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RESUMO
A principal abordagem do presente trabaliio, diz respeito à avaliação 

temporal do efeito ansiolítico do midazolam (MDZ), em ratos submetidos a duas 

exposições consecutivas ao labirinto em cruz elevado (LCE). Considerando-se o 

tempo total de sessão durante a primeira exposição dos animais, o tratamento 

prévio com MDZ (1,5 mg.kg'^) foi efetivo em aumentar as variáveis porcentagens 

de entrada e tempo de permanência nos braços abertos, sem que o número de 

entradas nos braços fechados fosse alterado, demonstrando assim um efeito 

ansiolítico clássico. Uma análise mais detalhada, dividindo-se a sessão em blocos 

de um minuto, revelou que o número de entradas nos braços abertos, fechados e 

número total de entradas diminuiu ao longo da sessão, tanto para o grupo tratado 

com MDZ como para o grupo tratado com salina, sugerindo a ocorrência de 

habituação locomotora, que se manifesta já nos dois minutos iniciais da sessão e 

não é alterada pelo efeito ansiolítico induzido pelo tratamento prévio com MDZ. 

Em ambos os grupos experimentais, a porcentagem de entrada e tempo de 

permanência nos braços abertos não se alterou entre o primeiro e quinto minutos 

da primeira exposição, sugerindo que o nível de ansiedade não foi alterado no 

decorrer da sessão. 0  efeito ansiolítico do MDZ foi mais evidente nos três 

primeiros minutos da sessão, devido a um aumento significativo das porcentagens 

de entrada e tempo de permanência nos braços abertos. 0  efeito ansiolítico 

induzido pelo tratamento prévio com MDZ foi menos evidente no quarto minuto e 

desapareceu no quinto minuto da sessão.

Quando comparado o comportamento dos animais nas duas 

exposições ao LCE, observou-se que todas as variáveis foram estatisticamente 

menores na segunda exposição, o que sugere uma habituação locomotora 

(quando verificado o número de entradas nos braços fechados), agora associada 

a um aumento da ansiedade (quando levadas em conta as porcentagens de 

entrada e tempo de permanência nos braços abertos). Como amplamente 

relatado na literatura, o tratamento com MDZ previamente à segunda exposição 

foi ineficaz em induzir um efeito ansiolítico; esse fato, associado á ausência de 

efeito ansiolítico no final da primeira exposição, fortalece a hipótese de que o tipo 

de ansiedade experimental exibida durante a segunda exposição, pode ser 

observada já no final da primeira exposição ao LCE.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to carry out a temporal analysis of the 

anxiolytic effect of midazolam (MDZ) in rats submitted to two consecutive trials to 

the elevated plus-maze test (EPM). By considering the whole session, previous 

treatment with MDZ (1.5 mg.kg"'') was able to induce a typical anxiolytic effect, by 

increasing both percentage of entries into and time spent in the open arms without 

a change in the number of entries into the enclosed arms.

A more detailed analysis (i.e. one minute blocks) showed that the 

number of entries into either the open or closed arms, as well as the total number 

of entries, decreased through the session. This reduced exploration occurred in 

both groups, treated with either MDZ or saline, thus showing locomotor habituation 

in the two first minutes of the session, which is not changed by MDZ-induced 

anxiolysis.

In both experimental groups, the percentage of entries into the open 

arms did not change between the first and the fifth minutes of the first trial, 

suggesting that the level of anxiety was the same through the session. The 

anxiolytic effect of MDZ was more clear in the first three minutes of the session 

due to a significant increase in the exploration of the open arms without a change 

in the closed arms entries. The MDZ-induced anxiolysis was not so evident in the 

fourth and disappeared in the fifth minute of the session.

By comparing the animal behaviour between both trials all variables 

were lower in the second relative to the first trial, which suggests locomotor 

habituation (when evaluated by the number of entries into the closed arms), but 

now associated with increased anxiety (when evaluated by both percentage of 

entries and time spent in the open arms). The treatment with MDZ before the 

second trial failed to induce anxiolysis. This fact, plus the absence of anxiolytic 

effect at the end of the first trial, supports the hypothesis that the anxiety exhibited 

in the second trial can already be observed at the end of the first trial.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Medo e Ansiedade

Ansiedade e medo representam o primeiro sistema de defesa corporal 

contra um estímulo ameaçador ou perigo iminente (Gray, 1982). A ansiedade 

representa uma resposta do organismo a um estímulo ameaçador desconhecido 

ou conflito interno, enquanto o medo envolve uma resposta a um estímulo 

ameaçador reconhecido. A ansiedade pode ser duradoura, pois não existe um 

estímulo óbvio para ser evitado ou para se fugir. O medo é limitado ao término do 

estímulo, representando, assim, uma resposta finita (Craig et al., 1995).

A ansiedade tem sido caracterizada por apreensão, nervosismo, 

inquietação, tensão, agitação e, via de regra, é acompanhada por sinais de 

hiperatividade simpática, tais como tremores, sudorese, elevada pressão arterial 

e taquicardia (Van Riezen & Segai, 1988). As alterações psicofisiológicas que 

compõem o medo são semelhantes às da ansiedade, podendo-se admitir a 

identidade básica dos mecanismos neurais que integram ambos os estados 

emocionais (Graeff, 1989).

Apesar de possuírem definições próprias, alguns autores não fazem 

distinção entre medo e ansiedade, tratando-os como um único fenômeno (Julou 

et al., 1985) enquanto outros, os consideram estados emocionais diferentes 

(Appiebaum, 1992). Diante desse impasse encontrado na literatura, o presente 

trabalho assumirá ansiedade e medo como estados emocionais análogos.



Do ponto de vista filogenético, à medida que os mamíferos foram 

submetidos a constantes desafios de sobrevivência, seu sistema nervoso central 

passou a aperfeiçoar circuitarias neuronais responsáveis pelo controle de 

estratégias comportamentais contra situações ameaçadoras em seu habitat 

(LeDoux, 1996). De forma introspectiva, as atividades desses circuitos foram 

percebidas como emoções básicas, tais como, medo e raiva (Panksepp, 1982). 

Ao longo da evolução, esses circuitos neuronais passaram a ser ativados por 

estímulos ou situações ambientais neutras, desde que tivessem sido previamente 

associadas a uma ameaça ou perigo (Gray, 1982). Assim, a capacidade de 

processar estímulos e compará-los com informações armazenadas na memória, 

são fundamentais para a detecção e avaliação do perigo, onde a interpretação do 

estímulo é de natureza cognitiva. Portanto, um estímulo ameaçador pode ser 

inato (predador, agressor) ou aprendido, que por associação repetida adquirem 

propriedades aversivas condicionadas (Fanselow, 1991).
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1.2 Comportamento Defensivo e Ansiedade

Quando um animal é confrontado com uma ameaça à sua integridade 

física ou à sua própria sobrevivência, apresenta um conjunto de respostas 

comportamentais e neurovegetativas que caracterizam a reação de medo. No 

liomem, sabemos que essas respostas são acompanhadas de uma experiência 

extremamente desagradável (Graeff, 1996).

Desse modo, estímulos ambientais sinalizando perigo (inatos ou 

aprendidos) ativariam circuitos neuronais responsáveis por um repertório 

comportamental defensivo. Esse repertório englobaria um conjunto de estratégias 

comportamentais de defesa ou proteção, que visam evitar ou fugir do perigo, em 

função dos diferentes níveis de ameaça com que o animal se defronta no seu 

meio ambiente (tabela 1 ; Graeff, 1996).

Na década de 80, Blanchard & Blanchard (1988) propuseram o conceito de 

níveis de defesa, ou seja, um repertório comportamental característico, que pode 

ser eliciado de acordo com as características do estímulo ameaçador. O primeiro 

nível de defesa se expressa quando o animal é exposto a um perigo incerto 

(quando a situação é nova ou quando um estímulo ameaçador já tenha sido 

encontrado anteriormente no mesmo ambiente). Nessa situação, o animal 

assume um comportamento exploratório caracterizado por locomoção cautelosa, 

mantendo o corpo estendido, com o ventre rente ao solo, avançando e recuando 

a cabeça repentinamente, com persistente exploração olfativa do ambiente. Esse 

padrão comportamental foi denominado “avaliação de risco” {risk assessment,





ameaçadoras, vocalizações e eventualmente ataques (quando a fuga não é 

possível; Blanchard & Blanchard, 1988). A amígdala e a matéria cinzenta 

periaquedutal (MCPD) estariam envolvidas nesses comportamentos (Graeff, 

1990), que poderiam ser análogos à raiva e pânico em humanos (Graeff, 1996).

