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RESUMO

Modelos animais tém sido frequentemente utilizados para a investigacao da
neurobiologia dos estados emocionais (ansiedade e medo). Neste sentido, o
labirinto em cruz elevado (LCE) e teste de exposicdo ao rato sdo eficazes para
avaliar esses estados e a exposicao ao LCE (situacdo aversiva) pode resultar em
ativacdo das vias serotonérgicas com projecdes para estruturas pertencentes ao
sistema de defesa, tais como, amidala, septo, hipotalamo, substancia cinzenta
periaguedutal (SCP) e hipocampo. O hipocampo apresenta grande quantidade
de receptores de serotonina (5-HT) e do acido gama-aminobutirico (GABA). No
presente estudo, foram utilizados camundongos machos, da cepa Suico Albino,
gue receberam implantacéo cirdrgica de canulas guia e posterior administracao
de drogas no hipocampo ventral. Apds recuperacdo, 0os animais foram avaliados
nos testes LCE (Experimento 1 e 2) ou exposi¢cédo ao rato (Experimento 3 e 4).
No Experimento 1, a administracdo de midazolam (3,0 e 30 nmol) produziu efeito
ansiolitico caracterizado pelo aumento das porcentagens de entradas e tempo
gasto nos bracos abertos do LCE e reducdo de medidas etolégicas (avaliacédo de
risco) como porcentagens de mergulhos e esticadas protegidas. No Experimento
2, 0s camundongos receberam injecdo combinada de Salina+Salina,
Salina+MDZ, ondansetron (OND)+Salina e MDZ (30 nmol) + OND (0,03 nmol,
antagonista dos receptores 5-HT3). O tratamento combinado de Sal+MDZ
produziu, efeito ansiolitico sendo este revertido pela administragdo combinada de
OND+MDZ. As porcentagens de entradas e tempo gasto nos bracos abertos
foram menores (P>0,05) do que aqueles encontrados no grupo Sal+MDZ. O

Experimento 3 mostrou os efeitos da exposicdo dos camundongos na presenca



do rato de brinquedo (RB= estimulo neutro) ou rato de verdade (RV= estimulo
aversivo, rato Long Evans), sob a administracdo de Midazolam (3,0 e 30 nmol).
Os animais expostos ao RV apresentaram diminuicdo do tempo de exploracéo da
caixa (efeito do modelo) quando comparados aos animais expostos ao RB. Para
0s animais tratados com MDZ nas duas doses, houve aumento nas transicées
entre os lados do aparato, aumento do tempo na area de exploracdo e aumentos
da laténcia de fuga para a area protegida e tempo de contato com a grade. No
Experimento 4, foi avaliado o efeito da injecdo combinada de midazolam e
ondansetron (conforme descrito no Experimento 2). O MDZ 30 nmol produziu
efeito ansiolitico e a administracdo combinada de ondansetron e midazolam no
hipocampo ventral, reverteu este efeito. Os dados deste trabalho sugerem que, o
controle sobre as reacdes emocionais e de defesa do hipocampo ventral de
camundongos expostos ao LCE ou ao teste de exposicdo ao rato sdo mediados
via receptores GABA-Benzodiazepinicos. Além disso, provavelmente ocorre
modulacéo cruzada entre os interneurdnios GABAérgicos e 0s serotoninérgicos
do tipo 5-HT3, pois o0 bloqueio desses receptores com o ondansetron, pode

diminuir a liberacdo de GABA.

Palavras Chave: camundongo, hipocampo ventral, LCE, teste de exposi¢cao ao

rato, ondansetron, midazolam, GABA, 5-HT.



ABSTRACT

Animal models have often been used to investigate the neurobiology of
emotional states (fear and anxiety). In this sense, the elevated plus maze (EPM)
and the rat exposure test are effective to evaluate these states and EPM
exposure (aversive stimulus) can result in activation of serotonergic pathways
with projections to structures belonging to the defense system, such as,
amygdala, septum, hypothalamus, periaqueductal gray (PAG) and
hippocampus. The hippocampus has a large amount of serotonin receptors (5-
HT) and gamma-aminobutyric acid (GABA). In the present study, we used male
mice of Swiss Albino, received surgical implantation of guide cannula and
subsequent administration of drugs in the ventral hippocampus. After recovery,
the animals were tested in EPM (Experiment 1 and 2) or the test exposure to the
rat (Experiment 3 and 4). In Experiment 1, administration of midazolam (3.0 and
30.0 nmol) produced anxiolytic effect characterized by increased percentages of
entries and time spent in the open arms of the EPM reduction measures and
ethological (risk assessment) as percentages of dives stretched and secured. In
Experiment 2, mice received combined injections Saline + Saline, Saline + MDZ,
ondansetron (OND) + Saline and MDZ (30.0 nmol) + OND (0.03 nmol, antagonist
of 5-HT3). Combined treatment of Sal + MDZ produced anxiolytic effect and this
effect was reversed by the combined administration of OND + MDZ. The
porcentanges of entries and time spent in open arms were lower (P> 0.05) than
those found in group Sal + MDZ. Experiment 3 showed the effects of exposure of
mice in the presence of mouse toy (RB = neutral stimulus) or mouse real (VR =

aversive stimulus, Long Evans rats), under the administration of midazolam (3.0



and 30.0nmol). The animals were exposed to RV shortening the holding box
(model effect) compared to animals exposed to RB. Animals treated with MDZ in
two doses, there was an increase in transitions between the sides of the
apparatus, increased time in the area of operation and increases the latency of
escape to the protected area and contact time with the grid. In Experiment 4, we
evaluated the effect of combined injection of midazolam and ondansetron protocol
(Experiment 2). The MDZ 30.0 nmol produced anxiolytic effects and the blockade
of this effect when the mice were combined administration of ondansetron and
midazolam in the ventral hippocampus. Data from this study suggest that, first,
control over emotional reactions and defense of the ventral hippocampus of mice
exposed to EPM test or exposure to the rat are mediated vie

Benzodiazepines. Furthermore, there is a likely cross-modulation between
GABAergic interneurons and 5-HT3, for blocking 5-HT3 via ondansetron can

decrease the GABA release.

Key words: mice, ventral hippocampus, EPM, Ondansetron, midazolam, predator

exposure test, GABA, 5-HT
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O estudo e interesse sobre a neurobiologia das emocgdes tem sido o foco de
pesquisas que remontam ao século XXI. Emog¢bes como os estados de medo e
ansiedade foram descritas em “The Expressions of the Emotions in Man and
Animals” por Charles Darwin, um importante trabalho, publicado em 1872. Estados
emocionais descritos neste livro tornaram-se uma vivéncia universal da espécie
humana. Emocdes que sado comportamentos diretamente ligados as reacdes de
defesa dos animais, geralmente exibidos frente a estimulos que possam oferecer
algum risco a integridade fisiologica do organismo. Estes riscos podem ser
fornecidos por uma quantidade de estimulos que possam ser considerados ameacas
aos organismos, dentre estes, os fatores ambientais, como os topograficos (altura,
claridade, distancia a ser percorrida), fisico temporais (tempestades, incéndios,
terremotos), estimulos nociceptivos (cortes, ferroadas, agulhadas) e também
ataques de organismos da mesma espécie ou de outras (predador). Cada estimulo
apresentada ao organismo levara uma resposta diferente (ZANGROSSI e GRAEFF,
2004).

Muitas estruturas cerebrais estao relacionadas a regulacdo do comportamento de
defesa e outras emocgbes. Por exemplo, a ativacdo do sistema septo-hipocampal
pode levar a estados de ansiedade. Jeffrey Gray sugeriu inicialmente que o sistema
septo-hipocampal fosse o componente principal do sistema de inibicdo
comportamental, pois sua ativacdo gera ansiedade (GRAY, 1982).
Consequentemente, estudos demonstram que a lesdo do hipocampo ocasiona
alteracdes comportamentais em ratos submetidos a testes de aprendizagem, sendo
gque o mesmo resultado foi encontrado quando se usa a administracdo de
ansioliticos — barbituratos ou benzodiazepinicos (para revisdo, BANNERMAN ET
AL., 2004).

Em revisdo, MCNAUGHTON e CORR (2004) confirmam os achados da teoria
proposta por Gray (Sistema de Inibicdo Comportamental, de 1982), como adi¢ao, os
autores acrescentam pontos importantes a esta teoria, como por exemplo a distingéo
entre medo e ansiedade. Nesta teoria 0 medo apresenta a fungado de mover o animal
para longe da fonte de perigo, podendo envolver fuga, luta ou congelamento. Em
adicdo, o medo é insensivel a drogas ansioliticas. Por outro lado, em uma situagao
conflituosa de aproximacdo-esquiva, a ansiedade faz com que o animal mova-se em
direcéo a fonte de perigo, aumentando a avaliagcao de risco. Consequentemente, a

aproximacéao-esquiva é sensivel a acao de drogas ansioliticas (McNAUGHTON e
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CORR, 2004). O ponto principal levantado por estes autores consiste no fato que o
Sistema de Inibicdo Comportamental est4 relacionado a ativacdo de varias
estruturas neurais, particularmente, amidala e o sistema septo-hipocampal. Como
resultado da ativacdo do sistema septo-hipocampal, a avaliacdo de risco realizada
pelo organismo envolve uma exploracéo cuidadosa do local onde h& provavel fonte
de perigo, otimizando estratégias comportamentais em funcdo da situacao,
ocasionando as respostas como posturas de esticar o corpo, fuga e luta (GRAY e
McNAUGHTON, 2000; McNAUGHTON e CORR, 2004; AMARAL ET AL., 2010).

Uma observagéo mais cuidadosa da avaliag@o de risco em animais de laboratorio
pode ser também atrelada com outras defesas mais notaveis como, por exemplo, a
ameaca defensiva e o ataque ou entdo esconder defensivo, o que facilita a fuga e
esquiva de um possivel predador (BLANCHARD ET AL., 1989, 1997).

Neste contexto, foi proposto niveis de defesa estratégica e funcionalmente
diferentes para explicar a avaliacdo de risco. O primeiro estagio esta relacionado
com a ameaca potencial, ou seja, 0 animal depara-se com a novidade, que pode
conter tanto provaveis fontes de recursos biolégicos quanto possiveis ameacas
novas, ou entdo com uma situacdo onde a ameaca ja foi encontrada anteriormente,
mas ndo se encontra presente. Dessa forma, a reacdo de defesa é a exploracédo
cuidadosa do ambiente. No segundo estagio a ameaca esta presente, porém esta se
encontra distante, nesse momento o predador € identificado, mas estando a uma
distancia superior aquele limite, verifica-se, entéo, inibicdo comportamental que é
caracterizada pela imobilidade ou congelamento. Quando a ameaca esta muito
préxima, o organismo (provavel presa) em questdo pode apresentar um
comportamento de fuga ou, entdo, em alguns casos, luta defensiva em direcdo a
fonte de perigo (um provavel predador) (BLANCHARD ET AL., 1986, 1997, 2003;
RIBEIRO-BARBOSA ET AL., 2005).
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1.1 Modelos Animais de Medo e Ansiedade

Os modelos animais sdo empregados geralmente como forma de investigar e
simular a neurobiologia das emocdes, servindo como base também para selecéo de
possiveis agentes terapéuticos (LISTER, 1990; RODGERS e COLE 1994; GRIEBEL,
1995; RODGERS, 1997; RODGERS ET AL. 1997). Neste sentido, varias pesquisas
laboratoriais tém utilizado modelos animais que empregam métodos
‘comportamentais’ (GRIEBEL, 1995), baseados nas diferentes estratégias
comportamentais defensivas (fuga, esquiva, avaliacdo de risco e outras) adotadas
frente a situagOes aversivas, proporcionando a avaliacdo de estados de medo e
ansiedade (BLANCHARD ET AL, 2001; GRAEFF e ZANGROSSI, 2002).

Neste sentido, um dos modelos animais mais amplamente empregado para
detectar atividade ansiolitica de drogas (HOGG, 1996), € o labirinto em cruz elevado
(LCE). O teste é baseado na aversdo natural de roedores (ratos e camundongos) a
espacos abertos (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELLOW ET AL., 1985; STEPHENS
ET AL., 1986; LISTER, 1987; TREIT ET AL., 1993). Os indices principais de
ansiedade no LCE compreendem medidas espacgo-temporais de esquiva dos bragos
abertos, enquanto a atividade locomotora é avaliada pelo nimero total de entradas
nos bracos fechados (LISTER, 1987; FILE 1992). Além disso, pode ser feita a
observacdo de comportamentos de avaliacdo de risco, tais como: levantar,
mergulhar, esticar. Para isso, a area central e os bracos fechados do LCE foram
considerados éareas protegidas, enquanto os bracos abertos foram considerados
areas desprotegidas do labirinto (RODGERS e JOHNSON, 1995).

O labirinto em cruz elevado (LCE, Foto 2) é utilizado ha mais de vinte anos em
pesquisas sobre ansiedade (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005), desenvolvido a
partir do trabalho de Montgomery (1958), validado para ratos (HANDLEY e
MITHANI, 1984; PELLOW ET AL., 1985) e posteriormente validado para
camundongos (STEPHENS ET AL., 1986; LISTER, 1987), tornou-se um dos
modelos animais mais usados para detectar atividade ansiolitica de drogas (HOGG,
1996). O teste € baseado na averséo natural de roedores a espacos abertos (TREIT
ET AL., 1993) e é bidirecionalmente sensivel a manipulagcdes projetadas para avaliar
a ansiedade (RODGERS e COLE, 1994). O aparato consiste em dois bracos unidos
ortogonalmente por uma plataforma central, dois bracos fechados e dois abertos

elevados do solo ha uma altura referente a espécie utilizada. Os bracos abertos



28

tornam o teste sensivel para avaliar situacdes relevantes para o animal, tais como
movimentos de esticar o corpo sem se locomover ou comportamentos de mover a
cabeca em direcdo ao solo — mergulho (RODGERS ET AL., 1997a). Alguns autores
tém demonstrado que o material utilizado na confeccdo do aparato ndo interfere na
avaliacdo das respostas de ansiedade (RODGERS ET AL., 1997a), entretanto a
utilizacdo de bragos fechados transparentes no LCE possibilita melhor observagao
dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos em roedores e nao compromete a atividade
locomotora geral do animal. Na verdade, melhora a exploracdo do aparato (WALL e
MESSIER, 2000).

Independente do material utilizado para construgdo do aparato 0s principais
indices de ansiedade avaliados no labirinto em cruz elevado, compreendem medidas
espaco-temporais de esquiva dos bracos abertos (% de entradas e de tempo gasto
nos bracos abertos), enquanto a atividade locomotora € avaliada ou pelo nimero
total de entradas nos bracos ou pelo numero de entradas nos bracos fechados
(LISTER 1987; FILE 1992; CRUZ ET AL., 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995;
GONZALEZ ET AL., 1998; CAROBREZ ET AL., 2001; ADAMEC ET AL., 2003;
CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Resultados de vérios laboratorios tém
demonstrado aumento em certos comportamentos e posturas relacionadas ao
padrao defensivo de avaliacdo de risco (RODGERS ET AL., 1992; ADAMEC e
SHALLOW, 1993; CRUZ ET AL., 1994; GRIEBEL ET AL., 1996, 1997). Estas
medidas etolégicas ndo sao apenas freqlientemente mais sensiveis as acdes das
drogas, mas também podem detectar compostos tais como 0s agonistas parciais de
receptores 5-HT;a que falham em influenciar a esquiva aos bragos abertos per se ou
o fazem em doses que debilitam o organismo (RODGERS, 1997; RODGERS ET
AL., 1997a).

Inicialmente, a maioria dos trabalhos sobre os efeitos da exposicdo de um
organismo frente a um predador, utilizava ratos como presa e gatos como predador
(podendo ter a presenca do animal ou apenas o odor deste como indicativo de
perigo) (ADAMEC e SHALLOW, 1993; ADAMEC ET AL., 2004; MACKENZIE ET AL.,
2010).

Mais recentemente, tem sido utilizado como predador ratos a fim de avaliar as
reacoes de defesa de camundongos, como presa (BLANCHARD ET AL., 2001;
YANG ET AL., 2004; CARVALHO-NETTO ET AL., 2007). Tanto no ambiente natural

guanto no cenario laboratorial, ratos consomem camundongos como fonte de
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alimento e, camundongos, quando confrontados com ratos, exibem reflexos inatos e
comportamentos defensivos tais como congelamento, fuga e avaliacdo de risco
(AMARAL ET AL., 2010).

Yang et al. (2004), demonstrou que a presa (ex. camundongo) pode decidir entre
aproximar-se ou afastar-se do predador (ex. rato), possibilitando a expressédo de
diferentes comportamentos defensivos, tais como, esquiva, congelamento, avaliagao
de risco e ocultacdo defensiva. Resultados recentes tém mostrado que o tratamento
sistémico com diazepam, agonista benzodiazepinico, e a buspirona, agonista
serotoneérgico dos receptores 5-HT1A, diminuem comportamentos como avaliagao
de risco e esquiva do predador, sugerindo que o modelo apresenta boa
previsibilidade farmacoldgica para o estudo da ansiedade/medo (BLANCHARD ET
AL, 2004). De acordo com o estudo de Beijamini e Guimardes (2006), o animal tem
a possibilidade de explorar o ambiente sem ter contato direto com o seu predador,

que encontra-se em um compartimento separado por uma grade (Figura 1).
e — RATRA RS ST

Figura 1. Foto do modelo de exposicdo ao predador (adaptado de Beijamini e Guimardes (2006).

As formas de reagir ao perigo sédo préprias de cada espécie, variando de
acordo com os estimulos ambientais que desencadeiam medo e ao uso das
estratégias, tais como, fuga, imobilidade, ataque defensivo e submissdo. Essas
respostas defensivas ativam estruturas cerebrais responsaveis pelos ajustes
fisiol6gicos gerais, que sdo comuns a todas as espécies de mamiferos (ADAMS,
1979; MARKS, 1987; BLANCHARD e BLANCHARD, 1988). O sistema de inibicdo
comportamental, cuja ativacdo leva ao aumento da ansiedade e € composto pelo

sistema septo-hipocampal (GRAY, 1982) é um destes circuitos.
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1.2 Controle das Reacdes pelo Sistema Limbico

Tanto o medo como a ansiedade, considerados emocdes, estao relacionados
com as estruturas encefalicas presentes no sistema limbico. O sistema limbico &
composto tanto por estruturas corticais quanto subcorticais interconectadas,
formando uma complexa rede de circuitos, incluindo o cortex pré-frontal, cortex
cingulado, cértex entorrinal, nacleo accumbens (estriato ventral), pallidum ventral,
hipotalamo anterior, amidala, substancia cinzenta periaguedutal (SCP) e hipocampo
(KANDEL ET AL., 2003, HEIMER, 2003). O resultado dessa macro-estrutura
formada promove a expressao de estados afetivos e motivacionais.

