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RESUMO

A principal abordagem do presente trabalho, diz respeito a avaliagao
temporal do efeito ansiolitico do midazolam (MDZ), em ratos submetidos a duas
exposicdes consecutivas ao labirinto em cruz elevado (LCE). Considerando-se o
tempo total de sessdo durante a primeira exposi¢cdo dos animais, o tratamento
prévio com MDZ (1,5 mg.kg“) foi efetivo em aumentar as variaveis porcentagens
de entrada e tempo de permanéncia nos bragos abertos, sem que o numero de
entradas nos bracos fechados fosse alterado, demonstrando assim um efeito
ansiolitico classico. Uma analise mais detalhada, dividindo-se a sessao em blocos
de um minuto, revelou que o nimero de entradas nos bracos abertos, fechados e
numero total de entradas diminuiu ao longo da sess&o, tanto para o grupo tratado
com MDZ como para o grupo tratado com salina, sugerindo a ocorréncia de
habituacio locomotora, que se manifesta ja nos dois minutos iniciais da sessao e
ndo é alterada pelb efeito ansiolitico induzido pelo tratamento prévio com MDZ.
Em ambos os grupos experimentais, a porcentagem de entrada e tempo de
permanéncia nos bragcos abertos n&o se alterou entre o primeiro e quinto minutos
da primeira exposicdo, sugerindo que o nivel de ansiedade nao foi alterado no
decorrer da sessdo. O efeito ansiolitico do MDZ foi mais evidente nos trés
primeiros minutos da sesééo, devido a um aumento significativo das porcentagens
de entrada e tempo de permanéncia nos bracos abertos. O efeito ansiolitico
induzido pélo tratamento prévio com MDZ foi menos evidente no quarto minuto e
desapareceu no quinto minuto da sesséo. '

Quando comparado o comportamento‘ dos animais has duas
exposicdes ao LCE, observou-se que todas as variaveis foram Vestatisticémente
menores na segunda exposi¢do, o que sugere uma habituagdo locomotora
(quando verificado 0 numero de entradas nos bragos fechados), agora associada
a um aumento da ansiedade (quando levadas em conta as porcentagens de
entrada e tempo de permanéncia nos bragos abertos). Como amplamente
relatado na literatura, o tratamento com MDZ previamente a segunda exposicao
foi ineficaz em induzir um efeito ansiolitico; esse fato, associado a auséncia de
efeito ansiolitico no final da primeira exposicéo, fortalece a hipétese de que o tipo
de ansiedade experimental exibida durante a segunda exposi¢cdo, pode ser
observada ja no final da primeira exposicdo 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.INTRODUGCAO

1.1 Medo e Ansiedade

Ansiedade e medo representam o primeiro sistema de defesa corporal
contra um estimulo ameacador ou perigo iminente (Gray, 1982). A ansiedade
representa uma resposta do organismo a um vestimulo ameagador desconhecido
ou conflito internd, enquanto o medo envolve uma resposta a um estimulo
ameacador reconhecido. A ansiedade pode ser duradoura, pois n&o existe um
estimulo dbvio para ser evitado ou para se fugir. O medo € limitado ao término do

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

A ansiedade tem sido caracterizada por apreensdo, nervosismo,
inquietacdo, tensdo, agitacdo e, via de regra, € acompanhada por sinais de
hiperatividade simpética, tais como tremores, sudorese, elevada presséo arterial
e taquicardia (Van Riezen & Segal, 1988). As alteracdes psicofisiolégicas que
compdéem o0 medo sdo semelhantes as da ansiedade, podendo-se admitir a
identidade basica dos mecanismos neurais‘ que integram ambos os estados

emocionais (Graeff, 1989).

Apesar de possuirem definicbes préprias, alguns autores nao fazem
distingéo entre medo e ansiedade, tratando-os como um unico fendmeno (Julou
et al.,, 1985) ehquanto outros, os consideram estados emocionais diferentes
(Appiebaum, 1992). Diante desse impasse encontrado na literatura, o presente

trabalho assumira ansiedade e medo como estados emocionais analogos.
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Do _ponto de vista filogenético, a medida que os mamiferos foram
submetidos a constantes desafios de sobrevivéncia, seu sistema nervoso central
passou a aperfeicoar circuitarias neuronais responsaveis pelo controle de
estratégias comportamentais contra situagbes ameagadoras em seu habitat
(LeDoux, 1996). De forma introspectiva, as atividades desses circuitos foram
percebidas como emog¢des basicas, tais como, medo e raiva (Panksepp, 1982).
Ao longo da evolugdo, esses circuitos neuronais passaram a ser ativados :por
estimulos ou situagbes ambientais neutras, desde que tivessem sido previamente
associadas a uma ameaga ou perigo (Gray, i982). Assim, a capacidade de
processar estimulos e compara-los com informagbes armazenadas na membria,
sao fundamentais para a detecgéo e avaliagéo dd perigo, onde a interpretacéo do
estimulo é de natureza cognitiva. Portanto, um estimulo ameacgador pode ser
inato (predador, agressor) ou aprendido, que por associagdo repetida adquirem

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

Quéndo um animal é confrontado com uma ameaga a sLla integridade
fisica ou a sua prépria sobrevivéncia, apresenta um conjunto de respostas
comportaméntais e neurovegetativas que caracterizam a reacdo de medo. No
homem, sabemos que essas respostas s&o acompanhadas de uma experiéncia

extremamente desagradavel (Graeff,' 1996).

Desse modo, estimulos ambientais  sinalizando perigo (inatos ou
aprendidos) ativariam circuitos neuronais responsév'eis por um repertorio
comportamental defensivo. Esse repertério englobaria um conjunto de estratégias
cOmportamentais de defesa ou prdtegéo, que visam evitar ou fugir do perigo, em
funcao. dos diferentes niveis de ameaga 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
niveis de defesa, ou seja, um repertério comportamental caracteristico, que pode
ser eli'cia»do de acordo com as caracteristicas do estimulo ameacador. O primeiro
nivel de defesa se expreséa qguando o animal é exposto a um perigo incerto
(quando a situagdo é nova ou quando um estimulo ameacador ja tenha sido
encontrado anteriormente no‘ mesmo ambiente). Nessa situagdo, o animal
assume um -comportament.o exploratério caracterizado por locomogao cautelosa,
mantendo o corpo estendido, com o ventre rente ao solo, avangando e recuando
a cabeca repentinamente, com persistente exploracao olfativa do ambiente. Esse

padrdo comportamental foi denominado “avaliacéo de risco” (risk assessment,



Viviane Patricia Rosa Introducdo

Blanchard & Blanchard, 1988). O comportamento de “avaliagdo de risco” seria
equivalente a ansiedade e mediada pelo sistema septo-hipocampal e amigdala

(Gorenstein et al., 1997).

Tabela 1.»Niveis de defesa, possivel base ne

| e emo §e§ associadas (Graeff, 1996).

Potencial

Investigagéo
cautelosa

Amigdala/Sistema
Septo-hipocampal
(S-H)

Hipotalamo medial
Matéria Cinzenta
Periaquedutal dorsal
(MCPD)

Ansiedade Raiva/Panico

O segundo nivel de defesa é eliciado quando o estimulo ameacador &
identificado, porém ainda a uma longa distancia; nesse caso, a reagéo tipica de
defesa € a imobilidade tensa (Graeff, 1996) ou congelamento (Fanselow, 1980).
Essa reacéo é caracterizada por intensa imobilidade, com respiragao irregular e
eventualmente movimentagdo das vibrissas. Supde-se que estas reagdes
correspondam a emogao de medo e estruturas como o nucleo mediano da Rafe e
sistema septo-hipocampal estejam envolvidas na sua modulagédo (Gorenstein et

al., 1997).

O terceiro nivel de defesa é obtido quando a fonte de perigo encontra-se
muito préxima ou em contato com o animal. Nessa situagcéo, o animal manifesta
uma reagdo vigorosa do tipo luta/fuga (fight/flight) caracterizada por fuga

(Panksepp et al, 1970) e defesa afetiva, representada por posturas
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ameacadoras, vocalizagbes e eventualmente ataques (quando a fuga ndo é
possivel; Blanchard & Blanchard, 1988). A amigdala e a matéria cinzenta
periaquedutal (MCPD) estariam envolvidas nesses comportamentos (Graeff,

1990), que poderiam ser analogos a raiva e panico em humanos (Graeff, 1996).