O comportamento defensivo pode ainda ser acompanhado de intensas 

alterações neurovegetativas e endócrinas, o que demonstra que medo e 

ansiedade são estados psicobiológicos, expressados simultaneamente em nível 

psicológico, comportamental e fisiológico (Graeff et al., 1993). Por exemplo, 

durante o comportamento de “congelamento”: ocorrem tremores musculares, 

irregularidade dos movimentos respiratórios, bater de dentes, piloereção, micção, 

defecação e exoftalmia (olhos bem abertos e salientes). Por outro lado. a luta ou 

a fuga são precedidas e acompanhadas de alterações cardiovasculares e 

respiratórias, tais como, aumento da freqüência cardíaca, elevação da pressão 

sangüínea arterial, aumento da ventilação pulmonar (movimentos respiratórios 

mais amplos e rápidos), aumento da irrigação dos músculos esqueléticos, além 

de diminuição do fluxo sangüíneo cutâneo e visceral (Torgersen, 1990). Essas 

alterações são importantes do ponto de vista fisiológico e comportamental, visto 

que a percepção das respostas autonômicas parece acentuar a sensação de 

ansiedade. Admite-se que a inibição dessas respostas por drogas bloqueadoras 

autonômicas (bloqueadores p-adrenérgicos, por exemplo propranolol), possa 

atenuar a ansiedade (Graeff, 1996).

De acordo com Gray (1982), a ansiedade pode ser equiparada à ativação 

de estruturas cerebrais denominadas “sistema de inibição comportamental”,
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representado pelo septo e pelo hipocampo (sistema septo-hipocampal). O 

sistema septo-hipocampal parece ser responsável pela comparação entre 

informações recebidas do ambiente externo, com aquelas armazenadas no 

sistema límbico (Gray, 1982). O resultado dessa comparação poderia induzir o 

sistema septo-hipocampal a atuar através de duas modalidades distintas: a 

modalidade “checagem” {checking) e a modalidade “controle” {contro!\ Gray, 

1982).

A modalidade “checagem” ocorreria quando o animal fosse submetido a 

uma situação nova, levando-o à checagem da existência de algum perigo em 

potencial nesse ambiente novo. Para tanto, o animal passaria a se locomover de 

forma cautelosa, com persistente exploração olfativa do ambiente. Atuando 

através desse modo, o sistema de inibição comportamental poderia ser 

importante no controle da “avaliação de risco” (Graeff, 1994). Por outro lado, 

quando a informação armazenada na memória sinalizasse “perigo/ameaça”, o 

sistema septo-hipocampal passaria a funcionar na modalidade “controle”. Neste 

caso, ocorreria uma inibição comportamental, com aumento do nível de vigilância 

e a atenção do animal seria dirigida a possíveis fontes de perigo (Graeff, 1996). 

Operando através da modalidade “controle”, o sistema de inibição 

comportamental poderia evocar o comportamento de “congelamento” (Graeff, 

1994).

Além da formação septo-hipocampal e estruturas relacionadas ao 

comportamento defensivo, outras estruturas cerebrais também são igualmente 

importantes na regulação da ansiedade, tais como, MCPD, hipotálamo e
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amígdala (Graeff, 1996; Silveira et al., 1993), além dos córtex piriforme e 

entorrinal, tálamo, colículo superior e inferior, núcleos da rafe e locus coeruleus 

(Silveira et al.. 1993). Tem sido proposto ademais, que a amígdala seria 

responsável em designar um significado afetivo aos estímulos ambientais, 

avaliando o grau de ameaça que eles representam ao organismo (Aggleton & 

Mishkin. 1985). Essa conotação afetiva dos estímulos sensoriais oriundos do 

ambiente seria sinalizada à MCPD, que, por sua vez, evocaria reações de defesa 

do tipo luta/fuga (Graeff et al., 1993).
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1.3 Neuroquímica da Ansiedade

Tem sido demonstrado o envolvimento de vários neurotransmissores com 

a ansiedade, tais como, aminas biogênicas (noroadrenalina, serotonina), 

aminoácidos (ácido gama-aminobutírico/GABA, glutamato e glicina), peptídeos 

(fator de liberação da corticotropina/CRF, hormônio adrenocorticotrófico/ACTH, 

colecistocinina/CCK) e esteróides (corticosterona; Prince et ai., 1995). Sendo 

assim, existe uma variedade de receptores para os mais diferentes tipos de 

hormônios, neuromoduladores e neurotransmissores. Entretanto, a maioria dos 

estudos enfoca os aminoácidos excitatórios, os aminoácidos inibitórios e a 

serotonia (5-HT).

A literatura tem revelado que drogas ansiolíticas, tais como os 

benzodiazepínicos (BDZ), potencializam as ações inibitórias do GABA, sobre os 

circuitos neuronais responsáveis pelos comportamentos defensivos (Graeff, 

1994). Esse efeito inibitório do GABA seria mediado pelos receptores do tipo 

GABAa no sistema nervoso central, aumentando a condutância ao cloreto e 

levando a hiperpolarização neuronal. Os receptores GABAa pós-sinápticos estão 

funcionalmente acoplados a um canal de cloreto, havendo ainda sítios 

moduladores das ações do GABA, denominados receptores BZD que aumentam 

a afinidade do GABA pelo seus receptores e, conseqüentemente, potencializam a 

inibição GABAérgica (Kandel, 1991). Coletivamente, esses componentes 

individuais são denominados complexo receptor-GABA/ionóforo cloreto (fig. 1 a e







(Mailick, 1970) e ratos (Panksepp, 1971). Além disso, os BDZs liberam o 

comportamento suprimido por punição em teste de conflito (Sepinwall & Cook, 

1978). Um efeito ansiolítico similar foi demonstrado através da administração de 

antagonistas de receptores do tipo NMDA para aminoácidos excitatórios 

(Stephens et al., 1991).

0  balanço entre aminoácidos excitatórios e GABA pode ser demonstrado 

em estruturas cerebrais individuais relacionadas ao comportamento defensivo. 

Resultados obtidos através da microinjeção de agonistas GABAa ou BZD na 

MCPD, demonstraram um efeito antiaversivo e/ou ansiolítico (Russo et al., 1993; 

Audi & Graeff, 1984, 1987; Brandão et al., 1982). Nesses experimentos, o efeito 

antiaversivo foi avaliado através do aumento do limiar de corrente elétrica 

aplicada na MCPD capaz de induzir o rato à fuga em uma “caixa de vai e vem” 

{shuttle-box), enquanto que o efeito ansiolítico foi avaliado através do teste do 

labirinto em cruz elevado (LCE; ver detalhes adiante, item 1.5). No teste de 

aversão, uma resposta de fuga é eliciada mediante uma estimulação elétrica, 

através de um eletrodo implantado diretamente em uma estrutura cerebral (por 

ex.: MCPD ou Hipotálamo). Existe um limiar para fuga no animal, isto é, até uma 

certa intensidade de estímulo, o comportamento de fuga não é eliciado. 

Entretanto, numa intensidade crítica de estímulo, a estimulação evoca 

comportamentos do tipo fuga e vocalizações. A menor intensidade de estímulo 

capaz de evocar fuga é denominada limiar aversivo. Drogas do tipo ansiolíticas 

aumentam esse limiar.

Viviane Patrícia Rosa________________________________________________________________ Introdução
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Contrastando com aqueles resultados, a injeção intra-MCPD de drogas 

que bloqueiam receptores GABAa ou que inibem a síntese endógena de GABA, 

induz o comportamento de “congelamento” alternado com fuga, corrida cega e 

saltos (Schmitt et al., 1986; Brandão et al., 1982). Um efeito ansiogênico 

semelhante, foi observado no labirinto em cruz elevado, através da administração 

de agonista parcial inverso BDZ na MCPD (Russo et al., 1993). Por outro lado, a 

microinjeção de antagonista de NMDA ou de glicina na MCPD, resultou em efeito 

antiaversivo e/ou ansiolítico (Graeff et al., 1993; Guimarães et al., 1991; Schmitt 

et al., 1990), enquanto que a microinjeção de aminoácidos excitatórios na MCPD, 

eliciou manifestações comportamentais e cardiovasculares características da 

reação de defesa (Bandier et al., 1991; Graeff et al., 1988; Bandier, 1988).

