005).

1.5 O midazolam (MDZ) como agente ansiolitico

Décadas anteriores contaram com o amplo, e muitas
vezes, indiscriminado uso de benzodiazepinicos)(BZis 0
tratamento de ansiedade e ins6nia. O uso destgasdtem
sido objeto de muito debate (MANT & McMANUS, 1994;
NORMAN et al, 1997). As opinides divergem de
especialista para especialista e de pais paragpai#o a
extensdo do problema, ou mesmo se 0 uso prolondado
benzodiazepinicos constitui realmente um probléoa.
entanto, como a classe dos BZs age rapidamentehes@io
tolerados, mas, em contrapartida, seu uso apresenta
problemas clinicos, tais como dependéncia, ansitedfd



rebote, prejuizos da memodria e sindrome de ret{la8&/M

et al, 2010). O midazolam é um exemplo dessa classe de
drogas. Em estudos pré-clinicos, Dielenberg & Mc@re
(1999) e Dielenberg e colaboradores (1999) mostrarae
uma pequena dose de midazolam (0,375mg/kg) reduz
significativamente a resposta de ratos em escasaléente

ao odor de gato e aumenta a aproximacao da fonbelate
sugerindo um efeito do tipo ansiolitico. O perfl dcao do
MDZ no LCE é semelhante, sendo que o animal tratado

a droga aumenta porcentagem de entradas e o tesspm g
nos bracos abertos, diminui o numero de posturas de
avaliacdo de risco, sem, no entanto, alterar o rmirde
entradas e o tempo nos bragcos fechados (Bertaglio
Carobrez, 2002).

1.6 Fendmeno de one-trial-tolerance (OTT) ao efeito
ansiolitico de drogas

Uma consideravel atencdo tem sido direcionada as
consequiéncias da pré-exposicdo a testes compottsnen
nas respostas comportamentais e farmacoldgicasGio L
(BERTOGLIO & CAROBREZ, 2004). Ha evidéncias de que
a experiéncia prévia no LCE néo s6 altera o corapwhto,
mas também o efeito farmacolégico de drogas (FILE &
ZANGROSSI, 1993; RODGERS & SHEPHERD, 1993;
HOLMES & RODGERS, 1998; BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2004).

Esta bem demonstrado que uma experiéncia prévia
no LCE aumenta a aversdo aos bragcos abertos
(BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; GONZALES &
FILE, 1997; HOLMES & RODGERS, 1998; RODGERS &
SHEPHERD, 1993; RODGER& al, 1996; TREITet al,
1993), altera a natureza das respostas comportaisient
desencadeadas por uma exposicdo subsequente ao LCE
(FILE & ZANGROSSI, 1993; HOLMES & RODGERS,
1998; RODGERS & SHEPHERD, 1993), o que
comprometeria o0 efeito ansiolitico dos benzodiadeps$



(FILE et al, 1990; LISTER, 1987; RODGERS &
SHEPHERD, 1993). Outra explicacdo possivel para est
fenbmeno € que ocorreria uma evocacdo da memoria
aversiva adquirida na primeira experiéncia no LCE
(BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; 2004).

Na primeira exposi¢cdo ao LCE os BZs aumentam o
tempo gasto em seus bracos abertos, o que indiea um
diminuicdo da ansiedade do animal (PELL@Wal, 1985;
LISTER, 1987; FILE, 1990). No entanto, quando ratas
camundongos sdo testados pela segunda vez no IS&E, e
efeito ansiolitico ndo é mais observado (LISTER8719
FILE et al, 1990; FILE, 1990; RODGERSt al., 1992;
RODGERS & SHEPHERD, 1993; GONZALEZ & FILE,
1997; HOLMES & RODGERS, 1998). Esse fenémeno,
conhecido comane-trial tolerance(OTT), foi descrito pela
primeira vez por Lister (1987) e observado iniceathe com
0 benzodiazepinico clordiazepdxido. Desde entdo, o
fenbmeno de OTT ja foi observado também em outros
modelos animais de ansiedade, como o das quatcaspla
(four-plate (HASCOETet al, 1997), o da exposi¢cdo ao OG
(McGREGOR & DIELENBERG, 1999) e o do claro/escuro
(HOLMES et al, 2001), bem como demonstrado para o
efeito ansiolitico de outras drogas que aumentativalade
do receptor GABA (LISTER, 1987; FILEet al, 1990;
FILE, 1993; RODGERS & SHEPHERD, 1993;
BERTOGLO & CAROBREZ, 2002c), reduzem a atividade
do receptor NMDA (BERTOGLO & CAROBREZ, 2004),
ou agem no receptor 5-HJ (CANTO-DE-SOUZAEet al,
2002; NUNES-DE-SOUZ/et al, 2002).