O comportamento defensivo pode ainda ser acompanhado de intensas
alteragbes neurovegetativas e endocrinas, o que demonstra que medo e
ansiedade sdo estados psicobiologicos, expressados simultaneamente em nivel
psicoloégico, comportamental e fisioldégico (Graeff et al., 1993). Por exemplo,
durante o comportamento de “congelamento”; ocorrem tremores musculares,
irregularidade dos movimentos respiratérios, bater de dentes, piloerecéo, micgéo,
defecagéo e exoftalmia (olhos bem abertos e salientes). Por outro lado, a luta ou
a fuga sdo precedidas e acompanhadas de alteragdes cardiovasculares e
respiratérias, tais como, aumento da frequéncia cardiaca, elevagdo da presséo
sanguinea arterial, aumento da ventilagdo pulmonar (movimentos respiratérios
mais amplos e rapidos), aumento da irrigagdo dos musculos esqueléticos, além
de diminuigdo do fluxo sanguineo cutaneo e visceral (Torgersen, 1990). Essas
alteracbes sdo importantes do ponto de vista fisiolégico e comportamental, visto
que a percep¢do das respostas autondmicas parece acentuar a sensagdo de
ansiedade. Admite-se que a inibicdo dessas respostas por drogas bloqueadoras
autondmicas (bloqueadores B-adrenérgicos, por exemplo propranolol), possa

atenuar a ansiedade (Graeff, 1996).

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

de estruturas cerebrais denominadas “sistema de inibicdo comportamental”’,
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representado pelo septo e pelo hipocampo (sistema septo-hipocampal). O
sistema septo-hipocampal parece ser responsavel pela comparagéo entre
informacdes recebidas do ambiente externo, com aquelas armazenadas no
sistema limbico (Gray, 1982). O resultado dessa comparacéo poderia induzir o
sistema septo-hipocampal a atuar através de duas modalidades distintas: a
modalidade “checagem” (checking) e a modalidade “controle” (control, Gray,

1982).

A modalidade “checagem” ocorreria quando o animal fosse submetido a
uma situacdo nova, levando-o a checagem da existéncia de algum perigo em
potencial nesse ambiente novo. Para tanto, o animal passaria a se locomover de
forma cautelosa, com persistente exploragéo olfativa do ambiente. Atuando
através desse modo, o sistema de inibicdo comportamental poderia ser
importante no controle da “avaliagéo de risco” (Graeff, 1994). Por outro lado,
quando a informagcdo armazenada na memoéria sinalizasse “perigo/ameaca’, o
sistema septo-hipocampal passaria a funcionar na modalidade “controle”. Neste
caso, ocorreria uma inibicdo comportamental, com aumento do nivel de vigilancia
e a atengdo do animal seria dirigida a possiveis fontes de perigo (Graeff, 1996).
Operando através da modalidade “controle’, o sistema de inibigdo
comportamental poderia evocar o comportamento de “congelamento” (Graeff,

1994).

Além da formacdo septo-hipocampal e estruturas relacionadas ao
comportamento defensivo, outras estruturas cerebrais também sao igualmente

importantes na regulacdo da ansiedade, tais como, MCPD, hipotalamo e
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amigdala (Graeff, 1996; Silveira et al., 1993), além dos cortex piriforme e
entorrinal, talamo, coliculo superior e inferior, nicleos da rafe e locus coeruleus
(Silveira et al., 1993). Tem sido proposto ademais, que a amigdala seria
responsavel em designar um significado afetivo aos estimulos ambientais,
avaliando o grau de ameaga que eles representarh ao organismo (Aggleton &
Mishkin, 1985). Essa conotagdo afetiva dos estimulos sensoriais oriundos do
ambiente seria sinalizada a MCPD, que, por sua vez, evocaria reagdes de defesa

do tipo luta/ffuga (Graeff et al., 1993).
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1.3 Neuroquimica da Ansiedade

Tem sido demonstrado o envolvimento de varios neurotransmissores com
a ansiedade, tais como, aminas biogénicas (noroadrenalina, serotonina),
aminodcidos (acido gama-aminobutirico/GABA, glutamato e glicina), peptideos
(fator de liberagdo da corticotropina/CRF, horménio adrenocorticotréfico/ACTH,
colecistocinina/CCK) e esteréides (corticosterona; Prince et al., 1995). Sendo
assim, existe uma variedade de receptores para os mais diferentes tipos de
hormonios, neuromoduladores e neurotransmissores. Entretanto, a maioria dos
estudos enfoca os aminoacidos excitatérios, os aminoacidos inibitérios e a

serotonia (5-HT).

A literatura tem revelado que drogas ansioliticas, tais como os
benzodiazepinicos (BDZ), potencializam as a¢des inibitérias do GABA, sobre os
circuitos neuronais responsaveis pelos comportamentos defensivos (Graeff,
1994). Esse efeito inibitério do GABA seria mediado pelos receptores do tipo
GABA. no sistema nervoso central, aumentando a condutancia ao cloreto e
levando a hiperpolarizagédo neuronal. Os receptores GABAa pds-sinapticos estéo
funcionalmente acoplados a um canal de cloreto, havendo ainda sitios
moduladores das a¢des do GABA, denominados receptores BZD que aumentam
a afinidade do GABA pelo seus receptores e, consequentemente, potencializam a
inibicdo GABAérgica (Kandel, 1991). Coletivamente, esses componentes

individuais séo denominados complexo receptor-GABA/ionéforo cloreto (fig. 1a e
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fig. 1b) e estdo envolvidos na mediagdo e modulagdo da transmissdo GABA-

érgica (Kandel, 1991).

Figura 1a - Representagdo esquematica do complexo receptor-
GABAV/ionéforo cloreto, em secgéo do plano da membrana celular. GABA =
receptor de GABA; B = receptor de BZD; BP = receptor de barbitirico e
picrotoxina, considerado como intimamente associado ao ionéforo de
cloreto; Cl "= canal de cloreto (retirado de Sellers & Khanna, 1991).
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Em modelos animais de ansiedade, maior atengcdo tem sido dada a
capacidade dos benzodiazepinicos de elevar o comportamento de exploragéo e
aumentar a ocorréncia de comportamentos suprimidos por estimulos aversivos

(Hobbs, et al., 1996).

Figura 1b - Representagdo esquematica do complexo macromolecular
GABA-receptor. | = ion6foro contendo o canal de cloro; BR = receptor
benzodiazepinico; GR = receptor GABA (retirado de Burnham, 1991).

Por outro lado, a literatura tem revelado que o comportamento defensivo
pode ser regulado tanto por aminoacidos excitatérios como inibitérios, agindo em
diregbes opostas. Tem sido demonstrado que a injecéo periférica de BDZ atenua

a agressdo eliciada por estimulagéo elétrica no hipotadlamo medial em gato

10
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(Mallick, 1970) e ratos (Panksepp, 1971). Além disso, os BDZs liberam o
comportamento suprimido por punicdo em teste de conflito (Sepinwall & Cook,
1978). Um efeito ansiolitico similar foi demonstrado através da administragéo de
antagonistas de receptores do tipo NMDA para aminoacidos excitatorios

(Stephens et al., 1991).

O balancgo entre aminoacidos excitatérios e GABA pode ser demonstrado
em estruturas cerebrais individuais relacionadas ao comportamento defensivo.
Resultados obtidos através da microinjegcdo de agonistas GABAa ou BZD na
MCPD, demonstraram um efeito antiaversivo e/ou ansiolitico (Russo et al., 1993;
Audi & Graeff, 1984, 1987; Brandao 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 a fuga em uma “caixa de vai e vem”
(shuttle-box), enquanto que o efeito ansiolitico foi avaliado através do teste do
labirinto em cruz elevado (LCE; ver detalhes adiante, item 1.5). No teste de
aversdo, uma resposta de fuga é eliciada mediante uma estimulacdo elétrica,
através de um eletrodo implantado diretamente em uma estrutura cerebral (por
ex.. MCPD ou Hipotalamo). Existe um limiar para fuga no animal, isto é, até uma
certa intensidade de estimulo, o comportamento de fuga ndo é eliciado.
Entretanto, numa intensidade critica de estimulo, a estimulagdo evoca
comportamentos do tipo fuga e vocalizagées. A menor intensidade de estimulo
capaz de evocar fuga é denominada limiar aversivo. Drogas do tipo ansioliticas

aumentam esse limiar.

11
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Contrastando com aqueles resultados, a inje¢cdo intra-MCPD de drogas
que bloqueiam receptores GABAA ou que inibem a sintese endégena de GABA,
induz o comportamento de “congelamento” alternado com fuga, corrida cega e
saltos (Schmitt et al., 1986; Branddo et al., 1982). Um efeito ansiogénico
semelhante, foi observado no labirinto em cruz elevado, através da administragéo
de agonista parcial inverso BDZ na MCPD (Russo et al., 1993). Por outro lado, a
microinjec@o de antagonista de NMDA ou de glicina na MCPD, resultou em efeito
antiaversivo e/ou ansiolitico (Graeff et al., 1993; Guimarées et al., 1991; Schmitt
et al., 1990), enquanto que a microinjegcdo de aminoacidos excitatérios na MCPD,
eliciou manifestagbes comportamentais e cardiovasculares caracteristicas da

reacado de defesa (Bandler et al., 1991; Graeff et al., 1988; Bandler, 1988).