No hipotálamo medial, agonistas BDZs induzem efeito antiaversivo, 

enquanto que antagonistas GABAa, inibidores da síntese de GABA, evocam 

comportamento de fuga (Silveira & Graeff, 1992; Milani & Graeff, 1987; Schmitt et 

al., 1986). Apesar da dificuldade de estimular a amígdala, devido ao seu baixo 

limiar de convulsão, estudos com microinjeção de agonistas GABAa ou de BDZs 

na amígdala basolateral revelaram efeitos ansiolíticos em teste de conflito 

(Hodges et al., 1987; Petersen et al., 1985). Os resultados indicaram que os 

neurônios que comandam o comportamento defensivo estão localizados em 

vários níveis do sistema nervoso central (SNC), recebendo tanto sinais 

excitatórios quanto inibitórios, a partir de terminações nervosas contendo 

aminoácidos excitatórios e GABA, respectivamente (Graeff, 1994).

Viviane Patrícia Rosa________________________________________________________________ Introdução
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Dentre as monoaminas, a serotonina (5-HT) é a mais bem estudada, 

possuindo tanto ação facilitatória como inibitória sobre a ansiedade (Graeff, 

1994). A visão de que a 5-HT aumenta a ansiedade está baseada principalmente 

no efeito observado de drogas e lesões neurotóxicas em animais submetidos ao 

teste de conflito. Em geral, operações que diminuem a atividade da 5-HT no 

cérebro, liberam o comportamento suprimido por punição em ratos (Graeff, 1994). 

Provavelmente, o sítio de ação facilitatória da 5-HT sobre a ansiedade, encontra- 

se na amígdala, visto que a microinjeção de antagonistas do receptor da 5-HT na 

amígdala basolateral induz ao efeito ansiolítico e a microinjeção de agonistas do 

receptor da 5-HT aumenta a supressão comportamental determinada por punição 

(Hodges et al., 1987).

Por outro lado, estudos utilizando o comportamento de fuga, a partir da 

estimulação elétrica do mesencéfalo dorsal de ratos levam à conclusão de que a 

5-HT inibe o comportamento defensivo na MCPD (Graeff, 1994). Drogas que 

aumentam a atividade da 5-HT induzem efeito antiaversivo, enquanto que 

drogas que prejudicam a neurotransmissão da 5-HT, induzem a um efeito 

ansiogênico (Graeff, 1993). A microinjeção na MCPD de 5-HT ou de agonistas 

seletivos de receptores do tipo 5-HTia, revelou um efeito antiaversivo (Graeff et 

al., 1993; Schütz et al., 1985). 0  mesmo resultado foi encontrado com a 

administração de drogas que aumentam a concentração de 5-HT na fenda 

sináptica, seja através da inibição dos recaptadores (zimelidina), seja através do 

bloqueio dos receptores pré-sinápticos do tipo 5-HTib (propranolol; Nogueira & 

Graeff, 1991; Audi et al., 1988). Contudo, o efeito antiaversivo da 5-HT induzido

Viviane Patrícia Rosa________________________________________________________________ Introdução
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1.4 Considerações Clínicas

Do ponto de vista clínico, a ansiedade (dentro de certos limites) é 

considerada um estado emocional normal que não requer nenhum tipo de 

tratamento. Quando o quadro tende a se prolongar ou aprofundar, interferindo no 

desempenho diário do indivíduo, torna-se necessária uma avaliação clínica 

(Andrade et al., 1997).

A Associação Psiquiátrica Americana, através de seus Manuais de 

Estatística e Diagnóstico (DSM-IV; tabela 2), incorpora a melhor descrição para 

os transtornos ansiosos, ainda que a freqüente sobreposição de sintomas nos 

pacientes com transtornos ansiosos, dificulte muito a sua classificação em 

categorias exclusivas. Nessa classificação, a DSM-IV descreve os transtornos 

mais freqüentes, tais como, a ansiedade generalizada, o pânico, as fobias, o 

transtorno obsessivo-compulsivo e o transtorno do estresse pós-traumático.

O transtorno do pânico é caracterizado pela ocorrência de repetidos e 

súbitos ataques de medo, acompanhados de intensas manifestações 

autonômicas (palpitação, dispnea, tremores e tontura; Graeff, 1989). 0  transtorno 

do pânico com agorafobia refere-se ao pânico acompanhado da esquiva social. 

Já o termo agorafobia é utilizado para designar a esquiva de um conjunto de 

situações que inclui medo de sair ou ficar desacompanhado (por exemplo, entrar 

em lugares públicos diversos, abertos ou fechados). Nos casos mais graves, o 

paciente não consegue sair de casa, o que leva a um comprometimento de sua 

vida pessoal e familiar (Andrade et al., 1997).

15



A fobia caracteriza-se pelo medo persistente e irracional de um objeto ou 

situação específica (animais, altura, avião, etc), que resulta em necessidade de 

evitar tal estímulo (Andrade et al., 1997).

0  transtorno obsessivo-compulsivo, é caracterizado pela ocorrência 

involuntária de idéias, imagens ou impulsos repugnantes ou sem sentido 

(obsessão), que podem ser acompanhados da necessidade de realizar 

comportamentos estereotipados ou rituais (lavar compulsivamente as mãos) para 

aliviar a ansiedade (Graeff, 1996).

O transtorno de estresse pós-traumático consiste em reviver experiências 

traumáticas em sonhos ou como lembranças intensas e imagens do passado que 

invadem involuntariamente a consciência {flashbacks; Graeff, 1989). Na 

ansiedade generalizada, verifica-se a persistência por mais de um mês de um 

estado de apreensão constante, embora com intensidade flutuante, cuja causa 

não é identificável, acompanhado de tensão motora e hiper-reatividade 

neurovegetativa (Graeff, 1996).

Parecem existir influências genéticas na desordem de ansiedade 

generalizada, determinando um nível maior de ansiedade basal e uma 

propensão mais acentuada a reagir em situações estressantes (Graeff, 1996). 

Fatores genéticos seriam também importantes na desordem de pânico, porém 

não influiriam significativamente nas fobias. Coerentemente, estas últimas 

respondem bem aos tratamentos psicológicos e comportamentais (reformulação 

de atitudes, valores e hábitos), enquanto que a ansiedade generalizada e a
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desordem de pânico são mais suscetíveis ao tratamento farmacológico (Graeff, 

1990).

Tabela 2. Classificação dos transtornos ansiosos, segundo a DSM-IV (1994).

300.01 Transtorno de pânico sem agorafobia

300.21 Transtomo de pânico com agorafobia

300.22 Agorafobia sem história de transtomo de pânico 

300.29 Fobia específica

300.23 Fobia social

300.3 Transtomo obsessivo-compulsivo 

309.81 Transtorno de estresse pós-traumático

308.3 Transtomo de estresse agudo

300.02 Transtorno ansioso generalizado

293.89 Transtomo ansioso devido a . [indicar a condição clínica]

— .—  Ansiedade devido ao uso de substâncias [código dos transtornos 

devido ao uso de substâncias]

300.00 Transtomo ansioso não especificado_______________ _
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1.5 Modelo Animal de Ansiedade

Modelos animais de ansiedade são usados por duas razões principais: 

descobrir novos agentes terapêuticos e facilitar a compreensão de mecanismos 

implícitos das drogas empregadas (Green & Hodges, 1991; Lister, 1990; Treit, 

1985). Esses modelos utilizam diferentes procedimentos que podem ser 

agrupados em duas categorias gerais: modelos para respostas condicionadas e 

modelos para respostas não-condicionadas (File, 1992; Green & Hodges, 1991; 

Treit, 1985).

