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RESUMO

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um modelo animal usado para estudar o efeito
de diferentes drogas sobre a ansiedade em roedores. As principais medidas
utilizadas para se avaliar a ansiedade no LCE s&o o tempo gasto e a porcentagem
de entradas nos bracos abertos. A literatura demonstra que uma sessao prévia de
cinco minutos torna tais medidas insensiveis aos efeitos ansioliticos dos
benzodiazepinicos nos testes subsequentes (fenbmeno conhecido como one trial
tolerance, OTT). Existem trabalhos que tém sugerido que alguns parametros do
comportamento de auto-limpeza (grooming) podem constituir medidas uteis de
ansiedade. E possivel que esses parametros ndo apresentem OTT. Esta pesquisa
objetivou descrever os efeitos produzidos por uma droga ansiolitica e uma
ansiogénica em exposi¢cdes repetidas e prolongadas de ratos ao LCE. Por
apresentar sensibilidade bidirecional ao diazepam e a cafeina, os dados apontam
para a conclusido de que o grooming, principalmente a frequéncia de episodios na
terceira sessdo e o componente rostral na segunda sessao de exposi¢cao, se
apresentaram enquanto medidas uteis, podendo ser utilizados como marcador
confiavel na avaliacido de ansiedade em ratos. A repeticdo da exposi¢ao sinalizou a
detecgao de varios efeitos sobre o grooming que nao foram detectados na primeira
passagem proporcionando um melhor e mais claro entendimento dos efeitos da
interacdo que este comportamento estabelece com os eventos a serem estudados.

Palavras-chave: Ansiedade. Labirinto em cruz elevado. Grooming. Modelo animal.



MUNCHEN, Paulo Alexandre. Utilidade da auto-limpeza para avaliacdo da
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ABSTRACT

The elevated plus-maze (EPM) is an animal model used for studying the effects of
different drugs on anxiety in rodents. The main measurements used to assess
anxiety in the EPM are the time spent in and the percentage of entries into the open
arms. Literature has shown that a previous session of five minutes makes such
measures insensitive to the anxiolytic effects of benzodiazepines in subsequent tests
(a phenomenon known as one trial tolerance, OTT). However, there are studies that
have suggested that some parameters of grooming behavior can provide useful
measurements of anxiety. It is possible that these are not affected by OTT. This
study was aimed at describing the effects produced by an anxiolytic (diazepam) and
an anxiogenic (caffeine) drug on behavior during repeated and prolonged exposure
of rats to the EPM. By displaying bidirectional sensitivity to diazepam and caffeine the
data draw to the conclusion that grooming, especially its bout frequency in the third
session and second session’s rostral component duration, can provide useful
measures that can be used as reliable markers in evaluating anxiety. Even during
repeated sessions, drug effects could be detected on some grooming measures. The
fact that these effects, though present in other sessions, were not detected in the first
passage suggests that the repeated sessions protocol provides a better and clearer
understanding of the effects of the interaction that this behavior sets with the events
being studied.

Keywords: Anxiety. Elevated plus-maze. Grooming. Animal model.
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1 INTRODUCAO

A ansiedade é reconhecidamente uma das maiores queixas
enfrentadas nos tempos atuais, tal comportamento é caracterizado como um estado
quase constante e permanente de inquietacéo, preocupacéo, angustia e medo, que
provoca mal estar e tensao (Santiago, 2006).

No estudo da psicobiologia da ansiedade, algo que tem auxiliado na
compreensao da fisiopatologia e tratamento sdo os modelos animais. No caso da
ansiedade, sao medidos comportamentos de defesa a ameacas caracteristicas da
espécie. Para ser considerado valido, um modelo animal de ansiedade deve ter
validade preditiva (previsibilidade), de face (semelhanga) e de construto teorico
(homologia) (Cruz et al., 1997; Lister, 1990; Willner, 1986; Rodgers & Cole, 1994;
Graeff, 2005). Um dos mais empregados modelos de ansiedade tem sido o chamado
Labirinto em Cruz Elevado (LCE). O LCE possui formato de cruz e € composto por
dois bragos fechados com paredes e dois bragos abertos e os sujeitos s&o
colocados na intersecido dos quatro bracos com a cabeca apontada para entrada de
um brago fechado e seus comportamentos séo tipicamente registrados por um
periodo de 5 min (Lister, 1990; Gonzalez & File, 1997). O animal explora os dois
tipos de bragos, mas entra mais e permanece mais tempo nos bragos fechados. Dois
indices de ansiedade podem ser destacados: o numero de entradas nos bracos
abertos, expresso como a porcentagem do total do niumero de entradas nos bragos,
e a quantidade de tempo gasto nos bragos abertos, expressa como a porcentagem
do total de tempo em ambos os bragos abertos e fechados (Handley & Mithani,
1984; Pellow & File, 1986).