No hipotalamo medial, agonistas BDZs induzem efeito antiaversivo,
enquanto que antagonistas GABA,, inibidores da sintese de GABA, evocam
comportamento de fuga (Silveira & Graeff, 1992; Milani & Graeff, 1987; Schmitt et
al., 1986). Apesar da dificuldade de estimular a amigdala, devido ao seu baixo
limiar de convulsado, estudos com microinjecdo de agonistas GABAA ou de BDZs
na amigdala basolateral revelaram efeitos ansioliticos em teste de conflito
(Hodges et al., 1987; Petersen et al., 1985). Os resultados indicaram que os
neurdnios que comandam o comportamento defensivo estdo localizados em
varios niveis do sistema nervoso central (SNC), recebendo tanto sinais
excitatérios quanto inibitérios, a partir de terminagdes nervosas contendo

aminoacidos excitatérios e GABA, respectivamente (Graeff, 1994).
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Dentre as monoaminas, a serotonina (5-HT) é a mais bem estudada,
possuindo tanto acédo facilitatéria como inibitéria sobre a ansiedade (Graeff,
1994). A visdo de que a 5-HT aumenta a ansiedade esta baseada principalmente
no efeito observado de drogas e lesbes neurotdxicas em animais submetidos ao
teste de conflito. Em geral, operagées que diminuem a atividade da 5-HT no
cérebro, liberam o comportamento suprimido por punicdo em ratos (Graeff, 1994).
Provavelmente, o sitio de ac¢éo facilitatéria da 5-HT sobre a ansiedade, encontra-
se na amigdala, visto que a microinjecéo de antagonistas do receptor da 5-HT na
amigdala basolateral induz ao efeito ansiolitico e a microinjecdo de agonistas do
receptor da 5-HT aumenta a supresséo comportamental determinada por puni¢géo

(Hodges et al., 1987).

Por outro lado, estudos utilizando o comportamento de fuga, a partir da
estimulacdo elétrica do mesencéfalo dorsal de ratos levam a concluséo 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 neurotransmissdo da 5-HT, induzem a um efeito
ansiogénico (Graeff, 1993). A microinjecdo na MCPD de 5-HT ou de agonistas
seletivos de receptores do tipo 5-HTia, revelou um efeito antiaversivo (Graeff et
al., 1993; Schutz et al., 1985). O mesmo resultado foi encontrado com a
administragdo de drogas que aumentam a concentragdo de 5-HT na fenda
sinaptica, seja através da inibicdo dos recaptadores (zimelidina), seja através do
bloqueio dos receptores pré-sinapticos do tipo 5-HTg (propranolol; Nogueira &

Graeff, 1991; Audi et al., 1988). Contudo, o efeito antiaversivo da 5-HT induzido
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por zimelidina e propranolol pode ser reduzido pela administragéo prévia de
antagonista do receptor 5-HT, (Graeff, 1994). Estes resultados indicam que a 5-
HT inibe neurdnios que comandam o comportamento defensivo na MCPD através

de receptores pds-sinapticos do tipo 5-HTia e/ou 5-HT, (Graeff, 1994).

Tais evidéncias sugerem que o papel facilitatorio da 5-HT sobre o
comportamento defensivo envolve a amigdala, enquanto que o papel inibitério
envolve a MCPD (Graeff, 1994). As projecdes serotonérgicas originam-se nos
corpos celulares de neurdnios localizados no nucleo da rafe, seguindo vias
independentes que inervam a amigdala e a MCPD. Portanto, a 5-HT aumentaria
a ansiedade na amigdala, enquanto que ao mesmo tempo inibiria 0 panico na

MCPD (Deakin & Graeff, 1991; fig.2).

Amigdala

Perigo —» —» Fuga

Figura 2. Papel da serotonina (5-HT) no comportamento defensivo (retirado de Graeff, 1994).
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1.4 Consideragdes Clinicas

Do ponto de vista clinico, a ansiedade (dentro de certos limites) &
considerada um estado emocional normal que n&o requer nenhum tipo de
tratamento. Quando o quadro tende a se prolongar ou aprofundar, interferindo no
desempenho didrio do individuo, torna-se necessaria uma avaliagcdo clinica

(Andrade et al., 1997).

A Associagdo Psiquiatrica Americana, através de seus Manuais de
Estatistica e Diagndstico (DSM-IV; tabela 2), incorpora a melhor descricdo para
os transtornos ansiosos, ainda que a frequente sobreposicdo de sintomas nos
pacientes com transtornos ansiosos, dificulte muito a sua classificacdo em
categorias exclusivas. Nessa classificagdo, a DSM-IV descreve os transtornos
mais freqlentes, tais como, a ansiedade generalizada, o panico, as fobias, o

transtorno obsessivo-compulsivo e o transtorno do estresse pés-traumatico.

O transtorno do panico é caracterizado pela ocorréncia de repetidos e
subitos ataques de medo, acompanhados de intensas manifestagdes
autondmicas (palpitacéo, dispnea, tremores e tontura; Graeff, 1989). O transtorno
do panico com agorafobia refere-se ao panico acompanhado da esquiva social.
Ja o termo agorafobia é utilizado para designar a esquiva de um conjunto de
situacdes que inclui medo de sair ou ficar desacompanhado (por exemplo, entrar
em lugares publicos diversos, abertos ou fechados). Nos casos mais graves, o
paciente ndo consegue sair de casa, 0 que leva a um comprometimento de sua

vida pessoal e familiar (Andrade et al., 1997).
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A fobia caracteriza-se pelo medo persistente e irracional de um objeto ou
situacéo especifica (animais, altura, avido, etc), que resulta em necessidade de

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

O transtorno obsessivo-compulsivo, €& caracterizado pela ocorréncia
involuntaria de idéias, imagens ou impulsos repugnantes ou sem sentido
(obsessdo), que podem ser acompanhados da necessidade de realizar
comportamentos estereotipados ou rituais (lavar compulsivamente as maos) para

aliviar a ansiedade (Graeff, 1996).

O transtorno de estresse pds-traumatico consiste em reviver experiéncias
traumaticas em sonhos ou como lembrangas intensas e imagens do passado que
invadem involuntariamente a consciéncia (flashbacks; Graeff, 1989). Na
ansiedade generalizada, verifica-se a persisténcia por mais de um més de um
estado de apreensdo constante, embora com intensidade flutuante, cuja causa
nao é identificavel, acompanhado de tensdo motora e hiper-reatividade

neurovegetativa (Graeff, 1996).

Parecem existir influéncias genéticas na desordem de ansiedade
generalizada, determinando um nivel maior de ansiedade basal e uma
propensdo mais acentuada a reagir em situacdes estressantes (Graeff, 1996).
Fatores genéticos seriam também importantes na desordem de panico, porém
nao influiriam significativamente nas fobias. Coerentemente, estas ultimas
respondem bem aos tratamentos psicolégicos e comportamentais (reformulagcéo

de atitudes, valores e habitos), enquanto que a ansiedade generalizada e a
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desordem de panico s&o mais suscetiveis ao tratamento farmacolégico (Graeff,

1990).

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

300.01 Transtorno de panico sem agorafobia

300.22 Agorafobia sem histéria de transtorno de panico

300.23 Fobia social

309.81 Transtorno de estresse pos-traumatico

------ Ansiedade devido ao uso de substancias [codigo dos transtornos

devido ao uso de substancias]
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1.5 Modelo Animal de Ansiedade

Modelos animais de ansiedade s&o usados por duas razfes principais:
descobrir novos agentes terapéuticos e facilitar a compreensdo de mecanismos
implicitos das drogas empregadas (Green & Hodges, 1991; Lister, 1990; Treit,
1985). Esses modelos utilizam diferentesv procedimentos que podem ser
agrupados em duas categorias gerais: modelos para respostas condicionadas e
modelos para respostas nao-condicionadas (File, 1992; Green & Hodges, 1591;

Treit, 1985).

Os modelos para respostas condicibnadas normalmente requerem algum
tipo de privacéo (agua, comida) e utilizam choque elétrico como estimulo aversivo
(Gorenstein et al., 1997). Por exemplo, no teste de conflito, uma respdsta
instrumental do animal é pareada a apresentacdo imediata de um refor¢co (agua
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
reforcada pela apresentacdo de uma recompensa, 0 que garante a manutencao
da resposta. Por outro lado, se a mesma resposta instrumental for punida através
de um estimulo noci\)o (por exemplo um choque elétrico), observa-se a extingao
da resposta instrumental. Entretanto, quando o comportamento animal € pareado
a apresentagdo simultanea de um reforgo e uma punicao, estabelecer-se-4 uma
situacéo de conflito no animal, caracterizada pela expectativa entre recompensa
ou punigéd (Steih, 1968). O teste de punigcédo tem sido considerado um modelo

experimental de ansiedade, visto que drogas clinicamente Uteis no tratamento da
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ansiedade s&o eficazes em facilitar a ocorréncia de comportamentos suprimidos

por puni¢ao.