Os modelos para respostas condicionadas normalmente requerem algum 

tipo de privação (água, comida) e utilizam choque elétrico como estímulo aversivo 

(Gorenstein et al., 1997). Por exemplo, no teste de conflito, uma resposta 

instrumental do animal é pareada à apresentação imediata de um reforço (água 

ou alimento) de maneira que, cada resposta instrumental do animal (pressionar 

uma alavanca, no caso de ratos, ou bicar um disco, no caso de pombos) é 

reforçada pela apresentação de uma recompensa, o que garante a manutenção 

da resposta. Por outro lado, se a mesma resposta instrumental for punida através 

de um estímulo nocivo (por exemplo um choque elétrico), observa-se a extinção 

da resposta instrumental. Entretanto, quando o comportamento animal é pareado 

à apresentação simultânea de um reforço e uma punição, estabelecer-se-á uma 

situação de conflito no animal, caracterizada pela expectativa entre recompensa 

ou punição (Stein, 1968). 0  teste de punição tem sido considerado um modelo 

experimental de ansiedade, visto que drogas clinicamente úteis no tratamento da
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ansiedade são eficazes em facilitar a ocorrência de comportamentos suprimidos 

por punição.

Os modelos para respostas não-condicionadas possuem um alto grau de 

validade ecológica, pois baseiam-se em reações incondicionadas às situações 

experimentais que se aproximam mais das condições naturais, não implicando 

em privação de água, alimento ou utilização de choques elétricos. Nesse sentido, 

o comportamento exploratório tem-se destacado como uma ferramenta útil em 

modelos de ansiedade; esse comportamento é importante do ponto de vista 

homeostático, pois possibilita o encontro de parceiros e alimento, além de 

fornecer informações relevantes sobre eventuais ameaças ambientais, tais como 

predadores (Barnett, 1975).

Em 1955, Montgomery utilizando-se de um labirinto em forma de “Y”, 

contendo dois braços totalmente abertos e um terceiro braço fechado por 

paredes laterais, verificou que durante a exploração os animais exibiam 

preferência pelo braço fechado em relação aos abertos. Essa menor exploração 

dos braços abertos foi atribuída a uma maior habilidade dos mesmos em eliciar 

medo nos animais. Desse modo, foi proposto que quando um animal é colocado 

em ambiente não familiar, instala-se uma situação de conflito interno, 

caracterizado por uma pulsão exploratória (motivada talvez por curiosidade) 

associada a uma pulsão de esquiva ou evitação da exploração, motivada por 

medo (Montgomery, 1955). Esse conflito interno tem sido considerado análogo à 

ansiedade, sendo o estímulo de novidade, a principal fonte de motivação 

aversiva (Gray, 1982). De acordo com Gray, novidade corresponde a um estímulo
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incondicionado de medo, ou seja, um estímulo no qual uma espécie em particular 

é geneticamente preparada para interpretar como um sinal de perigo em 

potencial.

Já na década de 80, Handiey e Mithani (1984) acrescentaram um quarto 

braço ao labirinto utilizado anteriormente por Montgomery, tornando-o simétrico, 

em forma de cruz (labirinto em cruz elevado/LCE) com dimensões equivalentes e 

tendo dois braços abertos e dois fechados por paredes laterais, de forma que a 

preferência pelos braços abertos poderia ser expressada na forma de razão entre 

o número de entradas nos braços abertos e o número total de entradas (incluindo 

ambos os tipos de braços). Corroborando as observações iniciais de 

Montgomery, Pellow e colaboradores (1985) também demonstraram que quando 

ratos são submetidos ao LCE, gastam menos tempo e entram menos 

freqüentemente nos braços abertos em relação aos fechados. Essa aversão aos 

braços abertos poderia estar associada à ausência de superfícies verticais que 

impede o comportamento tigmotáxico dos animais e conseqüentemente reduz a 

exploração desse tipo de braço (Treit et al., 1993).

A característica aversiva dos braços abertos tem sido reforçada por 

estudos, demonstrando que a exposição forçada de ratos a esse tipo de braço 

promove maior elevação no nível sérico de corticosterona e ocorrência de 

comportamentos relacionados à ansiedade, tais como, "congelamento" e 

defecação, quando comparado aos braços fechados (Pellow et al., 1985).
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O LCE é um modelo multo difundido porque é rápido, simples e o 

equipamento é considerado de baixo custo; além disso, é válido do ponto de vista 

ecológico, porque utiliza “estímulos naturais” e não choques elétricos ou privação 

de alimento e ou água (Dawson & Tricklebank, 1995).

Estudos utilizando análise fatorial do comportamento de ratos submetidos 

ao LCE revelam que as variáveis “porcentagem de entradas” e de “tempo gasto” 

pelos animais nos braços abertos estão relacionadas inversamente ao nível de 

ansiedade dos mesmos. Por outro lado, as variáveis “número de entradas nos 

braços fechados” e “número total de entradas” se relacionam á atividade motora 

e exploração do animal, respectivamente (File, 1992). Assim, drogas com 

reconhecida atividade ansiolítica, tais como BDZ (como por exemplo diazepam e 

midazolam), aumentam a porcentagem de entradas e o tempo gasto pelos 

animais nos braços abertos, enquanto drogas com atividade ansiogênica 

reduzem ambas as variáveis (Pellowet al., 1985).

O teste do LCE tem sido submetido à validação em termos 

comportamentais, fisiológicos e farmacológicos para o estudo de medo/ansiedade 

em roedores (Lister, 1987; Pellow et al. 1985) e frequentemente revisado com 

respeito á sua utilidade para o estudo de drogas potencialmente ansiolíticas 

(Hogg, 1996; Dawson & Tricklebank, 1995; Handley & McBlane, 1993).

A exposição repetida de roedores ao teste do LCE tem revelado resultados 

conflitantes no tocante ao comportamento exploratório dos animais, mais 

especificamente á exploração dos braços abertos. Ainda que alguns grupos de
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pesquisa tenham demonstrado um estável perfil teste/reteste no tocante ao grau 

de exploração nos braços abertos (File, 1992; Lister, 1987 e Pellowet al., 1985), 

uma segunda exposição de roedores ao teste do LCE tem revelado reduzida 

exploração nesse tipo de braço, sugerindo uma elevação no nível de 

medo/ansiedade durante a segunda exposição (Espejo, 1997; Rodgers et al., 

1996; Treit et al., 1993). Esses resultados conflitantes podem ser atribuídos a 

inúmeros fatores, dentre os quais podemos citar: diferentes espécies, sexo, idade 

e até mesmo metodologia de trabalho.

Entretanto, a literatura também tem revelado que além de reduzir a 

exploração nos braços abertos durante a segunda exposição, a exposição prévia 

ao LCE também reduz ou abole o efeito ansiolítico de drogas benzodiazepínicas 

(File et al., 1993; File & Zangrossi, 1993 File, 1990). As explicações para esse 

fenômeno variam desde tolerância á droga (File, 1990), habituação locomotora 

(Dawson et al., 1994) e mudança no tipo de ansiedade experimental (File et al., 

1993; File & Zangrossi, 1993) contra o qual os benzodiazepínicos não são 

clinicamente efetivos. Essa última hipótese é interessante, na medida em que a 

ansiedade representa uma desordem psiquiátrica heterogênea, sendo que os 

benzodiazepínicos não se mostram eficazes em todas as suas formas de 

manifestação (Graeff, 1989). Além disso, a literatura é escassa em modelos 

animais que reflitam diferentes estados de ansiedade experimental. Se a 

ansiedade experimental exibida na segunda exposição difere qualitativamente 

daquela manifestada na primeira, então o teste do LCE poderia ser útil no
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preenchimento de uma carência da literatura no tocante ao estudo de diferentes 

formas de ansiedade.

Por outro lado, é possível que durante a primeira exposição ao labirinto, os 

animais adquiram informações a respeito do mesmo, que são evocadas durante a 

segunda exposição e conseqüentemente reduzem a exploração dos braços 

abertos. A influência dessas informações pode igualmente ser caracterizada ao 

longo da sessão (em blocos de um minuto), visto que no caso de camundongos, 

o comportamento exploratório dos braços abertos se reduz gradativamente ao 

longo da primeira sessão (Rodgers et al., 1996; Holmes & Rodgers, 1998).

Estudos detalhados do comportamento exploratório são relevantes, pois 

fornecem informações das diferentes variáveis (por exemplo, o número de 

entradas e a preferência pelos diferentes tipos de braços) ao longo da sessão, 

permitindo assim uma avaliação da ocorrência ou não de habituação para cada 

uma delas. Desde que a habituação representa a forma mais simples de 

aprendizagem, onde o animal gradualmente suprime uma resposta (explorar um 

ambiente, por exemplo) em um ambiente repetitivo (Platel & Porsolt, 1982), a 

análise temporal do comportamento exploratório se mostra promissora no tocante 

ao estudo de processos de plasticidade neural, tais como aprendizagem e 

memória.