Além disso, ha uma concordancia geral de que o
reteste de roedores no LCE aumenta a aversdo agssbr
abertos (GRIEBELet al, 1993; TREIT et al, 1993;
RODGERS & SHEPHERD, 1993; DAWSO#t al, 1994;
GONZALES & FILE, 1997; RODGERSet al, 1996;
HOLMES & RODGERS, 1998; BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2000 ). Tal alteracdo parece refletir a
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de uma memobria



aversiva relacionada com a exploracao prévia do (ETEE
1992; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; DAL-COL et
al., 2003; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2004).

Ja esta bem documentado em estudos clinicos e pré-
clinicos que o tratamento crénico com BZs resulta n
desenvolvimento de tolerGncia aos seus efeitos
farmacoldgicos (FILE 1985; HUNTCHINSOBt al, 1996;
ALLISON e PRATT, 2003). Entretanto, os mecanismos q
fundamentariam o desenvolvimento de tolerdncia, em
especial ao efeito ansiolitico, ainda ndo estagbetamente
identificados. J& o fenbmeno de OTT é observado com
apenas uma administracdo do benzodiazepinico, isdger
gue neste caso pode haver algum tipo de tolerancia
comportamental, ao invés de tolerancia farmaccododieste
sentido, varias tentativas de explicar o fenbmeacOd T
foram descritas, incluindo uma habituacdo loconaotor
(DAWSON, 1994), um estado alterado dos sitios gkecho
e/ou dos receptores envolvidos (GONZALEZ & FILE9T9
BERTOGLO & CAROBREZ, 2002c; BERTOGLO &
CAROBREZ, 2002b; BERTOGLO & CAROBREZ, 2003;),
uma sensibilizacdo ao medo (TREI&t al, 1993;
BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; BERTOGLO &
CAROBREZ, 2002c) e/ou uma mudanca qualitativa na
natureza da resposta aversiva induzida entre afeses
(HOLMES & RODGERS, 1998), contra o qual as drogas
ansioliticas seriam ineficazes (FILE & ZANGROSS93;
BERTOGLO & CAROBREZ, 2003).

Com base nesses fatos, a seguinte hipotese foi
formulada: mesmo que algum tipo de aprendizagemsizee
ocorra ao longo da exposicdo a um primeiro testgg e
memoria ndo seria aproveitada pelo animal em deste
experimental de ansiedade, o que impediria o0
desenvolvimento de tolerdncia cruzada ao efeittmkticso
da droga. Se sim, a pré-exposicdo ao odor de g@do n
suscitara a perda do efeito ansiolitico do MDZ gigan
expusermos o animal, na sequéncia, ao LCE. O mesrao
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vélido para animais pré-expostos ao LCE e depsiades
no OG.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigarase
experiéncia prévia no OG compromete o efeito aitisioldo
midazolam no LCE, e vice-versa. Em outras palavras,
investigar se ocorre tolerancia cruzada ao efaiioktico
desta droga. Nossa hipdtese de trabalho é queesi@xga
prévia e a atual tem de ser a mesma para que @laséem
torne tolerante ao efeito ansiolitico deste berazampinico

Para tal, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:

e Selecionar doses ansioliticas de midazolam nos
testes do OG e do LCE, dentro das condicbes
experimentais de nosso laboratorio;

e Comparar os efeitos do midazolam em ratos com ou
sem pré-exposi¢ao ao LCE ou OG;

e Comparar os efeitos do midazolam durante o teste
no LCE de ratos com ou sem exposi¢cdo prévia ao
teste do OG;

e Comparar os efeitos do midazolam durante o teste
do OG de ratos com ou sem exposicdo prévia ao
teste do LCE.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 118 ratoféttus norvergicysda
linhagem Wistar, machos, pesando entre 250 e 45Cgns
idade aproximada de 15 semanas no dia no expeoment
vivendo em grupos de 5-6 animais por caixa (50 x 3%
cm), com temperatura controlada entre 23 + 1°Qp cie luz
claro/escuro de 12 h, com inicio as 07:00 h e cone |
acesso a agua e comida. Os animais foram provenrieiot
biotério central da Universidade Federal de Saatar@®a.

3.2 Testes experimentais
3.2.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE foi feito de madeira e consiste de dois bsaco
abertos, de 50 x 10 cm, que contém uma protecdacdede
altura ao longo de perimetro e de dois bragos teshaor
paredes laterais, com 50 x 10 x 40 cm, elevado$@mm
do solo. A area de juncdo dos quatro bracos (jplaef
central) mede 10 x 10 cm (figura 1).

Figura 1: Teste do labirinto em cruz elevado. Fonte: Caph& Bertoglio,
2010.
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Os experimentos foram realizados em ambientes
com baixa luminosidade (40 Ilux), sendo que o
comportamento do animal foi registrado por uma cande
video acoplada a um gravador de DVD instalado fa sa
adjacente a sala dos experimentos. Um observazloado
contou os parametros de comportamento da gravApds.
exposicdo de cada rato ao modelo comportamentaGe
foi limpo com solucéo de etanol 10% (v/v).