~ Os modelos para respostas ndo-condicionadas possuem um alto grau de
validade ecolégica, pois baseiam-se em reagGes incondicionadas as situagbes
experimentais qué se aproximam mais das condigdes naturais, n&o implicando
em privacdo de agua, alimento ou utilizagio de choques elétricos. Nesse sentido,
o comportamento exploratério tem-se destacado como uma feframenta util em
modelos de ansiedade; esée comportamento € importante do ponto de vista
homeostatico, pois possibilita 0 encontro de parceiros e alimento, além de

fornecer informacdes relevantes sobre eventuais ameagas ambientais, tais como

predadores (Barnett, 1975).

Em 1955, Mohtgomery uti]izando-se de um labirinto em forma de “Y",
contendo dois bragos totalmente abertos e um terceiro brago fechado por
parédes laterais, verificou que durante a eXpIoragéo os animais exibiam
preferéncia pelo bragco fechado em felagéo aoé abertos. Essa menor exploracéao
dos bragos abertos foi atribuida a uma maior habilidade dos mesfnos em eliciar
medo nos énimais. Desse modo, foi proposto que quando um animal é colocado
em ambiente néo fa‘miliar, instala-se uma situagdo de conflito inhterno,
caracterizado por uma pulséo exploratéria (motivada talvez por curiosidade)
associada a uma pulsdo de esquiva ou evitagdo da exploragdo, motivada por
medo (Montgomery, 1955). Esse conflito interno tem sido considerado analogo a
| ansiedadé, sendo o estimulo de novidade, a principal fonte de motivagéo

aversiva (Gray, 1982). De acordo com Gray, novidade corresponde a um estimulo
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incondicionado de medo, ou seja, um estimulo no qual uma espécie em particular
é geneticamente preparada para interpretar como um sinal de perigo em

potencial.

Ja na década de 80, Handiey e Mithani (1984) acrescentaram um quarto
braco ao labirinto utilizado anteriormente por Montgomery, tornando-o simétrico,
em forma de cruz (labirinto em cruz elevado/LCE) com dimensGes equivalentes e
tendo dois bragos abertos e dois fechados por paredes laterais, de forma que a
preferéncia pelos bragos abertos poderia ser expressada ha forma de razéo entre
0 numero de entradas nos bragos abertos eo numero total de ehtradas (incluindo
ambos os tipos de bragos). Corroborando aé observagdes iniciais de
Montgomery, Pellow e colaboradores (1985) também demonstraram que quando
ratos sdo submetidos ao LCE, gastam menos tempo e entram menos
frequentementé nos bragos abertos em relacido aos fechados. Essa aversao aos
bragos abertos poderia estar associada a auséncia de superficies verticais que
impede o comportamento tigmotaxico dos animais e consequentemente reduz a

éxploragéo desse tipo de brago (Treit et'aIT, 1993).

A caracteristica aversiva dos bragos abertos tem sido reforgcada por
estudos, demonstrando que a exposi¢do forcada de ratos a essé tipo de braco
promove maior elevagéo no nivel sérico de corticosterona e ocorréncia de
comportamentos relacionados a ansiedade, tais como, "congelamenfo" e

defecagéo, quando comparado aos bragos fechados (Pellow et al., 1985).
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O LCE é um modelo multo difundido porque é répido, simples e o
equipamento é considerado de baixo custo; além disso, é vélido do ponto de vista
ecoldgico, porque utiliza “estimulos naturais” e ndo choques elétricos ou privagao

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

Estudos utilizando ané!ise fatorial .do comportamento de ratos submetidoé
ao LCE revelam que as variaveis “porcentagem de entradas” e de “tempo gasto”
pelos animais nos bragos abertos estdo relacionadas 'inversamente ao nivel de
ansiedade dos mesmos. Por outro lado, as variaveis “numero de entradas nos
bragos fechados” e “nimero total de entradas” se relacionam a atividade motora
e exploracédo do animal, respectivamenté (File, 1992). Assim, drogas com
reconhecida atividade'ans'iolitica, tais como BDZ (como por exemplo diazepam e
midazolam), aumentam a porcentagem de entrada.s e o tempo gasto pelos
animais nos bragos abertos, enquanto drogas com atividade ansiogénica

reduzem ambas as variaveis (Pellow et al., 1985).

O teste do LCE tem sido submetido a validégéo em termos
comportamentais, fisiolégicos e farma;:olégicos para o estudo de medo/ansiedade
em roedores (Listér, 1987; Pellow et al. 1985) e frequentemente revisado com
respeito a sua utilidade para o estudo de drogas potencialmente ansioliticas

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

A exposicao repetida de roedores ao teste do LCE tem revelado resultados
conflitantes no tocante ao comportamento exploratério dos animais, mais

espeéificamente a exploragéo dos bragos abertos. Ainda que alguns grupos de
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pesqufsa tenham demonstrado um estavel perfil teste/reteste no tocante ao grau
de exploragcédo nos bragos abertos (File, 1992; Lister, 1987 e Pellow et al., 1985),
uma segunda exposicio de foedores ao teste do LCE tem revelado reduzidé
exploragdo nesse tibo de brago, sugerindo uma elevagao nb nivel de
medo/ansiedade durahte a segunda exposicdo (Espejo, 1997; Rodgers et al.,
1996; Treit et al., 1993). Esses resultados conflitantes podem ser atribuidos a
inuUmeros fatores, dentre os quais podemos citar: diferentes espécies, sexo, idade

e até mesmo metodologia de trabalho.

Entretanto, a literatura também tém re'velado que além de reduzir a
expl'orac;éo nos bragos abertos durante a segunda exposi¢éo, a exposi¢do prévia
ao LCE também reduz ou abole o efeito ansiolitico de drogas benzodiazepinicas
(File et al.; 1993; File & Zangrossi, 1993 File, 1990). As explicagbes para esse
- fendbmeno variam desde tolerancia a droga (File, 1990), habituacéo locomotora
(Dawson et al., 1994) e mudancga no tipo de ansiedade experimental (File et al,,
1993; File & Zangrossi, 1993) contra o qual os benzodiazepinicos}néo sao
clinicamente efetivos. Essa ultima hfpétese é interesséhte, na medida em que a
-ansiedade representa uma desordem psiquiatrica heterogénea, sendo que os
benzodiazepinicos n&o se mbstram eficazes em todas as éuas formas de
manifestacdo (Graeff, 1989). Além disso, a literatura é escassa em modelos
animais que reflitam diferentes estados de ansiedade experimental. Se é
ansiedade experimental exibida na segunda exposi¢céo difere qualitatiyamente

daquela manifestada na primeira, entdo o teste do LCE poderia ser util no
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preenchimento de uma caréncia da literatura no tocante ao estudo de diferentes

formas de ansiedade.

Por outro lado, € possivel que durante a primeira exposi¢éo ao labirinto, os
animais adquiram informagdes a respeito do mesmo, que sdo evocadas durante a
segunda exposicdo e consequentemente reduzem a exploragdo dos bragos
abertos. A influéncia dessas informagbes pode igualmente ser caracterizada ao
longo da sesséo (em blocos de um minuto), visto que no caso de camundongos,
o comportamento exploratério dos bracos abertos se reduz gradativamente ao

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

Estudos detalhados do comportafnento exploratério sdo relevantes, pois
fornecem informagdes das diferentes variaveis (por exemplo, o numero de
entradas e a preferéhcia pelos diferentes tipos de bragos) ao longo da sesséo,
permitindo-assim uma avaliagcéo da.ocorréncia ou ndo de habituagao para cada
Uma delas. Desde que a habituagio 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
analise temporal do comportamento exploratorio se mostra promissora no tocante
ao estudo de processos de plasticidade neural, tais como aprendizagem e

memoria.

A literatura nédo dispde de uma caracterizagéo temporal do comportamento
exploratério de ratos durante a primeira e segunda exposi¢cées ao LCE; além

disso, Rodgers e colaboradores (1996) e Holmes & Rodgers (1998), em seus
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estudos com camundongos, ndo utilizaram drogas ansioliticas, 0 que impossibilita
uma analise do efeito ansiolitico ao longo das sessées; a utilizagdo de tais
drogas permitiria uma melhor avaliagdo da influéncia do efeito ansiolitico sobre o

comportamento dos animais durante a primeira e segunda exposi¢des de ratos ao

LCE.
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2. OBJETIVOS

21 Gérais

O presente estudo teve como objetivo avaliar a evolugdo temporal do
comportamento exploratério de ratos submetidos ao LCE, bem como caracterizar

o efeito ansiolitico do midazolam sob a mesma 6tica.

2.2 Especificos

> Realizar uma analise temporal do comportamento exploratério de ratos
no LCE, dividindo-se a sesséo experimental .em blocos devum minUto.