A literatura não dispõe de uma caracterização temporal do comportamento 

exploratório de ratos durante a primeira e segunda exposições ao LCE; além 

disso, Rodgers e colaboradores (1996) e Holmes & Rodgers (1998), em seus
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estudos com camundongos, não utilizaram drogas ansiolíticas, o que impossibilita 

uma análise do efeito ansiolítico ao longo das sessões; a utilização de tais 

drogas permitiria uma melhor avaliação da influência do efeito ansiolítico sobre o 

comportamento dos animais durante a primeira e segunda exposições de ratos ao 

LCE.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

0  presente estudo teve como objetivo avaliar a evolução temporal do 

comportamento exploratório de ratos submetidos ao LCE, bem como caracterizar 

o efeito ansiolítico do midazolam sob a mesma ótica.

2.2 Específicos

>  Realizar uma análise temporal do comportamento exploratório de ratos 

no LCE, dividindo-se a sessão experimental em blocos de um minuto.

>  Caracterizar o efeito da administração prévia de uma dose ansiolítica de 

MDZ sobre a evolução temporal do comportamento exploratório de 

ratos no LCE.

>  Realizar uma análise temporal do comportamento exploratório de ratos 

durante uma segunda exposição ao LCE, comparando os 

comportamentos emitidos durante a primeira e segunda exposições.







3.2 Labirinto em Cruz Elevado

0  labirinto é constituído de quatro braços de igual tamanho (50 cm de 

comprimento por 10 cm de largura), e elevados a 50 cm do solo. Os braços são 

dispostos perpendicularmente, formando assim uma cruz e delimitando uma 

área central de 10 cm .̂ Dois braços são fechados por laterais de 40cm de altura, 

enquanto os braços restantes são abertos e circundados por uma pequena borda 

(1 cm) para reduzir a ocorrência de quedas (fig. 4). Quatro lâmpadas 

fluorescentes (15W), dispostas igualmente em forma de cruz a 100 cm acima do 

labirinto, foram utilizadas como única fonte de iluminação da sala.

Cada sessão teve início com a colocação do animal no centro do labirinto, 

com a face voltada para um dos braços fechados. Foi permitido ao animal 

explorar livremente o labirinto por 5 minutos, com o experimentador 

permanecendo em uma sala adjacente. Cada sessão foi filmada em VHS e 

posteriormente reproduzida para quantificação das variáveis comportamentais 

(número e porcentagem de entradas nos braços abertos, número de entradas nos 

braços fechados, bem como a porcentagem de tempo de permanência nos braços 

abertos). Definiu-se como “entrada” e “saída” de braço, a colocação das quatro 

patas do animal dentro ou fora do mesmo, respectivamente. Com o objetivo de 

evitar pistas odoríferas, após cada teste o labirinto foi limpo com tecido 

umedecido em álcool 20%. Todos os experimentos foram realizados entre 13.00 e 

17:00 horas. A eventual queda de um animal do labirinto implicou 

necessariamente na sua exclusão.
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3.3 Procedimento

3.3.1 Experimento 1

Os objetivos do experimento 1 foram:

1) Estabelecer uma curva dose/resposta de midazolam (MDZ), para a 

determinação da dose ansioiítica mais efetiva. Nesse sentido, foi 

utilizada uma análise padrão, considerando-se o tempo total de sessão.

2) Caracterizar a evolução temporal do comportamento exploratório de 

ratos previamente tratados com a dose ansioiítica mais efetiva de MDZ 

no LCE.

Trinta minutos antes de serem submetidos ao LCE, os animais receberam 

tratamento com MDZ (Dormonid®; Roche) nas doses de 0,5; 1,0 ou 1,5 mg.kg'''. 

A droga foi administrada por via intraperitoneal (i.p.), em um volume 

correspondente a 0,15 mL/lOOgr de peso corporal. O grupo controle recebeu 

volume equivalente de salina (NaCI - 0.9%). Após o regime de administração, os 

animais foram devolvidos às suas caixas de origem, no biotério.
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3.3.2 Experimento 2

0  experimento 2 teve como objetivo verificar a evolução temporal das 

diferentes variáveis comportamentais durante a segunda exposição ao LCE, bem 

como comparar o perfil comportamental exibido nas duas exposições.

0  procedimento foi desenvolvido de tal maneira que cada grupo recebeu 

duas injeções, uma previamente ao treino e outra previamente ao teste. Dois 

grupos de animais receberam um tratamento (i.p.) com salina (0,9%) ou MDZ (1,5 

mg.kg'^) e após 30 minutos foram submetidos ao LCE (como descrito no item 

3.2). Vinte e quatro horas após a sessão de treino, cada grupo foi subdividido em 

outros dois, sendo que cada subgrupo recebeu um segundo tratamento (i.p.) à 

base de salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg'^), e após 30 minutos foram novamente 

submetidos ao teste do LCE. Assim, o delineamento experimental implicou no 

estabelecimento de quatro grupos experimentais -  tabela 3.

Tabela 3 - Grupos experimentais do experimento 2
GRUPOS

EXPERIMENTAIS

1® Exposição 

(TREINO)

2® Exposição 

(TESTE)

1. SAUSAL SALINA SALINA

2. SAUMDZ SALINA MDZ

3. MDZ/SAL MDZ SALINA

4. MDZ/MDZ MDZ MDZ
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3.4 Análise Estatística

Uma vez que os dados não obtiveram distribuição normal (teste de 

Kolmogorov e Smirnov), utilizamos uma análise não paramétrica. A análise dos 

resultados foi feita levando-se em conta o tempo total de sessão e dividindo-se as 

sessões experimentais em blocos de um minuto (análise temporal). Cada bloco 

correspondeu à média aritmética de cada variável ± erro padrão da média 

(e.p.m.). 0  programa utilizado foi o Graphpad INSTAT, versão 3.0 (1997). As 

comparações entre os diferentes grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wailis 

(na comparação entre mais de dois grupos), seguido do teste de Dunn para 

múltiplas comparações. Na comparação entre dois grupos experimentais em cada 

minuto da sessão (grupo tratado com MDZ e grupo controle), utilizamos o teste de 

Mann-Whitney. As comparações entre as sessões (treino e teste) foram feitas 

pelo teste de Wilcoxon. As análises envolvendo a evolução temporal das 

diferentes variáveis dentro de cada grupo, ao longo da sessão, foram feitas pelo 

teste de Friedman. 0  nível de significãncia estatística considerado foi p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: 

Determinação da curva dose/resposta de MDZ em ratos 

submetidos ao LCE.

• Considerando o tempo total da sessão

O teste de KruskaI-WaIlis revelou diferença significativa entre os grupos 

experimentais com relação ao número de entradas (Kw= 15,711; 

p=0,0013), porcentagem de entradas (Kw=21,723; p<0,0001) e tempo de 

permanência nos braços abertos (Kw= 19,660; p=0,0002). O teste de Dunn 

para múltiplas comparações revelou que somente ratos tratados com MDZ 

(1,5 mg.kg"^) exibiram um aumento significativo na variável entradas nos 

braços abertos (p<0,001), em relação ao grupo tratado com salina (fig. 5). 

O tratamento prévio com MDZ (1,5 mg.kg’’ ) também foi efetivo em 

aumentar a porcentagem de entradas (p<0,001) e tempo de permanência 

nos braços abertos (p<0,001), em relação ao grupo controle (fig. 6).

Ratos tratados com MDZ (1,0 mg.kg"’ ) mostraram um aumento 

significativo, somente na variável porcentagem de entradas nos braços 

abertos (p<0,05) em relação ao grupo salina. O teste de Kruskaí-Wallis não 

detectou diferenças entre o grupo tratado com MDZ (0,5 mg.kg’’ ) e o grupo
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• Análise temporal (minuto a minuto) do comportamento 

exploratório de ratos tratados previamente com MDZ (1,5 mg.kg'^) 

no LCE.

O teste de Friedman revelou que apenas no grupo controle houve uma 

queda no número de entradas nos braços abertos ao longo da sessão 

(Fr=39,403; p<0,0001); o teste de Dunn para múltiplas comparações 

revelou que essa queda foi significativa no terceiro (p<0,05), quarto 

(p<0,001) e quinto minutos (p<0,01), em relação ao primeiro minuto (fig. 