Os seguintes parametros comportamentais foram
registrados durante a sessdo de cinco minutos slie ¢e
reteste no LCE:

e numero de entradas nos bracos abertos (EA): uma
entrada foi considerada quando as quatro patas do
animal estavam no interior do braco;

e numero de entradas nos bracos fechados: a entrada

e foi considerada quando os animais colocaram as
guatro patas em um dos bracos fechados;

e tempo de permanéncia nos bragos abertos (TA): o
tempo foi considerado desde a entrada do roedor no
braco aberto até que uma das patas fosse colocada
em outra parte do LCE;

e tempo de permanéncia nos bracos fechados (TE):
guantificado desde a entrada do roedor no braco
fechado até que uma das patas fosse colocada em
outra parte do LCE;

e posturas de avaliacdo de risco (PAR): registrado o
namero de tentativas de entrar nos bracos abertos
(colocacéo da cabeca do rato mais 1, 2 ou 3 patas n
braco aberto, com retorno subsequente a posi¢cao
original), realizadas a partir dos bracos fechamos
da plataforma central.

Esses dados foram usados para calcular a frequénci
de entradas {%EA, [entradas bracos abertos / @adra
bracos abertos + entradas bracos fechados)] x &06¢
tempo de permanéncia nos bragos abertos [%TA, fdata
bracos abertos / 300) x 100].
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Os experimentos foram realizados em uma sala com
som atenuado e baixa iluminacdo (40 lux) e conadszid
durante a fase clara do ciclo claro-escuro. Os aniforam
colocados cuidadosamente no labirinto, com a cabeca
voltada para um dos bracos fechados.

Durante cinco minutos de exposicao, os parametros
anteriormente citados foram registradoEnquanto a
porcentagem de tempo e entradas nos bracos apartrse
se relacionar ao comportamento defensivo dos asjnaai
nimero de tentativas e de entradas nos bracosdfesitn
modelo avaliou o estudo do comportamento de aviae
risco e da atividade exploratéria geral, respeniaate.

3.2.2 Teste do odor de Gato

O teste do odor de gato (DIELENBERG &
McGREGOR, 2001) consiste de uma caixa retangulx(6
26 x 36 cm) de acrilico, dividida em dois compaetntos,
um aberto e outro fechado. Uma abertura (6 x 6parite
o transito do animal entre estes dois compartinsefitgura
2). Na parede oposta ao compartimento fechadoixXadd
um pano sem odor (controle), ou um pano semelhargs,
gue foi previamente impregnado com o odor de uno gat
macho adulto (fonte de odor). Cada animal foi ebqpaseste
aparato experimental uma vez ao dia, por trés dias
(familiarizacdo, exposi¢cdo ao odor 1 e 2). Todasexsdes
tiveram duracdo de 10 minutos.

Figura 2: Teste do odor de gato. Fonte: Kroon & Carobre@092
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Os seguintes parametros comportamentais foram
registrados:

e tempo de permanéncia proximo ao pano (com ou
sem odor de gato): tempo em que o0 animal manteve-
se aproximado do pano. Uma marcacdo localizada a
7cm do pano facilita esta medida;

e tempo de permanéncia no compartimento fechado:
(tempo escondido): tempo em que o animal
permaneceu com pelo menos trés patas no interior
do compartimento fechado;

¢ frequéncia de comportamentos de avaliacdo de risco
(head-ou}: tempo em que o animal permaneceu no
interior do compartimento fechado colocando a
cabeca, com ou sem as patas dianteiras, para fora
deste compartimento;

e cruzamentos entre os compartimentos aberto e
fechado: numero de vezes que o animal aproximou-
se do pano somado ao numero de entradas no
compartimento fechado.

Em relagcdo ao grupo controle, um farmaco com
atividade ansiolitica supostamente aumenta o teago
aproximacao ao pano impregnado com odor de gatonuii
o tempo de permanéncia no compartimento fechadondi
a frequéncia dbead-outssem, no entanto, alterar o nimero
de cruzamentos, parametro que reflete a atividade
exploratdria geral neste modelo experimental (Diebeg e
McGregor, 2001).

Todos os animais foram submetidos ao modelo 24
horas antes da exposi¢cdo ao odor na sesséo dedantea
familiarizacdo. Durante a familiarizacdo, um panteeido
de flanela de coloracdo alaranjada com 36 x 22 com
odor neutro foi exposto a todos os animais. No2jiam
pano semelhante ao utilizado na familiarizacéo,émor
impregnado com odor de gato, foi usado como foateddr.

O odor foi obtido de um gato adulto, macho, através
da friccdo do pano contra a pele e/ou pélo do dnivas
regibes cervical, toracica e lombar por um tempo
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aproximado de 10 minutos, 2 horas antes do expstime
No dia 3 os animais foram re-expostos a caixa canp p
impregnado com odor, que foi novamente coletadgato.

Os animais foram colocados na caixa de teste coabeca
voltada para a fonte de odor. Os experimentosnfora
realizados em uma sala com som atenuado e baixa
iluminacao (4 lux) e conduzidos durante a faseadtfar ciclo
claro-escuro. Os parémetros citados foram regis¢rad
durante 10 minutos de exposi¢cao.