O labirinto em cruz tem sido utilizado como um modelo animal de
ansiedade por quase trés décadas e € um dos modelos mais utilizado em todo
mundo. Foi criado por Handley e Mithani (1984) e validado farmacoldgica, fisiologica
e comportamentalmente como modelo animal de ansiedade por Pellow, Chopin, File
e Briley (1985).

O teste é rapido e mostrou-se sensivel aos efeitos de ambos
agentes ansioliticos e ansiogénicos (drogas que aumentam a ansiedade,
particularmente as que excercem agado inversa a dos ansioliticos). Agentes

ansioliticos aumentam e agentes ansiogénicos diminuem as duas medidas (entrada
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e permanéncia nos bracos abertos). O efeito de ansiogénicos € mais dificil de
demonstrar em alguns outros modelos (Lister, 1987; Graeff, 2005).

Os varios modelos animais de ansiedade que tém sido validados
farmacologicamente utilizam os ansioliticos classicos benzodiazepinicos (BDZ),
dentre os mesmos se destaca o diazepam, muito usado por ser potente e de acao
rapida e duradoura, eles intensificam as ag¢des do neurotransmissor acido y
aminobutirico (GABA) no cérebro, principal transmissor inibitorio do sistema nervoso
central (Graeff, 1989). Foi observado que ratos e camundongos nédo tratados com
drogas e submetidos a uma primeira testagem pelo labirinto em cruz elevado,
apresentavam uma auséncia do efeito das drogas ansioliticas em uma posterior
testagem, fendmeno que ficou conhecido como “one trial tolerance” (OTT) (Carobrez
e Bertoglio, 2005; Lister, 1987).

Outro comportamento que € uma importante parte do repertorio
comportamental de roedores, sendo estudado e discutido pela literatura, e que sofre
alteragdes de acordo com eventos ambientais, podendo ser sinalizador de
ansiedade, é o chamado comportamento de auto-limpeza (grooming) (Berridge &
Whishaw, 1992; Berridge, Fentress & Parr 1987; Van Erp, Kruk, Willekens-Bramer,
Fermont & Nijsen, 1995). O grooming € um comportamento inato de cuidado
corporal que é apresentado pela maioria das espécies animais (Fentress 1977,
Kalueff & Tuohimaa, 2004, Kalueff & Tuohimaa, 2005). O grooming € um padrao
natural de comportamento, com uma estrutura sequencial rica e fornece um campo
frutifero para analises neuroetolégicas (Berridge, 1990).

No estudo de Kalueff e Tuohimaa (2005), os autores apontam que
as interrupgdes na atividade de grooming sao consideradas como marcadores
comportamentais de estresse em roedores, o fato de que os ratos expostos ao
evento altamente estressor exibiram oito vezes mais interrup¢gées no comportamento
de grooming, especialmente durante a emissao na regido denominada rostral (patas
dianteiras, face e cabega), confirma seu maior perfil de ansiedade em comparacgéo
com os ratos expostos a evento levemente estressor.

Ao buscarem correlagdes entre ansiedade e depressao no labirinto
em cruz elevado e teste do nado forgado, respectivamente, Estanislau et al. (2011)
encontraram um dado interessante sobre o grooming no labirinto, os ratos
considerados mais ansiosos pelo teste, isto é, os que passaram menos tempo nos

bracos abertos do labirinto, foram os mesmos que mais se engajaram em grooming.
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A alta ansiedade em ratos tem sido associada com frequentes encerramentos
prematuros da sequencia de grooming (Komorowska & Pisula, 2003).

O numero de estudos que investigam a influéncia de diferentes
contextos e diferengas individuais sobre o grooming ainda é pequeno. O estudo de
Van Erp, Kruk, Meelis e Willekes-Bramer (1994) avaliou o efeito de varios
estressores ambientais sobre o tempo, a variabilidade e forma do grooming em
ratos, onde verificou como a forca do estressor desencadearia mais padrdes de
grooming. Nenhum estressor foi mais eficaz do que a estimulagcdo exteroceptiva
(borrifar agua) em induzir grooming imediato, visto que a fungdo primaria do
grooming € limpeza. Porém os outros estressores testados n&o induziam
imediatamente o grooming, produziam a supressao ou o atraso na sua emissao.