Funcionalmente, a SCP é o principal componente encefalico envolvido nos
circuitos responsaveis pelas respostas defensivas em relacdo ao medo, elaborando
acOes reflexas e auton6micas incondicionadas ao medo como fuga ou luta
(BANDLER et al.,, 2000). A estimulacdo (elétrica ou quimica) da SCP ocasiona
respostas aversivas tanto em humanos quanto em animais (BANDLER et al., 2000,
BLANCHARD et al., 2001), resposta similar ao ataque do panico. A amidala, por sua
vez, esta relacionada em grande numero das respostas emocionais, dando um
carater cognitivo as reacdes desencadeadas pela SCP (MORGANE et al., 2005).

As alteracbes nos estados psicolégicos (por exemplo: preocupacéo
excessiva, duvida quanto a fonte e perigo) apresentam respostas fisioldgicas
justamente por existir interacdo das estruturas presentes no sistema limbico e o
comportamento humano. Por tal motivo, desordens que afetam a funcdo normal
deste sistema podem estar relacionadas com a esquizofrenia, transtorno obsessivo
compulsivo, depressdo maior, ansiedade e abuso de drogas (MORGANE ET AL.,
2005).

Diferente da ansiedade, o0 medo tende a mover o animal (ou sujeito) para
longe da fonte de perigo, envolve comportamentos como luta, fuga e imobilidade
(MCNAUGHTON e CORR, 2004). Ainda nesse sentindo, BLANCHARD ET AL.
(1990) propuseram gque o estado de medo elicia comportamentos somente com a
presenca do predador. S&o comportamentos definidos etologicamente, ou melhor,

de forma inata e também respondiveis a drogas ansioliticas.
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1.3 Hipocampo

O hipocampo atua na formacdo da memoria (BANNERMAN ET AL., 2004;
WITTMANN ET AL., 2007), € uma das estruturas responsaveis do processamento
de informagfBes e subsequente regulacdo do comportamento. Além das divisdes
anatdmicas, a formacgéo hipocampal pode ser dividida em por¢des: a porcao dorsal €
composta por nucleos que se iniciam no polo septal, e tem como funcao principal
modular a aprendizagem espacial e a memoria; a por¢cdo ventral € composta por
ndcleos que tem inicio no pdélo temporal, e modula os comportamentos relacionados
a ansiedade (BANNERMAN ET AL., 2004).

O hipocampo ventral envia projecdes ao cortex pré-frontal, enquanto o dorsal
ndo (GOLDMAN-RAKIC ET AL., 1984; BARBAS e BLATT, 1995). O hipocampo
ventral estd conectado aos nucleos estriatais terminais (BNST) e amigdala (HENKE
ET AL. 1990; PETROVICK ET AL., 2001), assim como outras estruturas
subcorticais, as quais estdo associadas ao eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
(JACOBSEN ET AL., 1991; AMARAL e WITTER, 1995). Dessa forma, a grande
conectividade entre hipotdlamo e amigdala sugere um papel importante do
hipocampo ventral no que tange a ansiedade e ao medo (BANNERMAN ET AL.,
2004).

Estudos tém demonstrado que lesGes no hipocampo ventral promovem
resultados semelhantes aqueles com a utilizacdo de benzodiazepinicos, ou seja,
reduzindo a ansiedade em geral através do controle da transmissdo sinaptica
(GRAY e MCNAUGHTON, 2000). Neste sentido, a lesdo do HV de ratos produziu
aumentos de ingestdo de comida em ambientes ndo familiares, interacao social e da
passagem do compartimento escuro para o claro de forma répida no teste
claro/escuro (BANNERNAM ET AL., 2001). Aléem disso, esse mesmo tipo de leséao
no HV promoveu aumento do tempo gasto em bracos abertos do labirinto em cruz
elevado (KJELSTRUP ET AL., 2002).

O HV recebe projecdes serotonérgicas do nucleo mediado da rafe (NMR)
(DEAKIN e GRAEFF, 1991; MCQUADE e SHARP, 1997; KIRBY ET AL., 2003),
porém dependendo do tipo de projecdo, se dos nucleos dorsal ou/e NMR, padrdes
diferentes na organizacado e modulacdo no controle dos estados de ansiedade seréo
apresentados (AZMITIA e SEGAL, 1978; DEAKIN e GRAEFF, 1991; NETTO ET AL.,

2002). Além dos neurdnios serotonérgicos, o hipocampo ventral apresenta grande
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quantidade de interneurénios GABAérgicos, o que indica a participacdo desta
estrutura no processamento de estados emocionais (WISLOWSKA-STANEK ET AL.,
2006; SARANTIS ET AL., 2008).

1.4 Neurotransmissdo no controle dos estados emocionais

Varios neurotransmissores participam do controle dos estados emocionais como,
por exemplo, glutamato, noradrenalina, dopamina, histamina, acetilcolina, GABA e
serotonina (MILLAN, 2003). Dentre estes cabe destacar o GABA e a serotonina, pois
apresentam importante papel na modulacdo das emocgdes e consequente nas
reacoes de defesa (MORGANE ET AL., 2005).

Os neurbnios serotonérgicos originados nos nucleos da rafe provém uma grande
guantidade de 5-HT as estruturas corticolimbicas envolvidas no controle dos estados
de ansiedade. O nucleo dorsal da rafe (NDR) inerva o cértex frontal, hipocampo
dorsal e amidala, enquanto o nacleo mediado da rafe (NMR) projeta suas inervacées
principalmente ao nucleo accumbens, hipotalamo, septo e hipocampo (regides
dorsal e ventral) (AZMITIA e SEGAL, 1978; GRAY, 1982; DEAKIN e GRAEFF, 1991,
McQUADE e SHARP, 1997; KIRBY ET AL., 2003). As diferentes proje¢cdes formadas
pelos ndcleos dorsal e mediano da rafe demonstram os diferentes padrbes na
organizacdo e modulacdo no controle dos estados de ansiedade (AZMITIA e
SEGAL, 1978; DEAKIN e GRAEFF, 1991; NETTO ET AL., 2002).

A acao da serotonina, no controle dos estados emocionais, esta relacionada ao
tipo de medo (condicionado ou incondicionado) que o organismo enfrenta e pelo
local de acdo da 5-HT em diferentes regifes cerebrais, tais como amidala e SCP,
facilitando o comportamento defensivo ou sendo pro aversivo (DEAKIN, 1991,
DEAKIN e GRAEFF, 1991; HANDLEY, 1995; GRAEFF ET AL., 1996; GREEN e
McGREGOR, 2002). Como os nucleos da rafe disparam seus axdnios para varias
estruturas cerebrais, a 5-HT pode exercer agdo pré ou antiaversiva em todos 0s
sitios pds-sinapticos. Dessa forma, a serotonina pode apresentar um papel dual no
sistema de defesa, ora como ansiolitica ora como ansiogénica, dependendo das
caracteristicas do estimulo aversivo (proximal ou distal condicionado ou
incondicionado). Como exemplo, a exposi¢cao ao LCE, um estimulo incondicionado e
proximal, a aversdo aos bragos abertos resulte da ativagdo de vias serotonérgicas



33

com projecdes para estruturas pertencentes ao sistema de defesa, tais como,
amidala, septo, hipotalamo, SCP e hipocampo (DEAKIN ET AL., 1991).

Tal diferenca das formas de acdo da 5-HT pode estar também, relacionado a
guantidade de receptores disponiveis para esse neurotransmissor. Sao 7 familias (5-
HT1 a 5-HT7) e varios subtipos como, por exemplo, 5-HT1A, 5-HT2C, somando um
total de 14 tipos de receptores (HOYER ET AL., 1994; HOYER e MARTIN, 1996). A
diferenca entre suas propriedades promove, por exemplo, diferente afinidade a
propria serotonina e a farmacos agonistas e antagonistas, distribuicdo e
acoplamento com a proteina G (GRAEFF, 1997). Dentre todos os subtipos de
receptores, muitos estudos tém enfocado o envolvimento dos receptores do subtipo
5-HT1A (GOLDBERG e FINNERTY, 1979; FILE e GONZALEZ, 1996; MENARD E
TREIT, 1998; CANTO-de-SOUZA ET AL., 1998; NUNES-de-SOUZA ET AL., 2000;
CANTO-de-SOUZA ET AL., 2002; FACHINI ET AL., 2004), 5-HT2 (KENNET ET AL.,
1994; CORNELIO e NUNES-de-SOUZA, 2007; NUNES-de-SOUZA ET AL., 2007), 5-
HT3 (COSTALL ET AL., 1990; RODGERS ET AL., 1997c, 1997d; MARUCCI e
CANTO-de-SOUZA, 2006) e 5-HT4 (KENNET ET AL., 1997).

Dentre esses receptores, o0 receptor do subtipo 5-HT3 é o Unico ligado a canal
ibnico e possue estrutura homologa (funcional e estruturalmente) aos receptores
gama-amino-butirico A (GABA) e colinérgicos do tipo nicotinico, e sdo expressos no
cortex entorrinal, septo, amidala, hipotalamo e hipocampo (DOUCET ET AL., 2000;
MIQUEL ET AL., 2002). Possuem uma estrutura pentamérica, formando um canal
central permeavel a pequenos ions, como saida de potassio e entrada de sédio na
pés-sinapse e atuando na despolarizacdo (FAERBER ET AL., 2007). Além disso, na
pré-sinapse agem no aumento da concentracdo de ions Ca®" por influxo extracelular
e aumento deste ion intracelular (FAERBER ET AL., 2007). A localizagédo
preferencial nos terminais nervosos promove o papel fisiologico dos receptores 5-
HT3 no controle da liberagdo de outros neurotransmissores como, por exemplo,
dopamina, glutamato e GABA (FUNAHASHI ET AL., 2004).

O controle dos estados emocionais também se deve a presengca de outros
neurotransmissores como dopamina, noradrenalina, acetilcolina e GABA
(MORGANE ET AL., 2005). Além da presenca da 5-HT e dos receptores 5-HT3 do
hipocampo ventral, um dos principais encontrados nessa estrutura € o GABA (4cido
gama-aminobutirico), o principal neurotransmissor inibitério atuando no SNC
(MILLAN, 2003). Com receptores do tipo GABAA e GABAB, o0 receptor GABAA,
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presente no SNC, € uma estrutura pentamérica, formando um canal central para
ions cloreto, que com sua entrada, promovem a inibicdo sinaptica rapida na
atividade das correntes pos-sinapticas inibitdrias através da hiperpolarizacao
neuronal (iPSCs ou inibicdo fasica) (MODY ET AL, 1994;. FARRANT e NUSSER,
2005). Também é o local de acdo de varias drogas como o0s benzodiazepinicos,
barbitUricos, neuroesterdides e anestésicos (SIEGHART, 1995; FOLLESA ET AL,
2006; COYNE ET AL, 2007). O receptor GABAA ¢é formado pela unido de cinco
subunidades selecionadas de familias diferentes (a 1-6, 1-3 B, y 1-3, 1, 6, € e 0),
(BARNARD ET AL, 1998;. SIEGHART e SPERK, 2002) que sdo distribuidos de
forma heterogénea em todo o cérebro (WISDEN ET AL, 1992;. PIRKER ET AL,
2000), compondo os receptores GABAA com subtipos distintos (MCKERNAN e
WHITING, 1996). Sotiriou et al (2005) indicaram uma distribuicdo diferencial das
subunidades do receptor GABAA entre hipocampo dorsal e ventral, de ratos, em que
os subtipos a1B2y2 estdo mais presentes no HD e os subtipos a2B31y2 prevalecem
no HV. Uma vez que é mostrado uma alta afinidade do trialozam para as
subunidades a2, promovendo efeito ansiolitico semelhantes, quando administrado
sistémica e centralmente (UUSI-OUKARI e KORPI, 2010), é importante saber se o
midazolan (agonista dos receptores GABA-BDZ), composto semelhante ao

trialozam, poderia causar os mesmos efeitos.

1.5 AcBes de agonistas GABA-benzodiazepinicos e antagonistas 5-HT3

A literatura mostra que o tratamento sistémico com agonistas GABA-BDZs reduz
a ansiedade em varios modelos animais (MENARD e TREIT, 1999). Este efeito
ansiolitico produzido pelos agonistas GABA-benzodiazepinicos (BDZs) é observado
também com a administracdo central de midazolam nos nudcleos dorsais da rafe
(GONZALEZ e FILE, 1997), substancia cinzenta periaquedutal (MOTTA e
BRANDAO, 1993, RUSSO ET AL., 1993; Reis e Canto-de-Souza, 2008), amidala
(GREEN e VALE, 1992; ZANGROSSI e GRAEFF, 1994; PESOLD e TREIT, 1995;
NUNES-de-SOUZA ET AL., 2000; BARBALHO ET AL., 2009), septo (PESOLD e
TREIT, 1996) e hipocampo dorsal (GONZALEZ ET AL., 1998; MENARD e TREIT,
2001). Porém, em revisdo sobre administracdo central de drogas foi descrito que
nao existem estudos mostrando o papel dos BZDs quando microinjetados no



35

hipocampo ventral de camundongos avaliados em modelos de ansiedade (por
exemplo, LCE, caixa claro/escuro) (ENGIN e TREIT, 2008).

Assim como os ansioliticos benzodiazepinicos, os ansioliticos serotonérgicos
também apresentam um importante papel na modulacdo da ansiedade (GRIEBEL,
1995; BLIER e MONTIGNY, 1999; MILLAN, 2003). A administragao central de
antagonistas dos receptores 5-HT3, ondansetron e tropisetron, na amidala
produziram efeito ansiolitico em ratos avaliados tanto no teste de interacao social
(HIGGINS ET AL, 1991), como no LCE (TOMKINS ET AL, 1990). Além disso, outros
antagonistas dos receptores 5-HTj3, tais como GR 38032F, MDL 72222, GR65630 e
zacopride, administrados nos nudcleos dorsal e mediano da rafe e na amidala, de
ratos e camundongos, também promoveram efeitos ansioliticos nos testes
claro/escuro, interacdo social e LCE (COSTALL ET AL, 1989; TOMKINS ET AL,
1990; HIGGINS ET AL, 1991). Neste mesmo sentido, ondansetron e tropisetron
microinjetados no ndcleo accumbens de ratos, produziram aumento de entrada e
permanéncia no centro do campo aberto e no hipocampo dorsal de ratos,
produziram aumento do beber punido (STEFANSKI ET AL, 1993).

Resultados do nosso laboratério demonstraram que o ondansetron, quando
administrado na amidala de camundongos expostos e reexpostos ao LCE, produz
efeito ansiolitico (NUNCIATO ET AL., 2010). Além disso, o ondansetron quando
administrado intra-SCP de camundongos expostos ao LCE produz EFEITO
ansiogénico (TENORIO e CANTO-DE-SOUZA, 2009)

A auséncia de efeitos ou efeito ansiogénico também ja foi observada com a
administracdo desses antagonistas. Por exemplo, administracdo sistémica de BRL
43964, GR 38032F, zacopride e ondansetron produziram auséncia de efeitos nos
testes de interacéo social e LCE em ratos (FILE e JOHNSTON, 1989; EGUCHI ET
AL., 2001). Em camundongos, RODGERS ET AL., (1997b, 1997c) verificaram que o
ondansetron (tratamento sub-crénico) também apresentou auséncia de efeito no
LCE.

Alguns autores tém descrito que existe uma interacdo entre os receptores 5-HT3
e 0 GABA. Neste sentido, estudos utilizando técnicas de eletrofisiologia
demonstraram que a ativacdo dos receptores 5-HT3 da CA1 do hipocampo de ratos,
aumenta a liberacdo espontédnea de GABA via interneurdnios existentes nessa
regido, aumentando o carater inibitério da transmissdao sinaptica GABAérgica

(ROPERT e GUY, 1991). Corroborando este fato, a co-localizacdo dos receptores 5-
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HT3 e GABAérgicos no mesmo neurdnio sugere a participacdo dos receptores do
subtipo 3 da serotonina na excitacdo de neurbnios inibitérios em varias regides
encefalicas, como por exemplo, cortex e hipocampo (SMILEY e GOLDMAN-RAKIC,
1996). O aumento da inibicdo GABAérgica com a ativacdo dos receptores 5-HT3
pode apresentar um carater regulador ao funcionamento cerebral (MORALES e
BLOOM, 1997). Além disso, a administracdo intraperitoneal de ondansetron
aumenta a frequéncia do ritmo teta do hipocampo, induz a potencial de longo prazo
(LTP) na regido CALl e retencdo de memaria espacial em ratos com movimentagao
livre, sugerindo que o bloqueio dos receptores 5-HT3 em células GABAEérgicas
resulta na desinibicdo das células piramidais hipocampais. Assim, parece que 0S
receptores 5-HT3, em ratos pelo menos, participam de um circuito de inibicdo e
desinibicao no telencéfalo (MORALES e BLOOM, 1997).

Além disso, os receptores 5-HT3, localizados no corpo celular de interneurénios
GABAérgicos, presentes nas estruturas do sistema limbico como, amidala, SCP e
hipocampo, quando ativados, aumentam a transmissao sinaptica inibitoria do proprio
GABA (KATSURABAYASHI ET AL., 2003). Segundo TURNER ET AL. (2004), os
receptores 5-HT3 presentes na pré-sinapse apresentam elevada permeabilidade aos
fons Ca®", devido ao influxo ibnico que ocorre nesses receptores, a acdo sobre a
liberacdo de GABA. O ion célcio tem papel importante no aumento da liberacéo
GABAérgica pois ocorre interacdo com as zonas ativas das vesiculas sinapticas
facilitando a exocitose do neurotransmissor (TURNER ET AL., 2004).

Portanto, permanece indeterminado o papel dos receptores GABAérgicos do
hipocampo ventral, bem como a interac@o dos interneurénios GABAérgicos e 5-HT3
do hipocampo ventral de camundongos na modulagédo da ansiedade nos modelos

animais.
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2. OBJETIVO
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Considerando as evidéncias acima, este estudo teve por objetivo:

Geral
— Verificar a possivel interacdo entre a neurotransmissdo GABAérgica e
serotonérgica do hipocampo ventral (HV) em camundongos avaliados nos modelos

do labirinto em cruz elevado e presa-predador.

Especifico

— Avaliar o papel do midazolam, agonista GABA-benzodiazepinico, microinjetado
no HV de camundongos submetidos aos modelos de ansiedade, labirinto em cruz
elevado e presa-predador.

