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Resumo

A exposigdo de roedores ao labirinto em cruz elevado aberto (LCEa: 4 bragos abertos)
provoca antinocicepcdo de elevada magnitude e aumento de corticosterona plasmaética. A
analise etoldgica realizada em nosso laboratorio demonstrou que os camundongos expostos ao
LCEa passam cerca de 68 % do tempo no centro e nas areas proximais do aparato e realizam
head-dipping (62,17%) e stretched attend postures (62,27%). Esse experimento nos ajudou a
darmos os primeiros passos na elucidacdo de quais outros comportamentos, além da resposta
nociceptiva, podem vir a ser analisados quando os animais sao expostos ao LCEa. No entanto,
ainda ndo foi avaliado se esses comportamentos sdo modificados quando os animais
(submetidos ou ndo ao teste da formalina) recebem farmacos com reconhecidas propriedades
ansioliticas, ansiogénicas, panicoliticas e panicogénicas em testes animais e na clinica. Assim,
0 presente estudo teve por objetivo realizar uma analise fatorial e uma anélise
etofarmacologica das reacdes de defesa de camundongos expostos ao LCEa com vistas ao
entendimento dos mecanismos subjacentes a antinocicepcdo induzida pelo medo. No
experimento 1 utilizamos a andlise fatorial para caracterizar o perfil comportamental de
camundongos expostos ao LCEa. Os experimentos 2 e 3 avaliaram os efeitos agudos do
alprazolam (0,5-1,5 mg/Kg), diazepam (0,5-1,5 mg/Kg), pentilenotetrazol (10-30 mg/Kg),
ioimbina (2-6 mg/Kg), mCPP (0,3-3 mg/Kg), fluoxetina (10-30 mg/Kg) e imipramina (1-15
mg/Kg), e os efeitos do tratamento cronico com fluoxetina (10-30 mg/Kg) e imipramina (1-15
mg/Kg) nos comportamentos identificados no experimento 1. O experimento 4 avaliou a
influéncia do estimulo nociceptivo (injecdo de 50 pL de formalina 2,5% na pata) sobre os
comportamentos apresentados por camundongos expostos ao LCEa. Por fim, o experimento 5
avaliou efeitos do tratamento com alprazolam sobre os comportamentos de camundongos
expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo. A andlise fatorial revelou que os
comportamentos exibidos por camundongos expostos ao LCEa podem ser acomodados em 3
fatores: fator 1 (“exploragdo de profundidade”, por exemplo, head-dipping nos bragos), fator
2 (“exploragdo cautelosa dos bragos”, por exemplo, flatback approach), e fator 3 (“avaliagao
de risco”, por exemplo, SAP — stretched attend posture). Experimentos 2 e 3 mostraram que
alprazolam atenuou todos os comportamentos defensivos exibidos pelos camundongos
expostos ao LCEa. De forma mais sutil, os mesmos efeitos foram observados com diazepam.
Confirmando a intensidade da resposta emocional (nociceptiva, enddcrina e emocional),

poucas alteracdes comportamentais significativas foram observadas em resposta a compostos



ansiogénicos utilizados (PTZ, ioimbina e mCPP). Embora fluoxetina e imipramina
administrados agudamente falharam em modificar os comportamentos no LCEa, o tratamento
crénico com fluoxetina (mas ndo com imipramina) diminuiu a duracdo de flatback e
aumentou head-dipping nos bragos. O experimento 4 mostrou que animais submetidos ao
estimulo nociceptivo aumentaram frequéncia de SAP nas &reas proximais e extremidades
enquanto diminuiram frequéncia de head-dipping nos bracos do LCEa, efeitos opostos aos
produzidos pelo alprazolam, sugerindo um efeito ansiogénico. Os animais que foram
concomitantemente submetidos ao estimulo nociceptivo e ao tratamento com alprazolam e
expostos ao LCEa (experimento 5), apresentaram 0s mesmos comportamentos observados no
experimento no qual os animais ndo receberam a injecdo de formalina na pata (experimento
2), demonstrando que a dor ndo altera os efeitos do alprazolam. Juntos, estes resultados
indicam que o LCEa induz respostas defensivas comportamentais que sdo sensiveis ao agente

panicolitico alprazolam e a injecdo de formalina na pata.



Abstract

Exposure of rodents to an open elevated plus-maze (0EPM) elicits antinociception and
increases plasma corticosterone levels. However, no studies have yet assessed the defensive
behaviour repertoire of animals in this modified test situation. In Experiment 1, factor analysis
was employed to characterise the behavioural profile of mice exposed to the oEPM.
Experiments 2 and 3 assessed the effects of acute alprazolam (0.5-1.5 mg/kg), diazepam (0.5-
1.5 mg/kg), pentylenetetrazole (10.0-30.0 mg/kg), yohimbine (0-6 mg/kg), mCPP (0-3
mg/kg), and acute and chronic fluoxetine (10.0-30.0 mg/kg) and imipramine (1.0-15.0 mg/kg)
on the various behaviours identified in Experiment 1. Experiment 4 assesed the effect of
nociceptive stimulus (formalin test) on behavioural profile of mice exposed to the oEPM.
Experiment 5 evaluated the effects of alprazolam in mice exposed to the oEPM under noxious
stimuli. The factor analyses revealed that behaviour in the oEPM can largely (77% total
variance) be accounted for in terms of 3 factors: factor 1 (‘depth exploration’; e.g. head-
dipping on the arms), factor 2 (‘cautious exploration of arms’; e.g. flatback approach), and
factor 3 (‘risk assessment’; stretched attend postures). Experiments 2 and 3 showed that, over
the dose range used, alprazolam selectively attenuated all measures of defensiveness. Similar,
though more modest, effects were seen with diazepam. Pentylenetetrazole decreased total
entries and head dipping outside the central square, but did not change other behavioural
measures. Although acute fluoxetine or imipramine treatment failed to modify behaviour in
the oEPM, chronic fluoxetine (but not chronic imipramine) attenuated total flat back approach
and increased head dipping outside the central square. While yohimbine decreased SAP
frequency in the central square and flat-back total, mCPP increased the latter behaviour.
Experiment 4 showed that effects of nociceptive stimulus were opposite effect of alprazolam:
increased SAP in the proximal areas and arm-ends and decreased head-dipping in the arms.
Experiment 5 replicated the effects observed in Experiment 2 (treatment with alprazolam per
se). Together, the results indicate that the oEPM induces behavioural defensive responses that

are sensitive to alprazolam and to formalin test.
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1. Introducéo
1.1.  Ansiedade e Medo

A ansiedade ¢ caracterizada como um estado emocional qualificado subjetivamente como
desagradavel, acompanhado por sentimento de apreensdo, inseguranca € um conjunto de
alteracdes fisiologicas e comportamentais (NUTT, 1990). No entanto, segundo Schmitt e
Kapczinski (2004), a ansiedade pode ser apontada como um sentimento responsavel pela
sobrevivéncia da espécie humana. O medo de ataque de predadores e a antecipacdo mental
dessa possibilidade (caracteristicas da ansiedade) levaram o homem a utilizar estratégias
eficientes de fuga ou enfrentamento, resultando na preservacao da espécie. Ou seja, embora a
ansiedade e 0 medo sejam experimentados de maneira subjetiva como ndo prazerosos e
desconfortaveis, sdo estados emocionais de grande valor adaptativo.

Até um determinado nivel estas emocBes podem favorecer o desempenho de tarefas
motoras e cognitivas, mas passam a ser indesejadas, ou patologicas, quando interferem com o
comportamento normal do individuo (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). Nesse caso, as reacdes
manifestadas sdo denominadas Transtornos de Ansiedade, que sdo disfungfes nos sistemas
encefalicos que modulam as reacbes de defesa. No entanto, nem sempre é facil a distincédo
entre a ansiedade normal e aquela considerada patoldgica. A diferenciacdo baseia-se na
intensidade das manifestacGes, na duragédo, na proporcionalidade da relagdo entre o evento
desencadeante e a reacdo de ansiedade, e no grau de limitagdo ocasionado (HETEM, 2004).

Os transtornos de ansiedade sdo uma das mais frequentes patologias na clinica psiquiatrica
e a alta prevaléncia tem impulsionado os estudos para a compreensao de suas bases neurais e
para a analise pré-clinica de potenciais farmacos para o tratamento desses transtornos. Para
esta finalidade pode-se utilizar modelos animais de ansiedade e, como exemplo, podemos
citar o labirinto em cruz elevado (LCE) ou labirinto em X, um modelo baseado na aversédo
inata de animais a espagos abertos e consiste de dois bragos abertos e dois bragos fechados
elevados do solo por um suporte de madeira (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al.,
1985).

Os indices de ansiedade neste teste s@o as porcentagens de entradas e do tempo gasto nos
bracos abertos (RODGERS; COLE, 1994) enquanto o numero absoluto de entradas nos
bracos fechados é considerado uma medida para a atividade locomotora, uma vez que é pouco
influenciada pela ansiedade (CRUZ; FREIl; GRAEFF; 1994). Normalmente, ratos e

camundongos passam a maior parte do seu tempo nos bracos fechados, evitando os bracos
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abertos. Treit et al. (1993) forneceram evidéncias de que a auséncia de protecéo lateral nos
bracos abertos seria mais importante do que a altura no desencadeamento da aversdo no
labirinto em cruz elevado.

O LCE foi originalmente proposto por Handley e Mithani (1984), tendo sido
posteriormente validado por métodos farmacoldgicos, fisioldgicos e comportamentais por
Pellow et al. (1985) e Lister (1987) para o estudo da ansiedade em ratos e camundongos,
respectivamente. O modelo é também usado para avaliar o potencial ansiolitico e ansiogénico
de drogas (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985, CAROBREZ,
BERTOGLIO, 2005) e ainda permite avaliar a influéncia da averséo sobre a nocicepgédo
(STEPHENS et al., 1986; LEE; RODGERS, 1990; TAUKULIS; GOGGIN, 1990;
CONCEICAO et al., 1992). Assim, Lee e Rodgers (1990) demonstraram que a exposicao de
camundongos ao LCE elicia reagdes comportamentais defensivas e produz antinocicepg¢éo
avaliada pelo teste da retirada da cauda (tail-flick test).