7a). Uma comparação entre os grupos revelou que o grupo tratado com 

MDZ (1,5 mg.kg'^) apresentou um aumento significativo em relação ao 

grupo controle no segundo (U=138,00; p<0,001) e terceiro minutos 

(U=180,00; p<0,05) em relação ao número de entradas nos braços abertos 

(Teste de Mann-Whitney; fig. 7a).

Com relação ao número de entradas nos braços fechados, o teste de 

Friedman revelou que ambos os grupos experimentais tiveram uma 

redução significativa ao longo da sessão (salina: Fr=53,355; p<0,0001; 

MDZ: Fr=40,304; p<0,0001). No grupo controle, a queda no número de 

entradas nos braços fechados ocorreu no segundo (p<0,01), terceiro 

(p<0,001), quarto (p<0,001) e quinto minutos da sessão (p<0,001) em 

relação ao primeiro minuto (Teste de Dunn; fig. 7b). Já no grupo tratado 

com MDZ (1,5 mg.kg'^), a redução ocorreu no terceiro (p<0,05), quarto 

(p<0,001), e quinto minutos (p<0,001) em relação ao primeiro minuto da
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sessão. O teste de Mann-Whitney não revelou nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos ao longo da sessão (fig. 7b).

Da mesma forma, o teste de Friedman revelou uma queda no número 

total de entradas ao longo da sessão em ambos os grupos experimentais 

(salina: Fr=63,904; p<0,0001 e MDZ: Fr=44,370; p<0,0001); para o grupo 

salina, a redução para esta variável ocorreu no segundo (p<0,01), terceiro 

(p<0,001), quarto (p<0,001) e quinto minutos (p<0,001); para o grupo MDZ 

(1,5 mg.kg'^) a queda ocorreu no quarto (p<0,001) e quinto minutos 

(p<0,001; teste de Dunn). O teste de Mann-Whitney revelou diferença 

estatística entre os grupos no segundo (U=177,00; p<0,001), terceiro 

(U=193,50; p<0,05) e quarto minutos (U=190,00; p<0,05), com o grupo 

MDZ exibindo um aumento significativo para o número total de entradas 

em relação ao grupo salina (fig. 7c).

O teste de Friedman revelou que, tanto ratos que receberam salina 

como os que receberam MDZ (1,5 mg.kg'^), começaram e terminaram a 

sessão com a mesma porcentagem de entradas e tempo de permanência 

nos braços abertos (fig. 8). Somente o grupo salina apresentou queda para 

a porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos no quarto 

minuto (Fr=24,564; p=0,0001; Teste de Dunn, p<0,01) em relação ao 

primeiro minuto da sessão, que não se manteve no quinto minuto (fig. 8b). 

Quando comparados ambos os grupos experimentais, o teste de Mann- 

Whitney mostrou que o grupo tratado com MDZ (1,5 mg.kg'^) exibiu um 

aumento para porcentagem de entradas nos braços abertos, nos três
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primeiros minutos (1° min.: U=194,00; p<0,05; 2® min.: U=149,50; p<0,01; 

3® min.: U=176,50; p<0,01; fig. 8a). Com relação à porcentagem de tempo 

de permanência nos braços abertos, a elevação ocorreu nos quatro 

primeiros minutos em relação ao grupo tratado com salina (1® min.: 

U=192,00; p<0,05; 2® min.: U=112,00; p<0,001; 3® min.: U=138,00; 

p<0,001; 4° min.: U=188,50; p<0,05; fig. 8b). Embora o grupo MDZ 

demonstre uma tendência à maior porcentagem de entradas e tempo de 

permanência nos braços abertos no quinto minuto, esses aumentos não 

alcançaram significância estatística (fig.8).
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4.2 Experimento 2 

Evolução temporal das diferentes variáveis 

comportamentais em ratos submetidos a duas exposições 

ao LCE.

• Considerando o tempo total da primeira exposição (TREINO)

O teste de Mann-Whitney revelou que o grupo tratado com MDZ (1,5 

mg.kg'̂ ) exibiu um aumento significativo no número de entradas nos braços 

abertos em relação ao grupo controle (U=190,50; p<0,0001; fig.9). Com 

relação ao número de entradas nos braços fechados, a mesma análise não 

revelou nenhuma diferença entre os grupos (U=476,50; p=0,3799; fig. 9). 

No número total de entradas, o teste de Mann-Whitney detectou um 

aumento significativo do grupo tratado com MDZ (1,5 mg.kg'̂ ) em relação 

ao grupo controle (U=341,00; p=0,0093; fig. 9).

O tratamento prévio com MDZ (1,5 mg.kg'̂ ) foi efetivo em aumentar 

tanto a porcentagem de entradas (U=168,50; p<0,0001) quanto a 

porcentagem de tempo de permanência (U=929,00; p<0,0001) nos braços 

abertos (teste de Mann-Whitney; fig. 10).
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• Considerando a exposição (TREINO) em blocos de um minuto 

(análise temporal)

Os testes de Friedman (usado para avaliar a evolução comportamental 

das diferentes variáveis dentro da sessão), e Mann-Whitney (utilizado para 

verificar a ocorrência de diferença entre os grupos em cada minuto da 

sessão), revelaram resultados semelhantes àqueles encontrados no 

experimento 1 para as diferentes variáveis, o que pode ser visto nas 

figuras 11 e 12.
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• Considerando a 2° exposição (TESTE) em blocos de um minuto

O teste de Friedman não revelou nenhuma diferença estatística ao 

longo da sessão para o número de entradas nos braços abertos em 

nenhum dos grupo experimentais (SAÍ_/SAL: Fr=3,636; p=0,4574 

MDZ/MDZ: Fr=1,346; p=0,8536; SAL/MDZ: Fr=0,5116; p=0,9724 

MDZ/SAL: Fr=3,619; p=0,46(SAL/SAL: Fr=2,703; p=0,6087; MDZ/MDZ 

Fr=1,607; p=0,8074; SAL/MDZ; Fr=2,165; p=0,7055; MDZ/SAL: Fr=3,231 

p=0,5200;00; fig. 15a). Com relação ao número de entradas nos braços 

fechados, a mesma análise constatou que todos os grupos revelaram uma 

queda ao longo da sessão, demonstrando que o primeiro minuto é 

significativamente diferente do último. Para o grupo SAL/SAL (Fr=36,266; 

p<0,0001), a queda se manifestou no terceiro (p<0,01), quarto (p<0,001) e 

quinto minutos (p<0,001; Teste de Dunn); para MDZ/MDZ (Fr=29,584; 

p<0,0001) no segundo (p<0,01), terceiro (p<0,01), quarto (p<0,05) e quinto 

minutos (p<0,01; Teste de Dunn); para SAL/MDZ (Fr=20,630; p=0,0004) no 

quarto (p<0,05) e quinto minutos (p<0,05; Teste de Dunn) e para MDZ/SAL 

(Fr=31,980; p<0,0001) no segundo (p<0,05), terceiro (p<0,001), quarto 

(p<0,05) e quinto minutos (p<0,001; Teste de Dunn). Da mesma forma, 

houve uma queda no número total de entradas ao longo da sessão, para 

todos os grupos experimentais, com exceção do grupo SAL/MDZ 

(Fr=12,093; p=0,0167; Teste de Friedman, seguido do teste de Dunn; fig. 

15c). Para o grupo SAL/SAL (Fr=24,106; p<0,0001) a queda se manifestou 

no quarto (p<0,001) e quinto minutos (p<0,01); para MDZ/MDZ (Fr=21,921;
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p=0,0002), no segundo (p<0,05), terceiro (p<0,01) e quinto minutos 

(p<0,01) e para MDZ/SAL (Fr=28,531; p<0,0001) no terceiro (p<0,001) e 

quinto minutos (p<0,01). O teste de Mann-Whitney não revelou diferença 

estatística entre os grupos experimentais ao longo da sessão de teste para

o número de entradas nos braços abertos, fechados e número total de 

entradas (fig. 15).