3.3 Drogas

Midazolam (MDZ; Dormire®, Cristalia, Brasil) foi
utilizado para injecdes sistémicas (i.p.), dilueta solucao
salina fisioldgica (NaCl 0,9%) nas doses de 0,250¢k
mg/kg, com volume administrado de 1,0 mi/kg.

3.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias. No experimento di, f
utilizado o testepost-hocde Newman-Keuls, com valor
adotado de significancia estatistica de p<0,05reSgltados
foram analisados pelo Statistica® 7 (StatSoft IECJA) e
representados em gréficos confeccionados através do
GraphPad Prism® 5 (GraphPad Prism, EUA).

3.5 Procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais que
realizamos neste projeto foram aprovados pelo éonhét
ética no uso de animais da Universidade Feder@adea
Catarina CEUA/23080.013516/2008-32 O numero da
amostra utilizado foi o minimo suficiente para éeolgao de
analises estatisticas fidedignas, no intuito deiziecb uso
desnecessario de animais.
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3.5.1 Experimento 1

Esse experimento teve como objetivo definir,
validar e padronizar a dose ideal da droga parangso
modelo do LCE, e analisar os padr6es de comportasen
durante o fenbmeno de OTT. A figura 3 demonstra o
protocolo experimental 1. Um total de 59 animai$ fo
alocado em 2 grupos: um primeiro grupo que recebeu
solucédo salina, MDZ nas doses de 0,25 ou 0,5 mgik§0
minutos antes do teste no primeiro dia (fig. 3A)nU
segundo grupo, que se submeteu ao teste no LCE sem
medicacdo alguma no primeiro dia foi, 24 horas ap0s
primeira exposicdo, medicado com solucdo salina,
midazolam nas doses de 0,25 ou 0,5 mg/kg i.p.bmstido
novamente ao LCE (figura 3B). Durante esta etapaodeos
estudos os animais foram submetidos ao LCE durante
minutos. Durante os cinco minutos de exposicdo, 0s
parametros ja mencionados foram registrados.

A

< N

TESTE

TESTE RETESTE

Figura 3: Esquema do protocolo utilizado para a avaliagaogdagos tratados
com veiculo ou midazolam (MDZ) por via intraperiéaih (.p.) 30 min antes da
exposicao ao teste de LCE, em animais sem exp&iprieva(A) ou com
experiéncia prévia no apard®).
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3.5.2 Experimento 2

Esse experimento teve como objetivo definir,
validar e padronizar a dose ideal da droga parangso
modelo do odor de gato, e analisar os padrdes de
comportamentos durante o fenémeno de OTT. A
figura 4 demonstra o protocolo experimental 2. faria oito
ratos foram submetidos ao modelo do odor de gato na
presenca de um pano com odor neutro (familiarizacéia
1). Os animais foram, posteriormente, alocados gnuos:
grupo I|: ratos que foram tratados com solugdo @alin
intraperitoneal, MDZ nas doses de 0,25 ou 0,5 mgkd30
minutos antes da exposicdo a um pano previamente
friccionado no gato, contendo odor do animal (Hd\);
grupo Il: ratos que foram tratados de forma sigt@m
(salina, MDZ nas doses de 0,25 ou 0,5 mg/kg i.@) n
terceiro dia e re-expostos ao pano com odor, doats30
minutos dessa exposicdo (fig. 4B). Os animais
permaneceram na caixa de teste durante 10 mingitos,
parametros mencionados foram avaliados.

DIA 1 DIA 2 DIA 3
\
\
FAMILIARIZAGAO ODOR DE GATO ODOR DE GATO
B
DIA 1 DIA2 DIA 3
FAMILIARIZAGAO ODOR DE GATO ODOR DE GATO

Figura 4: Esquema do protocolo utilizado para a avaliagaogdogos tratados
com veiculo ou midazolam (MDZ) por via intraperiéaih .p.) 30 min antes da
exposicao ao teste de odor de gato, em animaigsgeniéncia prévéA) ou
com experiéncia prévia no aparéR).
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3.5.3 Experimento 3

Durante esse experimento, nosso objetivo
consistiu em analisar se a exposicéo prévia ae tesbdor
de gato causaria uma abolicdo, ou diminuicdo, edtoef
ansiolitico do MDZ em animais expostos ao LCE. A&ssi
analisamos se ha fenébmeno de OTT quando o anim&al ja
familiarizado a um teste (no caso, o odor de gatexposto
a um segundo teste diferente do inicial (no cashCh).
Analisamos também se ha alteracdes nesse fendvigme.
e quatro animais foram previamente testados no ddor
gato. No primeiro dia, esses ratos foram expostesna
flanela de odor neutro. No segundo dia, a flanea f
impregnada com o odor do animal. Foram avaliados os
comportamentos durante 10 minutos, em cada diamoJa
terceiro dia, 30 minutos antes da exposicado doaatteste
de LCE, os ratos foram medicados com salina ouzulden
na dose de 0,5 mg/kg i.p. Os animais permanecesaoCh
durante 5 minutos, tempo na qual seus comportasento
foram analisados (fig. 5).