Em experimentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, camundongos expostos ao
LCE ndo exibem marcante reducdo da resposta nociceptiva, verificada pelo teste da
formalina. No entanto, quando confinados aos bracos abertos do LCE (NUNES-DE-SOUZA
et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009) ou expostos ao LCE aberto (LCEa: com 4 bracos
abertos) (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005; 2009; MENDES-GOMES et al.,
2011) verifica-se antinocicepcdo de elevada magnitude. O LCEa é similar ao LCE, porém
apresenta 0s quatro bracos abertos, ndo permitindo ao animal esquivar-se do ambiente
ameacador (bracos abertos). Além da intensa resposta antinociceptiva, camundongos expostos
ao LCEa também apresentam elevadas concentragdes de corticosterona plasmatica
(MENDES-GOMES et al., 2011), confirmando a natureza aversiva deste ambiente e
corroborando evidéncias anteriores que indicam serem 0s estados emocionais aversivos
dependentes do tipo de estressores aos quais estdo associados, isto é, se escapaveis ou ndo
(HENRY; STEPHENS, 1977; BLANCHARD et al., 1993; LOVICK, 1993; TESKEY;
KAVALIERS, 1995).

Nesse contexto, e em comum com outros modelos animais de ansiedade (BLANCHARD;
GRIEBEL; BLANCHARD, 2003; BOURIN; HASCOET, 2003; FILE; SETH, 2003;
MILLAN; BROCCO, 2003; PRUT; BELZUNG, 2003), o LCE representa uma situacdo de
conflito com caracteristicas do tipo aproximacao-esquiva (para maiores detalhes sobre esse
conceito ver MCNAUGHTON; CORR, 2004), em que camundongos tém a oportunidade de
aproximar (possibilidade de comida, agua, parceiro sexual e até mesmo um lugar seguro) ou

de evitar (ativa ou passivamente) um ambiente potencialmente perigoso. Entretanto, no LCEa,
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0 estado emocional parece ser um pouco diferente, uma vez que 0s animais apresentam
antinocicepg¢do e ndo podem se esquivar ou escapar do ambiente aversivo, isto é, 0s bragos
abertos. De acordo com Gray e McNaughton (2000), a ansiedade seria desencadeada quando
ocorre uma tendéncia de aproximacao a uma fonte de perigo. Quando somente componentes
de fuga ou de esquiva sdo expressos, existe 0 medo.

As investigacOes sobre os substratos da resposta antinociceptiva exibida por roedores
expostos ao LCEa tem mostrado que esse tipo de inibicdo da dor € insensivel as injecOes
sistémicas de antagonistas de receptores opidides (NUNES-de-SOUZA et al., 2000;
CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2009) ou do agonista benzodiazepinico midazolam
(MENDES-GOMES, NUNES-DE-SOUZA, 2005), as lesdes quimicas das colunas dorsal e
ventrolateral da matéria cinzenta periaquedutal (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA,
2009; MENDES-GOMES et al., 2011) e & adrenalectomia (CORNELIO, NUNES-de-
SOUZA, 2009). Por outro lado, a antinocicepcao eliciada pelo LCEa é atenuada com injecdo
sisttmica de baixas doses do agonista do receptor SHT1A da serotonina 8-OH-DPAT
(NUNES-de-SOUZA et al., 2000), assim como a injecdo intra-amidala de midazolam
(NUNES-de-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009).

Até o momento, o LCEa tem sido utilizado para investigar os mecanismos subjacentes a
antinocicepgdo induzida pela ansiedade/medo/estresse. Portanto, torna-se importante
caracterizar comportamental e farmacologicamente o repertério defensivo de animais
expostos a esse aparato. Juntas, essas analises ajudardo a darmos 0s primeiros passos na
elucidacdo de que outros comportamentos, além da resposta nociceptiva, podem vir a ser
analisados quando os animais sdo expostos ao LCEa. E ainda, avaliar se esses
comportamentos sdo modificados quando os animais recebem farmacos com reconhecidas
propriedades ansioliticas, ansiogénicas, panicoliticas e panicogéncias em testes animais e na
clinica. Cabe ressaltar que a analise etofarmacoldgica do LCEa fornecera subsidios para
ampliarmos os conhecimentos envolvidos na neurobiologia da ansiedade e do medo e
fortalecermos o entendimento dos mecanismos subjacentes a antinocicepgdo induzida pela

ansiedade/medo/estresse.

1.2.  Dor e antinocicepgdo

De acordo com a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2006), “a dor ¢
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano tissular real ou
potencial ou ainda, descritas em termos que sugerem tal dano”. Embora seja desagradavel, a

dor é importante para a sobrevivéncia de varios animais, pois se trata de um mecanismo de
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aviso sobre a ocorréncia de estimulos lesivos provenientes do meio externo ou do proprio
organismo (LENT, 2001).

Cabe ressaltar que a relacédo entre a intensidade da dor e o estimulo periférico que a evoca
depende de inumeras variaveis que incluem a presenca de outro estimulo somatico e fatores
psicologicos como atengdo, expectativa e alerta. Estes fatores em questdo sdo influenciados
por dicas contextuais que ditam a significAncia do estimulo e ajudam a determinar uma
resposta apropriada. Por exemplo, individuos que sofreram alguma injUria traumatica durante
competicdes ou combates frequentemente relatam auséncia de dor, apesar de essa mesma
injuria ser extremamente dolorosa em outras circunstancias. A modificacdo da resposta
neural, comportamental e subjetiva da dor por estimulos sensoriais concomitantes e por
situacOes de alerta, expectativa e atencdo resulta na ativacdo de redes no sistema nervoso
central que modulam a transmissdo nociceptiva (FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER,
2006).

A diminuicdo da sensibilidade dolorosa também pode ser observada quando os animais
sdo confrontados com ameacas ao seu bem estar, a integridade fisica ou a sobrevivéncia,
(KELLY, 1986; RODGERS, 1995). Uma vez que os estimulos nociceptivos induzem a
exibicdo de uma série de comportamentos recuperativos (ex., lambidas das lesdes, repouso,
etc.), a antinocicepgdo apresenta claro valor adaptativo mediante situagGes aversivas, pois
permite ao animal exibir reacdes defensivas como congelamento, luta e fuga, mesmo que uma
injaria tenha ocorrido, aumentando, deste modo, suas chances de sobrevivéncia (BOLLES;
FANSELOW, 1980).

A inibicdo da resposta nociceptiva pode ser provocada por estimulos que predizem o
perigo tanto aprendido como inato. Por exemplo, Rodgers e Randall (1986) demonstraram a
ocorréncia de analgesia condicionada em camundongos colocados num ambiente onde
haviam sido previamente atacados em interagbes coespecificas. Por outro lado, a
antinocicepc¢do induzida por estimulos inatos de perigo pode ser evidenciada, por exemplo,
quando o animal esta diante de um predador (LESTER; FANSELOW, 1985; KAVALIERS,
1988) ou de um ambiente novo (NETTO et al., 1987; TORRES et al., 2001) ou elevado e
aberto, como é o caso do LCE aberto (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005;
2009; CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2009; MENDES-GOMES et al., 2011).

E importante ressaltar que apesar dos animais manifestarem antinocicepcdo durante a
exposicdo ao LCEa, ndo existem dados suficientemente consistentes para demonstrar que 0s
animais nao estdo com dor. Resultados obtidos em nosso laboratério demonstram que a

nocicepcdo pode prejudicar o efeito ansiolitico verificado apds injecdo de midazolam na
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matéria cinzenta periaquedutal dorsal de camundongos ou apds lesdo desta estrutura
mesencefalica (MENDES-GOMES; NUNES-DE SOUZA, 2005; 2009). Neste sentido,
Fernandez-Guasti et al. (2005) demonstraram que niveis baixos e moderados de nocicepcao,
produzidos, respectivamente, pela injecdo intra-articular de &cido Urico 3,75% e 7,5%,
prejudicaram o efeito ansiolitico do diazepam (1 mg/kg) no LCE.

Visto que o estimulo nociceptivo pode modificar o comportamento de animais, torna-se
relevante avaliar se o teste da formalina interfere com a expressdo dos comportamentos no
LCEa na auséncia ou apds o tratamento com farmacos ansioliticos, ansiogénicos, panicoliticos
ou panicogénicos. Além disso, este estudo pode também demonstrar se os farmacos que
atenuam reacdes comportamentais defensivas também revertem a antinocicepcao verificada
no LCEa. Nesse sentido, uma vez que o LCEa é uma situacdo com caracteristicas de perigo
proximal ou inescapavel, a antinocicepcdo verificada pode ser sensivel a farmacos como
antidepressivos e benzodiazepinicos potentes que atenuam o estado emocional de panico
(MOLEWIJK et al., 1995; GRIEBEL; BLANCHARD; BLANCHARD, 1996; GRIEBEL;
SANGER; PERRAULT, 1996; GRIEBEL; PERRAULT; SANGER, 1997).

Cabe destacar que nos estudos realizados em nosso laboratorio, empregamos como
estimulo nociceptivo a injecdo de formalina na pata de camundongos (maiores detalhes no
item 3.4.), que se caracteriza por provocar dor tonica (ALBE-FESSARD et al., 1990;
TJOLSEN et al., 1992). Este teste de nocicepcdo pode ser empregado e avaliado
concomitantemente a exposicdo a situacdo ameacadora, ou seja, o LCEa. Tal abordagem tem
implicacdes relevantes na avaliacdo da resposta nociceptiva, uma vez que recentes resultados
obtidos em nosso laboratdrio sugeriram que esse tipo de antinocicepcdo parece se manter
somente enquanto o animal esta exposto ao LCEa (CORNELIO et al., 2011).