» Caracterizar o efeito da administragéo prévia de uma dose ansiolitica de
MDZ sobre a evolugéo temporal do comportamento exploratério de
ratos no LCE.

» Realizar uma analise temporal do comportamento exploratério de ratos
durante uma segunda exposigéd ao | LCE, comparando os

comportamentos emitidos durante a primeira e segunda exposi¢des.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados como sujeitos experimentais ratos Wistar machos de
aproximadamente 8 semanas, pesando entre 200 e 250g. Os animais foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
foram mantidos (grupos de 5 animais) em caixas de polipropileno (49 x 34 x
16cm) forradas com maravalha. Previamente aos experimentos, os animais foram
submetidos a 7 dias de adaptagcdo ao biotério com livre acesso a agua e ragao
padrdo, temperatura de 24 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (com as luzes
acendendo as 06:00 horas). Os animais foram manipulados apenas para limpeza

das caixas, pesagem e administragao de drogas.

Figura 3 — Rato Wistar
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3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto é constituido de quatro bragcos de igual tamanho (50 cm de
comprimento por 10 cm de largura), e elevados a 50 cm do solo. Os bragos sé&o
dispostos perpendicularmente, formando assim uma cruz e delimitando uma
area central de 10 cm? Dois bragos sdo fechados por laterais de 40cm de altura,
enquanto os bragos restantes séo abertos e circundados por uma pequena borda
(1 cm) para reduzir a ocorréncia de quedas (fig. 4). Quatro lampadas
fluorescentes (15W), dispostas igualmente em forma de cruz a 100 cm acima do

labirinto, foram utilizadas como unica fonte de iluminagéo da sala.

Cada sesséo teve inicio com a colocagédo do animal no centro do labirinto,
com a face voltada para um dos bragos fechados. Foi permitido ao animal
explorar livremente o labirinto por 5 minutos, com o experimentador
permanecendo em uma sala adjacente. Cada sessédo foi filmada em VHS e
posteriormente reproduzida para quantificacdo das variaveis comportamentais
(numero e porcentagem de entradas nos bragos abertos, numero de entradas nos
bragos fechados, bem como a porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos). Definiu-se como “entrada” e “saida’ de brago, a colocagdo das quatro
patas do animal dentro ou fora do mesmo, respectivamente. Com o objetivo de
evitar pistas odoriferas, ap6s cada teste o labirinto foi limpo com tecido
umedecido em alcool 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 exclusio.
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Figura 4 - Labirinto e Cruz Elevado (LCE).
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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
determinacdo da dose ansiolitica mais efetiva. Nesse sentido, foi

utilizada uma analise padréo, considerando-se o tempo total de sessao.

2) Caracterizar a evolugdo temporal do comportamento exploratério de
ratos previamente tratados com a dose ansiolitica 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/100gr de peso corporal. O grupo controle recebeu
volume equivalente de salina (NaCl - 0.9%). Apés o regime de administragéo, os

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

O experimento 2 teve como objetivo verificar a evolugcdo temporal das
diferentes varidaveis comportamentais durante a segunda exposi¢éo ao LCE, bem

como comparar o perfil comportamental exibido nas duas exposi¢des.

O procedimento foi desenvolvido de tal maneira que cada grupo recebeu
duas injegées, 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 apés 30 minutos foram submetidos ao LCE (como descrito no item
3.2). Vinte e quatro horas apds a sesséo de treino, cada grupo foi subdividido em
outros dois, sendo que cada subgrupo recebeu um segundo tratamento (i.p.) a
base de salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg™), e apés 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 12 Exposigao 22 Exposigao
EXPERIMENTAIS (TREINO) (TESTE)
1.SALSAL SALINA. |
2. SALIMDZ T SALINA
3 WDZISAL

“2. MDZIMDZ
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3.4 Analise Estatistica

Uma vez que os dados ndo obtiveram distribuicdo normal (teste de
Kolmogorov e Smirnov), utilizamos uma analise ndo paramétrica. A analise dos
resultados foi feita levando-se em conta o tempo total de sessé&o e dividindo-se as
sessdes experimentais em blocos de um minuto (analise temporal). Cada bloco
correspondeu & média aritmética de cada variavel + erro padrdo da média
(e.p.m.). O programa utilizado foi o Graphpad INSTAT, versdo 3.0 (1997). As
comparagdes entre os diferentes grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis
(na comparagéo entre mais de dois grupos), seguido do teste de Dunn para
multiplas comparag¢des. Na comparagao entre dois grupos experimentais em cada
minuto da sessao (grupo tratado com MDZ e grupo controle), utilizamos o teste de
Mann-Whitney. As comparacdes entre as sessdes (treino e teste) foram feitas
pelo teste de Wilcoxon. As anadlises envolvendo a evolugéo temporal das
diferentes variaveis dentro de cada grupo, ao longo da sesséo, foram feitas pelo

teste de Friedman. O nivel de significancia estatistica considerado foi p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1:
Determinacdo da curva dose/resposta de MDZ em ratos

submetidos ao LCE.

e Considerando o tempo total da sessao

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencga significativa entre os grupos
experimentais com relagdo ao numero de entradas (Kw= 15,711,
p=0,0013), porcentagem de entradas (Kw=21,723; p<0,0001) e tempo de
permanéncia nos bragos abertos (Kw=19,660; p=0,0002). O teste de Dunn
para multiplas comparagdes revelou que somente ratos tratados com MDZ
1,5 mg.kg'1) exibiram um aumento significativo na variavel enfradas nos
bragos abertos (p<0,001), em relagdo 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 permanéncia

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

Ratos tratados com MDZ (1,0 mg.kg') mostraram um aumento
significativo, somente na variavel porcentagem de entradas nos bragos
abertos (p<0,05) em relagédo ao grupo salina. O teste de Kruskal-Wallis ndo

detectou diferengas entre o grupo tratado com MDZ (0,5 mg.kg™) e o grupo
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controle em nenhuma variavel analisada em relagdo aos bracos abertos

(fig. 5 e 6).

Para as variaveis entradas nos bragos fechados (Kw=4,894; p=0,1797) e
numero total de entradas (Kw=4,925; p=0,1773), ndo houve nenhuma

diferenca estatistica entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis; fig. 5).

20 - Aberto
=l Fechado
s Total

Numero de entradas

0 0,5 1,0 1,5

(27) (15) (15) (23)
MDZ (mg.kg™)

Figura 5 - Média (+EPM) do numero de entradas nos bracos
abertos, fechados, bem como do numero total de entradas de
ratos submetidos ao LCE, considerando-se o tempo total de
sessdo. Previamente ao LCE (30 min.), os animais foram tratados
(via i.p.) com salina (0,9%) ou MDZ (0,5; 1,0 ou 1,5 mg.kg").
***p<0,001 em relagéo ao grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn para muiltiplas comparacées).
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Figura 6 - Média (+EPM) da porcentagem de entradas e do tempo
de permanéncia nos bragos abertos de ratos submetidos ao LCE,
considerando-se o tempo total de sessdo. Previamente ao LCE
(30 min.), os animais foram tratados (via i.p.) com salina (0,9%) ou
MDZ (0,5; 1,0 ou 1,5 mg.kg'1). *p<0,05 e ***p<0,001 em relagéo
ao grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn para muiltiplas comparagdes).
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o Analise temporal (minuto a minuto) do comportamento
exploratério 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 numero de entradas nos bragos abertos ao longo da sesséo
(Fr=39,403; p<0,0001); o teste de Dunn para multiplas comparagoes
revelou que essa queda foi significativa no terceiro (p<0,05), quarto
(p<0,001) e quinto minutos (p<0,01), em relagdo ao primeiro minuto (fig.
7a). Uma comparagéo entre os grupos revelou que o grupo tratado com
MDZ (1,5 mg.kg™”) apresentou um aumento significativo em relagdo ao
grupo controle no segundo (U=138,00; p<0,001) e terceiro minutos
(U=180,00; p<0,05) em relagdo ao numero de entradas nos bragos abertos

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

Com relagéo ao numero de entradas nos bragos fechados, o teste de
Friedman revelou que ambos os grupos experimentais tiveram uma
redugéo significativa ao longo da sessao (salina: Fr=53,355; p<0,0001;
MDZ: Fr=40,304; p<0,0001). No grupo controle, a queda no numero de
entradas nos bragos fechados ocorreu no segundo (p<0,01), terceiro
(p<0,001), quarto (p<0,001) e quinto minutos da sessdo (p<0,001) em
relagdo ao primeiro minuto (Teste de Dunn; fig. 7b). Ja no grupo tratado
com MDZ (1,5 mg.kg™), a reducdo ocorreu no terceiro (p<0,05), quarto