DIA ] DIA2 DIA3

f\\

FAMILIARIZAGAO ODOR DE GATO LEE

Figura 5: Esquema do protocolo utilizado para a avaliacdo dagos
submetidos a exposi¢ao prévia ao teste de odoatdetrmtados com veiculo ou
midazolam (MDZ) por via intraperitonedlg.) 30 min antes da exposi¢ao ao
teste do LCE.
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3.5.4 Experimento 4:

J& nesse experimento, nosso objetivo foi analisar
se a exposicdo prévia ao teste do LCE causaria uma
abolicdo, ou diminuicdo, do efeito ansiolitico dKIem
animais expostos ao odor de gato. Doze animaisosera
expostos no primeiro dia ao LCE. No segundo diae es
animal foi exposto a caixa de odor de gato, para
familiarizacdo. No terceiro dia, 30 minutos antea d
exposicdo do rato ao odor de gato, eles foram mmddic
com salina ou midazolam na dose de 0,5 mg/kg ip. O
animais permaneceram no LCE durante 5 minutos @loo
de gato por 10 minutos, tempo esse em que Seus
comportamentos foram avaliados (fig. 6).

DiA1 DIA2 DIAS3

\

LCE FAMILIARIZAGAQ ODORDE GATO

Figura 6: Esquema do protocolo utilizado para a avaliacdo dagos
submetidos a exposicédo prévia ao teste do LCEdwataom veiculo ou
midazolam (MDZ) por via intraperitonedlg.) 30 min antes da exposi¢ao ao
teste do odor de gato.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: A experiéncia prévia no LCE aba o
efeito ansiolitico induzido pelo MDZ

A figura 7 demonstra os efeitos do MDZ em ratos
com e sem experiéncia prévia no LCE. A ANOVA dedua
vias apontou uma interacdo significativa entre peggncia
prévia no LCE e o tratamento sistémico para osnpetrés
%TA (F,53= 3,61;p<0,03; Fig. 7A) e %EA (fs3= 3,85;
p<0,04; Fig. 7B). Animais que receberam 0,5 mg/kg de
MDZ mantiveram-se mais tempo nos bracos abertagudo
0 grupo controle durante o teste (graficos A emitretanto,
esse efeito ndo foi observado durante o retestarémais
com experiéncia prévia. O tegiest-hocde Newman-Keuls
indicou um aumento significativo nesses parametns
ratos sem experiéncia prévia no LCE que foramdost@aom
0,5 mg/kg de midazolam em relacdo ao grupo contknte
nenhum dos grupos o numero de PARs{E 2,60;p<0,09;
Fig. 7C) e de EF @=3= 0,62;p<0,10; Fig. 7D) sofreram
alteracOes significativas do tratamento e/ou deegpdsicao
no LCE.
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Figura 7: Efeito da administragédo intraperitoneal de midano{®IDZ) em
ratos com ou sem experiéncia prévia no labirintacem elevado (LCE). Os
dados representam a média + erro padrdo da médiste@sco indica uma
diferenca significativa em relagao ao respectiwpgrcontrole. p<0,05 versus
o respectivo veiculo (ANOVA de 2 vias seguida dadale Newman-Keuls).
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4.2 Experimento 2: A experiéncia prévia no teste doG
abole o efeito ansiolitico do MDZ

A figura 8 demonstra o efeito do MDZ em ratos
com e sem experiéncia prévia no teste do OG. A AN@¥
duas vias apontou uma interacdo significativa erdre
exposicdo prévia ao OG e o tratamento sistémica par
parametros tempo de aproximac¢agstE 3,43;p<0,05; Fig.
8A) e tempo escondido ks = 3,41; p<0,05; Fig. 8B).
Animais que receberam 0,5 mg/kg de MDZ mantiveram-s
mais tempo
aproximado da fonte de odor de gato que o conthatante
o teste (graficos A e B). O tegtest-hocde Newman-Keuls
indicou um aumento significativo no primeiro parémes
uma reducgdo significativa no segundo parametro &ws r
sem experiéncia prévia ao OG tratados com 0,5 mdékg
midazolam em relacdo ao grupo controle. Entretaggoge
efeito ndo foi observado em animais com experién@aia.
Tais resultados foram observados na auséncia elagies
significativas no tempo de investigacdo, 4= 1,53;
p<0,23; Fig. 8C) e no numero de cruzamentes{F 1,15;
p<0,33; Fig. 8D).
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Figura 8: Efeito da administracéo intraperitoneal de midaznoiMDZ) em
ratos com ou sem experiéncia prévia no teste do @el@ato (OG). Os dados
representam a média + erro padrao da média. Asasténdica uma diferenca
significativa em relagdo ao respectivo grupo cdetrop<0,05 versus o
respectivo veiculo (ANOVA de 2 vias seguida dodek Newman-Keuls).
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4.3 Experimento 3: A experiéncia prévia no teste dOG
nao interfere com o efeito ansiolitico do midazolam
observado no LCE