— Avaliar o efeito da combinacdo de injecdes de midazolam e ondansetron
(antagonista 5-HT3), microinjetados no HV de camundongos submetidos aos

modelos de ansiedade, labirinto em cruz elevado e presa-predador
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Etica

Os experimentos realizados neste estudo estiveram de acordo com as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento
(SBNeC) que é, por sua vez, baseada na US National Institutes of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals e também aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEEA/UFSCar),
protocolo niamero 014/2009.

3.2 Sujeitos

Foram utilizados camundongos da cepa Suico-albino, machos, pesando 25-30
gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de S&o Carlos-
UFSCar. Os animais foram agrupados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm,
10 por gaiola), mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura (24 + 1 °C),
umidade (55 + 5%), luz (ciclo claro/escuro de 12 horas, luzes acessas as 7h00) e
livre acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessfes de teste
(Experimento 1- 4). Além destes, foram utilizados 3 ratos, machos, da cepa Long-
Evans, provenientes do Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP (SP/Brasil), com peso
aproximado de 550-650g, utilizados como fonte de perigo (predador) durante os
testes experimentais (Experimento 3 e 4).

3.3 Cirurgia e Administracao Intracerebral de Drogas

Os camundongos receberam implantacdo bilateral de cénulas-guia (hemisfério
direito e esquerdo) de aco inoxidavel (7 mm, 26 gauge, Insight Equipamentos,
Brasil), apds anestesia intraperitonial (ip.) de solu¢cdo de ketamina e xilazina (110
mg/Kg e 10 mg/kg, respectivamente). Cada canula guia foi fixada na superficie
craniana com acrilico odontolégico e parafuso de joalheiro. Para correta colocagao
das canulas, foi utilizado o estereotaxico (Insight EFF-333, Insight Equipamentos,
Brasil) e coordenadas especificas para o Hipocampo Ventral, sendo 2,8 mm
posterior ao bregma, 3,1 mm de cada lado a partir da linha mediana e 4,0 mm
ventralmente a superficie craniana, definidas pelo atlas de Franklin e Paxinos

(1997). Um arame fino (33 gauge, de aco inoxidavel, Fishtex®, Brasil) foi inserido em
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cada canula apés o término dos procedimentos de cirurgia a modo de se evitar a
incidéncia de oclusdo. Apos isso, 0os camundongos tiveram 3 dias para recuperagao,
antes do inicio dos testes. Durante os 3 dias ap0s a cirurgia, os camundongos
receberam solucdo de acetominofen (200 mg/ml), diluicdo de 0,2 ml de
acetominofen em 250 ml de agua potavel (concentragdo final = 0,16 mg/ml).

As solugdes (salina, Midazolam ou Ondansetron) foram injetadas no hipocampo
ventral através de microinjecao bilateral (agula de 33 gauges, de aco inoxidavel,
Insight Equipamentos, Brasil), com 1,0 mm passando apos o final da canula-guia. A
micro agulha estava conectada a uma seringa de Hamilton (10 pl) através de um
tubo de polietileno (PE — 10) e todo o sistema acoplado a uma bomba de infuséao (Bl
— 2000, Insight Equipamentos, Brasil), programada para injetar 0,1 ul de cada
solucdo num periodo de 60 segundos. O camundongo foi gentilmente imobilizado,
com as maos, para insercdo das agulhas e ap6s os 60 segundos de infusdo, as
agulhas foram mantidas por mais 90 segundos para evitar o refluxo da droga. O
movimento de uma pequena bolha no tubo PE-10, durante a microinjecao, confirmou
a movimentacao da solucao, assim como descrito anteriormente em outros trabalhos
(CANTO-de-SOUZA ET AL., 1998; NUNES-de-SOUZA ET AL., 2000; CANTO-de-
SOUZA ET AL., 2002; NUNES-de-SOUZA ET AL., 2002). Ap6s o procedimento de
injecéo, os animais foram testados no LCE ou no modelo de exposi¢cédo ao predador
(RET).

3.4 Drogas

Midazolam (MDZ) (8-Chloro-6-(2-fluorophenyl)-1-methyl-4H-imidazo [1,5a] [1,4]
benzodiazepine hydrochloride, (3,0 e 30 nmol, PM 362,23, Roche, Brazil) e
dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). As doses foram baseadas em estudos prévios da
literatura (NUNES-de-SOUZA ET AL., 2000; REIS e CANTO-de-SOUZA, 2008;
BARBALHO ET AL., 2009).

Ondansetron (OND) (1,2,3,9-tetrahidro-9-metil-3[(2-metil-1H-imidazol-1-yl)]-metil-
4H-carbazol-4-um), (Sigma, PM 365,9; 0,03/0,1 pl) dissolvido em veiculo (salina com
2% de Tween 80), (LAINE e CANTO-de-SOUZA, 2009 e CANTO-de-SOUZA, 2010,

submetido).
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Os ratos utilizados nos Experimentos 3 e 4 receberam apomorfina (Siegfried
Zofinger, Switzerland) dissolvida em salina (NaCl 0.9%), gentilmente cedida pelo
professor Ricardo Nunes-de-Souza (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP-
Araraguara), utilizadas para manter os ratos Long-Evans em atividade uniforme
durante as sessdes experimetnais. A droga foi administrada subcutaneamente na
dose 3,0 mg/kg, 15 minutos antes do inicio do teste.

Todos os tratamentos foram realizados na forma de codigos e o
experimentador somente teve conhecimento dos mesmos ao final da analise

comportamental

3.5 Aparatos e Procedimento Geral

O labirinto em cruz elevado (LCE) feito de acrilico transparente consiste de dois

bracos abertos (30 X 5 X 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois bragcos fechados
(30 X 5 X 15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira (LISTER,
1987; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). A iluminacdo na sala de teste foi de 77
lux, no assoalho da plataforma central. Os testes foram conduzidos durante a fase
clara do ciclo de luz (09h90 -15h00) (Figura 2).

T e R

e

-

Figura 2. Foto do labirinto em cruz elevado — LCE (Modificado de LISTER, 1987)
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O _modelo presa-predador consiste em uma caixa retangular de madeira (59 x

29,3 x 18 cm), modificado de Beijamini e Guimaraes (2006) e divido em trés
compartimentos: area para acomodacédo do rato (Lado A: 20 x 29 x 17 cm), area de
exploracdo para o camundongo (Lado B: 29,2 x 29,3 x 17 cm) e camara protegida
para o camundongo (Lado C: 9,8 x 29,3 x 17 cm) (Figura 3). A &rea de acomodacéao
do rato é separada da area de exploracdo dos camundongos por uma grade de
arame e a area protegida separada por uma parede de madeira com uma pequena
passagem de 8 x 5 cm. Tanto a area protegida quanto a de exploracdo foram
cobertas por uma tampa de acrilico para facilitar a gravacdo dos experimentos.
Tanto no periodo de habituacdo (explicado no tépico 3.6) quanto no dia do teste, os
animais foram individualmente colocados no Lado B para livre exploracdo dos lados

B e C do aparato por um periodo de 10 minutos.

Figura 3. Foto do modelo de exposic&o ao rato (Modificado de BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006)

3.5.1 Experimento 1

Para o Experimento 1, os animais receberam injecéo bilateral no hipocampo
ventral de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1 ul). Apés o tempo de 5 minutos
para acdo das drogas, os camundongos foram individualmente colocados sobre a
plataforma central com a cabeca voltada para um dos bragos abertos e foi permitido
explorar o labirinto por um periodo de 5 minutos. Apdés este periodo, o aparelho foi
limpo com algodao umedecido com alcool (20% v/v) e seco com papel toalha.
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Todas as sessdes foram filmadas e gravadas por uma camera (Panasonic - X12)
(posicionada sobre o labirinto com um angulo de aproximadamente 45°) ligada ha

um monitor e DVD recorder, localizados na sala adjacente ao do teste.

3.5.2 Experimento 2

Para o Experimento 2, os animais receberam injecéo bilateral combinada no
hipocampo ventral, no seguinte delineamente experimental: Salina + Salina
(Sal+Sal); Salina + MDZ (30 nmol/0,1pl) (Sal+MDZ); OND (0,03 nmol/0,1ul) + Salina
(OND+Sal) e, por fim, MDZ (30 nmol/0,1ul) + OND (0,03 nmol/0,1 ul) (MDZ+OND).
Apds a administracdo do primeiro composto, esperou-se 5 minutos para
administracdo do segundo, passando mais 5 minutos e levados ao teste do LCE,

como descrito anteriormente.

3.5.3 Experimento 3

No Experimento 3, os animais receberam tratamento de salina ou midazolam

(3,0 e 30 nmol) e passaram pelo procedimento descrito no item 3.6.

3.5.4 Experimento 4

No Experimento 4, os animais receberam injecdo bilateral combinada no
hipocampo ventral, no seguinte delineamento experimental: Salina + Salina; Salina +
MDZ (30 nmol/0,1 ul); OND (0,03 nmol/0,1 ul) + Salina e, por fim, MDZ (30 nmol/0,1
pl) + OND (0,03 nmol/0,1 ul). Apés a administracdo do primeiro composto, esperou-
se 5 minutos para administragdo do segundo, passando mais 5 minutos e levados

ao teste e passaram pelo procedimento descrito no item 6.4.2.

3.6 Procedimento Geral

Para os experimentos 3 e 4, o teste consistiu em duas partes:
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Habituacédo: cada camundongo foi colocado no centro do Lado B e teve livre
exploragdo pelos lados B e C do aparato, durante 10 minutos, e por 3 dias
consecutivos, sendo que no Lado A, havia a presenca de um rato de brinquedo.

Teste: no quarto dia, os animais foram transportados para a sala experimental e
separados em dois grupos: presenca do rato de brinquedo e presenca do rato de
verdade. Cada animal recebeu infusdo de salina ou midazolam (3,0 ou 30 nmol),
colocado individualmente em uma caixa de transporte (33 x 15 x 15 cm) 1 minuto
antes de ser levado ao modelo. No grupo com a presenca do rato de verdade, o
estimulo de perigo (Long-Evans), havia recebido apomorfima (como descrito
anteriormente) para garantir movimentagdo uniforme. Apds o fim de cada sessao

experimental, o aparato foi limpo com solucdo de 20% de etanol.

3.7 Analise Comportamental
3.7.1 Experimentos 1 e 2

Para ambos os experimentos, os comportamentos foram avaliados pela analise
dos DVDs gravados com auxilio do programa X-Plo-Rat (GARCIA ET AL., 2005). Os
comportamentos analisados envolveram tanto 0sS parametros convencionais
(LISTER, 1987) quanto os etologicos (CRUZ ET AL., 1994; RODGERS e JOHNSON,
1995).

Medidas Convencionais: frequéncia de entradas nos bragcos abertos e fechados
(a entrada em um braco é definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para
dentro do bracgo) e duracdo do tempo gasto nestes compartimentos e na plataforma
central. Esses dados foram usados para o calculo da porcentagem de entradas e do
tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (Entradas: [aberto/total] x
100; Tempo: [tempo no compartimento/300] x 100).

Medidas Etologicas: Frequéncia e duragédo de levantamentos (elevagéo do corpo
sob as patas traseiras), mergulhar a cabega (“head-dipping” - frequéncia de
movimentos exploratérios da cabeca/ombros em direcdo ao solo), posturas de
esticar o corpo (“stretched attend postures” (SAP) - frequéncia de esticar o corpo e
retrai-lo a posigéo original, sem a ocorréncia de locomogé&o) e imobilidade (auséncia
de movimentos dos membros ou corpo, exceto pelo movimento respiratério). Como
os sinais de tigmotatismo s&o importantes para a exploragdo no LCE (Treit et al.,

1993), os comportamentos de mergulhar a cabeca e esticar o corpo foram
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diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bragos fechados e a
plataforma central sdo normalmente designados como areas “protegidas” do labirinto
e os dados coletados nesses compartimentos foram mostrados no total e como

porcentagem ([protegido/total] x 100) de cada comportamento.

3.7.2 Experimentos 3e 4

A analise comportamental para os Experimentos 3 e 4 consistiu na coleta de
medidas espaco-temporais (YANG ET AL., 2004; BENJAMINI e GUIMARAES, 2006)
COMO: laténcia inicial de fuga da area de exploracdo a area protegida, tempo total
gasto na area protegida (Lado C) e na area de exploracdo (Lado B), tempo de
contato com a grade de arame (incluindo escaladas na grade) e o total de entradas
nos lados C e B. Além dessas, medidas etoldégicos como frequéncia e duracéo de
esticadas (SAP), frequéncia de levantamentos, e o tempo total de imobilidade

também foram coletados.

3.8 Histologia

Apébs o término dos experimentos todos os animais receberam injecdo bilateral
no hipocampo ventral de 0,1 pl de uma solugdo de 1% de azul de metileno, de
acordo com o procedimento descrito para a injecdo das drogas, logo em seguida os
animais foram sacrificados com dose 3 vezes maior de solugdo de xilazina e
ketamina anteriomente citadas, seus cérebros removidos e acomodados em
recipientes contendo solucdo de formalina (10%). Posteriormente, sec¢cbes coronais
de 70 micrbmetros ao longo do trajeto da canula utilizando um micr6tomo criostato
(criostato ANCAP 300). As seccbes foram inspecionadas com o0 uso de um
microscopio (Olympus B202) e a visualizagdo da dispersdo do azul de metileno
indicou o local da injecéo.

3.9 Andlise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a uma analise inicial para avaliar a

homogeinidade dos grupos (Teste de Levene).
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Para o Experimento 1, foi utilizada ANOVA de um fator (Tratamento) e para 0s
Experimentos 2 e 3, foi utilizada ANOVA de dois fatores (Fator 1: pré-tratamento e
Fator 2: tratamento), (Fator 1. exposicdo e Fator 2: tratamento), respectivamente.
Para o Experimento 4, foi utilizada ANOVA de trés fatores (Fator 1: exposicao; Fator
2: pré-tratamento e Fator 3; tratamento).

Quando os valores de F foram significativos foi realizado o teste de comparagoes

multiplas de Duncan. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS
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A analise histologica confirmou a canulacdo positiva no hipocampo ventral

(Figura 1) de 66 sujeitos. Destes, 26 foram utilizados para investigar os efeitos do

midazolam (MDZ) intra-HV na avaliacdo da ansiedade em camundongos expostos

ao labirinto (n= 8-9) e quarenta receberam injecdo combinada de midazolam e

ondansetron (n= 10), também foram expostos ao LCE. Além disso, a analise

histolégica confirmou a canulagédo positiva no hipocampo ventral (Figura 1) de 127

sujeitos, sendo 58 utilizados para investigar os efeitos do midazolam (MDZ) intra-HV

na avaliacdo da ansiedade em camundongos expostos ao predador (n= 8-11) e 69

receberam injecdo combinada de midazolam e ondansetron (n= 7-10), também

foram expostos ao predador.
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Figura 4. Representacédo esquemética dos locais de microinje¢do no hipocampo ventral de
camundongos. Os pontos em negrito representam apenas uma parte das principais areas
atingidas (FRANKLIN e PAXINOS, 1997).
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4.1 Experimento 1. Efeito do mizadolam administrado no hipocampo ventral de
camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado

A Figura 5 mostra os efeitos da administracdo no hipocampo ventral de
camundongos (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) expostos ao LCE. ANOVA seguida do teste de

comparacoes multiplas de Duncan mostrou que a dose de 30 nmol aumentou a

porcentagem de entradas (F(2,23) = 32,07, p < 0,05) e tempo gasto (F(2,23)
630,28, p < 0,05) nos bracos abertos. Nenhuma das doses utilizadas alterou a
atividade locomotora (entradas nos bracos fechados (F(2,23) = 0,85, p > 0,05)]
(Figura 2).

A Tabela 1 mostra os efeitos da administracdo no hipocampo ventral de
camundongos (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) expostos ao LCE. ANOVA seguida do teste de
Duncan revelou que ambas as doses (3,0 e 30 nmol) diminuiram o0s seguintes
comportamentos dos camundongos expostos ao LCE: mergulhos protegidos
(F(2,23) = 136,03, P < 0,05), porcentagem de esticadas protegidas (SAP) [(F(2,23)=
9,84, P < 0,05)] e tempo total de imobilidade (segundos) [(F(2,23)= 4,53, P < 0,05)].
Somente a dose de 30 nmol aumentou o total de entradas (F(2,23)=39,85, P < 0,05),
mas diminuiu a porcentagem de tempo gasto nos bracgos fechados (F(2,23) = 59,38,
P < 0,05) e a porcentagem de tempo gasto no centro do labirinto (F2,23) = 38,83, P
< 0,05). Total de esticadas (F(2,23) = 2,00, P > 0,05) e total de levantamentos

(F(2,23)= 0,84, P > 0,05) ndo foram alterados (Tabela 2).
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Figura 5. Efeitos da administracéo intra-HV de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pul) sobre o
comportamento de camundongos avaliados no LCE. As barras representam as médias +
EPM (n=8-9). *P < 0,05 comparado ao grupo salina (ANOVA seguido do teste de
Duncan).
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Tabela 1. Efeitos do midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 ul) administrado intra-HV de
camundongos expostos ao LCE

midazolam (nmol/0.1pl)

Comportamento 0 (n=8) 3,0 (n=9) 30 (n=9) F (2,23)
Total de entradas 16,75+ 0,49 16,55 + 0,66 23,66 +0,72* 39,85; P < 0,05
Entradas BAs 512 +0,51 5,77 £ 0,32 13,22+ 0,40 * 120,25; P < 0,05
% Tempo no brago fechado 51,96 + 1,80 45,08 +1,91 28,32 +0,80 * 59,38; P < 0,05
% Tempo no centro 51,05+ 1,54 56,84 + 2,08 38,41 +£0,57* 38,83; P < 0,05
Total mergulho 24,25 + 0,75 23,0+ 0,68 25,88 + 0,51 514; P <0,05
% Mergulhos protegidos 95,21 +1,78 33,71+2,75* 34,84+3,75* 136,03; P < 0,05
Total esticadas 31,5+2,85 26,66 + 1,49 24,88 + 2,64 2,00; NS

% Esticadas protegidas 81,93 + 3,32 49,73+ 6,94 * 49,48 + 6,08* 9,84; P <0,05
Levantar (freqiiéncia) 12,62 + 0,86 12,0+ 0,91 11,11 + 0,67 0,84; NS

Total imobilidade (s) 2,37+1,18 0,0+0,0 * 0,0+0,0* 4,53; P <0,05

BAs = bracos abertos; NS = ndo significativo. *P < 0,05 comparado ao grupo salina
(ANOVA seguido do teste de Duncan).