O estudo acima ainda descreve que o comportamento de grooming
nos grupos com evento altamente estressor (derrota) foi suprimido imediatamente
apos a apresentacdo do evento. Os ratos expostos a um ambiente novo iniciam a
emissao de grooming com baixa duragdo e aumentam gradualmente a mesma ao
longo de 20 minutos (Van Erp et al. 1994). Os resultados do estudo de Estanislau
(2012) que utilizou o comportamento de grooming para avaliar ansiedade no LCE
indicaram que o prolongamento da sessao pode revelar efeitos que n&o sao
detectados em sessdes de curta duragao.

Por fim, a exposicdo ao LCE é considerada como um evento
altamente estressor (Crawley et al., 1997; Crawley, 1999) e pode alterar o numero e
a duracao dos episodios de grooming. Outros comportamentos como a aversao aos
bracos abertos do LCE s&o sinalizadores de ansiedade influenciados por fatores
como, por exemplo, uma unica ou multiplas exposi¢gdes ao labirinto (File, 1992;
Griebel, Moreau, Jenck, Martin & Misslin, 1993; Treit, Menard & Royan, 1993).

Os resultados comportamentais dos estudos com animais expostos
ao teste por cinco min. e posteriormente a uma segunda exposigao, submetidos a
injecao intraperitonial de farmaco, mostram que as medidas convencionais do LCE
nao respondem ao farmaco, frente a isso o trabalho propde analisar em sessdes
repetidas e prolongadas (30 min) se o comportamento de grooming esta suscetivel
ao mesmo efeito observado com as medidas convencionais do LCE em sessdes
repetidas e se de alguma forma este comportamento pode ser utilizado como uma
medida util na analise de ansiedade, pois 0 grooming tanto pode ser uma resposta

necessaria para reduzira excitagdo ou, alternativamente, pode ser apenas uma
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repercusao de um comportamento que foi adiado pelo estressor e pode nao sofrer
efeito da OTT.
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2 METODO

2.1 SUJEITOS

Foram utilizados 98 ratos (76 ratos para o Experimento 1 e 22 ratos
para o Experimento 2) machos albinos da linhagem Wistar com aproximadamente
250 - 300 g, obtidos junto ao Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Os animais foram alojados em grupos de 4-6 ratos por gaiola e mantidos em
condigdes de laboratério com comida e agua ad libitum e o ciclo claro-escuro
controlado (12-12 horas — luzes acesas as 07h00min). As gaiolas foram limpas trés
vezes por semana (nunca antes dos testes) e serragem de madeira foi usada como
forracdo das caixas viveiros. A temperatura ambiente foi mantida entre 23 e 25 °C
tanto no biotério como na sala de experimento e os testes realizados sempre entre
as 14 e 18 horas. Nenhum procedimento foi realizado antes de um periodo de
habituacdo de 3 dias no biotério do Departamento de Psicologia Geral e Analise do
Comportamento (PGAC). Os experimentos foram conduzidos em um laboratorio
adjacente ao biotério e realizados em conformidade com as recomendagdes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento e aprovados pelo Comité de
Etica para Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (processo
29267.2011.20).

2.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

2.2.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Foi utilizado um labirinto em cruz convencional feito de madeira,
composto por dois corredores (bragos) providos de paredes (fechados) e dois bragos
sem paredes (abertos). Todos os bragos tém 50 cm de comprimento, 10 cm de
largura. Os bragos fechados tem paredes de 50 cm de altura, e os abertos tem
bordas de acrilico de 1 cm. Todo o aparato fica 50 cm acima do piso da sala. Antes
de cada rato ser testado, o labirinto foi limpo com solucéo de 5% de etanol e seco
com toalhas de papel. A sala é iluminada por uma lampada incandescente de 60W
que fica ao lado da filmadora que foi usada para gravar todas as sessdes, ambas

fixadas no teto da sala.
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2.2.2 Drogas

Foram utilizadas a cafeina (100 mg/kg) e o diazepam (3 mg/kg)
suspensos em salina estéril (0,9% NaCl). A administragdo das drogas e da salina
(veiculo) foi intraperitoneal (i.p), em um volume de 10 ml/kg.

As doses de cafeina e de diazepam foram definidas em estudo piloto
e sao semelhantes aquelas que alteram medidas convencionais do LCE em outros
estudos (ver, por exemplo: Concas, Porcu, Sogliano, Serra, Purdy & Biggio, 2000;
Francgolin-Silva, Hernandes, Fukuda, Valadares & Almeida, 2006).