1.3.  Anadlise fatorial

A andlise fatorial é uma técnica estatistica cuja fungéo é reduzir uma grande quantidade de
variaveis, que se correlacionam entre si, em um numero menor de variaveis (chamadas de
fatores). Dessa forma, ao se detectar alta correlacdo (positiva ou negativa) entre algumas
variaveis, estas poderiam ser representadas como um fator (LACERDA, 2006; FIGUEIREDO
FILHO; SILVA JUNIOR, 2010). Os resultados finais da analise fatorial sdo expressos pelo peso
(loading) das variaveis em cada fator extraido, sendo que este peso representa o grau de
correlacdo entre a variavel e o fator. Peso 1 representa uma correlagdo perfeita entre a variavel e o
fator em questdo, enquanto um peso<0,4 representa uma baixa correlacdo (BOERNGEN-
LACERDA, SOUZA-FORMIGONI, 2000; FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2010).
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Esta técnica tem sido utilizada em alguns modelos animais para investigar a relacédo entre as
variaveis comportamentais estabelecidas em um etograma. Para o LCE, por exemplo, tal método
tem sido utilizado para identificar as relagdes entre indices especificos do teste, indicando se
estariam representando diferentes fatores, como por exemplo, ansiedade e atividade
locomotora (RODGERS; JOHNSON, 1995). Neste sentido, Lister (1987) encontrou que as
medidas espacgo-temporais registradas no LCE poderiam ser acomodadas em dois fatores:
ansiedade e atividade. J& Rodgers e Johnson (1995) observaram trés fatores: um relacionado
com a atividade locomotora, outro & ansiedade e um terceiro relacionado a tomada de decis&o.
Sendo assim, é importante considerar a relacdo entre os parametros comportamentais
registrado no labirinto em cruz elevado aberto e a analise fatorial pode ser uma ferramenta
importante para esta finalidade.

Os resultados da analise fatorial poderdo ser melhores interpretados quando analisados
juntamente com resultados de determinados tratamentos farmacoldgicos. Deste modo, no

presente estudo foi proposto, além da analise fatorial, uma validacdo farmacolégica do LCEa.
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2. Objetivos

2.1.  Objetivo geral
Realizar uma analise fatorial e uma andlise etofarmacoldgica das reacfes de defesa de
camundongos expostos ao LCEa com vistas ao entendimento dos mecanismos subjacentes

a antinocicepcao induzida pelo medo.

2.2.  Objetivos especificos
- Investigar o perfil comportamental de camundongos expostos ao LCEa.
- Verificar se os comportamentos apresentados no LCEa sdo modificados quando os
animais sdo tratados com farmacos ansioliticos, ansiogénicos, panicoliticos ou
panicogénicos.
- Analisar se os comportamentos apresentados no LCEa sdo modificados quando o0s
animais sao submetidos a estimulacdo nociceptiva.
- Investigar os efeitos do alprazolam sobre os comportamentos apresentados por
camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo.
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3. Materiais e métodos
3.1.  Animais

Foram utilizados camundongos sui¢cos machos (25-35g) provenientes do biotério central
da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram mantidos em condicGes
controladas de temperatura (23 + 1°C) e luz (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 7 h e
apagadas as 19 h) e tiveram livre acesso ao alimento e a agua, exceto durante os curtos
periodos de teste.

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais neste estudo tiveram inicio apds a
aprovacdo desse projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, Campus de Araraquara, protocolo
CEP/FCF/CAr n°26/2010.

3.2.  Equipamento

Labirinto em Cruz Elevado Aberto

Para realizar os experimentos foi utilizado o labirinto em cruz elevado aberto (LCEa).
Este aparato é similar aquele descrito por Lister (1987), contudo, consiste de quatro bragcos
abertos (30 x 5 x 0,25 cm) elevados 38,5 cm do solo por um suporte de madeira (Fig. 1).
Ressalta-se que assim como o LCE padréo, este modelo baseia-se na aversao natural de

roedores a espacos abertos.

Figura 1: Camundongo exposto ao labirinto em cruz elevado aberto (LCEa)

3.3.  Farmacos utilizados:
No presente estudo foram utilizados os seguintes farmacos:
+ DIAZEPAM - agonista benzodiazepinico. Os compostos deste grupo tém efeito
ansiolitico comprovado tanto na clinica (FEIJO, 1999) como em modelos animais de
ansiedade (GRAEFF; FERREIRA NETO; ZANGROSSI Jr., 1998; GRIEBEL, 1995).
 ALPRAZOLAM - agonista benzodiazepinico mais potente que o diazepam (EVANS,
1981; NISHIMURA; TANAKA, 1992).
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 PENTILENOTETRAZOL - antagonista GABA-A com propriedades ansiogénicas

(LAL; EMMET-OGLESBY, 1983; JUNG; GAL; GATCH, 2002).

« FLUOXETINA - antidepressivo com propriedade de bloquear seletivamente a

recaptacdo neuronal de serotonina (SOUTHWICK; VYTHILINGAM; CHARNEY,

2005).

« IMIPRAMINA - antidepressivo triciclico com propriedade de bloguear a recaptacéo

neuronal de serotonina e noradrenalina. Foi o primeiro farmaco que apresentou efeito no

tratamento do transtorno do péanico (KLEIN; FINK, 1962), sendo esta observacao

confirmada por diversos estudos clinicos (para uma reviséo, ver BALLENGER, 1994) e

com modelos animais (TEIXEIRA; ZANGROSSI Jr.; GRAEFF, 2000).

+ IOIMBINA — antagonista a-2-adrenérgico. Estudos anteriores tém demonstrado que

esse farmaco é ansiogénico em humanos e em modelos animais de ansiedade (BOURIN;

BAKER; BRADWEJN, 1998; GRAEFF; FERREIRA NETO; ZANGROSSI Jr., 1998).

« mCPP — (1-(3-clorofenil) piperazina) agonista dos receptores serotoninérgicos 5-

HT.cos (BARNES; SHARP, 1999). Foi caracterizado como ansiogénico em modelos

animais (GRIEBEL, 1995; GRAEFF; FERREIRA NETO; ZANGROSSI, 1998; BAGDY

et al., 2001; JONES; DUXON; KING, 2002) e em humanos (KAHN et al., 1988;

BENJAMIM et al., 1999).

As doses de todos os farmacos escolhidos foram baseadas em estudos prévios
(RODGERS et al., 1995; GRAEFF; FERREIRA NETO; ZANGROSSI Jr., 1998;
KLIETHERMES; FINN; CRABE, 2003; CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA,
2004; GOMES et al., 2009).

3.4.  Teste da formalina

O teste de formalina é um modelo amplamente utilizado para avaliar comportamentos
nociceptivos em roedores (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1994). A injecdo de
formalina provoca uma resposta nociceptiva bifasica (DUBBUISSON; DENNIS, 1977). A
primeira fase (fasica) é observada nos primeiros 5 minutos, enquanto a segunda fase (tbnica)
inicia-se depois de 20 minutos da injecdo de formalina e dura por volta de 40-50 minutos. A
primeira fase é ocasionada predominantemente pela estimulagdo direta de nociceptores (LE
BARS; GAZARIU; CADDEN, 2001) enquanto a segunda parece ser dependente da
combinacdo de uma reacdo inflamatoria no tecido periférico injuriado, com mudancas
funcionais no corno dorsal da medula espinal (TJOLSEN et al., 1992; McCALL; TANNER;

LEVINE, 1996). Essas mudancas funcionais, analogas ao mecanismo de potencializagdo a



20

longo prazo, devem-se provavelmente, & atividade neural continua produzida durante a
primeira fase, pois sua atenuacdo, quando por exemplo o animal é exposto ao estresse, resulta
em hipoalgesia na fase ténica (VACCARINO et al.,, 1992). No presente estudo, 0s
camundongos foram tratados com 50 pL de solucdo de formalina a 2,5%, injetada

subcutaneamente na superficie dorsal da pata traseira direita.

3.5.  Procedimentos Gerais

Todos os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz em uma sala com
iluminacdo moderada (50 lux, no nivel do assoalho do labirinto). Os camundongos foram
individualmente colocados sobre a plataforma central do LCEa com a cabeca voltada sempre
para 0 mesmo braco e puderam explorar o labirinto por 5 minutos. Entre um teste e outro, o
LCEa foi limpo com &lcool a 20%. Todos os experimentos foram gravados através de sistema
de circuito fechado de camera, DVD e televisdo.

Os comportamentos foram avaliados por um observador treinado através da analise dos
DVDs gravados utilizando o software “X-plo-rat 2005 desenvolvido pelo grupo do Prof. Dr.
Silvio Morato de Carvalho, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
USP. Os pardmetros comportamentais registrados foram medidas espago-temporais e
complementares. As primeiras foram frequéncia de entradas e tempo gasto no centro e em
cada area dos bracos (proximais, mediais e distais), enquanto as medidas complementares
foram frequéncia de esticadas (stretched attend postures — SAP: 0 animal estica o0 corpo sem
movimentar as patas traseiras e volta a posicao inicial), tempo de andar agachado (flatback
approach - FBA: animal movimenta-se com o corpo esticado, com o abddémen e térax em
contato com o assoalho do labirinto) e frequéncia de mergulhos (head-dipping - HD:
movimento em que o animal estica a cabeca e pesco¢o para fora do labirinto em direcéo ao
solo) (BLANCHARD et al., 1993; DALVI; RODGERS, 1996; NUNES-DE-SOUZA,
CANTO-DE-SOUZA; RODGERS, 2002; BORELLI; BRANDAO, 2008).

3.5.1. Experimento 1: analise fatorial dos comportamentos apresentados por
camundongos expostos ao LCEa.

A fim de compreender as inter-relacbes entre os comportamentos induzidos pela
exposicdo ao LCEa, os dados comportamentais de 100 camundongos naive expostos ao
aparato foram submetidos a trés andlises fatoriais. A primeira analise foi realizada para
identificar a ocorréncia de possiveis correlagdes entre as medidas espacgo-temporais; a
segunda foi para identificar a relagdo entre as medidas complementares e a terceira analise

integrou as medidas obtidas na primeira e na segunda analises.
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3.5.2. Experimento 2: efeitos do tratamento agudo com diazepam, alprazolam,
pentilenotetrazol, ioimbina, mCPP, fluoxetina e imipramina sobre os
comportamentos apresentados por camundongos expostos ao LCEa.