4.2 Experimento 2. Efeito da injecdo combinada de mizadolam e ondansetron
administrado no hipocampo ventral de camundongos avaliados no labirinto em
cruz elevado

A Figura 6 e a Tabela 2 mostram os efeitos da administracdo combinada [Salina
+ Salina (Sal+Sal); Salina + MDZ (30 nmol/0,1 ul) (Sal+MDZ); OND (0,03 nmol/0,1
pl) + Salina (OND+Sal) e, MDZ (30 nmol/0,1 upl) + OND (0,03 nmol/0,1
pI)(OND+MDZ)] no hipocampo ventral sobre o comportamento de camundongos
expostos ao LCE. ANOVA de dois fatores (pré-tratamento x tratamento) mostrou
diferenca significativa para o pré-tratamento (F(1,36)= 65,65, P < 0,05); tratamento
(F(1,36)= 41,84, P < 0,05) e interacao (F(1,36)= 37,0, P <0,05).

As analises de post hoc mostraram que o tratamento com Salina + MDZ
aumentou a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos e o grupo tratado com
OND + MDZ apresentou diminuicdo da porcentagem de tempo gasto nos bragos

abertos, quando comparados ao grupo Salina + MDZ (Figura 6).
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Além disso, ANOVA de dois fatores (pré-tratamento X tratamento) mostrou
diferenca significativa para o pré-tratamento (F(1,36)= 14,42, P < 0,05); tratamento
(F(1,36)= 5,92, P < 0,05) e interacdo (F(1,36)= 5,02, P < 0,05). As andlises de post
hoc mostraram que o tratamento com Salina + MDZ diminuiu as entradas nos bragos
fechados em comparacéo ao grupo controle (Salina + Salina), olhar Figura 3.

A Tabela 2 mostra os demais comportamentos de camundongos avaliados no
LCE. ANOVA de dois fatores, seguida do teste de comparacdes multiplas de Duncan
revelou que ocorreu aumento para: total de entradas [Interacdo (F(1,36)= 5,05, P <
0,05)] e entradas nos bracos abertos [pré-tratamento (F(1,36)= 67,27, P < 0,05),
tratamento (F(1,36)= 44,08, P < 0,05) e interacdo entre pré-tratamento x tratamento
(F(1,36)= 54,27, P < 0,05)]. Além disso, ANOVA revelou diminuicdo para o0s
seguintes comportamentos: porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados [pré-
tratamento (F(1,36)= 26,06, P < 0,05), tratamento (F (1,36)= 30,41, P < 0,05) e
interacdo (F(1,36)= 14,78, P < 0,05)]; porcentagem de tempo no centro [pré-
tratamento (F(1,36)= 10,61, P < 0,05), tratamento (F(1,36)= 6,70, P < 0,05) e
interacdo entre pré-tratamento x tratamento (F(1,36)= 15,89, P < 0,09)];
porcentagem de mergulhos protegidos [pré-tratamento (F (1,36) = 12,82, P < 0,05),
tratamento (F(1,36)= 5,21, P<0,05) e interacdo entre pré-tratamento x tratamento
(F(1,36)= 5,11, P< 0,05)] e porcentagem de esticar protegido [interacdo entre pré-
tratamento x tratamento (F(1,36)= 9,56, P < 0,05)]. Nao houve diferenca significativa
para o total de entradas [pré-tratamento (F(1,36)= 2,84, P > 0,05); interacdo entre
pré-tratamento x tratamento (F(1,36)= 3,33, P > 0,05)] e porcentagem de esticar
protegido [pré-tratamento (F(1,36)= 3,21, P > 0,05) e tratamento (F(1,36)= 7,58, P >

0,05)].
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Figura 6. Efeitos da administracdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 ul), OND
(0,03 nmol/0,1 ph+Sal e MDZ(30 nmol/0,1 pl)+OND(0,03 nmol/0,1 pl) sobre o
comportamento de camundongos avaliados no LCE. As barras representam as médias *
EPM (n=10). *P < 0,05 comparado ao grupo controle (Sal+Sal), #P < 0,05 comparado ao
grupo Sal+MDZ (two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).
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Tabela 2. Efeitos da administracdo combinada de midazolam e ondansetron

intra-HV sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE.

Tratamento Combinado

Comportamento SAL+SAL MDZ+SAL SAL+OND MDZ+OND
Total de entradas 1350 + 0,58 16,40 £ 0,52 * 13,90+ 1,05 13,60 = 0,57 #
Entradas BAs 4,70 + 0,26 10,00 £ 042 * 430%x 049 4,10+ 0,32 #
% Tempo BF 47,10 + 1,36 32,49 + 1,26 * 49,06+ 156 46,46 £ 2,17 #
% Tempo no centro 43,34 + 1,27 32,17 + 1,83 * 42,10+ 1,73 44,48 £ 2,05 #
Total mergulho 2450 + 1,70 26,70 + 2,85 28.90+1.09 28,80 + 2,24
% Mergulhos protegidc 60,16 + 4,22 37,71 = 6,60 * 66,68+ 2,13 66,56 + 5,63 #
Total esticadas 31,20 £ 2,52 30,30 + 1,28 37,10%x 2,51 36,50 + 4,21
% Esticadas protegide 74,64 + 4,72 46,21 + 4,65 * 68,32+ 4,35 69,97 + 5,63 #
Levantar (frequéncia) 9,90 + 1,22 8,30 £ 0,70 890+ 0,66 10,00+ 0,73
Total imobilidade (s) 2,50 + 1,29 0,00 + 0,00 1,00+ 054 1,00+ 0,56

BAs = bracos abertos; BF = brago fechado; (n=10). *P < 0,05 comparado ao grupo controle
(Sal+Sal), #P < 0,05 comparado ao grupo Sal+MDZ (two-way ANOVA seguido do teste de
Duncan).

Além disso, o teste de comparacbes mdultiplas de Duncan mostrou que o
tratamento com MDZ+OND produziu diminuicdo para os comportamentos, total de
entradas e entradas nos bracos abertos, enquanto aumentou os comportamentos, %
tempo gasto nos bracos fechados e no centro do labirinto, % mergulhos e SAP

protegidos, em relacéo ao grupo MDZ+SAL (Tabela 2).

4.3 Experimento 3. Efeitos do midazolam administrado no hipocampo ventral
de camundongos avaliados no modelo de exposi¢cao ao rato

A Figura 7 mostra os efeitos da administracdo de midazolam (3,0 ou 30
nmol/0,1 pl) no hipocampo ventral de camundongos sobre a frequéncia de entradas
na area protegida (Lado C) avaliados no modelo de exposi¢ao ao rato. A ANOVA de
dois fatores (condicdo x tratamento) mostrou efeito significativo para o tratamento

(F(1,52)= 4,22, P < 0,05) e interacéo entre condicdo x tratamento (F(1,52)= 3,18, P <
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0,05). Para o fator condicdo, ndo ocorreu diferenca significativa (F(1,52)= 0.004, P >
0,05).

A analise post hoc mostrou que 0s animais expostos ao rato apresentaram
aumento na frequéncia de entradas do Lado C do aparato somente quando tratados

intra-HV com midazolam (30 nmol/0,1 pl).
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Figura 7. Efeitos da administracdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos na frequencia de entradas na area protegida (Lado C) no modelo de
exposicdo ao rato. As barras representam as médias + EPM (n = 8-11). *P < 0,05
comparado ao respectivo grupo salina (two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 8 mostra os efeitos da injecdo intra-HV de midazolam (3,0 ou 30
nmol/0,1 pl) sobre o tempo gasto na area protegida em camundongos avaliados no
modelo de exposicdo ao rato. ANOVA de dois fatores mostrou efeito significativo
para a condi¢ao (F(1,52)= 65,51, P < 0,05), tratamento (F(1,52)= 71,15, P < 0,05) e
interacdo entre condicdo x tratamento (F(1,52)= 6,90, P < 0,05). A andlise post hoc
mostrou que midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV produziu diminuicdo no

tempo gasto no Lado C do aparato, tanto para 0s animais expostos ao rato



61

(predador) quanto ao rato de brinquedo (estimulo neutro), quando comparados com

0S seus respectivos controles (salina).

600
L
=
.:T ,
3 500 T A
o
1
= 400
E
Bl -]
L&
= 300
= F
=
2 200
=
(=]
2 100
E
1]
l—
]
Salina 3,0 30,0 Salina 3.0 30,0
MDZ (nmolf0,1 pl) MDZ (nmoli0,1 pl)
Rato Brinquedo Rato

Figura 8. Efeitos da administragdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos no tempo gasto na area protegida (Lado C) no modelo de exposi¢do ao rato.
As barras representam as médias + EPM (n = 8-11). *P < 0,05 comparado ao respectivo
grupo salina. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo na exposicao ao rato de brinquedo
(two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 9 mostra os efeitos da microinjecdo no hipocampo ventral de midazolam
(3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) sobre a frequéncia de entradas na area de exploragdo (Lado
B) de camundongos avaliados no modelo de exposi¢cédo ao rato. A ANOVA de dois
fatores (condicdo x tratamento) mostrou efeito significativo para o tratamento
(F(1,52)= 4,51, P <0,05) e interacao (F(1,52)= 3,49 P < 0,05). Para o fator condicéo,
nao houve efeito significativo (F(1,52)= 0,003, P > 0,05).

O teste post hoc mostrou que o midazolam intra-HV (30 nmol/0,1 ul) produziu
aumento na frequéncia de entradas no Lado B do aparato para os camundongos

expostos ao rato, quando comparados ao grupo salina.
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Figura 9. Efeitos da administracdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos na frequencia de entradas na area de exploracdo (Lado B) no modelo de
exposicdo ao rato. As barras representam as médias + EPM (n = 8-11). *P < 0,05
comparado ao respectivo grupo salina (two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 10 mostra os efeitos da injecdo de midazolam intra-HV (3,0 ou 30
nmol/0,1 ul) sobre o tempo gasto na area de exploracdo (Lado B) de camundongos
avaliados no modelo de exposicdo ao rato. ANOVA revelou efeito significativo para
condicdo (F(1,52)= 64,83, P < 0,05), tratamento (F(1,52)= 70,68, P < 0,05) e
interacdo entre condicdo x tratamento (F(1,52)= 6,88, P < 0,05). A andlise post hoc
mostrou que o midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) no hipocampo ventral de
camundongos produziu aumento no tempo gasto no Lado B do aparato para os
animais expostos tanto ao rato de brinquedo como ao rato. Os animais tratados com
salina e midazolam (duas doses) e expostos ao rato apresentaram diminuicdo do
tempo gasto na &area de exploracdo (Lado B), quando comparados aos seus

respectivos grupos expostos ao rato de brinquedo.
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Figura 10. Efeitos da administracdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos no tempo gasto na area de exploracdo (Lado B) no modelo de exposi¢cédo ao
rato. As barras representam as médias + EPM (n = 8-11). *P < 0,05 comparado ao
respectivo grupo salina. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo na exposi¢cdo ao rato de
brinquedo (two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 11 mostra os efeitos do midazolam administrado no hipocampo
ventral (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) sobre o tempo de contato de camundongos na grade
do aparato. ANOVA (condicdo x tratamento) mostrou efeito significativo para a
condicdo (F(1,52)= 35,74, P < 0,05), tratamento (F(1,52)= 44,98, P < 0,05) e
interac&o entre condicao x tratamento (F(1,52)= 11,61, P < 0,05).

O teste post hoc de Duncan mostrou que midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl)
no hipocampo ventral de camundongos produziu aumento do tempo gasto em

contato com a grande do aparato, tanto na presenca do rato de brinquedo quanto na

presenca do rato (predador).
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Figura 11. Efeitos da administragdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos no tempo de contato com a grade no modelo de exposi¢éo ao rato. As barras
representam as médias £ EPM (n = 8-11). *P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina.
#P < 0,05 comparado ao respectivo grupo na exposicdo ao rato de brinquedo (two-way
ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 12 mostra os efeitos do midazolam administrado no hipocampo
ventral (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) sobre a laténcia de fuga para o Lado C dos
camundongos avaliados no modelo de exposicdo ao rato. ANOVA mostrou efeito
significativo para condicao (F(1,52)= 18,51, P < 0,05), tratamento (F(2,52)= 130,43,
P < 0,05) e interacdo entre condi¢ao x tratamento (F(2,52)= 4,73, P < 0,05).

A andlise post hoc mostrou que os camundongos tratados com midazolam
(3,0 ou 30 nmol/0,1 ul) e expostos ao rato diminuiram a laténcia de fuga para a area
protegida (Lado C), comparados aos camundongos expostos ao rato de brinquedo.
A administracéo intra-HV de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 ul) produziu aumento da
laténcia de fuga para o Lado C quando comparado ao grupo salina, nos

camundongos expostos tanto ao rato de brinquedo quanto ao rato.
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Figura 12. Efeitos da administragcdo de midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) intra-HV de
camundongos na laténcia de fuga para o Lado C no modelo de exposicdo ao rato. As barras
representam as médias + EPM (n = 8-11). *P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina.
#P < 0,05 comparado ao respectivo grupo na exposicdo ao rato de brinquedo (two-way
ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Tabela 3 mostra os efeitos do midazolam intra-HV (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl)
sobre os outros comportamentos de camundongos avaliados no modelo de
exposicao ao rato. A ANOVA (condicdo x tratamento) mostrou efeito significativo
para os comportamentos avaliados na area protegida (Lado C): frequencia de esticar
(SAP) [ condicdo (F(1,52) = 17,65, P < 0,05), tratamento (F(2,52) = 4,26, P < 0,05) e
interacéo entre condicao x tratamento (F(2,52) = 4,09, p < 0,05)], tempo de esticar —
SAP [condicdo (F(1,52) = 12,00, P < 0,05), tratamento (F(2,52) = 4,76, P < 0,05) e
interacdo entre condicdo x tratamento (F(2,52) = 4,80, P < 0,05)] e tempo total de
imobilidade [condicdo (F(2,52) = 5,58, P < 0,05), tratamento (F(2,52) = 30,28, P <
0,05) e interacao entre condi¢céo x tratamento (F(2,52) = 5,64, P < 0,05)].

O teste post hoc mostrou que os grupos tratados com midazolam (3,0 ou 30

nmol/0,1 ul) e expostos ao rato, exibiram maior frequéncia e tempo gasto de SAP
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guando comparados aos camundongos expostos ao rato de brinquedo. O
midazolam intra-HV (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) diminuiu a frequencia de SAP na area
protegida (Lado C) quando comparado ao respectivo grupo salina. Além disso, o
midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) diminuiu o tempo de imobilidade em ambos os
grupos, tanto expostos ao rato de brinquedo quanto ao rato.

A ANOVA mostrou também efeito significativo para os comportamentos
avaliados na area de exploracédo (Lado B): frequencia de esticar - SAP [tratamento
(F(1,52)= 3,60, P < 0,05) e interacao (F(1,52)= 11,42, P < 0,05)], tempo de esticadas
(SAP) [condicdo (F(1,52)= 6,01, P < 0,05), tratamento (F(1,52)= 4,27, P < 0,05) e
interacdo entre condicdo x tratamento (F(1,52)= 5,61, P < 0,05)].

Tabela 3. Efeitos da administracdo de midazolam intra-HV de camundongos
avaliados no modelo de exposicéo ao rato

Rato de Brinquedo Rato
Tratamento Camara Protegida Area de Explorag&o Imobilidade Camara Protegida Area de Exploracdo Imaobilidade
Midazolam Testicar TE(s) Testicar TE (s) Total Testicar TE (s) Testicar TE(s) Total
(nmoli0,1 pl)
0 56+1224+06 28+0919+08 329+124 178+2881715+468 87116867+ 14% 833+141#
3,0 35+1114+03 2840413 +£02 01+017 98+14% 66+22* 34+07*35+08% 11+05F

300 65+1828+07 53+1025:07 00+00° 80+18° 234+07*13:+04*#11+04* 0,000

Testicar = total de esticar; TE = tempo de esticadas. *P < 0,05 comparado ao respectivo
grupo salina. #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo na exposicéo ao rato de brinquedo
(two-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A analise post hoc mostrou que os grupos tratados com midazolam (3,0 ou 30
nmol/0,1 pl) e expostos ao rato exibiram maior frequéncia e tempo gasto de SAP
guando comparados ao grupo exposto ao rato de brinquedo. A administracao intra-
HV (3,0 ou 30 nmol/0,1 pl) diminuiu o SAP na area de exploracdo quando

comparado aos respectivos grupos controle.



67

4.4 Experimento 4. Efeito da injecdo combinada de mizadolam e ondansetron
admin_is'Erado no hipocampo ventral de camundongos avaliados no modelo de
exposicdo ao rato

A Figura 13 mostra os efeitos da administragdo combinada de Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol/0,1 ul); OND (0,03 nmol/0,1 ul) + Salina e MDZ (30 nmol/0,1
pl) + OND (0,03 nmol/0,1 pl) no hipocampo ventral de camundongos, avaliados no
modelo de exposi¢do ao rato, sobre a frequéncia de entradas na &rea protegida da
caixa (Lado C). A ANOVA de trés fatores (exposi¢cdo x pré-tratamento x tratamento)
mostrou efeito significativo para a exposicdo (F(1,61) = 3,65, P < 0,05), pré-
tratamento (F(1,61) = 8,42, P < 0,05), tratamento (F(1,61) = 12,66, P < 0,05) e

interacao entre exposicao x pré-tratamento x tratamento (F(1,61) = 3,65, P < 0,05).
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Figura 1. Efeitos da administracdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 pl), OND (0,03
nmol/0,1 pl)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 pul)+OND(0,03 nmol/0,1 pl) sobre as entradas no Lado C da
caixa no modelo de exposi¢édo ao rato. As barras representam as médias + EPM (n=7-10). *P < 0,05
comparado ao grupo Salina+Salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao
rato de brinquedo. §P < 0,05 comparado ao grupo Salina+Midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao
rato (three-way ANOVA seguido do teste de Duncan).
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A analise post hoc mostrou que a injecdo combinada de Sal+MDZ (30 nmol/0,1
pl) produziu aumento das entradas no lado C para os camundongos expostos ao
rato. A injecdo combinada de OND+MDZ (0,03 nmol/0,1 pl +30 nmol/0,1 pul), reverteu
este efeito.