A figura 9 ilustra os efeitos do MDZ durante o
teste no LCE de ratos com ou sem pré-exposicao@arO
ANOVA de duas vias apontou um efeito significatigo
tratamento sistémico para os parametros % TA«F 8,04;
p<0,008; Fig. 9A) e %EA (F36= 8,59;p<0,006; Fig. 9B). O
teste post-hoc de Newman-Keuls indicou um aumento
significativo nesses par&metros em ambos os grtugasios
com 0,5 mg/kg de midazolam em relacdo ao respectivo
grupo controle. Animais que receberam 0,5 mg/kddeZ
mantiveram-se mais tempo nos bracos abertos dooque
grupo controle em ambos os casos (graficos A e B).
Entretanto, em nenhum dos grupos o nimero de psstier
avaliacdo de risco (ks = 3,02; p<0,10; Fig. 9C) e a
atividade exploratoria geral {ks= 0,21;p<0,65; Fig. 9D)
sofreram alteracdes significativas do tratamerta €& pré-
exposicdo ao OG.
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Figura 9: Efeito da administracéo intraperitoneal de midazmoiMDZ) em
ratos testados no labirinto em cruz elevado (LC&h ®u sem experiéncia
prévia no teste do odor de gato (OG). Os dadosseptam a média + erro
padrdo da média. O asterisco indica uma difereigtafisativa em relacdo ao
respectivo grupo controlep%0,05 versus o respectivo veiculo (ANOVA de 2
vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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4.4 Experimento 4: A experiéncia prévia no LCE nao
influencia o efeito ansiolitico do midazolam obserndo no
teste do OG

A figura 10 ilustra os efeitos do MDZ durante o
teste ao OG de ratos com ou sem pré-exposicdo &o AC
ANOVA de duas vias apontou um efeito significatigo
tratamento sistémico para o0s parametros tempo de
aproximacdo (Fs = 12,8; p<0,001; Fig. 10A), tempo
escondido (s = 10,8; p<0,003; Fig. 10B) e tempo de
investigacéo (Fs= 16,1;p<0,001; Fig. 10C). O testeost-
hoc de Newman-Keuls indicou um aumento significativo no
primeiro parametro e uma reducgdo significativa dogs
Ultimos parametros em ambos os grupos tratados GGBm
mg/kg de midazolam em relacdo ao respectivo grupo
controle. Animais que receberam 0,5 mg/kg de MDZ
mantiveram-se mais tempo aproximados da fonte dedwml
gue o grupo controle (grafico A) e menos tempo rdictos
(grafico B). O tempo de investigacao (grafico Q) rfenor
nos animais tratados com 0,5 mg/kg de MDZ. Entefant
nenhuma interferéncia significativa do tratamentoueda
pré-exposicado foi observada com relacdo ao numero d
cruzamentos (fs= 0,27;p>0,61; Fig. 10D).
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Figura 10: Efeito da administracédo intraperitoneal de midazo®DZ) em
ratos testados no odor de gato (OG) e com ou sqrariércia prévia no
labirinto em cruz elevado (LCE). Os dados represerd média + erro padrdo
da média. O asterisco indica uma diferenca sigiifia em relacdo ao
respectivo grupo controlep%0,05 versus o respectivo veiculo (ANOVA de 2
vias seguida do teste de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi investigar se a
exposi¢cao prévia ao teste do OG e do LCE modifieéeito
do midazolam (MDZ) sobre as respostas defensivaatde
submetidos ao reteste. Os principais resultadoge des
trabalho foram: 1) o MDZ atenua o comportamento de
esquiva de animais expostos ao LCE e ao OG, mas est
efeito ansiolitico do MDZ ndo é mais observado eimais
com pré-exposicdo nestes aparatos; 2) a pré-efoosiQ
OG néo interfere com o efeito ansiolitico do MDZ&etvado
no LCE; 3) a exposicao prévia ao LCE ndo comproraete
reducdo da esquiva induzida pelo MDZ no OG. Em
conjunto, nossos resultados confirmam a ocorrémga
tolerdncia ao efeito ansiolitico do MDZ em ratoestados
no mesmo aparato. No entanto, quando a exposié&mpk
diferente, o efeito ansiolitico do MDZ se mantém.

Ratos testados no LCE sob efeito do MDZ (0,5
mg/kg) demonstraram um aumento significativo na
exploracdo dos bracos abertos. A eficdcia deste
benzodiazepinico em atenuar a resposta defensiesgdéva
inibitéria expressa neste teste de ansiedade averob
resultado observado em estudos prévios (PELLEXVEI.,
1985; LISTER, 1987; FILE, 1990; RODGERS & COLE,
1994; DIELENBERG et al, 1999; CAROBREZ &
BERTOGLIO, 2005; CAVALLI et al 2009). Embora seja
descrito por alguns autores que 0s benzodiazepisfm
capazes de diminuir o nimero de posturas de a#alide
risco (MOLEWJIK et al 1995), esse comportamento ndo
sofreu modificacdes neste estudo, ao menos nass dose
testadas.