Este experimento investigou os efeitos do tratamento agudo com benzodizepinicos
(diazepam e alprazolam), compostos ansiogénicos (PTZ, ioimbina e mCPP), e fluoxetina e
imipramina sobre os comportamentos de camundongos expostos ao LCEa. Apds trés dias de
aclimatizacdo as condicdes do laboratorio, os camundongos foram aleatoriamente separados
em grupos de acordo com o tratamento farmacoldgico a ser realizado (n=6-11): salina ou
veiculo (salina/Tween 80), diazepam (0,5; 1 ou 1,5 mg/Kg), alprazolam (0,5; 1 ou 1,5
mg/Kg), PTZ (10; 20 ou 30 mg/Kg), ioimbina (2; 4 ou 6 mg/Kg), mCPP (0,3; 1 ou 3 mg/Kg),
fluoxetina (10; 20 ou 30 mg/Kg) ou imipramina (1; 5 ou 15 mg/Kg). Os tratamentos foram
administrados intraperitonealmente (i.p.) 30 minutos antes do teste e os comportamentos

foram analisados como descrito nos Procedimentos Gerais (ver 3.5.).

3.5.3. Experimento 3: efeitos do tratamento crénico com fluoxetina e imipramina sobre
0s comportamentos apresentados por camundongos expostos ao LCEa.

O terceiro experimento avaliou os efeitos do tratamento cronico com fluoxetina e
imipramina sobre os comportamentos de camundongos expostos ao LCEa. Apos trés dias de
aclimatizacdo as condicdes do laboratorio, os camundongos foram aleatoriamente separados
em grupos de acordo com o tratamento farmacol6gico que consistiu em injecGes
intraperitoneais diarias por 15 dias consecutivos com salina, fluoxetina (10, 20 ou 30 mg/Kg)
ou imipramina (1; 5 ou 15 mg/Kg). No 15° dia os tratamentos foram administrados 30
minutos antes do teste e 0s comportamentos foram analisados como descrito nos

Procedimentos Gerais (ver 3.5.).

3.5.4. Experimento 4: influéncia do estimulo nociceptivo sobre os comportamentos

apresentados por camundongos expostos ao LCEa

O quarto experimento avaliou se os comportamentos apresentados no LCEa séo
modificados quando os animais sdo submetidos a estimulagdo nociceptiva (teste da
formalina). Apos trés dias de aclimatizagdo as condi¢cdes do laboratorio, os camundongos
(n=15) foram aleatoriamente separados em dois grupos: controle (animais naive) e formalina.
Os animais submetidos ao teste de formalina foram tratados com 50 pL de solucdo de
formalina a 2,5%, injetada subcutaneamente na superficie dorsal da pata traseira direita e,
apos 25 minutos, foram expostos ao LCEa, onde permaneceram por 10 minutos. Além dos
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comportamentos analisados como descrito nos Procedimentos Gerais (ver 3.5.), o tempo de
lambidas na pata (25-35 min) também foi registrado.

3.5.5. Experimento 5: efeitos do tratamento com alprazolam sobre os comportamentos
apresentados por camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo.

O experimento 5 teve por objetivo avaliar as respostas defensivas de animais
concomitantemente tratados com alprazolam e submetidos ao teste de formalina quando
expostos ao LCEa. Apos trés dias de aclimatizagdo as condi¢es do laboratério, 0s
camundongos (n=6-9) foram aleatoriamente separados em dois grupos: veiculo e alprazolam
(0-1,5 mg/Kg). Apds 30 minutos de ambientacdo, os tratamentos (veiculo ou alprazolam)
foram administrados i.p. e, ap6s 5 minutos, 50 pL de solucdo de formalina a 2,5% foram
injetados subcutaneamente na superficie dorsal da pata traseira direita. Os animais foram
individualmente expostos ao LCEa por 10 minutos e os comportamentos analisados como
descrito nos Procedimentos Gerais (ver 3.5.). O tempo de lambidas na pata (25-35 min)

também foi registrado.

3.5.6. Analise estatistica

No experimento 1, a analise fatorial foi realizada através da rotagdo ortogonal
(varimax) dos componentes principais da matriz fatorial. Este método garante que os fatores
extraidos sejam independentes e devem, portanto, refletir fenémenos bioldgicos distintos. O
teste Kaiser (eigenvalues >1) foi usado para selecionar o niimero de fatores extraidos e os
pesos dos fatores menores do que 0,5 foram descartados.

Para os experimentos 2, 3 e 5, todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste
de homogeneidade de variancia de Levene. Quando este apontou significancia, os dados
foram convertidos em log de base 10, raiz quadrada ou cubica para posterior andlise de
variancia (ANOVA) de uma via. Os valores significativos foram analisados pelo teste de
comparagbes multiplas de Duncan (paramétrico). Nos casos em que permaneceu a
heterogeneidade das variancias, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido, quando significativo, pelo teste de Mann-Whitney. Valores de p
iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

Na analise do experimento 4, os dados foram analisados pelo teste t de Student.



23

4. Resultados

4.1. Experimento 1: andlise fatorial dos comportamentos apresentados por
camundongos expostos ao LCEa.
Os resultados do experimento 1 estdo resumidos nas Tabelas 1-4.

Tabela 1. Comportamentos exibidos por camundongos (N=100) expostos ao labirinto em cruz

elevado aberto por 5 minutos.

Parametro Média + EPM

Tempo gasto

Centro 121,68 + 6,47
Areas proximais 8221 + 3,06
Areas mediais 4438 + 2,70
Areas distais 51,85 + 3,93
Frequéncia de entradas

Centro 11,94 + 0,50
Areas proximais 18,16 + 0,89
Areas mediais 12,68 + 0,82
Areas distais 593 + 0,41
Total 48,71 + 255
Grooming (s)

Centro 305 + 043
Areas proximais 1,33 + 0,27
Areas mediais 0,70 * 0,25
Areas distais 052 + 0,19
Total 559 + 0,48
Flat back (s)

Centro 143 = 0,15
Areas proximais 545 + 0,42
Areas mediais 710 + 0,55
Areas distais 1,93 + 0,17
Total 1591 + 1,23
Head dipping

Centro 1358 + 0,75
Areas proximais 10,53 + 0,59
Areas mediais 428 + 0,41
Areas distais 839 + 0,79
Total 38,78 + 1,66
Stretched Attend Postures

Centro 1896 + 1,06
Areas proximais 950 * 0,53
Areas mediais 495 + 0,38
Areas distais 12,29 + 0,90
Total 4570 = 141

Dados usados em trés andlises fatoriais mostradas nas Tabelas 2-4.
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A Tabela 1 descreve o perfil comportamental dos animais expostos ao LCEa. Os animais
passaram mais tempo no centro e nas areas proximais do aparato (= 68%), onde apresentaram,
principalmente, comportamentos defensivos como stretched attend postures (62,27%) e head
dipping (62,17%).

Tabela 2. Anélise fatorial das medidas espaco-temporais de camundongos expostos ao LCEa.

Fatores

Pardmetros comportamentais 1 2
Tempo gasto no centro (s) -0,75

Tempo gasto nas areas proximais (s) 0,98
Tempo gasto nas areas mediais (S) 0,66

Tempo gasto nas areas distais (S) 0,76

Entradas no centro 0,84

Entradas nas areas proximais 0,92

Entradas nas areas mediais 0,96

Entradas nas areas distais 0,96

% de variancia 65,05 14,47

Cargas fatoriais superiores a 0,5 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a

direcdo do carregamento particular. Critérios: eigenvalue > 1.

A Tabela 2 mostra o peso de cada medida espaco-temporal registrada no LCEa. Dois
fatores resultaram da analise de oito parametros, que responderam por 79,5% da variancia
total. Exceto para o tempo gasto nas areas proximais, que pesou altamente no fator 2, todas as
outras medidas registradas pesaram sobre o fator 1. O tempo gasto nas areas mediais e distais
pesou positivamente no fator 1. Como o tempo gasto na plataforma central também pesou
neste fator, porém de forma negativa, os parametros temporais podem ser resumidos em 3
areas principais: centro, areas proximais e extremidades (areas mediais + distais). Assim, a

duracédo de andar agachado (flatback), frequéncia de esticar-se (SAP) e de mergulhos (head
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dipping), registrados nas areas intermediérias e distais, também podem ser considerados como
medidas etoldgicas nas extremidades dos bracos.

Também pode se observar na Tabela 2 que o nimero de entradas em cada regido do LCEa
(centro, proximais, mediais e distais) pesou positivamente no primeiro fator, assim como as
medidas temporais. Resumidamente, a primeira analise fatorial sugere os seguintes
pardmetros: tempo gasto no centro, nas areas proximais e nas extremidades (areas mediais e

distais); e total de entradas.

Tabela 3. Analise fatorial das medidas complementares de camundongos expostos ao LCEa.

Fatores
Parametros comportamentais 1 2 3 4
Flatback no centro (s) 0,90
Flatback nas areas proximais (s) 0,95
Flatback nas extremidades (s) 0,93
SAP no centro 0,72
SAP nas areas proximais 0,96
SAP nas extremidades 0,59
Head dipping no centro 0,93
Head dipping nas areas proximais 0,89
Head dipping nas extremidades 0,84
% de variancia 39,89 21,01 13,57 11,98

Cargas fatoriais superiores a 0,5 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a direcdo do carregamento

particular. Critérios: eigenvalue >1.

A segunda andlise fatorial, a qual concentrou varios comportamentos defensivos
exploratérios (FBA, SAP e HD) exibidos nas diferentes areas do LCEa (centro, proximais e
extremidades), resultou em quatro fatores que responderam a 86,4% da variancia total. Como
flatback em todas as regides do aparato pesou no fator 1, esta medida pode ser resumida em

um unico parametro, flatback total. Além disso, uma vez que frequéncia de HD nas areas
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proximais e extremidades pesou no fator 2 e HD no centro, no fator 3, concluiu-se que HD
nos bracgos e no centro representam duas medidas independentes. Finalmente, como SAP nas
diferentes areas pesou em 3 fatores distintos (fator 1: extremidades; fator 3: areas proximais;

fator 4: centro), parece que tal medida ndo pode ser reduzida a uma unica medida.

Tabela 4. Andlise fatorial das medidas espago-temporais e complementares de camundongos
expostos ao LCEa.