(p<0,001), e quinto minutos (p<0,001) em relagdo ao primeiro minuto da

35



Viviane Patricia Rosa Resultados

sessdo. O teste de Mann-Whitney nao revelou nenhuma diferenca

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

Da mesma forma, o teste de Friedman revelou uma queda no numero
total de entradas ao longo da sessdo 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 redugdo para esta variavel 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 mgkg") a queda ocorreu no quarto (p<0,001) e quinto minutos
(p<0,001; teste de Dunn). O teste de Mann-Whitney revelou diferenca
estatistica 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 ndmero total de entradas

em relagao 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™"), comegcaram e terminaram a
sessdo com a mesma porcentagem de entradas e tempo de permanéncia
nos bracgos abertos (fig. 8). Somente o grupo salina apresentou queda para
a porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos no quarto
minuto (Fr=24,564; p=0,0001; Teste de Dunn, p<0,01) em relagdo ao
primeiro minuto da sesséo, que ndao 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 bragos abertos, nos trés
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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 relagédo a porcentagem de tempo
de permanéncia nos bragos abertos, a elevagao ocorreu nos quatro
primeiros minutos em relagcdo 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 tendéncia a maior porcentagem de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos no quinto minuto, esses aumentos nao

alcancaram significancia estatistica (fig.8).
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Blocos de um minuto

Figura 7 - Efeito do MDZ sobre o nimero de entradas nos bracos
abertos (a), fechados (b) e no nimero total de entradas (c), em
cada minuto da sess@o do LCE. Os ratos foram tratados com
salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg'1), por via i.p., 30 minutos antes
do LCE. Cada coluna representa a média (+EPM). Os nimeros
entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagcdo ao respectivo primeiro
minuto (Teste de Friedman seguido do teste de Dunn). ¢p<0,05,
opp<0,01 e ppo p<0,001 (Teste de Mann-Whitney).
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Figura 8 - Efeito do MDZ sobre a porcentagem de entradas (a) e
sobre o tempo de permanéncia (b) nos bragos abertos em cada
minuto da sessdo do LCE. Os ratos foram tratados com salina
(0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg"), por via i.p., 30 minutos antes do
LCE. Cada coluna representa a média (+EPM). Os nimeros entre
parénteses representam o nimero de animais por grupo. **p<0,01
em relagdo ao primeiro minuto (Teste de Friedman seguido do
teste de Dunn). ¢p<0,05; ¢¢<0,01 e ¢pp p<0,001 (Teste de
Mann-Whitney).
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4.2 Experimento 2

Evolucédo temporal das diferentes variaveis
comportamentais em ratos submetidos a duas exposicoes

ao LCE.

e Considerando o tempo total da primeira exposi¢ao (TREINO)

O teste de Mann-Whitney revelou que o grupo tratado com MDZ (1,5
mg.kg™") exibiu um aumento significativo no ndmero de entradas nos bragos
abertos em relagdo ao grupo controle (U=190,50; p<0,0001; fig.9). Com
relagéo ao numero de entradas nos bragos fechados, a mesma analise nao
revelou nenhuma diferenca entre os grupos (U=476,50; p=0,3799; fig. 9).
No numero total de entradas, o teste de Mann-Whitney detectou um
aumento significativo do grupo tratado com MDZ (1,5 mg.kg™) em relagéo

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 permanéncia (U=929,00; p<0,0001) nos bragos

abertos (teste de Mann-Whitney; fig. 10).
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Figura 9 - Média (+EPM) do numero de entradas nos bragos
abertos, fechados e do numero total de entradas de ratos
submetidos a sessédo de treino no LCE. Previamente (30 min.) os
animais foram tratados (via i.p.) com salina (0,9%; n=39) ou MDZ
1,5 mg.kg'1; n=28). *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao grupo
tratado com salina (Teste de Mann-Whitney).
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Figura 10 - Média (+EPM) da porcentagem de entradas e do
tempo de permanéncia nos bragos abertos de ratos submetidos a
sessdo de treino no LCE. Previamente (30 min.) os animais foram
tratados (via i.p.) com salina (0,9%; n=39) ou MDZ (1,5 mg.kg";
n=28). ***p<0,001 em relagéo ao grupo tratado com salina (Teste
de Mann-Whitney).
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« Considerando a 12 exposi¢cdao (TREINO) em blocos de um minuto

(analise temporal)

Os testes de Friedman (usado para avaliar a evolugdo comportamental
das diferentes variaveis dentro da sessao), e Mann-Whitney (utilizado para
verificar a ocorréncia de diferenca entre os grupos em cada minuto da
sessao), revelaram resultados semelhantes aqueles encontrados no
experimento 1 para as diferentes variaveis, o que pode ser visto nas

figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Efeito do tratamento prévio com midazolam (MDZ)
sobre o nimero de entradas nos bragos abertos (a), fechados (b)
e no nuimero total de entradas (c), em cada minuto da sessZo de
treino. Os animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg"),
por via i.p., 30 minutos antes do LCE. Cada circulo representa a
média (+EPM). Os numeros entre parénteses representam o
nimero de animais por grupo. ¢p<0,05, ppp<0,01 e eepp p<0,001
em relacédo ao respectivo primeiro minuto e ¥p<0,05, ¥¥p<0,01 e
Y¥¥p<0,001 em relagéo ao respectivo segundo minuto (Teste de
Friedman seguido do teste de Dunn). *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001 em relagdo ao grupo tratado com salina (Teste de
Mann-Whitney).
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Figura 12 - Efeito do tratamento prévio com midazolam (MDZ)
sobre a porcentagem de entradas (a) e tempo de permanéncia (b)
nos bragos abertos, em cada minuto da sessdo de treino. Os
animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg"), por via
i.p., 30 minutos antes do LCE. Cada circulo representa a média
(+EPM). Os numeros entre parénteses representam o numero de
animais por grupo. ¢p<0,05 e ppp<0,01 em relacdo ao respectivo
primeiro minuto e ¥p<0,05 em relagdo ao respectivo segundo
minuto (Teste de Friedman seguido do teste de Dunn). *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 em relagcdo ao grupo tratado com salina
(Teste de Mann-Whitney).
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e Considerando o tempo total da 22 exposi¢ao (TESTE)

A administracago de MDZ (1,5 mg.kg™') previamente ao teste nio
alterou o numero de entradas nos bragos abertos (Kw=1,066; p= 0,7852),
fechados (Kw=7,193; p= 0,0660) e o numero total de entradas (Kw=3,410;
p= 0,3326), em relacéo ao grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis; fig. 13).
Da mesma forma, o teste de Kruskal-Wallis ndo revelou nenhuma diferenca
estatistica para a porcentagem de entradas (Kw=2,596; p= 0,4583) e tempo

de permanéncia nos bragos abertos ((Kw=0,8506; p= 0,8373; fig. 14).

22 Exposicao

(Teste)
=3 Aberto
10.07 m=mm Fechado
@ Total
8
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€
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£
% 2.5
0.0
Treino SAL MDzZ SAL MDZ

Teste SAL mMbDzZ MDZ SAL

Figura 13 - Efeito do MDZ sobre o numero de entradas nos bragos
abertos, fechados e sobre o numero total de entradas no LCE,
considerando o tempo total da sessdo de teste. Previamente ao
treino e ao teste os animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5
mg.kg'1), por via i.p., 30 minutos antes das sessdes. Cada coluna
representa a média (+EPM). As amostras dos grupos SAL/SAL,
MDZ/MDZ, SAL/IMDZ e MDZ/SAL foram respectivamente: 24, 14,
15 e 14 . Teste de Kruskal-Wallis ndo revelou diferenca estatistica
entre os grupos.
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Figura 14 - Efeito do MDZ sobre a porcentagem de entradas e de
tempo de permanéncia nos bragos abertos no LCE, considerando
o tempo total da sessdo de teste. Previamente ao treino e ao teste
os animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg"), por via
i.p., 30 minutos antes das sessdes. Cada coluna representa a
média (+EPM). As amostras dos grupos SAL/SAL, MDZ/MDZ,
SAL/MDZ e MDZ/SAL foram respectivamente: 24, 14, 15 e 14 .
Teste de Kruskal-Wallis no revelou diferenca estatistica entre os

grupos.
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e Considerando a 22 exposi¢cao (TESTE) em blocos de um minuto

O teste de Friedman ndo revelou nenhuma diferenga estatistica ao
longo da sessdo para o numero de entradas nos bragos abertos em
nenhum dos grupo experimentais (SAL/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 relagdo ao numero de entradas nos bragos
fechados, a mesma analise constatou que todos os grupos revelaram uma
queda ao longo da sessdo, demonstrando que o primeiro minuto é
significativamente diferente do ultimo. 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 ndmero total de entradas ao longo da sessédo, para
todos os grupos experimentais, com exceg¢do 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 n&o revelou diferenca
estatistica entre os grupos experimentais ao longo da sessao de teste para
o0 numero de entradas nos bragos abertos, fechados e numero total de

entradas (fig. 15).