Em contraste com os resultados observados em
animais sem pré-exposi¢cdo ao LCE, animais retestaekte
aparato sob efeito do MDZ néo expressaram um aonment
porcentagem de tempo e de entradas nos bracossaliem
outras palavras, o nivel de esquiva inibitéria meetse
similar ao grupo controle neste caso. Esse resuttastenta
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resultados anteriores que também demonstram a peerda
efeito ansiolitico deste e de outros benzodiazepsniem
ratos ou camundongos testados previamente nestat@pa
(LISTER, 1987; FILEet al, 1990; FILE, 1990; RODGERS
et al.,1992; RODGERS & SHEPHERD, 1993; GONZALEZ
& FILE, 1997; HOLMES & RODGERS, 1998).

Ratos tratados com MDZ (0,5 mg/kg) antes da exposio

OG mantiveram-se mais tempo aproximado da fontedde
gue o grupo controle. Assim, sugerimos que o MDEZ fo
capaz de promover um efeito do tipo ansioliticosdts
resultados corroboram o de estudos prévios qudarave
uma eficicia deste benzodiazepinico em atenuaspsstas
defensivas exibidas frente ao odor do predador
(DIELENBERG et al, 1999; McGREGOR &
DIELENBERG, 1999; DIELENBERG & McGREGOR,
2001). Vale ressaltar que o MDZ ndo tem efeito ecador
esquiva ao odor sintético de raposa (2,5 dihiddgs2,
trimetiltiazolina — TMT), (DIELEMBERG & McGREGOR,
2001; McGREGOR et al, 2002). As respostas
comportamentais que caracterizam 0 comportamento
defensivo sdo especificas e ndo ocorrem na exposica
estimulos olfatérios novos, como odores de animdis
predadores ou com odores sintéticos, como o TMT
(KAVALIERS et al,1994; McGREGORet al, 2002;
STAPLES & McGREGOR, 2006; STAPLES al 2008), ja
gue o OG ¢€ ansiogénico e o TMT se comporta como
causador de medo. E interessante também resgadtar
apesar de estarem bem descritas as respostas
comportamentais frente ao odor de gato, resultdidtisitos
podem ser ocasionados pela falta de padronizacdo da
guantidade ou intensidade do estimulo olfatdrio
(TAKAHASHI et al, 2005).

Em contraste com os resultados do MDZ que
foram observados durante a primeira exposicdo aor&es
re-expostos ao OG sob o efeito do MDZ ndo exprassar
um tempo de aproximacdo maior do que os do grupo
controle. De fato, também ja foi demonstrado que a



31

exposi¢ao prévia ao OG causaria uma mudanca dusadau
natureza da experiéncia do medo incondicionado na
exposicdo subsequente ao odor (McGREGOR &
DIELENBERG, 1999; DIELENBERG & McGREGOR,
2001).

Alguns autores ressaltam que a exposicao repetida
ao mesmo agente estressor resulta numa reduc@spista
do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal e do eixo Eto-
medula-adrenal, um processo que € conhecido como
habituagcdo, embora a possibilidade de algum procdss
aprendizado associativo ndo possa ser descartada
(ARMARIO et al, 2004; MARTI & ARMARIO, 1998).
Diferentes dos resultados encontrados em animais re
expostos a0 mesmo agente estressor, Marti & Armario
(1998) e Armario e colaboradores (2004) afirmam guoe
animais submetidos ao estresse crénico e expostos a
novo agente estressor encontram-se respostas naumal
aumentada no eixo hipotalamo-ptuitaria-adrenal eeio
simpato-medula-adrenal. Em contrapartida a esses
resultados, nossa experiéncia atesta que animaisesidos
ao estresse anterior e expostos a um NoOvVo agenssses
apresentam respostas similares aos animais sensigxpo
prévia, caracterizando reducdo das respostas do eix
hipotalamo-pituitaria-adrenal e do eixo simpato-uied
adrenal.

Varios estudos demonstram uma potencializacéo
do medo no LCE quando submetemos o animal a uma pré
exposicdo a outros modelos. Existem evidéncias @ue
exposicdo prévia ao estresse ndo condicionado pode
aumentar o estado de ansiedade em ratos no LCEadD
especifico do OG, estudos indicam que a exposigamlar
do predador aumenta o comportamento de ansiedade em
testes posteriores de interacdo sotiale-boarde/ou LCE
(FILE & ZANGROSSI, 1993; ZANGROSSI & FILE,
1992a,b; DIELEMBERG & McGREGOR, 1999). Segundo
Zangrossi e File (1992b), a exposicdo prévia aopO@eria
causar um estado de ansiedade no animal, e estigdmae
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manteria por até 1 dia. De fato, Do Monte (200&enou

em seus experimentos uma diminuicdo no tempo de
permanéncia nos bragos abertos do LCE e um aumento
comportamento de avaliacdo de risco, quando osa#im
foram expostos ao LCE 24 horas apds a exposicdd@o
Segundo Pellow e colaboradores (1985), situacdes qu
aumentam a resposta defensiva dos animais tendeduzir