Fatores
Parametros comportamentais 1 2 3
Tempo centro (S) -0,81
Tempo nas areas proximais (S) 0,89
Tempo nas extremidades (s) 0,79
Total de entradas 0,56 0,61
Flatback total (s) 0,84
SAP no centro -0,84
SAP nas areas proximais 0,72
SAP nas extremidades 0,82
Head-dipping no centro -0,57
Head-dipping nos bracos 0,75
% de variancia 48,41 16,08 12,55

Cargas fatoriais superiores a 0,5 sdo mostradas. Sinais negativos indicam a direcdo do carregamento

particular. Critérios: eigenvalue >1.

A terceira anélise fatorial, realizada para integrar as medidas obtidas das medidas espaco
temporais e complementares, resultou em 3 fatores independentes que correspondem a
77,04% da variancia total. Tempo gasto nas extremidades e HD nos bracos pesaram de forma
positiva no fator 1, enquanto tempo e SAP no centro pesaram negativamente neste mesmo
fator, parecendo refletir uma exploragcdo em direcéo a extremidades dos bracgos. O fator 2 esta
associado positivamente com FBA total e SAP nas extremidades sugerindo uma exploragéo
defensiva/cautelosa dos bragos do labirinto. Tendo em vista a dependéncia das medidas dos

fatores 1 e 2 relacionadas com movimento de - e para o - centro do aparelho, o total de
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entradas pesou em ambos os fatores. Finalmente, o fator 3 abrangeu tempo e SAP nas areas
proximais, que pesaram positivamente, e HD no centro, que pesou negativamente,
possivelmente sugerindo avaliacdo de risco (conflito aproximacdo esquiva) entre o centro

(ponto de partida) e as areas mais distais dos bracos.

4.2.  Experimento 2: efeitos do tratamento agudo com diazepam, alprazolam, PTZ,
ioimbina, mCPP, fluoxetina e imipramina sobre os comportamentos apresentados
por camundongos expostos ao LCEa.

Os resultados do experimento 2 estdo resumidos nas Figuras 2-3 e Tabelas 5-6.
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Figura 2: Efeitos do alprazolam (0-1,5 mg/Kg, n=9-10) sobre o tempo de permanéncia no
centro, areas proximais e extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP no centro, areas
proximais e extremidades do LCEa (B); total de entradas; head- dipping nos bragos e flat back
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total (C). Os dados sdo apresentados como média £ EPM (erro padrdo da média). *P < 0,05
vs. Grupo controle.

Na Figura 2, podemos observar que as medidas comportamentais que pesaram
positivamente no fator 1 (ver Tabela 4) foram significativamente aumentadas pelo tratamento
com alprazolam: HD nos bragos [F(3,35) = 6,46, P<0,05; Fig.2C] e tempo gasto nas
extremidades dos bracos [F(3,35) = 12,00, P<0.05; Fig. 2A]. O teste de Duncan mostrou que
as doses 0,5 e 1 de alprazolam aumentaram HD nos bracos enquanto todas as doses desse
benzodiazepinico aumentaram o0 tempo em que 0S animais permaneceram nas extremidades
do LCEa. Por outro lado, as medidas que pesaram de forma negativa no fator 1 foram
significantemente diminuidas por todas as doses de alprazolam (Fig. 2A-B): tempo gasto no
centro [F(3,35) = 5,89, P < 0,05; Fig. 2A] e SAP no centro [F(3,35) = 8,32, P < 0,05; Fig.2B].
Alprazolam (todas as doses) também reduziu medidas que pesaram positivamente no fator 2:
flat back total [F(3,35) = 19,10, P<0,05; Fig.2C] e frequéncia de SAP nas extremidades
[F(3,35) =6,47, P<0,05; Fig. 2B]. Medidas que pesaram de forma positiva no fator 3 foram
afetadas pelo alprazolam: todas as doses reduziram o tempo gasto nas areas proximais do
LCEa [F (3,35) = 9,68, P<0,05; Fig. 2A] e SAP nas mesmas areas [F(3,35) = 10,76, P<0,05;
Fig.2B]. A anélise ndo-paramétrica mostrou que os camundongos tratados com 0,5 mg/Kg de
alprazolam aumentou o total de entradas [H(3,39) = 10,47, P<0,05; Fig. 2C]. Entretanto,
analises de covariancia confirmaram que os efeitos do alprazolam nos comportamentos eram

independentes de seus efeitos sobre o total de entradas.
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Figura 3: Efeitos do diazepam (0-1,5 mg/Kg, n=8) sobre o tempo de permanéncia no centro,
areas proximais e extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP no centro, areas proximais e
extremidades do LCEa (B); total de entradas; head- dipping nos bragos e flat back total (C).
Os dados séo apresentados como média + EPM (erro padrédo da média). *P < 0,05 vs. Grupo
controle.

Embora o tratamento com diazepam resultou em efeitos mais sutis em relacdo ao
alprazolam, este benzodiazepinico alterou algumas medidas em cada fator: fator 1 (frequéncia
de SAP no centro [F(3,28) = 4,25, P<0,05; Fig. 3B]); fator 2 (duracéo de flat back [F(3,28) =
8,05, P<0,05; Fig. 3C]) e fator 3 (SAP nas areas proximais [F(3,28) = 4,32, P<0,05; Fig. 3B]).
Apesar das outras medidas ndo se alterarem significativamente [F(3,28) < 1,85; P > 0,05],
tendéncias foram observadas para tempo gasto no centro (diminuido), tempo gasto nas

extremidades, total de entradas e HD nos bracos (todos aumentados).
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Tabela 5. Efeitos de ansioliticos e ansiogénicos no comportamento de camundongos Suicos
machos expostos ao LCEa.

Farmaco SAP centro SAP éreas SAP Head dipping Flat back total
(mg/Kg) proximais extremidades nos bragos (s)
PTZ
0 1533 £ 2,65 1289 + 1,90 36,00 = 2,95 2422 = 6,09 715 + 183 9
10 12,36 = 2,34 991 =+ 137 39,82 = 4,00 27,64 =+ 8,58 545 £ 157 11
20 16,73 * 2,52 1536 =+ 2,00 4055 + 3,63 818 =+ 180* 984 =+ 137 11
30 1522 £ 3,05 856 =+ 1,56 2444 =+ 335 6,33 + 1,00* 505 * 1,80 9
loimbina
0 17,00 = 2,37 925 + 147 40,38 + 6,27 21,75 = 4,42 1198 + 2,32 8
2 11,75 £+ 2,30 11,38 + 0,98 4775 + 224 1325 + 3,82 6,22 + 1,89 8
4 1243 + 2,26 12,00 + 240 40,86 + 5,28 714 + 184 246 <+ 0,85* 7
6 7,00 = 1,79* 825 + 141 3250 =+ 570 10,13 + 1,83 1,88 =+ 0,82* 8
mCPP
0 2650 + 2,86 1550 =+ 1,77 27,33 + 3,92 18,33 + 2,85 929 £+ 194 6
0,3 26,00 = 4,49 1725 + 1,88 3513 + 2,79 2050 =+ 521 23,71 + 1/45* 8
1 3450 = 5,40 1750 =+ 1,27 28,13 = 4,67 16,38 + 2,88 1414 £+ 187 8
3 3229 = 3,80 19,71 = 1,78 30,00 = 461 2543 = 4,53 1268 £ 193 7
Fluoxetina agudo
0 9,17 % 3,05 783 + 054 3767 = 533 1383 + 3,17 315 £ 161 6
10 1886 * 4,19 1086 + 2,48 3743 * 6,86 1743 £ 9,37 10,38 £ 3,85 7
20 1500 =+ 3,15 1157 = 2,22 3571 = 4,77 11,29 £ 4,26 1342 + 3,84 7
30 1471 + 493 6,86 + 0,96 3257 = 2,92 38 =+ 135 1958 + 5,64 7
Imipramina agudo
0 1243 + 2,88 743 + 1,80 2557 = 481 32,14 = 9,05 7,78 + 2,86 7
1 13,78 + 1,64 911 =+ 1,25 3311 *= 4,15 2133 *= 6,07 990 =+ 3,83 9
5 16,14 + 2,40 11,00 + 2,48 39,86 = 2,90 1286 =+ 2,72 1185 £ 2,75 7
15 18,13 + 3,88 13,38 + 2,09 33,00 == 3,82 2188 =+ 6,53 11,08 £+ 1,92 8
Imipramina crénico
0 20,71 + 3,15 900 + 140 3600 * 245 2243 + 414 1305 * 292 7
1 2086 + 134 1443 + 146 2943 * 718 1371 377 584 * 1,30 7
5 13,80 *= 3,80 11,20 + 1,93 42,00 = 6,07 30,80 = 6,64 8,65 % 250 5
15 1886 =+ 2,82 16,00 + 2,65 20,71 = 331 2457 = 341 729 + 139 7

Dados representam as médias (+ EPM). * P < 0,05 vs. grupo controle.
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Tabela 6. Efeitos de ansioliticos e ansiogénicos no comportamento de camundongos Suicos
machos expostos ao LCEa.