A Figura 14 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol/0,1 ul); OND (0,03 nmol/0,1 ul) + Salina e MDZ (30 nmol/0,1
pl) + OND (0,03 nmol/0,1 ul) no hipocampo ventral de camundongos, avaliados no
modelo de exposi¢do ao rato, sobre o tempo gasto na area protegida (Lado C). A
ANOVA de trés fatores (exposicdo x pré-tratamento x tratamento) mostrou efeito
significativo para a exposicao (F(1,61)= 265,41, P < 0,05), pré-tratamento (F(1,61)=
418,69, P < 0,05) e tratamento (F(1,61)= 387,62, P < 0,05), mas nédo para interagédo
entre exposicao x pré-tratamento x tratamento (F(1,61)= 0,32, P >0,05).

A andlise post hoc de Duncan mostrou que a administracdo de Salina + MDZ
(30 nmol/0,1 pl) diminuiu o tempo gasto no Lado C tanto por camundongos expostos
ao rato de brinquedo quanto ao rato. Além disso, para 0s animais expostos ao rato,
todos 0s grupos apresentaram aumento no tempo gasto no Lado C em comparacao

com seu respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo.
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Figural4. Efeitos da administracdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 ul), OND (0,03
nmol/0,1 uh)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 ul)+OND(0,03 nmol/0,1 ul) sobre o tempo gasto no Lado C da
caixa no modelo de exposicao ao rato. As barras representam as médias + EPM (n=7-10). *P < 0,05
comparado ao grupo Salina+Salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao
rato de brinquedo. 8P < 0,05 comparado ao grupo Salina+Midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao
rato (three-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A Figura 15 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol/0,1 ul); OND (0,03 nmol/0,1 ul) + Salina e MDZ (30 nmol/0,1
pul) + OND (0,03 nmol/0,1 ul) no HV de camundongos, avaliados no modelo de
exposicdo ao rato, sobre a frequencia de entradas na area de exploracédo (Lado B).
A ANOVA de trés fatores (exposicdo x pré-tratamento x tratamento) mostrou efeito
significativo para a exposicao (F(1,61) = 5,66, P < 0,05), pré-tratamento (F(1,61) =
10,59, P < 0,05) e interacao (F(1,61) = 21,54, P < 0,05), mas né&o para o tratamento
(F(1,61) = 2,70, P >0,05).

O teste post hoc revelou que o grupo Salina + MDZ (30 nmol/0,1 ul) diminuiu as

entradas no Lado B para os camundongos expostos ao rato de brinquedo e
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aumentou as entradas para 0s animais expostos ao rato. Além disso, para 0s
animais expostos ao rato, os grupos Sal+Sal, OND+Sal e OND+MDZ apresentaram
diminuicdo as entradas em relacdo aos seus respectivos grupos expostos ao rato de
brinquedo e, aumento para os animais tratados com Sal+MDZ em comparagcao ao

seu respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo.
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Figura 2. Efeitos da administracdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 ul), OND
(0,03 nmol/0,1 ul)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 pl)+OND(0,03 nmol/0,1 pl) sobre as entradas no
Lado B da caixa no modelo de exposi¢do ao rato. As barras representam as médias + EPM
(n=7-10). *P < 0,05 comparado ao grupo salina+salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao
respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo. 8P < 0,05 comparado ao grupo
salina+midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao rato (three-way ANOVA seguido do teste
de Duncan).

A Figura 16 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol); OND (0,03 nmol) + Salina e, por fim, MDZ (30 nmol) + OND
(0,03 nmol) no hipocampo ventral de camundongos, avaliados no modelo de
exposicdo ao rato, sobre o tempo gasto na area de exploracdo (Lado B). A ANOVA

de trés fatores (exposi¢ao x pré tratamento x tratamento) mostrou efeito significativo
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para a exposicao (F(1,61)= 265,41, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 418,69, P <

0,05) e tratamento (F(1,61)= 387,62, P < 0,05), mas nao para interacdo (F(1,61)=

0,32, P >0,05).
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Figura 36. Efeitos da administragdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 pl), OND (0,03
nmol/0,1 uh)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 ul)+OND(0,03 nmol/0,1 ul) sobre o tempo gasto no Lado B da
caixa no modelo de exposicao ao rato. As barras representam as médias + EPM (n=7-10). *P < 0,05
comparado ao grupo Salina+Salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao
rato de brinquedo. 8P < 0,05 comparado ao grupo Salina+midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao
rato (three-way ANOVA seguido do teste de Duncan).

A andlise post hoc de Duncan mostrou que a administracdo de MDZ aumentou o
tempo gasto no Lado B tanto por camundongos expostos ao rato de brinquedo
guanto ao rato. Além disso, para 0s animais expostos ao rato, todos 0s grupos
apresentaram aumento no tempo gasto no Lado C em comparagdo com seu
respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo.

A Figura 17 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol); OND (0,03 nmol) + Salina e MDZ (30 nmol) + OND (0,03

nmol) no hipocampo ventral de camundongos, avaliados no modelo de exposi¢ao ao
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rato, sobre o tempo gasto de contato com a grade. A ANOVA de trés fatores
(exposicdo x pré tratamento x tratamento) mostrou efeito significativo para a
exposicao (F(1,61)= 232,41, P < 0,05) e interacdo (F(1,61)= 43,94, P < 0,05), mas
nao para pré tratamento (F(1,61)= 710,45, P >0,05) e tratamento (F(1,61)= 721,04, P
>0,05).

A anadlise post hoc de Duncan mostrou que a administracdo de MDZ
aumentou o tempo gasto de contato com a grade tanto por camundongos expostos
ao rato de brinquedo quanto ao rato. Além disso, para 0s animais expostos ao rato,
todos 0s grupos apresentaram diminuicdo no tempo de contato com a grade em

comparacao com seu respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo.
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Figura 47. Efeitos da administragdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 ul), OND (0,03
nmol/0,1 ul)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 pl)+OND(0,03 nmol/0,1 pl) sobre o tempo de contato com a
grade no modelo de exposi¢cdo ao rato. As barras representam as médias + EPM (n=7-10). *P < 0,05
comparado ao grupo Salina+Salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao
rato de brinquedo. 8P < 0,05 comparado ao grupo Salina+Midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao
rato (three-way ANOVA seguido do teste de Duncan).



73

A Figura 18 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina;
Salina + MDZ (30 nmol); OND (0,03 nmol) + Salina e MDZ (30 nmol) + OND (0,03
nmol) no hipocampo ventral de camundongos, avaliados no modelo de exposi¢do ao
rato, sobre a laténcia de fuga para o Lado C. A ANOVA de trés fatores (exposi¢cao x
pré tratamento x tratamento) mostrou efeito significativo para a exposi¢cao (F(1,61)=
61,27, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 283,78, P < 0,05) e tratamento (F(1,61)=
273,23, P < 0,05), mas nao para interacéo (F(1,61)= 0,66, P >0,05).

A andlise post hoc de Duncan mostrou que a administracdo de MDZ
aumentou a laténcia de fuga para o Lado C do aparato, tanto para os camundongos
expostos ao rato de brinquedo quanto ao rato. Além disso, para 0s animais expostos
ao rato, todos o0s grupos apresentaram diminuicdo na laténcia de fuga em

comparacao com seu respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo.
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Figura 18. Efeitos da administragcdo combinada de Sal+Sal, Sal+MDZ (30 nmol/0,1 ul), OND (0,03
nmol/0,1 pl)+Sal e MDZ (30 nmol/0,1 pl)+OND(0,03 nmol/0,1 pul) sobre a laténcia de fuga para o Lado
C do modelo de exposicao ao rato. As barras representam as médias + EPM (n=7-10). *P < 0,05
comparado ao grupo Salina+Salina (Sal+Sal). #P < 0,05 comparado ao respectivo grupo exposto ao
rato de brinquedo. 8P < 0,05 comparado ao grupo Salina+Midazolam (Sal+MDZ 30nmol) exposto ao
rato (three-way ANOVA seguido do teste de Duncan).
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A Tabela 4 mostra os efeitos da administracdo combinada Salina + Salina; Salina
+ MDZ (30 nmol/0,1 ul); OND (0,03 nmol/0,1 pl) + Salina e, por fim, MDZ (30
nmol/0,1 ul) + OND (0,03 nmol/0,1 ul) no hipocampo ventral de camundongos a
valiados no modelo de exposicéao ao rato. A ANOVA de trés fatores (exposicao x pré
tratamento x tratamento) mostrou efeito significativo para os comportamentos
avaliados na area protegida (Lado C): frequencia de esticar (SAP) [exposicao
(F(1,61)= 136,02, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 17,23, P < 0,05), tratamento
(F(1,61)= 19,95, P < 0,05) e interacdo (F(1,61)= 13,59, P < 0,05)], tempo de esticar
(SAP)[ exposicao (F1,61)= 307,10, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 49,41, P <
0,05), tratamento (F(1,61)= 21,85, P < 0,05) e interacdo (F(1,61)= 35,56, P < 0,05)] e
tempo total de imobilidade [tratamento (F(1,61)= 9,23, P < 0,05)]. Nao houve
diferenca no tempo de imobilidade para exposicdo (F(1,61)= 0,83, P >0,05), pré
tratamento (F(1,61)= 2,09, P >0,05), e interacdo (F(1,61)= 0,06, P >0,05).

O teste post hoc mostrou que o grupo tratado com Sal+MDZ exposto ao rato
de brinquedo teve diminuicdo do tempo total de imobilidade no Lado C. Os outros
comportamentos nao foram significativos.

ANOVA de trés fatores mostrou também efeito significativo para os
comportamentos avaliados na area de exploracdo (Lado B): frequencia de esticar
(SAP) [exposicdo (F(1,61)= 4,77, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 15,49, P <
0,05) e interacdo (F(1,61)= 7,22, P < 0,05)]; tempo de esticar (SAP)[ exposicdo
(F(1,61)= 165,89, P < 0,05), pré tratamento (F(1,61)= 7,48, P < 0,05), tratamento
(F(1,61)= 21,34, P < 0,05) e interacao (F(1,61 = 10,99, P < 0,05)] e tempo total de
imobilidade [pré tratamento (F(1,61)= 80,47, P < 0,05), tratamento (F(1,61)= 103,63,

P < 0,05) e interacao (F(1,61)= 103,89, P < 0,05)])]. Nao houve diferenca para:
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frequencia de esticar (SAP) [tratamento (F(1,61) = 2,88, P >0,05) e no tempo de
imobilidade [tratamento (F1,61)= 865,81, P >0,05).

A analise post hoc mostrou que nos grupos tratados com Sal+MDZ e
expostos ao rato de brinquedo exibiram menor frequéncia de imobilidade. Os grupos
tratados com Sal+MDZ e expostos ao rato, apresentaram diminuicdo tanto na
frequéncia e no tempo do SAP nos lados C e B, assim como o tempo de imobilidade.
Além disso, os grupos Sal+Sal, OND+Sal e OND+MDZ apresentaram aumento dos
comportamentos freqiiéncia e no tempo do SAP nos lados C e B, assim como o
tempo de imobilidade, quando comparados ao seu respectivo grupo em animais

expostos ao rato de brinquedo.
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Tabela 4 Efeitos da administracdo combinada de midazolam e ondansetron intra-HV sobre o comportamento de camundongos
avaliados no modelo de exposicéo ao rato

Rato de Brinquedo Rato
Tratamente Camara Protegida Area de Exploragdo Imobilidade Cdamara Protegida Area de Exploragdo Imobilidade
Esticar (f)  Esticar (s) Esticar (f) Esticar (s) Total Esticar (f) Esticar (s) Esticar (f) Esticar (s) Total
Sal + Sal 886083 320+044 586077 246x043 11,56+555 32252422 # 22342196 # 10,00+£1,90 # 709073 # 87192253 #
Sal + MDZ 8,44+058 411+0,45 7891059 1,76+024 0,00+£000 ~* 688097 * 34210567 % 1,75+031 #* 179042 ~ 0,29+019 *
OND + Sal 789+063 355+034 667+050 1,08+013 7233+492 3460+300 # 2443+179 # 12,00+151 # 721+058 # 8328209 #
OND +MDZ 7564053 388+044 789+042 127+017 680+450 § 3256+294 #§ 258B+1 78 #§ 1156+156 #§ 706+056 #§ B8057+361 #§

Sal= Salina; MDZ= midazolam; OND= ondansetron, f= freqténcia. (n=7-10). *P < 0,05 comparado ao grupo Controle (Sal+Sal), #P < 0,05
comparado ao respectivo grupo exposto ao rato de brinquedo, 8P < 0,05 comparado ao grupo Sal+MDZ (rato) (three-way ANOVA seguido do

teste de Duncan).
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5. DISCUSSAO
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Nossos resultados mostraram que a administracdo de midazolam (30 nmol/0,1pl)
no hipocampo ventral de camundongos produziu efeito ansiolitico avaliado no
labirinto em cruz elevado (LCE). Este efeito foi revertido pela administracao
combinada de midazolam (30 nmol/0,1ul) com ondansetron (0,03 nmol/0,1ul), uma
dose sem efeito. Fortalecem este resultado os comportamentos observados na
avaliacdo de risco tais como, porcentagens de mergulhos, esticadas e tempo de
imobilidade, os quais foram diminuidos. A administracdo de midazolam no
hipocampo ventral de camundongos também produziu efeito ansiolitico nos animais
expostos ao modelo de exposicdo ao predador. Este efeito foi revertido pela
aministracdo combinada de midazolam e ondansetron, na mesma dose utilizada no
LCE. Além disso, os comportamentos caracteristicos de avaliacdo de risco, tais
como, frequéncia e tempo de duracdo em esticar e imobilidade também foram
alterados.

No Experimento 1, a dose de 30 nmol de midazolam provocou a desinibicéo
comportamental dos sujeitos avaliados no LCE, diminuindo os comportamentos
relacionados a ansiedade sem alterar a atividade locomotora. Esse resultado
corrobora com os dados encontrados na literatura onde os benzodiazepinicos
produzem efeito ansiolitico quando injetados em regifes do sistema limbico como o
nacleo dorsal da rafe (GONZALEZ e FILE, 1997), substancia cinzenta periaquedutal
dorsal (MOTTA e BRANDAO, 1993; RUSSO ET AL, 1993; REIS e CANTO-DE-
SOUZA, 2008), amidala (GREEN e VALE, 1992; ZANGROSSI e GRAEFF, 1994;
PESOLD e TREIT, 1995; NUNES-DE-SOUZA ET AL, 2000; BARBALHO ET AL,
2009), septo (PESOLD e TREIT, 1996) e hipocampo dorsal (GONZALEZ ET AL.,

1998; MENARD e TREIT, 2001).
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Resultados de varios laboratorios tém demonstrado aumento em certos
comportamentos e posturas relacionadas ao padrao defensivo de avaliacdo de risco
(RODGERS ET AL., 1992; ADAMEC e SHALLOW, 1993; CRUZ ET AL., 1994;
GRIEBEL ET AL., 1996, 1997) e estas medidas podem ser mais sensiveis as acoes
das drogas (RODGERS 1997; RODGERS ET AL., 1997a). Esse efeito pode ser
confirmado em nossos resultados com as alteracdes das medidas etoldgicas
(LISTER, 1990; RODGERS ET AL., 1997) avaliadas no LCE. Neste sentido, as duas
dose de midazolam produziram diminuicAo das porcentagens de mergulhar
protegido bem como as porcentagens de esticar protegido, sugerindo que este
agonista benzodiazepinico (BZD) foi eficaz em diminuir as posturas de avaliacdo de
risco e exploracdo no LCE. Além disso, nenhuma das duas doses de midazolam
produziram alteracdo no comportamento de imobilidade. Desta forma, além de né&o
produzir sedacdo, este benzodiazepinico aumentou a exploracdo dos bracos
abertos, principalmente na dose de 30 nmol. Segundo dados da literatura os bracos
abertos do labirinto sédo considerados locais potencialmente aversivos deste aparato,
e 0s benzodiazepinicos reduzem a aversividade deste ambiente (LISTER, 1987,
CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005).

Com o objetivo de reverter o feito ansiolitico obtido com o midazolam injetado
no HV de camundongos avaliados no labirinto, realizamos o Experimento 2. Neste
estudo verificamos que a administragdo combinada de salina e midazolam (Sal +
MDZ 30 nmol/0,1 pl) intra-HV, produziu efeito ansiolitico nos camundongos
avaliados no LCE, efeito este verificado pelo aumento significativo das porcentagens
de entradas e tempo gasto nos bracos abertos (LISTER, 1987; CAROBREZ e
BERTOGLIO, 2005). A atividade locomotora avaliada pelo total de entradas nos

bracos fechados, apresentou diminuicdo significativa no grupo que recebeu
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tratamento de Sal+MDZ, quando comparado ao grupo controle (Sal+Sal). Este efeito
provavelmente foi decorrente do aumento das entradas nos bracos abertos e no total
de entradas no labirinto. Confirmando esses resultados, a Tabela 2 mostra que o
grupo Sal+MDZ apresentou diminuicdo da porcentagem de tempo gasto nos bracos
fechados e no centro do LCE. O tempo gasto no centro do labirinto é particularmente
importante pois denota a possibilidade de “tomada de decisdo” do camundongo. O
centro do labirinto proporciona ao animal a possibilidade em explorar ou ndo o
aparato, recuar ou ndo para os bracos fechados, e € estatisticamente selecionado
como um comportamento de avaliacdo de risco (RODGERS e COLE, 1994;
RODGERS e JOHNSON, 1995; RODGERS ET AL. 1997a; GRAEFF e
ZANGROSSI, 2002; MCNAUGHTON E CORR, 2004).

Além desses resultados, os comportamentos etoldgicos como porcentagens
de mergulhos e esticadas protegidos diminuiram em relacdo ao grupo controle,
indicando a acao ansiolitica do midazolam (LISTER, 1990; RODGERS ET AL.,
1997).

Entretanto, a injecdo combinada de ondansetron (0,03 nmol/0,1 ul) e salina,
na dose que ndo apresentou efeito por si s6, foi capaz de reverter o efeito ansiolitico
do midazolam em camundongos avaliados no LCE. Este mesmo tratamento alterou
as medidas de avaliacdo de risco e etoloégicas no labirinto, levando os
comportamentos aos niveis semelhantes ao grupo controle.

No Experimento 3, avaliamos o efeito do midazolam no HV de camundongos
submetidos ao modelo de exposicao ao rato. As duas doses de midazolam (3,0 e 30
nmol), produziram diminuicdo do tempo gasto na camara protegida (lado C da
caixa), tanto nos animais expostos ao rato de brinquedo quanto ao rato de verdade

(Long-Evans). Portanto, ocorreu aumento dos comportamentos observados na
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camara desprotegida do aparato tais como, tempo gasto na area de exploracao,
tempo de contato com a grade onde se encontra o predador e, aumento na laténcia
de fuga inicial para a camara protegida.