No caso das variaveis 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 ftempo de permanéncia nos
bragos 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 nédo revelou nenhuma diferenca estatistica ao
longo da sessdo para nenhum grupo experimental. Com relagédo as
mesmas variaveis, o teste de Mann-Whitney nado constatou nenhuma
diferenca entre os grupos experimentais ao longo da sessao de teste (fig.

16).
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Figura 15 - Efeito do tratamento prévio com midazolam (MDZ)
sobre o niimero de entradas nos bragos abertos (a), fechados (b)
e no nimero total de entradas (c), em cada minuto da sessdo de
teste. Os animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg™),
por via i.p., 30 minutos antes do treino e teste do LCE. Cada
circulo representa a média (+EPM). Os numeros entre parénteses
representam o nimero de animais por grupo. (Teste de Mann-
Whitney; para verificar o grau de significancia vide “resultados”).
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Figura 16 - Efeito do tratamento prévio com midazolam (MDZ)
sobre a porcentagem de entradas (a) e tempo de permanéncia (b)
nos bragos abertos, em cada minuto da sessdo de teste. Os
animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg"), por via
i.p., 30 minutos antes do treino e teste do LCE. Cada circulo
representa a média (+EPM). Os numeros entre parénteses
representam o nimero de animais por grupo. Testes de Friedman
e Mann-Whitney nao revelaram nenhuma diferenca estatistica.
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e Comparando as duas sessdes (TREINO X TESTE): considerando o

tempo total

O teste de Wilcoxon revelou que em todos os grupos experimentais, o
numero de entradas nos bragos aberfos na sessdo de teste foi
estatisticamente menor, em relagdo a sessdo de treino, SAL/SAL
(p<0,001), MDZ/MDZ (p<0,01), SAL/MDZ (p<0,01), MDZ/SAL (p<0,01; fig.
17a). Em relagdo ao numero de entradas nos bragos fechados, a mesma
analise nao revelou nenhuma diferenca entre as duas sessées (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 diminuicdo significativa na sessdo de teste em relagéo ao treino (fig.
17b). A analise revelou que todos os grupos apresentaram uma queda no
numero total de entradas durante a sessao de teste, em relacdo a sessao
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
bragos abertos durante a sessdo de teste, em relacdo ao treino; SAL/SAL
(p<0,001), MDZ/MDZ (p<0,01), SAL/MDZ (p<0,05), MDZ/SAL (p<0,01; fig.
18a). A mesma analise revelou que para todos os grupos experimentais, a
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos na sesséao de

teste foi estatisticamente menor do que aquela exibida na sessao de treino;
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SAL/SAL (p<0,001), MDZ/MDZ (p<0,01), SAL/MDZ (p<0,01), MDZ/SAL
(p<0,001; fig. 18b).
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Figura 17 - Numero de entradas nos bracos abertos (a), fechados
(b) e nimero total de entradas (c) durante as sessdes de treino e
teste. Os animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg'1),
por via i.p., 30 min. antes do treino e teste. Cada coluna
representa a média (+EPM). As amostras dos grupos SAL/SAL,
MDZ/MDZ, SAL/MDZ e MDZ/SAL foram respectivamente: 24, 14,
15 e 14 . **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao respectivo treino
(Teste de Wilcoxon).
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Figura 18 - Porcentagem de entradas (a) e tempo de permanéncia
(b) nos bragos abertos durante as sessdes de treino e teste. Os
animais receberam salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg") por via
i.p., 30 min. antes do treino e do teste. Cada coluna representa a
média (+EPM). As amostras dos grupos SAL/SAL, MDZ/MDZ,
SAL/MDZ e MDZ/SAL foram respectivamente: 24, 14, 15 e 14.
*p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao respectivo treino
(Teste de Wilcoxon).
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e Comparando as duas sessdes (TREINO X TESTE): considerando

blocos de um minuto (analise temporal)

O teste de Wilcoxon revelou que o nimero de entradas nos bragos
abertos foi menor nos dois primeiros minutos da sessao de teste para todos
os grupos experimentais (SAL/SAL: 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 exceg¢do do grupo MDZ/MDZ, onde essa diferenca
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 relagéo ao numero de entradas nos bragos fechados, o teste de
Wilcoxon nédo revelou nenhuma diferenga estatistica entre treino e teste ao
longo das sessdes para os grupos SAL/SAL e MDZ/SAL (fig. 20); ja para os
grupos MDZ/MDZ e SAL/MDZ, o numero de entradas nos bragos fechados
foi estatisticamente menor na sessdo de teste que na sessdo 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 analise revelou que o numero total e entradas foi menor nos
primeiros minutos da sessao de teste para todos os grupos experimentais.
Para o grupo SAL/SAL, a redugao 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)

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

O teste de Wilcoxon revelou que a porcentagem de entradas nos
bragos abertos durante a sessdo de teste foi estatisticamente menor que
na sessao 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 permanéncia nos bragos abertos na
sessao 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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Figura 19 - Nimero de entradas nos bragos abertos, durante as sessées de treino e
teste. Os animais foram tratados previamente (30 min.) ao treino e ao teste com
salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg") por via i.p.. Cada circulo representa a média
(+EPM). Os numeros entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo a sessao de teste (Teste de Wilcoxon).
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Figura 20 - Numero de entradas nos bracos fechados, durante as sessbes de treino e
teste. Os animais foram tratados previamente (30 min.) ao treino e ao teste com
salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg’1) por via i.p. Cada circulo representa a média
(+EPM). Os nimeros entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo a sessdo de teste (Teste de Wilcoxon).
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Figura 21 - Numero total de entradas durante as sessbes de treino e teste. Os
animais foram tratados previamente (30 min.) ao treino e ao teste com salina (0,9%)
ou MDZ (1,5 mg.kg") por via i.p. Cada circulo representa a média (+EPM). Os
nimeros entre parénteses representam o nimero de animais por grupo. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo a sessao de teste (Teste de Wilcoxon).
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Figura 22 - Porcentagem de entradas nos bracos abertos durante as sessbes de
treino e teste. Os animais foram tratados previamente (30 min.) ao treino e ao teste
com salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg'1) por via i.p. Cada circulo representa a média
(+EPM). Os numeros entre parénteses representam o numero de animais por grupo.
*p<0,05 e **p<0,01 em relacéo a sessdo de teste (Teste de Wilcoxon).
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Figura 23 - Porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos durante as
sessoes de treino e teste. Os animais foram tratados previamente (30 min.) ao treino
e ao teste com salina (0,9%) ou MDZ (1,5 mg.kg") por via i.p.. Cada circulo
representa a média (+EPM). Os nimeros entre parénteses representam o nimero de
animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo a sessdo de teste
(Teste de Wilcoxon).
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5. DISCUSSAO

O labirinto em cruz elevado (LCE; Handley & Mithani, 1984) ¢é um
teété comportamental baseado no comportamento exploratério de roedores
extensivamente utilizado para o estudo da ansiedade experimental (Treit, 1985;
Lister, 1990). |

Com base em estudos de andlise fatorial do comportamento de ratos
no LCE, um efeito ansiolitico tipico se caractefiza por um aumento seietivo na
exploracao dos bracos abertos, sem alteracdo na exploragdo dos bracos
fechados. De fato, o efeito ansiolitico de drogas do tipo benzodiazepinicas tem
sido amplamente demonstrado na literatura através do teste do LCE (Cruz et al.,
1994; File, 1993; Treit et al., 1993; File, 1990; Pellow et al., 1985), onde a analise
das variaveis que reﬂetem o nivel de ansiedade dos ani}mais (“porcentagem de
‘entradas’ e “porcentagem de tempo de permanéncia’ nos bracos abertos) é feita
considerando-se o tempo total de sessdo. Os resultados demonstraram que o
presente estudo estd em concordancia com os dados de literatura; o tratamento
prévio com MDZ aumentou a “porcentagem de entradas’ e “porcentagem de
tempo de permanéncia’ nos bragos abertos sem alterar “nimero de entradas” nos
bracos fechados, corroborando assim resultados anteriores, demonstrando o
efeito ansiolitico de drogas do tipo benzodiazepinicas no LCE. Os resultados
ainda demonstraram que o tratamento prévio com MDZ na dose de 1,5 mg.kg™
promoveu um efeito ansiolitico mais evidente; na dose de 1,0 mg.kg™, apenas a

“porcentagem de entradas” nos bragos abertos foi aumentada pela droga. . -
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Recentemente, tem sido proposta uma anaélise mais detalhada,
dividindo-se o tempo total da sessdo em blocos de um minuto (Holmes &
Rodgers, 1998; Rodgers et ai., 1996), o que permite uma demonstra§éo da
evolugdo temporal das varidveis comportamentais ao longo dos cinco minutos da
sessdo. Nesses estﬁdos, foi demonstrada uma reducao, a partir do segundo
minuto da sessdo, do comportamento exploratério de camundongos em relagéo
aos bragos abertos. Por outro lado, os animais exibiram um aumento do numero
de entradas nos bragos 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 numero total de entradas, diminuiu ao
longo da sesséo. A principio, esta reducéo na exploragdo poderia estar associada
a um aumento da ansiedade eliciada pela exposi¢cdo ao LCE, ja que no grupo
controle houve uma redugcdo no numero de entradas nos bragos abertos a partir
do terceiro minuto. Porém, também houve uma reducao significativa no numerb
de entradas nos bragos fechados ja no segundo minuto, que, segundo estudos de
analise fatorial, esta relacionada a uma redugao da atividade motora. Assim, essa
reducdo na exploragédo do Iabirintg néb pode ser atribuida a um aumento da
ansiedade, mas a uma habituagdo locomotora, decorrente de uma gradativa
supressao da atividade motora, em resposta ao estimulo ambiental repetido. Na
verd'ade, embora “porcentagem de entradas” e “porcentagem de ‘tempo de
permanéncia’ nos bracos abertos tenham diminuido ao longo da sessdo, essa
reducdo nao alcangou significancia estatistica, indicando assim que a preferéncia

pelos bracos nao foi afetada ao longo da sessédo, e demonstrando que o nivel de
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ansiedade nao se alterou durante a sessdo, embora os animais exibissem

significativa reducdo na exploragdo geral do LCE.