Féarmaco Tempo gasto no Tempo gasto nas Tempo gasto nas
(mg/Kg) centro (s) areas proximais (s) extremidades (s) Total de entradas n
PTZ
0 76,41 + 7,85 7822 + 2,66 14537 + 8,84 93,11 + 12,16 9
10 60,04 =+ 6,00 8122 + 488 158,75 + 9,36 101,64 + 8,82 11
20 7856 + 12,38 78,63 + 4,82 142,81 + 9,66 7864 + 8,61 11
30 101,25 + 19,95 81,47 + 11,28 117,28 + 21,63 56,33 + 7,73 * 9
loimbina
0 60,87 * 10,84 68,32 + 343 1708 + 12,63 93,38 + 9,98 8
2 50,31 + 4,85 83,26 + 354 166,43 + 5772 106,88 + 8,30 8
4 56,03 =+ 574 83,07 + 6,80 160,90 + 10,33 103,29 =+ 12,35 7
6 53,03 = 5770 7855 =+ 3,14 168,42 + 7,37 101,88 =+ 13,79 8
mCPP
0 11547 + 6,85 80,72 * 8,29 10381 + 12,16 5350 + 8,65 6
0.3 89,85 =+ 9,43 91,82 =+ 5,67 11833 + 9,52 58,25 + 6,00 8
1 139,09 + 17,83 70,73 + 7,38 89,67 + 1519 4863 + 8,26 8
3 110,42 + 11,32 7395 + 472 115,72 + 13,85 69,57 + 11,50 7
Fluoxetina agudo
0 73,46 + 21,33 72,14 + 478 154,41 + 17,00 114,00 =+ 17,79 6
10 7395 =+ 761 79,77 + 4,60 146,28 + 10,61 103,43 + 12,38 7
20 70,45 + 8,49 79,75 + 7,94 149,81 + 1441 86,57 + 1041 7
30 73,63 + 1311 62,87 + 4,68 163,50 + 13,90 83,86 + 9,09 7
Imipramina agudo
0 64,28 =+ 8,85 68,41 =+ 6,97 167,32 + 12,92 71,86 + 5,09 7
1 8152 + 12,46 83,37 + 5,96 135,11 + 1544 9489 + 1199 9
5 7127 + 751 73,34 + 6,02 155,39 + 6,56 80,43 + 6,57 7
15 9156 + 10,67 76,20 + 4,57 132,23 + 10,34 81,00 * 7,66 8
Imipramina crénico
0 88,82 + 1157 68,69 =+ 6,87 142,49 + 8,73 7143 + 525 7
1 110,99 + 18,40 88,43 + 9,12 100,57 + 19,82 68,14 + 16,46 7
5 7105 + 1562 8221 + 13,13 146,74 + 16,09 84,00 + 1343 5
15 96,19 * 1399 93,04 =+ 9,24 110,77 £ 14,96 46,43 + 9,85 7

Dados representam as médias (+ EPM). * P < 0,05 vs. grupo controle.

PTZ, ioimbina_e mCPP: as Tabelas 5 e 6 mostram que a maioria das medidas

comportamentais ndo foram alteradas pelos compostos ansiogénicos pentilenotetrazol
[F(3,36) < 1,61, P > 0,05], ioimbina [F(3,27) < 2,72, P > 0,05] e mCPP [F(3,25) < 2,76, P >
0,05]. Entretanto, as duas maiores doses do PTZ diminuiu HD nos bragos [F(3,36) = 4,06,
P<0,05], enquanto a maior dose reduziu SAP nas extremidades [F(3,36) = 4,09, P<0,05] e
total de entradas [F(3,36) = 4,30, P<0,05]. Porém, analises de covariancia indicaram que a
reducdo no total de entradas promovida pela maior dose do PTZ, pode ter sido responsavel
pela reducdo do HD [F(3,35) = 1,49, P=0,23] e SAP [F(3,35) = 2,49, P=0,08]. O tratamento

com as duas maiores doses de ioimbina diminuiu duracdo de flat back [F(3,27) = 7,11,
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P<0,05], enquanto que a dose de 6 mg/Kg diminuiu a frequéncia de SAP no centro [F(3,27) =
3,60, P<0,05]. Andlise post-hoc mostrou que a menor dose de mCPP (0,3 mg/Kg) aumentou
significativamente a duracéo total de flat back [F(3,25) = 12,00, P<0,05].

Fluoxetina e imipramina: como mostrado pelas Tabelas 5 e 6, nenhum efeito significativo

foi encontrado apds o tratamento agudo com fluoxetina [F (3,23) < 2,61, P > 0,05] ou
imipramina [F (3,27) < 1,79, P > 0,05].

4.3.  Experimento 3: efeitos do tratamento crénico com fluoxetina e imipramina sobre
0s comportamentos apresentados por camundongos expostos ao LCEa.

Os resultados do experimento 3 estdo resumidos na Figura 4 e Tabelas 5 e 6.
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Figura 4: Efeitos do tratamento cronico com fluoxetina (0-30 mg/Kg, n=5-8) sobre o tempo
de permanéncia no centro, areas proximais e extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP
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no centro, areas proximais e extremidades do LCEa (B); total de entradas; head- dipping nos
bragos e flat back total (C). Os dados sdo apresentados como média + EPM (erro padrdo da
média). *P < 0,05 vs. Grupo controle.

Como mostrado nas Tabelas 5-6, o tratamento cronico com imipramina falhou em alterar
quaisquer comportamentos exibidos por camundongos expostos ao LCEa [F(3,22) < 2,34, P >
0,05]. Entretanto, como observado na figura 4C, o tratamento crénico com fluoxetina
produziu uma reducao dose-dependente da duracgdo total de flat back [F(3,23) = 4,97, P<0,05],
acompanhado por um aumento de HD nos bragos [F(3,23) = 5,38, P<0,05] ocasionado pela
dose intermediaria (20 mg/Kg). Nenhuma outra medida foi significativamente influenciada
por este composto [F (3,23) < 2,81, P> 0,05].

4.4.  Experimento 4: influéncia do estimulo nociceptivo sobre os comportamentos
apresentados por camundongos expostos ao LCEa.

Os resultados do experimento 4 sdo mostrados nas figuras 5 e 6.
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Figura 5: Efeitos da injecdo de formalina na pata de camundongos sobre o tempo de
permanéncia no centro, areas proximais e extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP no
centro, areas proximais e extremidades do LCEa (B); total de entradas; head-dipping nos
bracos e flat back total (C). Os dados sdo apresentados como média £ EPM (erro padrdo da
média). *P < 0,05 vs. Grupo controle.

Como mostrado na figura 5, uma das medidas que pesou negativamente no fator 1 (ver
Tabela 4) foi significativamente reduzida com a injecdo de formalina na pata: tempo gasto no
centro [tog = 2,27; p<0,05; Fig.5A]. Por outro lado, o estimulo nociceptivo alterou as medidas
que pesaram positivamente no fator 1 de formas diferentes: aumentou o tempo gasto nas
extremidades [ts = - 2,96; p< 0,05; Fig.5A] e diminuiu a frequéncia de HD nos bragos [tys =
3,09; p< 0,05; Fig.5C]. O teste t de Student mostrou que os animais submetidos ao teste da
formalina permaneceram menos tempo no centro e aumentaram o tempo de permanéncia nas

extremidades dos bragos do LCEa, onde realizaram HD com menor frequéncia. O estimulo
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nociceptivo também alterou medidas que pesaram positivamente no fator 2: aumentou SAP
nas extremidades [tyg = - 5,18; p< 0,05; Fig.5B] e o total de entradas [ts = - 3,10; p< 0,05;
Fig.5C], assim como aumentou SAP nas areas proximais do LCEa, parametro que pesou
positivamente no fator 3. Porém, analises de covariancia indicaram que o aumento no total de
entradas promovido pelo estimulo nociceptivo pode ter sido responsavel pelo aumento do
tempo gasto nas extremidades [F(1,27) = 0,45, P=0,51] e diminui¢do do tempo gasto no
centro [F(1,27) = 0,099, P=0,7].
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Figura 6: Efeito da exposi¢do de camundongos (n=15-18) a situacdo controle (caixa de vidro)
e ao LCEa sobre o tempo de lambidas na pata tratada com formalina 2,5% (fase 2 do teste de
formalina). *P<0,05 vs. grupo controle.

A figura 6 ilustra o tempo de lambidas de camundongos que receberam formalina na pata
e foram expostos a caixa de vidro (situacdo controle) ou ao LCEa. O teste t de Student revelou
que os animais que receberam formalina na pata e foram expostos ao LCEa apresentaram
tempo de lambidas significativamente menor aos animais que também receberam formalina

na pata mas permaneceram na caixa de vidro [ts; = -8,75; p<0,05].

4.5. Experimento 5: efeitos do tratamento com alprazolam sobre os comportamentos
apresentados por camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo.

Os resultados do experimento 5 sdo mostrados nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7: Efeitos do estimulo nociceptivo concomitante ao tratamento com alprazolam (0-1,5
mg/Kg, n=6-9) sobre o tempo de permanéncia no centro, areas proximais e extremidades do
LCEa (A); frequéncia de SAP no centro, areas proximais e extremidades do LCEa (B); total
de entradas; head-dipping nos bracgos e flatback total (C). Os dados sdo apresentados como
média £ EPM (erro padrdo da media). *P < 0,05 vs. Grupo controle.

Na figura 7 podemos observar que 0s animais que receberam concomitantemente o
estimulo nociceptivo (formalina na pata) e o tratamento com alprazolam apresentaram reacées
defensivas parecidas com as dos animais que apenas receberam o tratamento farmacoldgico
(Experimento 2; Figura 2): as medidas comportamentais que pesaram positivamente no fator
1 (ver Tabela 4) foram significativamente aumentadas pelo tratamento com alprazolam: HD
nos bracos [F(3,26) = 3,56, P<0,05; Fig.7C] e tempo gasto nas extremidades dos bragos
[F(3,26) = 9,18, P<0.05; Fig. 7A]. O teste de Duncan mostrou que o0s animais submetidos ao
teste de formalina e tratados com a dose 0,5 de alprazolam aumentaram HD nos bracos

enquanto todas as doses desse benzodiazepinico aumentaram o tempo em que 0S animais
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permaneceram nas extremidades do LCEa. Por outro lado, as medidas que pesaram de forma
negativa no fator 1 foram significativamente diminuidas pela injegdo de formalina na pata e
pelas doses 1 e 1,5 mg/Kg de alprazolam (Fig. 7A-B): tempo gasto no centro [F(3,26) = 5,42,
P < 0,05; Fig. 7A] e SAP no centro [F(3,26) = 3,75, P < 0,05; Fig. 7B].