Em conjunto as respostas comportamentais obtidas no nosso estudo e descritas
acima, sugerem diminuicdo da avaliacdo de risco da presa (camundongo) frente ao
predador (rato), induzidas pelo midazolam no HV. No estudo de Yang et al (2004),
camundongos sem tratamento e expostos ao estimulo aversivo (rato) gastaram mais
tempo na camara protegida em relagdo aos camundongos expostos ao rato de
brinquedo. Da mesma forma, 0os animais expostos ao rato apresentaram menor
tempo de contato com a grande do aparato. Resultado semelhante foi descrito por
Amaral et al (2010), onde camundongos expostos ao rato apresentaram menos
tempo de contato com a grade, em relacdo ao grupo exposto ao rato de brinquedo.

Estudos tem sugerido que a exposicdo ao predador possibilita que varios
comportamentos defensivos tais como, congelamento, avaliacdo de risco e
ocultacéo defensiva, sejam expressados pela presa (camundongo), e a mesma pode
explorar ou ndo o novo ambiente, indo em dire¢cdo ou ndo da fonte de perigo (rato)
(YANG ET AL., 2004; BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006). Neste sentido, o tratamento
sistémico com diazepam e buspirona diminuiu os comportamentos de avaliacado de
risco e esquiva do predador, indicando funcionalidade para os estados de
ansiedade/medo (YANG ET AL., 2004; BLANCHARD ET AL., 2004).

No nosso estudo, o midazolam na dose de 30 nmol promoveu aumento da
frequéncia de entradas tanto na camara protegida (Lado C) quanto na area de
exploracdo. Os sujeitos que receberam as doses de 3,0 ou 30 nmol de midazolam,

realizaram mais exploracdo no aparato como um todo, aumentando o numero de
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transicOes entre os compartimentos protegido e de exploracédo, assim também como
0S respectivos tempos de permanéncia nessas areas.

Além disso, a administracdo de midazolam no HV de camundongos avaliados
no modelo de exposicdo ao rato, produziram alteracdes das medidas etoldgicas,
efeito este dependente da dose de midazolam utilizada. Assim, a frequéncia e o
tempo gasto nas esticadas, diminuiu significativamente com a administracdo das
duas doses de midazolam. Da mesma forma, ambas as doses reverteram a
imobilidade observada nos animais do grupo controle quando expostos ao rato de
brinquedo ou ao rato.

Os resultados obtidos sobre a imobilidade no grupo controle deste estudo, séo
semelhantes aos descritos na literatura. Neste sentido, Yang et al (2004),
observaram que camundongos (sem tratamento) quando expostos ao rato,
apresentaram aumento do tempo de imobilidade e maior frequéncia de esticadas
(SAP), quando comparados aos animais expostos ao rato de brinquedo. Resultado
semelhante foi descrito no trabalho de Amaral et al (2010). Ainda no nosso estudo, 0
tempo de contato com a grade de camundongos expostos ao rato diminuiu em
comparacao agueles expostos ao rato de brinquedo, resultado semelhante aos
encontrados na literatura (CARVALHO-NETTO ET AL, 2010; AMARAL ET AL,
2010).

A exposicao da presa ao seu predador elicia na presa respostas fisiolégicas ao
estresse com ativagao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (BLANCHARD ET
AL., 1998) e modifica os niveis de corticosterona no plasma (AMARAL ET AL, 2010).
O aumento dos glucocorticoides esta relacionado diretamente com a mobilizacao de
energia, utilizada para uma possivel resposta comportamental rapida (por exemplo,

fuga ou luta) (SAPOLSKY ET AL., 2000).
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O hipocampo, por sua vez, exerce grande controle sobre o eixo HPA e
consequentemente no controle da resposta hormonal ao estresse (FANSELOW e
DONG, 2010). Principalmente a regido ventral do hipocampo, responsavel pelas
respostas de estresse e comportamentos emocionais (MOSER e MOSER, 1998).
Além disso, o hipocampo, assim como outras estruturas limbicas como septo,
amidala e substancia cinzenta periaquedutal que estdo envolvidas na modulagéo
dos estados de ansiedade, contém as maiores quantidades de interneurdnios
GABAérgicos (MODY, 2001; MILLAN, 2003).

O tratamento com midazolam conseguiu reduzir os indices de avaliacdo de
risco, um importante comportamento inato, o qual apresenta como funcédo obter
informacgBes sobre perigos potenciais (YANG ET AL., 2004). Talvez o resultado
principal deva-se a acdo do midazolam no sistema de inibicdo comportamental
(BIS), composto pelo hipocampo e septo, diminuindo os niveis de alerta. Este
sistema, por sua vez, age naturalmente aumentando a avaliacao de risco (SAP, por
exemplo) e a aversao de situacdes de conflito, levando ao congelamento e atencéo
elevada em relagédo ao ambiente. O conflito gerado pela possibilidade de explorar ou
se afastar do perigo promove estados de ansiedade (GRAY E MCNAUGHTON,
2000; MCNAUGHTON E CORR, 2004, RIBEIRO-BARBORSA ET AL., 2005).

Os resultados do Experimento 4 mostraram que assim como observado no
LCE (Experimento 2), a inje¢gdo combinada de ondansetron com midazolam reverteu
o efeito ansiolitico produzido pelo midazolam (Experimento 3). Nenhum estudo da
literatura tinha mostrado ainda o papel dos receptores GABA-benzodiazepinicos do
HV de camundongos avaliados nos modelos de ansiedade, LCE e exposicdo ao
rato. Além disso, nos modelos citados acima, também n&o tinha sido evidénciado a

participacdo da neurotransmissao serotoninérgica e GABA-Benzodiazepinica.
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Corroborando os resultados das medidas espaco temporais, o0 tratamento
combinado de ondansetron e midazolam reverteu os efeitos ansioliticos do
midazolam. As frequéncias de esticar tanto na area protegida quanto na area de
exploracdo foram maiores quando comparadas ao grupo Sal+MDZ e equivalentes ao
grupo controle, 0 mesmo ocorreu para 0 tempo gasto nas posturas de esticar. O
tempo total de imobilidade também foi maior no grupo OND+MDZ em comparacao
ao grupo Sal+MDZ e equivalente ao grupo controle.

Diante do exposto, estes resultados sugerem a modulacdo entre o0s
interneurdnios GABAérgicos com 0s receptores 5-HT3 presentes no hipocampo
ventral de camundongos. Koyama e colaboradores (2002) demonstraram que, em
neurdnios dissociados da amidala basolateral de ratos e através de técnicas
eletrofisiolégicas, ha modulacdo dos neurdnios e conseguinte liberacdo de GABA
através dos receptores 5-HT3. Neste estudo, a ativacdo dos receptores 5-HT3
facilita a neurotransmissao neuronal e aumento da ativagdo dos receptores GABA
por conta da maior disponibilidade desse neurotransmissor.

No estudo de Huang et al (2008), foi demonstrado que a liberacdo de 5-HT
em vias descendentes do corno dorsal da medula de camundongos, evoca a
liberacdo do GABA, potencializando os efeitos inibitérios deste neurotransmissor.
Além disso, a co-localizacdo de receptores 5-HT3 em interneurdénios GABAérgicos
da medula, pode elucidar a modulacdo cruzada de receptores serotonérgicos e
interneurdénios GABAérgicos (HUANG ET AL., 2008). Da mesma maneira, essa
modulacdo pode ocorrer em areas hipocampais, onde existe grande quantidade de
interneurdnios GABAérgicos e alta densidade de receptores 5-HT3 (ZIFFA e

FILLION, 1992; WISLOWSKA-STANEK ET AL., 2006; SARANTIS ET AL., 2008).
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De acordo com os resultados obtidos no Experimento 2 e 4, os receptores 5-HT3
parecem exercer modulacdo na liberacdo de GABA no hipocampo ventral, isto
porque o bloqueio dos receptores do subtipo 3 de serotonina, provavelmente
promovem a diminuicdo da liberacdo de GABA nos interneurdnios hipocampais. De
acordo com Grgnli ET AL (2007), as projecdes dos neurdnios serotonérgicos
provenientes da rafe terminam, geralmente, em interneurénios GABAérgicos e, além
disso, 0 aumento da atividade da liberacdo de GABA ocorre por via dos receptores
5-HT3. Além disso, fortalecendo os resultados sobre interacdo entre GABA e 5HT,
Nakamura e Fukushima (1977), haviam sugerido que a acdo ansiolitica dos
benzodiazepinicos pode estar relacionada, além da prépria acdo do GABA, pela
ativacdo dos receptores de 5-HT. Clranna (2006) demonstrou também a influéncia
da serotonina e seus diferentes receptores na modulacdo de outros
neurotransmissores, no caso, a ativacao dos receptores 5-HT3 aumenta a atividade
dos interneurénios GABAérgicos.

A modulagdo da liberacdo de GABA via interneurdnios GABAérgicos do
hipocampo ventral deve-se, também, a existéncia de receptores 5-HT3 nestes
neurénios (MORALES ET AL., 1996). Neste sentido, os interneurbnios GABAérgicos
parecem ser ativados com maior eficacia quando os receptores 5-HT3 presentes
nestas vias, encontram-se ativados. Neste sentido, Ropert e Guy (1991), através de
estudos eletrofisiologicos, demonstraram que a serotonina age excitando
interneurdnios GABAérgicos através dos receptores 5-HT3 e consequentemente
aumentando a frequencia da sinapse inibitoria em celulas piramidais da regido CA1

hipocampal.
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6. CONCLUSAO
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo concluimos que:

o Os modelos de ansiedade labirinto em cruz elevado (LCE) de exposigcao
ao rato mostraram ser eficientes em alterar os comportamentos exploratorios e de
avaliacao de risco tais como aumento de ansiedade/medo em camundongos.

e A administracdo de midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1pul) no hipocampo ventral
de camundongos reduziu a ansiedade avaliada nos modelos labirinto em cruz
elevado e exposicéo ao rato.

e A administracdo combinada de ondansetron (0,03 nmol/0,1ul) e salina no
hipocampo ventral de camundongos nao alterou as medidas de ansiedade avaliada
nos modelos labirinto em cruz elevado e exposi¢ao ao rato.

e A administragdo combinada de ondansetron (0,03 nmol/0,1ul) e
midazolam (30 nmol/0,1ul) no hipocampo ventral de camundongos mostrou que o
ondansetron foi capaz de reverter o efeito ansiolitico do midazolam nos modelos
labirinto em cruz elevado e exposicdo ao rato.

o Os receptores GABAérgicos do hipocampo ventral participam dos
comportamentos relacionados a ansiedade e controle das reagbes de defesa,
avaliados nos modelos LCE e exposi¢éo ao rato.

o Os receptores 5-HT3 do hipocampo ventral parecem modular os efeitos
da ativacdo dos interneurbnios GABA-Benzodiazepinicos, pois o bloqueio dos
receptores 5-HT3 inibe a liberacdo de GABA por estes neurdnios, sugerindo uma

modulacao cruzada entre esses receptores nesses neuronios.
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Quadro 1 — Registros das medidas convencionais durante a exposi¢cdo de camundongos ao LCE. Os respectivos tratamentos

estdo descritos na coluna “TRAT” (tratamento).

TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC
Salina 17 4 13 21,05 156,84 122,11 23,53 76,47 7,72 57,51 44,77
Salina 19 5 14 14,63 159,53 125,84 26,32 73,68 5,36 58,49 46,14
Salina 15 7 8 22,02 128,57 149,41 46,67 53,33 8,07 47,14 54,78
Salina 17 6 11 22,50 119,77 157,73 35,29 64,71 8,25 43,92 57,83
Salina 18 5 13 15,39 151,90 132,71 27,78 72,22 5,64 55,70 48,66
Salina 15 4 11 18,74 136,26 145,00 26,67 73,33 6,87 49,9 53,17
Salina 16 7 9 15,20 143,77 141,03 43,75 56,25 5,57 52,72 51,71
Salina 17 3 14 22,65 137,16 140,19 17,65 82,35 8,31 50,29 51,40
Media 16,75 5,13 12 19,02 141,73 139,25 30,96 69,04 6,97 51,97 51,06
DPM 1,39 1,46 2 3,50 13,93 11,94 10,08 10,08 1,28 5,11 4,38
EPM 0,49 0,52 1 1,24 4,93 4,22 3,56 3,56 0,45 1,81 1,55
TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC
MDZ 3,0 15 4 11 32,44 135,55 132,01 26,67 73,33 11,89 49,70 48,40
MDZ 3,0 18 6 12 22,74 122,71 154,55 33,33 66,67 8,34 44,99 56,67
MDZ 3,0 15 7 8 19,03 111,14 169,83 46,67 53,33 6,98 40,75 62,27
MDZ 3,0 16 6 10 21,22 114,08 164,70 37,50 62,50 7,78 41,83 60,39
MDZ 3,0 19 6 13 19,54 128,62 151,84 31,58 68,42 7,16 47,16 55,67
MDZ 3,0 17 5 12 23,75 105,49 170,76 29,41 70,59 8,71 38,68 62,61
MDZ 3,0 19 7 12 20,65 156,75 122,60 36,84 63,16 7,57 57,48 44,95
MDZ 3,0 13 5 8 23,08 112,77 164,15 38,46 61,54 8,46 41,35 60,19
MDZ 3,0 17 6 11 15,65 119,56 164,79 35,29 64,71 5,74 43,84 60,42
Media 16,56 5,78 11 22,01 122,96 155,03 35,08 64,92 8,07 45,09 56,84
DPM 2,01 0,97 2 4,63 15,70 17,07 5,84 5,84 1,70 5,76 6,26
EPM 0,67 0,32 1 1,54 5,23 5,69 1,95 1,95 0,57 1,92 2,09



TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC
MDZ 30,0 26 14 12 113,56 73,20 113,24 53,85 46,15 37,85 24,40 37,75
MDZ 30,0 22 12 10 102,59 88,65 108,76 54,55 45,45 34,20 29,55 36,25
MDZ 30,0 23 13 10 99,36 90,82 109,82 56,52 43,48 33,12 30,27 36,61
MDZ 30,0 23 14 9 103,31 71,63 125,06 60,87 39,13 34,44 23,88 41,69
MDZ 30,0 26 15 11 96,68 87,27 116,05 57,69 42,31 32,23 29,09 38,68
MDZ 30,0 22 14 8 97,26 86,55 116,19 63,64 36,36 32,42 28,85 38,73
MDZ 30,0 26 13 13 92,39 90,22 117,39 50,00 50,00 30,80 30,07 39,13
MDZ 30,0 25 13 12 92,84 87,38 119,78 52,00 48,00 30,95 29,13 39,93
MDZ 30,0 20 11 9 100,16 89 110,84 55,00 45,00 33,39 29,67 36,95

Media 23,67 13,22 10 99,79 84,97 115,24 56,01 43,99 33,26 28,32 38,41

DPM 2,18 1,20 2 6,42 7,26 5,22 4,26 4,26 2,14 2,42 1,74
EPM 0,73 0,40 1 2,14 2,42 1,74 1,42 1,42 0,71 0,81 0,58
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Quadro 2 — Registros das medidas etologicas durante a exposi¢do de camundongos ao LCE. Os respectivos tratamentos estao

descritos na coluna “TRAT” (tratamento).
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TRAT TESTICAR % ESTPRO %ESTDES TMERG % MERGPRO % MERGDES TLEV %LEVPRO  %LEVDES TIMOB % IMOBPRO % IMOBDES
Salina 43 74,42 25,58 28 96,43 3,57 9 100,00 0,00 9,021 100,00 0,00
Salina 45 80,00 20,00 25 100,00 0,00 13 100,00 0,00 0 0 0
Salina 22 68,18 31,82 25 96,00 4,00 14 100,00 0,00 0 0 0
Salina 29 82,76 17,24 22 86,36 13,64 13 100,00 0,00 5,376 100,00 0,00
Salina 28 75,00 25,00 25 100,00 0,00 15 100,00 0,00 0 0 0
Salina 27 88,89 11,11 22 100,00 0,00 16 100,00 0,00 1,022 100,00 0,00
Salina 29 89,66 10,34 22 90,91 9,09 11 100,00 0,00 0 0 0
Salina 29 96,55 3,45 25 92,00 8,00 10 100,00 0,00 3,55 100,00 0,00
MEDIA 31,50 81,93 18,07 24,25 95,21 4,79 12,63 100,00 0,00 2,37 50,00 0,00
DPM 8,07 9,41 9,41 2,12 5,04 5,04 2,45 0,00 0,00 3,36 53,45 0,00
EPM 2,85 3,33 3,33 0,75 1,78 1,78 0,86 0,00 0,00 1,19 18,90 0,00
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TRAT TESTICAR % ESTPRO %ESTDES TMERG % MERGPRO % MERGDES TLEV %LEVPRO  %LEVDES TIMOB % IMOBPRO % IMOBDES
MDZ 3,0 33 78,79 21,21 25 24,00 76,00 12 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 26 73,08 26,92 21 23,81 76,19 9 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 22 45,45 54,55 21 28,57 71,43 11 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 23 52,17 47,83 22 27,27 72,73 12 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 23 52,17 47,83 24 37,50 62,50 14 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 31 67,74 32,26 23 39,13 60,87 14 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 32 25,00 75,00 27 40,74 59,26 8 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 22 31,82 68,18 23 34,78 65,22 11 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 3,0 28 21,43 78,57 21 47,62 52,38 17 100,00 0,00 0 0 0
MEDIA 26,67 49,74 50,26 23,00 33,71 66,29 12,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DPM 4,47 20,85 20,85 2,06 8,28 8,28 2,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 1,49 6,95 6,95 0,69 2,76 2,76 0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TRAT TESTICAR %ESTPRO %ESTDES TMERG % MERGPRO % MERGDES TLEV % LEVPRO % LEVDES TIMOB  %IMOBPRO % IMOBDES
MDZ 30,0 12 83,33 16,67 26 11,54 88,46 10 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 13 61,54 38,46 28 28,57 71,43 13 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 36 58,33 41,67 25 28,00 72,00 14 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 24 29,17 70,83 24 33,33 66,67 9 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 29 24,14 75,86 28 39,29 60,71 11 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 31 54,84 45,16 25 40,00 60,00 13 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 29 41,38 58,62 24 50,00 50,00 12 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 26 38,46 61,54 26 38,46 61,54 10 100,00 0,00 0 0 0
MDZ 30,0 24 54,17 45,83 27 44,44 55,56 8 100,00 0,00 0 0 0
MEDIA 24,89 49,48 50,52 25,89 34,85 65,15 11,11 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DPM 7,94 18,24 18,24 1,54 11,25 11,25 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 2,65 6,08 6,08 0,51 3,75 3,75 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Quadro 3 — Registros das medidas convencionais durante a exposi¢cdo de camundongos ao LCE. Os respectivos tratamentos

estdo descritos na coluna “PRE TRAT” (pré tramanento) e “TRAT” (tratamento). MDZ na dose de 30 nmol e OND na dose de 0,03

nmol.