No caso das variáveis porcentagem de entradas (SAL/SAL: Fr=2,703; 

p=0,6087; MDZ/MDZ; Fr=1,607; p=0,8074; SAL/MDZ: Fr=2,165; p=0.7055; 

MDZ/SAL: Fr=3,231; p=0,5200; fig.16a) e tempo de permanência nos 

braços abertos (SAL/SAL: Fr=2,436; p=0,6562; MDZ/MDZ: Fr=0,7037; 

p=0,9509; SAL/MDZ: Fr=2,936; p=0,5686; MDZ/SAL: Fr=4,044; p=0,4001; 

fig.16b), o teste de Friedman não revelou nenhuma diferença estatística ao 

longo da sessão para nenhum grupo experimental. Com relação às 

mesmas variáveis, o teste de Mann-Whitney não constatou nenhuma 

diferença entre os grupos experimentais ao longo da sessão de teste (fig. 

16).
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• Comparando as duas sessões fTREINO X TESTE>: considerando o

tempo total

O teste de Wilcoxon revelou que em todos os grupos experimentais, o 

número de entradas nos braços abertos na sessão de teste foi 

estatisticamente menor, em relação á sessão de treino; SAUSAL 

(p<0,001), MDZ/MDZ (p<0,01), SAL/MDZ (p<0,01), MDZ/SAL (p<0,01; fig. 

17a). Em relação ao número de entradas nos braços fechados, a mesma 

análise não revelou nenhuma diferença entre as duas sessões (treino e 

teste) para os grupos SAL/SAL (p=0,1685) e MDZ/SAL (p=0,1311); 

entretanto, nos grupos MDZ/MDZ (p<0,01) e SAL/MDZ (p<0,01) ocorreu 

uma diminuição significativa na sessão de teste em relação ao treino (fig. 

17b). A análise revelou que todos os grupos apresentaram uma queda no 

número total de entradas durante a sessão de teste, em relação à sessão 

de treino (teste de Wilcoxon); SAL/SAL (p<0,01), MDZ/MDZ (p<0,01), 

SAL/MDZ (p<0,001), MDZ/SAL (p<0,01; fig. 17c).

O teste de Wilcoxon revelou que todos os grupos experimentais 

apresentaram uma queda significativa na porcentagem de entradas nos 

braços abertos durante a sessão de teste, em relação ao treino; SAL/SAL 

(p<0,001), MDZ/MDZ (p<0,01), SAUMDZ (p<0,05), MDZ/SAL (p<0,01; fig. 

18a). A mesma análise revelou que para todos os grupos experimentais, a 

porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos na sessão de 

teste foi estatisticamente menor do que aquela exibida na sessão de treino;
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• Comparando as duas sessões (TREINO X TESTE): considerando 

blocos de um minuto (análise temporal)

O teste de Wilcoxon revelou que o número de entradas nos braços 

abertos foi menor nos dois primeiros minutos da sessão de teste para todos 

os grupos experimentais (SAL7SAL: 1® min., p<0,001; 2° min., p<0,05; 

SAL/MDZ: 1® min., p<0,01; 2® min., p<0,05; MDZ/SAL: 1® min., p<0,01; 2® 

min., p<0,01), com exceção do grupo MDZ/MDZ, onde essa diferença 

também ocorreu no terceiro minuto (MDZ/MDZ: 1® min., p<0,05; 2® min., 

p<0,05; 3® min., p<0,01; fig. 19).

Com relação ao número de entradas nos braços fechados, o teste de 

Wilcoxon não revelou nenhuma diferença estatística entre treino e teste ao 

longo das sessões para os grupos SAL/SAL e MDZ/SAL (fig. 20); já para os 

grupos MDZ/MDZ e SAL/MDZ, o número de entradas nos braços fechados 

foi estatisticamente menor na sessão de teste que na sessão de treino 

(MDZ/MDZ: 2® min., p<0,01 e 3® min., p<0,001; SAL/MDZ: 1® min., p<0,001 

e 4® min., p<0,05; fig. 20).

A análise revelou que o número total e entradas foi menor nos 

primeiros minutos da sessão de teste para todos os grupos experimentais. 

Para o grupo SAL/SAL, a redução ocorreu no primeiro (p<0,001) e segundo 

minutos (p<0,05); MDZ/MDZ no primeiro (p<0,01), segundo (p<0,01) e 

terceiro minutos (p<0,001); SAL/MDZ no primeiro (p<0,001) e segundo
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minutos (p<0,01) e para MDZ/SAL no primeiro (p<0,01), segundo (p<0,01) 

0 terceiro minutos (p<0,001, teste de Wilcoxon; fig. 21).

O teste de Wilcoxon revelou que a porcentagem de entradas nos 

braços abertos durante a sessão de teste foi estatisticamente menor que 

na sessão de treino, no primeiro (p<0,01) e segundo minutos (p<0,05) para 

o grupo SAL/SAL, no primeiro (p<0,01), terceiro (p<0,01) e quarto minutos 

(p<0,05) para o grupo MDZ/MDZ, no primeiro (p<0,01) e segundo minutos 

(p<0,05) para o grupo SAL/MDZ e no primeiro (p<0,01), segundo (p<0,01) 

e quinto minutos (p<0,05) para o grupo MDZ/SAL (fig. 22).

A porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos na 

sessão de teste foi estatisticamente menor que no treino (SAL/SAL: 1® min., 

p<0,001 e 2® min., p<0,05; MDZ/MDZ: 1° min., p<0,05, 2° min., p<0,05, 3® 

min., p<0,001 e 4® min., p<0,05; SAL/MDZ: 1® min., p<0,01 e 2® min., 

p<0,05; MDZ/SAL: 1® min., p<0,01, 2® min., p<0,01, 4® min., p<0,01 e 5® 

min., p<0,001; Teste de Wilcoxon; fig. 23).
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5. DISCUSSÃO

0  labirinto em cruz elevado (LCE; Handley & Mithani, 1984) é um 

teste comportamental baseado no comportamento exploratório de roedores 

extensivamente utilizado para o estudo da ansiedade experimental (Treit, 1985; 

Lister, 1990).

Com base em estudos de análise fatorial do comportamento de ratos 

no LCE, um efeito ansiolítico típico se caracteriza por um aumento seletivo na 

exploração dos braços abertos, sem alteração na exploração dos braços 

fechados. De fato, o efeito ansiolítico de drogas do tipo benzodiazepínicas tem 

sido amplamente demonstrado na literatura através do teste do LCE (Cruz et al., 

1994; File, 1993; Treit et al., 1993; File, 1990; Pellowet al., 1985), onde a análise 

das variáveis que refletem o nível de ansiedade dos animais {“porcentagem de 

entrada^’ e “porcentagem de tempo de permanência” nos braços abertos) é feita 

considerando-se o tempo total de sessão. Os resultados demonstraram que o 

presente estudo está em concordância com os dados de literatura; o tratamento 

prévio com MDZ aumentou a “porcentagem de entradas” e “porcentagem de 

tempo de permanência” nos braços abertos sem alterar “número de entradas” nos 

braços fechados, corroborando assim resultados anteriores, demonstrando o 

efeito ansiolítico de drogas do tipo benzodiazepínicas no LCE. Os resultados 

ainda demonstraram que o tratamento prévio com MDZ na dose de 1,5 mg.kg"' 

promoveu um efeito ansiolítico mais evidente; na dose de 1,0 mg.kg'\ apenas a 

"porcentagem de entradas” nos braços abertos foi aumentada pela droga. .



Recentemente, tem sido proposta uma análise mais detalhada, 

dividindo-se o tempo total da sessão em biocos de um minuto (Holmes & 

Rodgers, 1998; Rodgers et ai., 1996), o que permite uma demonstração da 

evolução temporal das variáveis comportamentais ao longo dos cinco minutos da 

sessão. Nesses estudos, foi demonstrada uma redução, a partir do segundo 

minuto da sessão, do comportamento exploratório de camundongos em relação 

aos braços abertos. Por outro lado, os animais exibiram um aumento do número 

de entradas nos braços fechados a partir do segundo minuto (Holmes & Rodgers, 

1998).