O estimulo nociceptivo e todas as doses de alprazolam também reduziram uma das
medidas que pesou positivamente no fator 2: flatback total [F(3,26) = 5,84, P<0,05; Fig.7C].
Medidas que pesaram de forma positiva no fator 3 também foram afetadas pelo estimulo
nociceptivo e alprazolam: todas as doses do alprazolam reduziram o tempo gasto nas areas
proximais do LCEa [F (3,26) = 10,07, P<0,05; Fig. 7A] e SAP nas mesmas areas [F(3,26) =
9,28, P<0,05; Fig.7B]. O teste de Duncan mostrou que os camundongos submetidos ao
estimulo nociceptivo e tratados com 0,5 mg/Kg de alprazolam aumentaram o total de entradas
[F(3,26) = 3,92, P<0,05; Fig. 7C]. Entretanto, analises de covariancia confirmaram que 0s
efeitos do estimulo nociceptivo e do alprazolam nos comportamentos eram independentes de
seus efeitos sobre o total de entradas. Podemos observar que os efeitos do experimento 2
(tratamento farmacoldgico com alprazolam) foram reproduzidos neste experimento (estimulo

nociceptivo concomitante ao tratamento com alprazolam).
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Figura 8: Auséncia de efeito do estimulo nociceptivo e tratamento com alprazolam (APZ: O-
1,5 mg/Kg, n=6-9) sobre o tempo de lambidas na pata. Os dados sdo apresentados como
média £ EPM (erro padréo da média).

A figura 8 mostra que o tempo de lambidas na pata exibido por animais que receberam
concomitantemente formalina na pata e tratamento com alprazolam e foram expostos ao
LCEa. A ANOVA unifatorial ndo revelou diferencas significativas entre os grupos [F(3,26)=
0,65; p=0,60].
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5. Discusséo

Modelos animais de ansiedade, como o labirinto em cruz elevado (HANDLEY;
MITHANI, 1984), zero-maze (SHEPHERD et al., 1994) e o labirinto em T elevado (LTE)
(CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004) sdo baseados na aversdo inata de
animais a espacos abertos (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). O labirinto em cruz elevado,
por exemplo, tem sido utilizado para compreensdo das bases neurais dos transtornos de
ansiedade e para andalise pré-clinica de novos farmacos (RODGERS, 2010; CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005). Entretanto, o LCE é insensivel a certas classes de ansioliticos (ex.
buspirona, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS)). Sendo assim, na tentativa
de melhorar o espectro de sensibilidade de algumas drogas, alguns estudos utilizam
protocolos de estresse prévio (choque elétrico, isolamento social, derrota social) (KORTE et
al., 1990; HALLER; BAKOS, 2002; HALLER et al., 2003; KORTE; DE BOER, 2003) e
outros utilizam os bragos abertos, uma vez que representam o principal estimulo aversivo do
LCE ou LTE (PELLOW et al., 1985; TREIT,; MENARD; ROYAN, 1993; NUNES-DE-
SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009). Assim, no labirinto em T, por exemplo, 0s
animais colocados em um braco aberto aprendem rapidamente a escapar para uma area mais
segura (bragos fechados), um padrdo comportamental que é sensivel a panicoliticos, mas ndo
a ansioliticos (PINHEIRO et al., 2008; SELA et al., 2010).

A busca por um modelo animal para o estudo da neurobiologia da antinocicepcdo induzida
por estresse nos levou ao emprego do labirinto em cruz elevado aberto (LCEa), uma versao
modificada do labirinto padrdo (RODGERS et al., 1995; BAPTISTA et al., 2009; MENDES-
GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005; 2009; CORNELIO et al., 2011; MENDES-GOMES et
al., 2011; BAPTISTA; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2012). Animais expostos
a este aparato exibem marcante reducdo da resposta nociceptiva (antinocicepc¢do), avaliada
pelo teste da formalina, acompanhada de elevagdo da corticosterona plasméatica (MENDES-
GOMES et al., 2011). O presente estudo teve como objetivos descrever o perfil
comportamental defensivo exibido por camundongos expostos ao LCEa (Experimento 1) e
avaliar a sensibilidade por farmacos que atenuam (alprazolam, diazepam, fluoxetina e
imipramina) ou exacerbam (PTZ, ioimbina e mCPP) comportamentos defensivos
(Experimentos 2 e 3), além de investigar a influéncia do estimulo nociceptivo (teste da
formalina) sobre os comportamentos exibidos por camundongos quando sdo expostos ao
LCEa (Experimento 4) e avaliar se esses comportamentos séo modificados quando os animais
sdo concomitantemente submetidos ao estimulo nociceptivo e ao tratamento farmacoldgico e

expostos ao LCEa (Experimento 5).
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Embora a anélise fatorial tenha sido usada para entender o perfil comportamental de ratos
e camundongos no LCE (LISTER, 1987; CRUZ; FREI, GRAEFF, 1994; RODGERS;
JOHNSON, 1995), esta técnica ainda ndo foi aplicada para comportamentos observados no
LCEa. Portanto, no experimento 1, os comportamentos exibidos por 100 camundongos naive
no LCEa foram submetidos a trés analises fatoriais afim de compreender as relagdes entre as
medidas espaco-temporais e complementares registradas. A anélise fatorial 1 foi realizada
para identificar a ocorréncia de possiveis correlagdes entre as medidas espaco-temporais e as
resumiu em total de entradas e tempo gasto no centro, nas areas proximais e nas extremidades
(unido das areas mediais e areas distais). A segunda analise fatorial foi realizada para reduzir
0 numero de parametros exploratorios especificos de defesa (FBA, HD e SAP), os quais
ficaram reduzidos a duracdo total de FBA; HD no centro e nos bragos; e SAP no centro, areas
proximais e extremidades do LCEa.

As medidas espago-temporais e complementares resumidas foram submetidas a uma
terceira analise fatorial e resultou em trés fatores independentes que responderam por 77% da
variancia total (Tabela 4). Enquanto a analise fatorial utilizada para os dados registrados no
LCE padrao identificou fatores separados, relacionados com esquiva dos bragos abertos,
atividade locomotora e levantamentos (LISTER, 1987; FILE, 1992; CRUZ; FREI; GRAEFF,
1994; RODGERS; JOHNSON, 1995), os 3 fatores identificados no LCEa foram,
previsivelmente (dada a impossibilidade de esquiva do LCEa), relacionados a diferentes
componentes do repertorio defensivo de roedores (BLANCHARD; BLANCHARD, 1990).
Assim, as variaveis que pesaram no fator 1 indicaram uma relacdo de exploracdo de
profundidade (HD) dos bracos abertos, variaveis do fator 2 uma relagdo de exploracdo
defensiva/cautelosa dos bracos (FBA), e as que pesaram no fator 3 estdo relacionadas com
avaliacdo de risco (SAP) das areas proximais. Podemos explicar tais fatores da seguinte
forma: a partir do centro, os camundongos passam um tempo nas areas proximais, onde
buscam (via SAP) informaces relevantes para tomada de decisdo (aproximacao/esquiva)
(TRULLAS et al., 1991; RODGERS; JOHNSON, 1995; CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Em
seguida, a estratégia de aproximacdo as extremidades dos bracos é cautelosa (flat-back)
(BLANCHARD et al., 1990).

Curiosamente, da mesma forma para o LCE (FILE, 1992; CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994)
e para o teste de exposicdo ao rato (CAMPOS et al., 2013), a variavel “total de entradas”
pesou nos fatores 1 e 2. Portanto, o total de entradas ndo pode ser considerado como uma

medida de atividade locomotora sem considerar o componente emocional.
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As interpretacbes acima foram reforcadas pelos resultados das investigagoes
farmacoldgicas. Os resultados do experimento 2 mostraram que o tratamento agudo com o
alprazolam diminuiu a duracdo total de flat-back, assim como a frequéncia de SAP em todas
as regides do LCEa. Quando realizados no LCE, por exemplo, esses comportamentos estao
relacionados a avaliacdo de risco e sua reducdo estaria associada com uma atenuacdo da
ansiedade (COLE; RODGERS, 1995). Consistente com observac¢des no LCE (CRUZ; FREI,
GRAEFF, 1994), o aprazolam reduziu o tempo gasto na plataforma central e areas proximais
dos bracos, enquanto aumentou tempo gasto e head-dipping nas extremidades dos bracos. O
aumento da exploragdo por head-dipping do labirinto em cruz elevado é uma caracteristica
dos efeitos dos benzodiazepinicos (SHEPHERD et al., 1994; FERNANDEZ ESPEJO, 1994;
DALVI; RODGERS, 1999) e, com aumento do total de entradas observado, confirma que os
efeitos do alprazolam no LCEa ndo s&o devido a supressdo comportamental. E interessante
notar que, enquanto o alprazolam afetou todas as medidas comportamentais no LCEa, o
diazepam atenuou somente duracdo total de flat-back e frequéncia de SAP no centro (1,5
mg/Kg) e areas proximais (1 e 1,5 mg/Kg). E improvavel que esse perfil seja devido ao
intervalo de dose utilizada uma vez que altas doses deste composto teria induzido relaxamento
muscular e sedacdo (BOURIN et al., 1992; PANHELAINEN; KORPI, 2012). Sendo assim,
esses resultados sugerem que o perfil comportamental exibido por camundongos no LCEa é
mais sensivel ao agente panicolitico alprazolam do que ao composto ansiolitico diazepam.

Por outro lado, o tratamento agudo com o0s compostos ansiogénicos PTZ, ioimbina e
mCPP (WADA; FUKUDA, 1991; RODGERS et al., 1995; DE ANGELIS; FURLAN, 2000;
JONES; DUXON; KING, 2002; JUNG; LAL; GATCH, 2002; CARVALHO-NETTO;
NUNES-DE-SOUZA, 2004) ndo produziu maiores efeitos nos comportamentos de
camundongos expostos ao LCEa (Tabelas 5-6). Entretanto, foram observadas algumas
alteracbes consistentes com uma acdo ansiogénica: a frequéncia de HD nos bracos foi
significativamente reduzida pelas doses de 20-30 mg/Kg, enquanto a maior dose também
produziu efeitos ndo significativos no centro (reduziu), assim como no tempo gasto e SAP
(aumentou) nas extremidades. E importante notar que a maior dose de PTZ também produziu
reducdo significativa do total de entradas, efeito que pode refletir imobilidade/congelamento
ou efeito pro-convulsivante do composto (RODGERS et al., 1995). Assim, as alteracdes
comportamentais observadas com PTZ refletem uma combinacdo de respostas sedativas e
ansiogénicas.