PRE TRAT TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC
SAL MDZ 17 10 7 108,12 100,18 91,70 58,82 41,18 36,04 33,39 30,57
SAL MDZ 16 9 7 11950 117,91 62,59 5625 4375 39,83 39,30 20,86
SAL MDZ 15 9 6 99,07 104,06 96,87 60,00 40,00 33,02 3469 3229
SAL MDZ 17 9 8 105,10 84,24 110,66 52,94 47,06 3503 28,08 36,89
SAL MDZ 19 12 7 92,50 102,67 10483 63,16 3684 30,83 34,22 3494
SAL MDzZ 13 8 5 101,26 83,38 11536 61,54 3846 3375 27,79 3845
SAL MDZ 16 10 6 107,11 101,55 91,35 62,50 3750 3570 33,85 3045
SAL MDZ 17 12 5 119,41 103,54 77,05 70,59 29,41 39,80 34,51 25,68
SAL MDZ 18 11 7 102,18 78,40 119,41 61,11 38,89 34,06 26,13 39,80
SAL MDZ 16 10 6 105,65 99,02 9533 62,50 3750 3522 3301 3178

MEDIA 1640 1000 640 10599 97,49 9651 60,94 3906 3533 3250 32,17
DPM 165 1,33 0,97 8,41 11,96 1741 4,65 4,65 2,80 3,99 5,80
EPM 052 042 0,31 2,66 3,78 5,51 1,47 1,47 0,89 1,26 1,84



PRETRAT TRAT TE EBA EBF  TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA % TBF %TC
SAL SAL 17 6 11 19,20 147,76 13304 3529 6471 640 4925 4435
SAL SAL 12 4 8 33,33 127,87 138,80 3333 66,67 11,11 4262 4627
SAL SAL 15 5 10 20,50 160,86 118,64 3333 6667 683 5362 3955
SAL SAL 14 5 9 30,53 14723 12224 3571 6429 10,18 49,08 4075
SAL SAL 11 4 7 26,10 13567 138,22 3636 6364 870 4522 46,07
SAL SAL 12 4 8 12,45 158,56 128,99 3333 66,67 415 5285 43,00
SAL SAL 15 6 9 30,61 119,86 149,53 40,00 60,00 10,20 39,95 49,84
SAL SAL 14 4 10 28,43 13254 139,03 2857 7143 948 4418 4634
SAL SAL 12 5 7 36,13 140,09 123,78 4167 5833 1204 4670 41,26
SAL SAL 13 4 9 49,25 14266 108,09 30,77 6923 1642 4755 36,03
MEDIA 1350 470 880 2865 141,31 130,04 34,84 6516 955 47,10 4335
DPM 184 082 132 1019 12,95 1214 393 393 340 432 4,05
EPM 058 026 042 322 4,10 384 124 124 107 137 1728
PRETRAT TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF % TBA % TBF % TC
OND SAL 11 5 6 35,38 136,08 128,54 4545 5455 1179 4536 42,85
OND SAL 13 3 10 41,22 141,82 116,96 23,08 76,92 1374 4727 38,99
OND SAL 9 4 5 20,34 125,65 15401 4444 5556 6,78 4188 51,34
OND SAL 12 2 10 10,27 168,57 121,17 16,67 83,33 342 56,19 40,39
OND SAL 13 5 8 30,89 152,82 116,29 38,46 61,54 10,30 50,94 38,76
OND SAL 18 6 12 24,36 163,89 111,74 33,33 66,67 8,12 54,63 37,25
OND SAL 12 2 10 19,66 157,92 122,42 16,67 8333 655 52,64 40,81
OND SAL 19 6 13 21,27 128,32 150,41 3158 6842 7,09 4277 50,14
OND SAL 18 6 12 39,42 156,76 103,83 33,33 66,67 13,14 52,25 34,61
OND SAL 14 4 10 21,92 140,26 137,82 2857 7143 7,31 4675 4594
MEDIA 13,90 4,30 9,60 26,47 147,21 126,32 31,16 68,84 8,82 49,07 42,11
DPM 3,35 1,57 2,59 9,90 14,89 16,44 10,20 10,20 3,30 4,96 5,48
EPM 1,06 050 0,82 3,13 4,71 5,20 3,22 3,22 1,04 1,57 1,73
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PRETRAT TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA % TBF % TC
OND MDZ 13 3 10 15,56 154,03 13041 23,08 76,92 363 5358 42,79
OND MDZ 16 6 10 38,78 156,85 10437 37,50 62,50 12,93 5228 34,79
OND MDZ 10 3 7 19,58 150,71 12971 30,00 70,00 653 5024 43,24
OND MDZzZ 14 5 9 31,54 121,78 146,69 41,18 58,82 1051 4059 48,90
OND MDZ 14 4 10 43,77 134,77 12146 3333 66,67 1459 4492 40,49
OND MDZ 13 4 9 13,35 145,80 140,85 30,77 69,23 445 4860 46,95
OND MDZ 15 5 10 32,19 12145 14636 3333 66,67 10,73 33,85 5542
OND MDZ 15 4 11 27,67 142556 12977 36,84 63,16 948 5222 38,30
OND MDZ 12 3 9 30,15 135,06 13479 2500 7500 10,05 4502 44,93
OND MDzZ 14 4 10 22,87 130,03 147,10 2857 7143 7,62 4334 49,03

MEDIA 1360 410 950 27,55 139,30 133,15 31,96 68,04 905 4646 44,48
DPM " 183 " 104 " 120 " 1092 " 1379 1405 " 553 " 553 " 392 " 68 ' 649
EPM 058 033 038 345 4,36 444 175 175 124 217 2,05
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Quadro 4 — Registros das medidas etoldgicas durante a exposi¢cao de camundongos ao LCE. Os respectivos tratamentos estao

descritos na coluna “PRE TRAT” (pré tramanento) e “TRAT” (tratamento). MDZ na dose de 30 nmol e OND na dose de 0,03 nmol.



PRE TRAT TRAT TESTICAR %ESTPRO%ESTDES TMERG %MERGPRO %MERGDES TLEV  %LEVPRO %LEVDES TIMOB %IMOBPRO % IMOBDES
SAL SAL 43,00 88,37 11,63 26,00 84,62 15,38 12,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 31,00 67,74 32,26 30,00 63,33 36,67 8,00 100,00 0,00 7,00 100,00 0,00
SAL SAL 28,00 75,00 25,00 24,00 62,50 37,50 7,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 35,00 85,71 14,29 24,00 58,33 41,67 15,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 31,00 77,42 22,58 30,00 63,33 36,67 5,00 100,00 0,00 10,00 100,00 0,00
SAL SAL 24,00 91,67 8,33 16,00 37,50 62,50 5,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 22,00 40,91 59,09 25,00 68,00 32,00 9,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 26,00 84,62 15,38 17,00 41,18 58,82 9,00 100,00 0,00 8,00 100,00 0,00
SAL SAL 26,00 65,38 34,62 21,00 57,14 42,86 14,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL SAL 46,00 69,57 30,43 32,00 65,63 34,38 15,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

MEDIA 31,20 7464 2536 24,50 60,16 39,84 9,90 100,00 0,00 2,50 30,00 0,00
DPM 7,98 14,93 14,93 5,38 13,34 13,34 3,87 0,00 0,00 4,09 48,30 0,00
EPM 2,52 4,72 4,72 1,70 4,22 4,22 1,22 0,00 0,00 1,29 15,28 0,00

PRE TRAT TRAT TESTICAR %ESTPRO%ESTDES TMERG %MERGPRO %MERGDES TLEV ~ %LEVPRO %LEVDES TIMOB %IMOBPRO % IMOBDES
SAL MDZ 26,00 34,62 65,38 22,00 31,82 68,18 8,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 33,00 27,27 72,73 29,00 58,62 41,38 6,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 35,00 48,57 51,43 30,00 40,00 60,00 8,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 32,00 40,63 59,38 22,00 31,82 68,18 6,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 34,00 70,59 29,41 32,00 68,75 31,25 13,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 24,00 70,83 29,17 17,00 11,76 88,24 7,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 25,00 52,00 48,00 42,00 52,38 47,62 8,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 31,00 41,94 58,06 11,00 0,00 100,00 9,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 29,00 34,48 65,52 35,00 48,57 51,43 7,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SAL MDZ 34,00 41,18 58,82 27,00 33,33 66,67 11,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

MEDIA 30,30 4621 53,79 26,70 37,71 62,29 8,30 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DPM 4,06 1470 14,70 9,02 20,88 20,88 2,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EPM 1,28 4,65 4,65 2,85 6,60 6,60 0,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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PRE TRAT TRAT TESTICAR %ESTPRO%ESTDES TMERG % MERGPRO % MERGDES TLEV % LEVPRO % LEVDES TIMOB %IMOBPRO % IMOBDES
OND SAL 3900 6667 3333 2300 60,87 39,13 1200 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 4200 9048 952 30,00 63,33 36,67 600 10000 000 400 100,00 0,00
OND SAL 4200 7143 2857 29,00 65,52 34,48 800 10000 000 400 100,00 0,00
OND SAL 4000 7750 2250 29,00 75,86 24,14 700 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 2000 5500 4500 27,00 66,67 33,33 700 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 4100 8049 1951 3500 77,14 2286 1000 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 2900 6207 3793 2500 72,00 28,00 800 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 3300 4242 5758 3200 56,25 4375 1000 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND SAL 4800 7500 2500 28,00 67,86 32,14 900 10000 000 200 100,00 0,00
OND SAL 37,00 6216 3784 3100 61,29 3871 1200 100,00 0,00 0,0 0,00 0,00
MEDIA 37,10 68,32 31,68 28,90 66,68 33,32 8,90 100,00 0,00 1,00 30,00 0,00
DPM 7,95 13,76 13,76 3,45 6,73 6,73 2,08 0,00 0,00 1,70 48,30 0,00
EPM 2,51 4,35 4,35 1,09 2,13 2,13 0,66 0,00 0,00 0,54 15,28 0,00
PRE TRAT TRAT TESTICAR %ESTPRO%ESTDES TMERG % MERGPRO % MERGDES TLEV % LEVPRO % LEVDES TIMOB %IMOBPRO % IMOBDES
OND MDZ 4900 7551 2449 36,00 86,11 1389 1000 100,00 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 49,00 6122 3878 34,00 50,00 50,00 9,00 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 3400 7941 2059 34,00 79,41 2059 1000 10000 000 300 100,00 0,00
OND MDZ 6200 7581 2419 31,00 58,06 4194 1300 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 3200 8438 1563 24,00 58,33 41,67 800 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 1500 2667 7333 12,00 33,33 66,67 1200 10000 000 500 100,00 0,00
OND MDZ 31,00 9032 968 28,00 89,29 1071 1400 100,00 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 3000 60,00 40,00 29,00 58,62 41,38 800 10000 000 0,00 0,00 0,00
OND MDZ 2800 7500 2500 26,00 73,08 26,92 9,00 10000 000 200 100,00 0,00
OND MDZ 3500 7143 2857 34,00 79,41 20,59 7,00 10000 0,00 0,00 0,00 0,00
MEDIA 36,50 69,97 30,03 28,80 66,56 33,44 10,00 100,00 0,00 1,00 30,00 0,00
DPM 13,33 17,81 17,81 7,08 17,80 17,80 2,31 0,00 0,00 1,76 48,30 0,00
EPM 4,21 5,63 5,63 2,24 5,63 5,63 0,73 0,00 0,00 0,56 15,28 0,00
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Quadro 5 — Registros das medidas espaco temporais e etolégicas durante a exposicdo de camundongos ao RET (rato de

brinquedo). Os respectivos tratamentos estdo descritos na coluna “TRAT” (tratamento).

Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB(s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) T.Imobilidade(s) Imob.LadoC Imob. LadoB

Salina 4,016 0 0 1 595,984 0 0 7 3,175 0 6 0 68,311 68,311 0
Salina 9,375 8 148,657 8 451,343 4 0,907 10 2,812 6 11 2,594 0 0 0
Salina 13,781 8 127,469 8 472,531 8 2,89 12 1,655 12 14 13,596 1,968 0 1,968
Salina 6,014 1 97,451 0 502,549 0 0 0 0 7 0 7,333 103,514 0 103,514
Salina 5,016 8 172,372 9 427,628 2 0,484 4 1,234 17 23 19,375 0 0 0
Salina 10,547 3 197,701 4 402,299 3 1,406 2 0,53 20 19 2,031 96,249 96,249 93,78
Salina 5,422 17 140,704 17 459,296 0 0 0 0 25 30 9,426 0 0 0
Salina 5,906 13 228,816 13 371,184 0 0 7 3,124 12 26 20,423 0 0 0
Salina 3,609 12 364,957 13 235,043 1 1,984 3 2,642 15 32 12,327 51,226 51,226 0
Salina 5,071 19 276,986 19 323,014 6 8,421 7 5,047 13 35 26,716 40,725 29,005 11,72
Salina 4,547 13 274,532 13 325,468 7 5,861 10 6,218 16 28 14,826 0 0 0
MEDIA 6,66 9,27 184,51 9,55 415,12 2,82 2,00 5,64 2,40 13,00 20,36 11,70 32,91 22,25 19,18

DPM 3,19 6,23 99,79 6,17 99,05 3,03 2,77 4,13 2,00 6,91 11,36 8,44 41,25 34,57 39,50

EPM 0,96 1,88 30,09 1,86 29,87 0,91 0,84 1,25 0,60 2,08 3,43 2,54 12,44 10,42 11,91
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Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo frequenciz tempo LadoB(f) LadoB(s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade(s) T.Imobilidade(s) Imob.LadoC Imob.LladoB
MDZ 3,0 16,141 13 396,14 12 203,86 2 0,671 0 0 15 17 37,924 0 0 0
MDZ 3,0 25,437 10 405,003 9 194,997 5 1,61 2 0,782 5 2 48,684 0,672 0 0,672
MDZ 3,0 20,361 8 376,193 9 223,807 4 2,512 4 2,034 14 12 55,702 0 0 0
MDZ 3,0 26,954 11 364,095 11 235,905 1 0,218 5 2,063 26 23 76,691 0 0 0
MDZ 3,0 19,532 20 397,627 21 202,373 3 0,781 9 2,814 17 a4 115,619 0,094 0 0,094
MDZ 3,0 22,703 16 348,403 15 251,597 3 1,11 7 2,503 25 30 133,424 0 0 0
MDZ 3,0 18,407 10 412,777 10 187,223 3 2,39 1 1,03 17 23 96,498 0 0 0
MDZ 3,0 53,236 13 426,311 13 173,689 2 1,141 0 0 25 35 78,329 0 0 0
MEDIA 25,35 12,63 390,82 12,50 209,18 2,88 1,30 3,50 1,40 18,00 23,25 80,36 0,10 0,00 0,10
DPM 11,83 3,85 26,04 4,00 26,04 1,25 0,82 3,34 1,10 7,15 13,26 33,27 0,24 0,00 0,24
EPM 4,18 1,36 9,20 1,41 9,20 0,44 0,29 1,18 0,39 2,53 4,69 11,76 0,08 0,00 0,08
Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo frequencic tempo LadoB(f) LadoB(s) Lado C(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) T.Imobilidade (s) Imob.LadoC Imob. LadoB
MDZ 30,0 56,875 7 422,184 8 177,816 3 1,313 3 0,919 13 12 120,175 0 0 0
MDZ 30,0 30,235 5 448,125 5 151,875 2 0,516 1 0,486 7 8 108,653 0 0 0
MDZ 30,0 37,859 3 425,374 4 174,626 7 1,546 18 6,284 11 19 105,602 0 0 0
MDZ 30,0 46,439 13 396,029 13 203,971 2 0,704 9 2,625 21 31 91,188 0 0 0
MDZ 30,0 51,5 9 387,967 10 212,033 11 5,968 11 5,119 13 27 136,212 0 0 0
MDZ 30,0 41,688 14 408,724 14 191,276 7 7,032 3 1,999 10 20 125,788 0 0 0
MDZ 30,0 44,218 10 462,22 10 137,78 3 1,531 0 0 21 28 115,673 0 0 0
MDZ 30,0 50,149 12 401,702 12 198,298 7 1,936 8 3,028 9 14 121,493 0 0 0
MDZ 30,0 48,032 9 412,003 9 187,997 6 2,071 6 5,102 8 17 127,099 0 0 0
MEDIA 45,22 9,11 418,26 9,44 181,74 5,33 2,51 6,56 2,84 12,56 19,56 116,88 0,00 0,00 0,00
DPM 7,92 3,66 24,26 3,40 24,26 3,04 2,33 5,68 2,24 5,20 7,80 13,44 0,00 0,00 0,00
EPM 2,64 1,22 8,09 1,13 8,09 1,01 0,78 1,89 0,75 1,73 2,60 4,48 0,00 0,00 0,00

Quadro 6 — Registros das medidas espaco temporais e etolégicas durante a exposicdo de camundongos ao RET (Long-