Os resultados demonstraram que a reducdo na exploragéo dos bragos
fechados ocorreu primeiro (segundo minuto), em relacdo aos bragos abertos
(terceiro minuto); essa rédugéo inicial na exploragdo dos bragos fechados pode
ser atribuida ao fato de os animais exibirem preferéncia pelos bragos fechados ja
no primeiro minuto, podendo assim se habituar antes com o local no qual tiveram
maior contato. E possivel que esses resultados contraditorios em relagéo aos
estudos de Holmes & Rodgers (1998), possam estar associados ao tipo de animal
experimental em questdo e/ou a diferengas rﬁetodolégicas,'especialmente 0s
critérios para definicio de entrada e saida do braco usado pelos mesmos (por ex.:
entrada no brago definida como a colocagao das quatro patas dentro do brago e
saida definida como a colocagédo das duas patas dianteiras sobre a plataforma
central). Esta diferenga na definicdo de “entrada” e “saida” de brago pode
representar uma fonte importante de contaminagéo e seria entdo importante, que
um mesmo critério fosse utilizado, evitando assim variagbes dentro e entre

laboratérios (Rodgers & Cole, 1994).

O presente estudo também mostrou que o tratamento prévio com MDZ
(pelo menos na dose usada) n&do impediu habituagcdo locomotora, mas pbde
retarda-la, visto que a reducédo do “ndmero de entradas” nos bragos fechados
ocorreu no terceiro minuto da sessdo. Embora houvesse uma tendéncia para

reducéo das varidveis “porcentagem de entradas” e “porcentagem de tempo de
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permanéncia’ nos bracos abertos a preferéncia pelo tipo de brago foi

estatisticamente igual no inicio e no término da sessé&o.

Uma andlise comparativa entre o grupo MDZ e o grupo salina,
demonstrou que os animais tratados com MDZ apresentam elevada “porcentagem
de entradas” nos bragos abertos no primeiro, segundo e terceiro minutos da
sessdo. Entretanto, a “porcentagem de tempo de permanéncia’ nos bragos
abertos, permanece elevada durante os quatro minutos iniciais; esses resultados
indicam que o efeito ansiolitico ocorreu de forma mais clara no periodo inicial da
sessdo, especificamente nos trés primeiros minutos. No final da sess&o, o
tratamento com MDZ se mostrou ineficaz em alterar “porcentagem de entradas” e
“porcentagem de tempo de permanéncia’ nos bracos abertos. Essa auséncia de
efeito ansiolitico ndo deve ser atribuida a questées farmacocinéticas, tais como
alteragbes na concentragcdo plasmatica de MDZ, dado o curto tempo do teste (5

min.).

Entretanto, tem sido demonstrado na literatura que os benzodiazepinicos
sdo ineficazes em reduzir a ansiedade em ratos com experiéncia prévia no LCE
(File, 1993; File et al., 1993; File & Zangrossi, 1993; Rodgers et al. 1992; File et
al., 1990). As explicagdes para esse fendbmeno variam desde tolerancia a droga
(File, 1990), habituacido locomotora (Dawson et al., 1994) e mudanca no tipo de
ansiedade experimental (File et al., 1993, File & Zangrossi, 1993) contra o qual os
benzodiazepinicos ndo sdo efetivos. Essa Ultima hipdtese € interessante, na
medida em que ansiedade representa uma desordem psiquiétrica heterogénea,

sendo que 0s benzodiazepinicos ndo se mostram efetivos em todas as suas
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formas de manifestacdo (Graeff, 1989). A manifestacdo de um outro tipo de
ansiedade experimental parecé ser adquirida ainda durante a primeira exposicao
do animal ao LCE (File et al., 1993). Portanto, a ineficacia dos benzodiazepinicos
durante uma segunda exposi¢do ao LCE, associada & perda do efeito ansiolitico
no final da sessdo, verificada no presente estudo, pode sugerir uma mudanca

qualitativa na ansiedade experimental ja no final da primeira exposi¢éo ao LCE.

Em uma segunda exposi¢do dos animais ao LCE, o t‘ratamento prévio
com MDZ nado demonstrou seu efeito ansiolitico, como amplamente relatado na
literatura. A analise temporal revelou que na sessdo de teste, o numero de
entradas nos bracos abertos descreve uma reta, sugerindo que a aprendizagem
adquirida se manteve por 24 horas apds a primeira exposigéo. Em relacéo aos
bragos fechados, uma segunda exposi¢do, novamente promove uma queda na
exploragdo no decorrer do teste; esse padréo de resposta talvez possa ser
explicado pela menor conotacéo afetiva dos bragos fechados (Pellow et al., 1985).
Assim, a habituagéo para esse tipo de brago pode ser de curtavduragéo. Outros

estudos serao necessarios para maiores conhecimentos a respeito.

A probabilidade de ter ocorrido estado de dependéncia a droga, ou
seja, 0 comportamento exploratério do animal ser dependente do estado quimico
gerado pela presenca da droga, foi descartado, tendo em vista que os grupos
experimentais MDZ/MDZ e SAL/MDZ apresentaram um perfil comportamental
idéntico na sesséo de teste. Os demais grupos, SAL/SAL e MDZ/SAL, também
comprovaram essa hipotese, demonstrando um delineamento das variaveis

analisadas semelhante aos demais grupos. Portanto, animais re-expostos ao LCE
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descrevem o0 mesmo comportamento exploratorio, independentemente do

tratamento prévio ao treino e ao teste.

Considerando-se o tempo total de sessdo, uma comparag¢éo entre as
duas sessbes (treino e teste), revelou uma redugdo no comportamento
exploratério (“ngmero de entradas’ nos bragos abertos e o “numero total de
entradas’) na sessdo de teste. As porcentagens de entrada e tempo de
permanéncia nos bragos abertos também revelaram queda na sessé&o de teste, o
que indica um aumento na ansiedade em relacdo a primeira exposic&o ao LCE.
Contudo, em relagdo aos bragos fechados, a queda na sess@o de teste soé
ocorreu para os grupos tratados com MDZ previamente ao teste. Ndo temos uma
explicacdo plausivel 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
apo6s a administracdo. Além disso, os resultados mostraram que a dose de MDZ,

utilizada na administragdo pré-treino, € apenas ansiolitica e n&o sedativa.

A analise temporal entre as sessdes de treino e teste, revelou que o
comportamento exploratério (“nimero total de entradas‘) e o nivel de ansiedade
(“porcentagem de entradas” e “porcentagem de tempo de permanéncia’ nos
bragos abertos) diferem no inicio das sessées (independentemente do tratamento
prévio as sessbes). Na sessdo de teste, os animais apresentaram menor
exploragédo, associada a um maior nivel de ansiedade, em relacéo ao inicio da
sessdo de treino; no final das sessées nao houve diferencas éntre as variaveis
citadas, demonstrando que ao final das sessbes 0s animais apresentam

comportamento exploratério e nivel de ansiedade iguais. Com relagéo aos bragos
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fechados, ndo ocorreram diferencas importantes entre treino e teste, sugerindo

que a atividade motora n&o se alterou entre as sessbes de treino e teste.
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6. CONCLUSOES

» Ratos submetidos ao teste do LCE exibem exploracdo reduzida ao longo

da sesséo.

> A queda na exploragdo ndo esti associada ao aumento da ansiedade,

mas sim a habituacao locomotora.

» O efeito ansiolitico do MDZ é mais evidente nos trés primeiros minutos da

sessao e esta ausente no final da sesséo.
» O efeito ansiolitico ndo impede a ocorréncia da habituagéo locomotora.

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

exposicéo, devido a um aumento da ansiedade no inicio da sesséo.
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