Estudos anteriores demonstraram que o antagonista do adrenorreceptor o2, ioimbina,

induz desde efeitos ansiogénicos em animais expostos a varios testes de ansiedade (BALDWI;
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JOHNSTON; FILE, 1989; SHIMADA et al, 1995; BLANCHARD; GRIEBEL,;
BLANCHARD, 2001; JONES; DUXON; KING, 2002; BIJLSMA et al., 2010) até auséncia de
efeitos (CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004; CAMPOS et al., 2012). Embora
a ioimbina também tenha produzido efeitos no LCEa (reducdes na frequéncia de SAP no
centro e na duracdo total de flat-back), esses efeitos s&o mais consistentes com uma acgao
ansiolitica. Neste contexto, outros estudos também reportaram efeitos ansioliticos com esse
composto. Por exemplo, Cole et al. (1995) mostraram que a ioimbina produziu efeitos
ansioliticos em camundongos expostos ao LCE, assim como em animais expostos ao Teste de
Vogel (BALDWI; JOHNSTON; FILE, 1989) e de vocalizagdo ultrassonica induzida por
choque (DE VRY et al., 1993).

Semelhante ao PTZ e a ioimbina, mCPP também produziu efeitos sutis nos
comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. Apenas a menor dose
utilizada (0,3 mg/Kg) aumentou o tempo total de FBA, sugerindo um moderado efeito
ansiogénico. Esse resultado é consistente com relatos que mCPP aumenta o sobressalto
acustico em camundongos (FOX; HAMMACK; FALLS, 2008), facilita a inibicdo da esquiva
inibitéria em camundongos expostos ao LTE (CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA,
2004), e induz alteragfes comportamentais do tipo ansiogénicas em camundongos expostos ao
LCE (RODGERS et al., 1992). Juntos, os presentes resultados falharam em demonstrar um
aumento na resposta defensiva de camundongos no LCEa ap6s o tratamento com trés
compostos ansiogénicos com diferentes modo de acdo. E possivel que as respostas limitadas
desses agentes sejam devidas a natureza altamente aversiva do LCEa e, consequentemente, a
um efeito teto.

O presente estudo também investigou os efeitos do tratamento agudo com fluoxetina, um
inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina, e imipramina, um inibidor da recaptacdo de
serotonina e noradrenalina. Em contraste aos efeitos observados com os benzodiazepinicos, 0
tratamento agudo com fluoxetina e imipramina ndo alterou o perfil comportamental dos
camundongos expostos ao LCEa, corroborando resultados da literatura (PELLOW, 1985;
BRILEY; CHOPIN; VEAGNER, 1986; LISTER, 1987; COLE; RODGERS, 1995; SILVA;
BRANDAO, 2000; CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004; GOMES et al.,
2009). Outros resultados da literatura também mostram efeitos ansioliticos (DE ANGELIS
1996) e ansiogénicos (SILVA; BRANDAO, 2000; HOLMES; RODGERS, 2003; LIU et al.,
2010) desses compostos. Entretanto, os antidepressivos sdo clinicamente efetivos apenas apds
um periodo de tratamento crénico (SHOEVERS et al., 2008). No presente estudo, porém, o

tratamento diario com imipramina por 15 dias ndo alterou os comportamentos dos



42

camundongos expostos ao LCEa. Embora a imipramina cronico tenha atenuado as respostas
de escape na bateria de testes de defesa para camundongos (BLANCHARD et al., 1997) e
prejudicado a aquisicdo da esquiva inibitoria e prolongado a laténcia de fuga para ratos
(TEIXEIRA; ZANGROSSI; GRAEFF, 2000), este tratamento foi ineficaz no labirinto em T
elevado para camundongos (CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004; GOMES et
al., 2009) e no teste de exposicdo ao rato (CAMPOS et al., 2013). Ao contrario do observado
com o tratamento agudo, o tratamento cronico com ISRS, como a fluoxetina, atenua a fuga,
ataque defensivo e a avaliacdo de risco em testes que avaliam o comportamento antipredatério
(BLANCHARD et al., 1997). Além disso, ao contrério da imipramina, o tratamento cronico
com fluoxetina reduz o comportamento defensivo de camundongos expostos ao labirinto em
T elevado (CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004) e ao teste de exposi¢do ao
rato (CAMPOS et al., 2013). Nossos resultados mostraram que o tratamento crénico com
fluoxetina diminuiu a duracdo total de FBA e, na dose de 20 mg/Kg, também aumentou a
frequéncia de HD nos bragos do LCEa. Esses efeitos sdo parecidos com os dos
benzodiazepinicos e, dada a falta de efeito sobre o total de entradas, sugerem um efeito
seletivo desse ISRS no comportamento defensivo.

Este estudo também investigou os efeitos do estimulo nociceptivo por si s6 nas reacdes de
defesa de camundongos expostos ao LCEa. Os resultados mostraram que os animais sob
estimulo nociceptivo aumentaram a frequéncia de SAP nas areas proximais e extremidades
dos bracos do LCEa, e reduziram a frequéncia de head-dipping, efeitos opostos aos
verificados com o tratamento com alprazolam por si s6. Uma vez que no LCE a reducédo de
SAP e aumento de HD estariam associados com atenuacdo da ansiedade (COLE; RODGERS,
1995; FERNANDEZ-ESPEJO, 1997), podemos sugerir que o estimulo nociceptivo produziu
efeitos que sugerem aumento da ansiedade. Os animais que receberam injecdo de formalina
na pata também apresentaram aumento na frequéncia do total de entradas, que pode estar
relacionada com a procura de um ambiente seguro para poderem se recuperar da injuria
sofrida. Porém, como o LCEa é desprovido de paredes, os animais ndo tém oportunidade de
se esquivar, 0 que pode justificar também a queda no tempo de lambidas na pata quando
expostos ao LCEa (Figura 6).

Pelo fato do alprazolam (Experimento 2; Fig. 2A) e do estimulo nociceptivo (Experimento
4) por si s6 terem alterado o perfil comportamental dos animais expostos ao LCEa, tornou-se
interessante investigar se os comportamentos exibidos no LCEa também sdo modificados
guando os camundongos sdo concomitantemente submetidos ao estimulo nociceptivo (teste da

formalina na pata) e tratados com alprazolam. Os resultados do Experimento 5 mostraram que
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0s animais concomitantemente submetidos ao estimulo nociceptivo e tratados com alprazolam
apresentaram um perfil comportamental bastante parecido com o exibido quando foram
apenas tratados com o farmaco (Exp. 2), ou seja, ndo foram submetidos ao teste da formalina
na pata (ver Figuras 2 e 7). Uma vez que animais expostos ao LCEa exibem antinocicepcéo de
elevada magnitude devido ao aspecto aversivo do ambiente (MENDES-GOMES; NUNES-
DE-SOUZA, 2005; 2009; CORNELIO, NUNES-DE-SOUZA, 2009; MENDES-GOMES et
al., 2011), pode ser que a dor tenha sido inibida devido a exposi¢do ao LCEa. Se assim, 0s
resultados observados podem ter sido devidos ao tratamento farmacoldgico. Isto explicaria o
porqué dos resultados deste experimento terem sido semelhantes aos obtidos no Experimento
2 (animais tratados com alprazolam desprovidos de estimulo nociceptivo), quais sejam,
diminuicdo do tempo total de flat-back assim como da frequéncia de SAP em todas as regides
do LCEa, reducdo do tempo gasto na plataforma central e em areas proximais dos bracos,
enquanto aumento do tempo gasto e em head-dipping nas extremidades dos bracos. Além
disso, ndo houve diferenca significativa no tempo de lambidas exibido por esses animais
guando comparados com animais controle (veiculo + estimulo nociceptivo), demonstrando
que o alprazolam néo foi capaz de reverter a antinocicepcao eliciada pela exposicdo ao LCEa
(Fig. 8). Estudos demonstram que benzodiazepinicos, como o alprazolam, produzem efeitos
antinociceptivos em animais expostos a diferentes testes nociceptivos (FORMAM et al.,
1991; BIANCHI et al., 1993; PICK, 1996; PICK, 1997) e em humanos (FERNANDEZ,
ADAMS; HOLMES, 1987). Com base em tais evidéncias, é possivel que os resultados
encontrados em nosso estudo, em que o alprazolam ndo reverteu a antinocicep¢do
desencadeada pela exposicdo ao LCEa, estejam associados ao potencial efeito analgésico do
farmaco. Com efeito, experimentos pilotos realizados em nosso laboratério confirmam o
perfil antinociceptivo do alprazolam (resultados ndo mostrados), o que explica o estimulo
nociceptivo ndo ter influenciado nos efeitos do alprazolam.

Ao analisar o tratamento farmacologico juntamente com os dados das analises fatoriais
(Tabela 4), todos os trés fatores parecem refletir respostas aversivas ao LCEa. Essa inferéncia
é baseada nos resultados obtidos com o alprazolam, o qual alterou todas as medidas dos trés
fatores: aumentou HD (fator 1), reduziu FBA (fator 2) e reduziu SAP (fator 3). Além disso, 0
alprazolam aumentou medidas com pesos positivos no fator 1, enquanto reduziu medidas com
pesos negativos do mesmo fator. O estimulo nociceptivo produziu efeitos opostos. O
diazepam e a fluoxetina crénico produziram efeitos parecidos, embora modestos, no LCEa,
enguanto os compostos ansiogénicos PTZ e mCPP produziram efeitos opostos (inibitorios)
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em pelo menos alguns parametros, como head-dipping nos bracos, flat back total e total de
entradas.

Em conclusdo, os presentes resultados indicam que o LCEa para camundongos induz,
além da antinocicepcao, respostas defensivas comportamentais que sdo sensiveis a compostos
ansioliticos, especialmente ao triazolobenzodiazepinico alprazolam, e ao estimulo nociceptivo
(formalina na pata). Uma vez que benzodiazepinicos potentes, como alprazolam e
clonazepam, séo eficazes no tratamento do transtorno do panico (CHOUINARD et al., 1983;
BEAUDRY et al., 1986; POLACK et al., 1987), é possivel que o emprego do LCEa seja Util
para se avaliar o efeito panicolitico de alguns compostos. Além disso, ndo podemos afirmar
que os animais submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa ndo sentem dor,
uma vez que o estimulo nociceptivo induziu comportamentos defensivos que podem
representar ansiedade/aversdo. Sendo assim, novos estudos deverdo ser propostos para

responder essa questéo.
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