Contrastando com esses resultados, o presente estudo mostrou que a 

atividade geral de ratos, avaliada pelo número total de entradas, diminuiu ao 

longo da sessão. A princípio, esta redução na exploração poderia estar associada 

a um aumento da ansiedade eliciada pela exposição ao LCE, já que no grupo 

controle houve uma redução no número de entradas nos braços abertos a partir 

do terceiro minuto. Porém, também houve uma redução significativa no número 

de entradas nos braços fechados já no segundo minuto, que, segundo estudos de 

análise fatorial, está relacionada a uma redução da atividade motora. Assim, essa 

redução na exploração do labirinto não pode ser atribuída a um aumento da 

ansiedade, mas a uma habituação locomotora, decorrente de uma gradativa 

supressão da atividade motora, em resposta ao estímulo ambiental repetido. Na 

verdade, embora "porcentagem de entradas” e “porcentagem de tempo de 

permanência” nos braços abertos tenham diminuído ao longo da sessão, essa 

redução não alcançou significãncia estatística, indicando assim que a preferência 

pelos braços não foi afetada ao longo da sessão, e demonstrando que o nível de
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ansiedade não se alterou durante a sessão, embora os animais exibissem 

significativa redução na exploração geral do LCE.

Os resultados demonstraram que a redução na exploração dos braços 

fechados ocorreu primeiro (segundo minuto), em relação aos braços abertos 

(terceiro minuto); essa redução inicial na exploração dos braços fechados pode 

ser atribuída ao fato de os animais exibirem preferência pelos braços fechados já 

no primeiro minuto, podendo assim se habituar antes com o local no qual tiveram 

maior contato. É possível que esses resultados contraditórios em relação aos 

estudos de Holmes & Rodgers (1998), possam estar associados ao tipo de animal 

experimental em questão e/ou a diferenças metodológicas, ' especialmente os 

critérios para definição de entrada e saída do braço usado pelos mesmos (por ex.; 

entrada no braço definida como a colocação das quatro patas dentro do braço e 

saída definida como a colocação das duas patas dianteiras sobre a plataforma 

central). Esta diferença na definição de “entrada” e “saída” de braço pode 

representar uma fonte importante de contaminação e seria então importante, que 

um mesmo critério fosse utilizado, evitando assim variações dentro e entre 

laboratórios (Rodgers & Cole, 1994).

0  presente estudo também mostrou que o tratamento prévio com MDZ 

(pelo menos na dose usada) não impediu habituação locomotora, mas pôde 

retardá-la, visto que a redução do "número de entradas” nos braços fechados 

ocorreu no terceiro minuto da sessão. Embora houvesse uma tendência para 

redução das variáveis '‘porcentagem de entradas” e “porcentagem de tempo de
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permanência" nos braços abertos a preferência pelo tipo de braço foi 

estatisticamente igual no início e no término da sessão.

Uma análise comparativa entre o grupo MDZ e o grupo salina, 

demonstrou que os animais tratados com MDZ apresentam elevada “porcentagem 

de entradas" nos braços abertos no primeiro, segundo e terceiro minutos da 

sessão. Entretanto, a “porcentagem de tempo de permanência” nos braços 

abertos, permanece elevada durante os quatro minutos iniciais; esses resultados 

indicam que o efeito ansiolítico ocorreu de forma mais clara no período inicial da 

sessão, especificamente nos três primeiros minutos. No final da sessão, o 

tratamento com MDZ se mostrou ineficaz em alterar “porcentagem de entradas” e 

“porcentagem de tempo de permanência" nos braços abertos. Essa ausência de 

efeito ansiolítico não deve ser atribuída a questões farmacocinéticas, tais como 

alterações na concentração plasmática de MDZ, dado o curto tempo do teste (5 

min.).

Entretanto, tem sido demonstrado na literatura que os benzodiazepínicos 

são ineficazes em reduzir a ansiedade em ratos com experiência prévia no LCE 

(File, 1993; File et al., 1993; File & Zangrossi, 1993; Rodgers et al. 1992; File et 

al., 1990). As explicações para esse fenômeno variam desde tolerância à droga 

(File, 1990), habituação locomotora (Dawson et al., 1994) e mudança no tipo de 

ansiedade experimental (File et al., 1993; File & Zangrossi, 1993) contra o qual os 

benzodiazepínicos não são efetivos. Essa última hipótese é interessante, na 

medida em que ansiedade representa uma desordem psiquiátrica heterogênea, 

sendo que os benzodiazepínicos não se mostram efetivos em todas as suas
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formas de manifestação (Graeff, 1989). A manifestação de um outro tipo de 

ansiedade experimental parece ser adquirida ainda durante a primeira exposição 

do animal ao LCE (File et al., 1993). Portanto, a ineficácia dos benzodiazepínicos 

durante uma segunda exposição ao LCE, associada à perda do efeito ansiolítico 

no final da sessão, verificada no presente estudo, pode sugerir uma mudança 

qualitativa na ansiedade experimental já no final da primeira exposição ao LCE.

Em uma segunda exposição dos animais ao LCE, o tratamento prévio 

com MDZ não demonstrou seu efeito ansiolítico, como amplamente relatado na 

literatura. A análise temporal revelou que na sessão de teste, o número de 

entradas nos braços abertos descreve uma reta, sugerindo que a aprendizagem 

adquirida se manteve por 24 horas após a primeira exposição. Em relação aos 

braços fechados, uma segunda exposição, novamente promove uma queda na 

exploração no decorrer do teste; esse padrão de resposta talvez possa ser 

explicado pela menor conotação afetiva dos braços fechados (Pellow et al., 1985). 

Assim, a habituação para esse tipo de braço pode ser de curta duração. Outros 

estudos serão necessários para maiores conhecimentos a respeito.

A probabilidade de ter ocorrido estado de dependência à droga, ou 

seja, o comportamento exploratório do animal ser dependente do estado químico 

gerado pela presença da droga, foi descartado, tendo em vista que os grupos 

experimentais MDZ/MDZ e SAL/MDZ apresentaram um perfil comportamental 

idêntico na sessão de teste. Os demais grupos, SAL/SAL e MDZ/SAL, também 

comprovaram essa hipótese, demonstrando um delineamento das variáveis 

analisadas semelhante aos demais grupos. Portanto, animais re-expostos ao LCE
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descrevem o mesmo comportamento exploratório, independentemente do 

tratamento prévio ao treino e ao teste.

Considerando-se o tempo total de sessão, uma comparação entre as 

duas sessões (treino e teste), revelou uma redução no comportamento 

exploratório {“número de entrada^’ nos braços abertos e o “número total de 

entradas^’) na sessão de teste. As porcentagens de entrada e tempo de 

permanência nos braços abertos também revelaram queda na sessão de teste, o 

que indica um aumento na ansiedade em relação à primeira exposição ao LCE. 

Contudo, em relação aos braços fechados, a queda na sessão de teste só 

ocorreu para os grupos tratados com MDZ previamente ao teste. Não temos uma 

explicação plausível para esse fato, mesmo porque, o tempo de meia vida do 

MDZ é curto (2 horas) e descarta a possibilidade de efeitos residuais 24 horas 

após a administração. Além disso, os resultados mostraram que a dose de MDZ, 

utilizada na administração pré-treino, é apenas ansiolítica e não sedativa.

A análise temporal entre as sessões de treino e teste, revelou que o 

comportamento exploratório {“número total de entradas“) e o nível de ansiedade 

(^'porcentagem de entradas” e “porcentagem de tempo de permanência” nos 

braços abertos) diferem no início das sessões (independentemente do tratamento 

prévio às sessões). Na sessão de teste, os animais apresentaram menor 

exploração, associada a um maior nível de ansiedade, em relação ao início da 

sessão de treino; no final das sessões não houve diferenças entre as variáveis 

citadas, demonstrando que ao final das sessões os animais apresentam 

comportamento exploratório e nível de ansiedade iguais. Com relação aos braços
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fechados, não ocorreram diferenças importantes entre treino e teste, sugerindo 

que a atividade motora não se alterou entre as sessões de treino e teste.
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6. CONCLUSÕES

>  Ratos submetidos ao teste do LCE exibem exploração reduzida ao longo 

da sessão.

^  A queda na exploração não está associada ao aumento da ansiedade, 

mas sim à habituação locomotora.

>  0  efeito ansiolítico do MDZ é mais evidente nos três primeiros minutos da 

sessão e está ausente no final da sessão.

>  0  efeito ansiolítico não impede a ocorrência da habituação locomotora.

>  A exploração geral do labirinto em cruz elevado é menor na segunda 

exposição, devido a um aumento da ansiedade no início da sessão.
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