Evans). Os respectivos tratamentos estdo descritos na coluna “TRAT” (tratamento).
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Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo Lado C(f) Lado C(s) Lado B (f) LadoB(s) Lado C(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) T.Imobilidade(s) Imob.LadoC Imob.LadoB
Salina 1,031 9 86,545 9 513,455 5 2,171 11 5,284 1 22 2,404 85,891 71,376 14,515
Salina 2,571 8 157,283 8 442,717 8 5,304 14 11,004 3 26 3,641 92,305 92,305 0
Salina 6,5 3 122,093 4 477,907 4 4,436 8 3,329 8 31 11,02 175,75 163,409 12,341
Salina 2,453 3 44,484 4 555,516 4 0,825 26 10,017 0 28 17,096 89,642 89,642 0
Salina 10,547 4 115,874 5 484,126 8 6,827 15 12,515 4 46 63,658 9,906 9,906 0
Salina 10,141 9 205,205 9 394,795 22 19,42 20 24,656 12 56 8,421 34,377 19,173 15,204
Salina 4,641 2 16,811 3 583,189 4 4,297 42 60,174 2 66 0 144,031 144,031 0
Salina 8,11 8 95,576 8 504,424 7 7,593 12 19,53 12 20 3,031 87,123 79,53 7,593
Salina 6,14 9 151,124 9 448,876 6 8,266 15 15,908 15 19 5,391 85,203 68,271 16,932
Salina 9,562 11 168,39 11 431,61 11 8,549 21 16,779 13 23 3,109 71,351 61,62 9,731
Salina 7,327 8 175,802 8 424,198 12 6,39 12 9,471 17 32 7,061 40,828 31,516 9,312
Media 6,27 6,73 121,74 7,09 478,26 8,27 6,73 17,82 17,15 7,91 33,55 11,35 83,31 75,53 7,78
DPM 3,27 3,10 57,56 2,63 57,56 5,31 4,86 9,53 15,54 6,14 15,65 17,99 47,02 47,53 6,73
EPM 0,99 0,94 17,35 0,79 17,35 1,60 1,47 2,87 4,69 1,85 4,72 5,42 14,18 14,33 2,03
Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo Lado C(f) Lado C(s) Lado B (f) Lado B (s) Lado C(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) T.Imobilidade(s) Imob.LadoC Imob. LadoB
MDZ 3,0 10,905 6 120,796 6 479,204 4 2,331 7 2,587 6 14 8,344 0,328 0,328 0
MDZ 3,0 17,109 11 218,174 12 381,826 2 0,468 13 3,953 15 36 62,345 1,439 1,439 0
MDZ 3,0 12,985 21 180,314 22 419,686 2 5,031 6 3,531 28 53 59,688 0 0 0
MDZ 3,0 10,312 6 165,875 7 434,125 9 8,485 12 22,765 4 47 4,611 3,248 3,248 0
MDZ 3,0 17,093 14 205,721 14 394,279 5 5,126 11 9,923 19 37 55,33 0 0 0
MDZ 3,0 17,766 7 143,951 7 456,049 2 1,173 16 8,668 6 79 0,781 1,172 1,172 0
MDZ 3,0 16,579 129,018 8 470,982 2 1,473 4 2,031 18 20 51,796 0 0 0
MDZ 3,0 22,688 12 271,777 12 328,223 2 5,837 14 2,813 22 43 68,697 3,901 3,901 0
MDZ 3,0 18,062 13 276,452 13 323,548 3 2,094 6 3,405 29 51 42,033 0 0 0
Media 15,94 10,89 190,23 11,22 409,77 3,44 3,56 9,89 6,63 16,33 42,22 39,29 1,12 1,12 0,00
DPM 3,91 4,86 57,56 5,02 57,56 2,35 2,68 4,23 6,66 9,39 19,12 27,10 1,50 1,50 0,00
EPM 1,30 1,62 19,19 1,67 19,19 0,78 0,89 1,41 2,22 3,13 6,37 9,03 0,50 0,50 0,00
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Lado B Lado C Esticar Levantar
Tratamento Latencia frequencia tempo Lado C(f) Lado C(s) Lado B (f) LadoB(s) Lado C(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) T.Imobilidade(s) Imob.LadoC Imob.LadoB

MDZ 30,0 27,109 11 289,186 12 310,814 0 0 17 6,576 3 50 0,938 0 0 0
MDZ 30,0 29,579 13 269,001 14 330,999 4 4,673 17 6,563 2 39 0,374 0 0 0
MDZ 30,0 28,422 11 285,624 12 314,376 0 0 6 1,844 2 17 26,657 0 0 0
MDZ 30,0 30,609 10 301,609 9 298,391 0 0 5 1,796 1 36 0,11 0 0 0
MDZ 30,0 42,376 11 339,443 11 260,557 0 0 4 2,032 16 18 75,627 0 0 0
MDZ 30,0 30,407 14 311,345 14 288,655 1 1,796 9 5,81 9 43 87,983 0 0 0
MDZ 30,0 28,001 19 316,428 20 283,572 1 1,109 1 0,813 22 50 44,798 0 0 0
MDZ 30,0 36,392 15 334,295 15 265,705 3 1,905 3 1,264 21 45 72,157 0 0 0
MDZ 30,0 45,141 14 351,747 14 248,253 1 0,626 4 2,186 23 29 61,001 0 0 0
MDZ 30,0 31,925 14 315,828 13 284,172 3 1,552 14 5,277 6 30 74,803 0 0 0

Media 33,00 13,20 311,45 13,40 28855 1,30 1,17 8,00 3,82 10,50 3570 44,44 0,00 0,00 0,00

DPM 6,26 2,66 25,89 2,91 25,89 1,49 1,46 5,94 2,33 9,08 12,02 34,88 0,00 0,00 0,00

EPM 1,98 0,84 8,19 0,92 8,19 0,47 0,46 1,88 0,74 2,87 3,80 11,03 0,00 0,00 0,00

Quadro 7 — Registros das medidas espaco temporais e etoldgicas durante a exposicdo de camundongos ao RET (rato de
brinquedo). Os respectivos tratamentos estdo descritos na coluna “PRE TRAT” (pré tramanento) e “TRAT” (tratamento). MDZ na

dose de 30 nmol e OND na dose de 0,03 nmol.
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Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)
PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB (s) Lado C (f) Lado C(s) LadoB Lado C Grade (s) Total LadoC LadoB
SAL SAL 6,435 12 209,939 11 390,061 6 1217 8 3,630 20 26 12,052 27554 0,000 27,554
SAL SAL 10,497 9 169,988 8 430,012 4 2,751 7 5,553 23 19 7518 0,000 0,000 0,000
SAL SAL 9,123 11 195,317 10 404,683 4 3,138 8 2,318 18 21 20004 31,443 0,000 31,443
SAL SAL 10,42 8 138,320 7 461,680 8 4,559 11 3,724 23 28 12,348 0,000 0,000 0,000
SAL SAL 9,841 14 206,432 13 393,568 9 1451 6 3,131 13 25 21,737 21951 21951 0,000
SAL SAL 11,952 13 191,865 12 408,135 6 1,841 10 2,161 22 22 19,69 0,000 0,000 0,000
SAL SAL 8,934 11 172,148 10 427852 4 2,246 12 2536 9 30 14,847 0,000 0,000 0,000
MEDIA 9,600 11,143 183,430 10,143 416,570 5,857 2,458 8,857 3,293 18,286 24,429 15457 11,564 3,136 8,428
DPM 1,720 2,116 25,124 2,116 25,124 2,035 1,151 2,193 1172 5,407 3,952 5,207 14,684 8,297 14,438
EPM 0,650 0,800 9,496 0,800 9,496 0,769 0,435 0,829 0,443 2,044 1,494 1,968 5,550 3,136 5,457
Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)
PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) Lado B (s) Lado C (f) Lado C (s) LadoB Lado C Grade (s) Total LadoC LadoB
SAL MDZ 46,748 10 406,635 11 193,365 10 2,228 9 3,929 25 19 96,539 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 45,155 9 415,498 10 184,502 7 0,828 7 3,242 17 19 86,158 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 50,216 11 386,688 12 213312 7 1,767 10 2,993 22 20 105,83 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 52,217 8 435,869 8 164,131 5 147 7 2,682 14 27 95,734 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 40,404 7 386,688 8 213312 9 0,673 12 5,383 24 21 105548 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 52,217 10 435,869 11 164,131 8 1,86 7 6,397 18 25 107,045 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 40,404 9 408,122 10 191,878 10 2,669 9 2,804 21 24 112,121 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 19,077 9 432,679 10 167,321 6 2,669 8 4,052 16 26 115565 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 36,575 8 458,620 8 141,380 9 1,703 7 5,463 27 22 113,37 0,000 0,000 0,000
MEDIA 42,557 9,000 418,519 9,778 181,481 7,889 1,763 8,444 4,105 20,444 22,556 104,212 0,000 0,000 0,000
DPM 10,404 1,225 24,227 1,481 24,227 1,764 0,709 1,740 1,345 4,447 3,046 9,646 0,000 0,000 0,000
EPM 3,468 0,408 8,076 0,494 8,076 0,588 0,236 0,580 0,448 1,482 1,015 3,215 0,000 0,000 0,000



Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)
PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) Lado B (s) Lado C (f) Lado C(s) LadoB LadoC Grade (s) Total LadoC LadoB
OND SAL 7,322 8 146,821 9 453,179 6 1,764 6 2,163 13 25 15,818 0,000 0,000 0,000
OND SAL 10,008 11 164,933 12 435,067 5 0,746 9 3914 23 20 16,818 0,000 0,000 0,000
OND SAL 9,07 9 180,649 10 419,351 9 12 7 5,007 23 25 14,76 37,957 0,000 37,957
OND SAL 8,696 12 203,818 13 396,182 7 0872 9 3224 10 22 10,122 0,000 0,000 0,000
OND SAL 9,993 8 146,821 9 453,179 5 0,48 10 3,099 20 25 16,146 0,000 0,000 0,000
OND SAL 9,414 14 169,835 12 430,165 8 1,043 5 2,973 15 24 9431 0,000 0,000 0,000
OND SAL 11,525 13 183,103 13 416,897 5 1372 10 3,603 13 20 20,357 0,000 0,000 0,000
OND SAL 8,507 9 148,440 10 451,560 8 0,903 9 2,742 17 21 12,261 0,000 0,000 0,000
OND SAL 10,992 8 178,489 9 421,511 7 1,372 6 5219 14 21 19,603 28,004 0,000 28,004
MEDIA 9,503 10,222 169,212 10,778 430,788 6,667 1,084 7,889 3,549 16,444 22,556 15,035 7,329 0,000 7,329
DPM 1,294 2,333 19,559 1,716 19,559 1,500 0,387 1,900 1,016 4,640 2,186 3833 14,754 0,000 14,754
EPM 0,431 0,778 6,520 0,572 6,520 0,500 0,129 0,633 0,339 1,547 0,729 1,278 4,918 0,000 4,918
Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)
PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo Lado B (f) Lado B (s) Lado C (f) Lado C(s) LadoB Lado C Grade (s) Total LadoC LadoB
OND MDZ 11,013 9 205,502 9 394,498 8 1,293 5 3,249 23 19 10,388 0,000 0,000 0,000
OND MDZz 8,669 13 185,785 13 414,215 7 1,964 8 3,123 16 22 19,43 31,205 31,205 0,000
OND MDZ 10,075 9 208,954 9 391,046 10 1,985 6 3,753 21 25 20,086 30,005 0,000 30,005
OND MDZ 9,701 8 151,957 8 448,043 7 1121 7 3,281 15 20 9481 0,000 0,000 0,000
OND MDZ 7,998 8 138,722 8 461,278 9 1,741 9 6,547 25 26 14,504 0,000 0,000 0,000
OND MDZ 10,419 1 183,625 1 416,375 8 0,684 10 2,954 17 24 16,746 0,000 0,000 0,000
OND MDZ 9,512 12 164,971 12 435,029 7 0,622 9 3,298 22 29 10,648 0,000 0,000 0,000
OND MDZ 7,443 13 188,239 13 411,761 9 1,106 7 5,703 25 21 16,479 0,000 0,000 0,000
OND MDZ 7,056 13 183,818 14 416,182 6 0,903 7 2,973 15 29 18,722 0,000 0,000 0,000
MEDIA 9,098 10,667 179,064 10,778 420,936 7,889 1,269 7,556 3,876 19,889 23,889 15,165 6,801 3,467 3,334
DPM 1,379 2,179 23254 2333 23254 1,269 0,520 1,590 1313 4,167 3,689 4,112 13499 10402 10,002
EPM 0,460 0,726 7,751 0,778 7,751 0,423 0,173 0,530 0,438 1,389 1,230 1,371 4,500 3,467 3,334
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Quadro 8 — Registros das medidas espaco temporais e etologicas durante a exposicdo de camundongos ao RET (Long

Evans). Os respectivos tratamentos estdo descritos na coluna “PRE TRAT” (pré tramanento) e “TRAT” (tratamento). MDZ na dose

de 30 nmol e OND na dose de 0,03 nmol.

Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)
PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB (s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade(s) Total LadoC LadoB
SAL SAL 3,436 5 78,688 6 521,312 20 8,499 53 18,624 3 33 3,161 86,380 75033 11,347
SAL SAL 2,389 9 114,813 9 485,187 5 8,595 43 23,344 8 36 2,459 96,034 68392 27,642
SAL SAL 3,077 10 95,563 11 504,437 10 7,829 32 21,572 8 29 2,456 87,206 87,206 0,000
SAL SAL 2,046 5 58,688 6 541312 11 6,306 14 20,870 7 19 3,274 77,753 70,739 7,014
SAL SAL 3,076 8 68,325 8 531,675 5 9,551 22 16,248 12 24 3,162 91645 91645 0,000
SAL SAL 1,967 10 95,544 11 504,456 15 7,392 34 27,119 9 29 5,113 76,269 66,857 9,412
SAL SAL 3,507 8 112,079 8 487,921 9 5,299 31 17,811 10 34 3,693 87,894 81,027 6,867
SAL SAL 2,326 9 125,085 8 474915 5 3,242 29 33,148 11 47 4,072 94,308 91,004 3,304
MEDIA 2,728 8,000 93,598 8,375 506,402 10,000 7,089 32,250 22,342 8,500 31,375 3,424 87,186 78,988 8,198
DPM 0,618 2,000 23514 1923 23514 5372 2,055 11,949 5,540 2,777 8,400 0,876 7,153 10,138 8,872
EPM 0,218 0,707 8,314 0,680 8,314 1,899 0,727 4,225 1,959 0,982 2,970 0,310 2,529 3,584 3,137
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Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)

PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB (s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade (s) Total LadoC LadoB
SAL MDZ 33,457 16 337,024 16 262,976 1 0,681 9 1,494 13 35 72,203 0,000 0,000 0,000
SAL MDZzZ 30,159 15 292,835 16 307,165 1 0,681 4 4,958 9 19 65,22 0,000 0,000 0,000
SAL MDZzZ 31,472 12 287,353 12 312,647 2 1,228 9 3,712 11 35 43,704 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 33,659 14 304,338 15 295,662 3 0,531 7 4,244 6 28 61,455 1,201 1,201 0,000
SAL MDZ 35,426 18 291,493 18 308,507 1 2,477 3 1,525 16 38 57,956 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 32,629 12 271,739 13 328,261 2 2,586 11 4,257 7 30 55,673 1,103 0,000 1,103
SAL MDZ 34,975 12 314,074 12 285,926 1 2,233 7 1,713 12 39 44,035 0,000 0,000 0,000
SAL MDZ 32,481 11 320,161 11 279,839 3 3,935 5 5,491 17 24 57,142 0,000 0,000 0,000
MEDIA 33,032 13,750 302,377 14,125 297,623 1,750 1,794 6,875 3,424 11,375 31,000 57,174 0,288 0,150 0,138

DPM 1,742 2,435 20,810 2475 20,810 0,886 1211 2,748 1,618 3,962 7,051 9,753 0,534 0,425 0,390

EPM 0,616 0,861 7,357 0,875 7,357 0,313 0,428 0,972 0,572 1,401 2,493 3,448 0,189 0,150 0,138

Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)

PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB (s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade(s) Total LadoC LadoB
OND SAL 2,515 6 126,251 6 473,749 7 9477 39 20,001 10 38 3,557 78,908 70,332 8,576
OND SAL 1,966 8 108,917 8 491,083 17 7,318 25 26,379 18 41 3,445 84,893 65022 19871
OND SAL 2,476 9 90,475 10 509,525 11 5,225 23 17,255 8 42 5,396 81,307 70,281 11,026
OND SAL 2,225 9 122,053 9 477,947 17 4,838 23 19,942 10 41 4,756 74,752 74,752 0,000
OND SAL 1,945 10 107,275 10 492,725 10 8,425 35 31,475 12 37 3,444 84,205 72910 11,295
OND SAL 3,406 7 99,031 7 500,969 12 8,521 32 33,821 7 36 2,742 73,268 55001 18,267
OND SAL 2,702 6 51,006 7 548,994 8 7,755 40 20,645 9 18 3,366 88,644 67,028 21,616
OND SAL 2,211 7 65,397 8 534,603 7 9,194 33 21,703 7 30 3,976 95,689 80,590 15,099
OND SAL 3,382 8 65,034 8 534,966 21 4,379 44 22,986 10 25 4,355 86,125 74,029 12,096
OND SAL 2,976 7 89,285 7 510,715 10 6,967 52 30,127 9 31 2,902 85,004 80,042 4,962
MEDIA 2,580 7,700 92,472 8,000 507,528 12,000 7,210 34,600 24,433 10,000 33,900 3,794 83,280 70,999 12,281

DPM 0,533 1,337 25316 1,333 25316 4,784 1,832 9,489 5,668 3,197 7,838 0,832 6,610 7521 6,743

EPM 0,168 0,423 8,006 0,422 8,006 1,513 0,579 3,001 1,792 1,011 2,479 0,263 2,090 2,378 2,132
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Lado B Lado C Esticar Levantar Imobilidade (s)

PRE-TRAT TRAT Latencia frequencia tempo frequencia tempo LadoB (f) LadoB (s) LadoC(f) LadoC(s) LadoB LadoC Grade(s) Total LadoC LadoB
OND MDZz 2,172 3 107,681 4 492,319 6 8,293 51 31,633 8 33 5,742 92,664 90,100 2,564
OND MDZz 3,202 10 102,491 10 497,509 10 4,839 23 21474 10 29 2,755 71959 63928 8,031
OND MDZ 2,093 4 54,882 5 545,118 11 7,484 33 27,852 9 28 3,041 94,728 82937 11,791
OND MDZz 3,633 9 61,147 9 538,853 12 7,957 29 19,723 11 35 3,665 72910 70,002 2,908
OND MDZz 2,337 5 102,272 5 497,728 18 7,247 24 21,415 12 37 5,025 61,857 55934 5,923
OND MDZ 1,703 7 57,209 8 542,791 20 8,127 36 23118 10 33 3,744 83058 72388 10,670
OND MDZz 3,562 8 88,852 8 511,148 9 9472 30 29,258 9 27 5,695 76938 65309 11,629
OND MDZz 2,515 7 95,974 7 504,026 11 5,464 27 35,226 7 31 5,055 90,002 86,032 3,970
OND MDZ 2438 9 131,522 10 468,478 7 4,703 40 23,176 12 34 3,461 81,008 81,008 0,000
MEDIA 2,628 6,889 89,114 7,333 510,886 11,556 7,065 32,556 25,875 9,778 31,926 4,243 80,569 74,182 6,387

DPM 0,680 2421 26,254 2,236 26,254 4,667 1,678 8,819 5,338 1,716 3,543 1,145 10,830 11,482 4,349

EPM 0,227 0,807 8,751 0,745 8,751 1,556 0,559 2,940 1,779 0,572 1,181 0,382 3,610 3,827 1,450