0 tempo e as entradas nos bracos abertos do LEfEg 0
caracterizaria uma exacerbacdo da resposta de adefes
expressa pelos animais. Em nosso caso, no entantegl

das respostas comportamentais de animais admddstra
com salina ou MDZ e submetidos ao LCE néo foi difiee
daquele observado nos animais com exposicdo paivia
OG. Estes resultados concordam com os de MuioZakbel

e colaboradores (2009), que expuseram ratos ao/L&s
apos o OG e também nao observaram modificacdatvab
basal de esquiva inibitéria mensurada neste aparato

Com relacdo a coeréncia do condicionamento do
medo apds a exposicdo ao OG, ndo ha evidénciasede q
condicionamento implique em uma mudanca nas respost
fisioldgicas (MUNOZ-ABELLAN et al 2009), exceto pela
opinido de Dielenberg e colaboradorg001a). Quando
avaliou-se os comportamentos de ansiedade no LiGEga
prazo, esses resultados ndo foram consistentes. sdao
observou comportamentos de ansiedade 24 horas aapds
exposicdo (ZANGROSSI & FILE, 1992).

Adamec e colaboradores, (1998) que observaram em
seu estudo que a exposicdo ao OG produz menorigss efe
no LCE do que os observados em ratos expostos ao
préprio gato. No estudo de Cohen e colaboradoB&X)6)
nota-se que o aumento do estado de ansiedade caqedad
odor do predador foi reduzido pela a administragao
anisomicina 1 hora antes ou 1 hora depois da edmsi
Adamec e colaboradores (1999, 2005) verificaram gue
administracéo do antagonista do receptor NMDA ames
nao depois da exposicdo ao gato, previne os efeitos
ansiogénicos tardios no LCE. Adamec e colaboradores
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mais recentemente, constataram que a administrdgdo
beta-bloqueador propranolol logo apés a exposigagato
previne os efeitos ansiogénicos duradouros dossstrao
LCE e no teste de interacdo social (ADAMECal, 2007).
Em nosso estudo, o que observou-se foi que o condem
precedente do OG néo trouxe diferenca estatistieadp
comparados a animais sem pré-exposicao.

Alguns resultados demonstram que roedores
expostos ao OG nao desenvolvem sensibilizagdo go lon
prazo do eixo hipotalamo-ptuitaria-adrenal, enquantie
animais submetidos a sessdes prolongadas de chogses
patas (90 minutos) ou imobilizacdo nas bordas deemra
(immobilization on wooden-boards o0 desenvolvem
(BELDA et al, 2008; GAGLIANOet al, 2008). Isso sugere
gue a inducéo do estresse a longo prazo estddeiorada a
algumas caracteristicas particulares do agente estressor,
como a natureza, severidade e duracdo (MUNOZ-
ABELLAN et al 2009). Na vivéncia de nosso laboratorio,
mantivemos o animal exposto ao LCE durante 5 min
(HANDLEY & MITHANI, 1984) e exposto ao OG durante
10 min (PELLOWEet al.,1985). Além disso, a fonte de odor
do predador, como ja& mencionado, é dependente @ ga
usado, e pode modificar padrdes de comportamento de
ansiedade nao-condicionados. Em resumo, deduz-se,
portanto, que o teste prévio no OG ndo traz ini@nfda no
teste posterior no LCE, quando tratamos os animais
veiculo ou MDZ.

Com relacdo ao teste prévio no LCE e
posteriormente no OG, ndo encontramos achadoarider
gue reproduzam essa situacdo. Concluimos deste quedo
baseando-nos nos achados deste estudo, assim c@@o o
ndo alterou o comportamento no LCE, a exposi¢cao
precedente no LCE ndo foi suficiente para promawrea
memoria aversiva que sensibilizasse o animal no OG.
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6. CONCLUSAO

A administracdo de midazolam antes da exposicado
ao LCE ou OG foi capaz de reduzir a resposta dietenke
ratos, confirmando o efeito ansiolitico desta droga
Entretanto, este benzodiazepinico ndo foi capaedigzir a
resposta defensiva dos animais retestados no LCEGWA
exposicdo ao OG nado causa alteracbes comportamentai
visualizadas na exposi¢cdo posterior ao LCE, dememfest
pelas semelhancas comportamentais em animais c@me
experiéncia prévia no aparato. O conhecimento préa
LCE néo foi capaz de alterar as respostas compentzis
defensivas na exposi¢cdo subsequente ao OG, deadmstr
pelo comportamento dos animais com e sem expesiénci
prévia no LCE. Deduz-se, portanto, que o reuso dsnm
animal em ambos os testes descritos ndo interfeme a
resposta ansiolitica do midazolam. Por fim, esabatho
contribui para o entendimento do uso combinado @& ke
do OG, na busca de respostas para situacfes dssestr
SUCEeSSIVOS.
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