A curva do tempo da concentragdo plasmatica do diazepam &
bifasica: uma fase de distribuigao inicial rapida e intensa (Cordioli et al., 2000), com
uma meia-vida de 1.4 horas (Braun, Skelton, Vorhess & Williams, 2011) como

demonstrado na Tabela 1.

2.3 PROCEDIMENTO

2.3.1 Experimento 1

O experimento 1 consistiu em trés avaliagbes preliminares para se
verificar o efeito das drogas sobre o comportamento dos sujeitos em diferentes
intervalos entre admistragao e testagem. Foram utilizados 76 ratos, testados com os
seguintes intervalos administragdo-teste: 20 min (n= 27); 35 min (n= 24); 45 min
(n=25). O experimentador colocou o rato no aparato, com o focinho do animal virado
para um dos bracos fechados, e logo em seguida saiu da sala em que se encontra o
LCE. Ao fim da sessédo o rato era retirado do labirinto e alojado novamente na sua
gaiola viveiro. Para este experimento, as categorias de comportamentos observadas
foram as convencionalmente usadas no LCE, que sao: tempo de permanéncia do
sujeito no centro do LCE, numero de entradas e tempo gasto nos bragos abertos e
fechados. A entrada em uma area do labirinto foi considerada quando o animal

entrou com as quatro patas na mesma.
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2.3.2 Experimento2

Os sujeitos foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos; cafeina

(n=8), diazepam (n=7) e salina (n=7) (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo de sujeitos e drogas

Condicao Experimental Droga Dosagem das drogas mg/kg  n° sujeitos meia-vida em ratos

Droga Ansiogénica Cafeina 100 mg/kg 08 3h
Droga Ansiolitica Diazepam 3 mg/kg 07 14h
Grupo Controle Salina (veiculo) 10ml/kg 07

A injegcdo ocorreu vinte minutos antes de cada sess&o de exposicao
ao LCE. Os procedimentos sempre foram realizados pelo mesmo experimentador.
Foram realizadas 3 sessdes de exposi¢cdo ao LCE, cada sujeito recebeu a mesma
dosagem e da mesma droga e/ou salina em todas sessbes. As sessdes
aconteceram com intervalos de 24 horas e cada uma teve a duracdo de 30 minutos
sendo colocado e retirado como no exp. 1. Neste experimento investigou-se as
categorias de comportamentos convencionais do LCE, assim como o

comportamento de grooming (descritas a seguir).

2.4 CATEGORIAS DO COMPORTAMENTO DE GROOMING

O grooming foi classificado entre dois tipos de elementos
constituintes: (1) grooming rostral (lamber as patas dianteiras ou seu contato com
aboca ou nariz e contato das patas dianteiras com a regiao da orelha e cabeca); (2)
grooming corporal (lamber o tronco, patas traseiras, regiao genital e cauda). Foi
registrada ainda a frequéncia de cadeias estereotipadas, padrao sequencial que se
apresenta de forma harmoniosa e estruturada e consiste em uma sequencia de
direcdo linear que comecga na cabeca e se extende em sentido cefalocaudal, sem
interrupcao. Intervalos maiores do que 5s foram considerados separar dois episodios
diferentes. Intervalos menores que 5 s entre emissdes do comportamento de

grooming foram considerados interrup¢des dentro de um mesmo episddio.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada uma analise estatistica Shapiro-Wilk’'s W Test de forma
preliminar para verificagdo de normalidade em cada sessdo. Caso a analise
apontasse normalidade, os dados eram analisados com analise de variancia
(ANOVA) de uma via (One Way) e, quando necessario, um teste post hoc Dunnett
era utilizado.

Se as analises mostrassem que nao houve normalidade, os dados
eram submetidos a uma analise nao-paramétrica: um teste Kruskal-Wallis ANOVA
de multiplas medidas independentes e, caso fosse atingido o indice de significancia,
cada grupo tratado com droga era comparado ao tratado com salina por meio do
Mann-Whitney U Test.

Todos os resultados estdo expressos em meédia +/- erro padrdo da
média. A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferenca
estatisticamente significante foi de p< 0,05.

Uma analise preliminar (ANOVA de uma via) mostrou que os grupos
salina correspondentes aos diferentes intervalos administracao-teste nao diferiram
entre si. Por isso, tais grupos foram fundidos para realizagdo das subsequentes
analises estatisticas. Dessa forma, o grupo salina sera demonstrado em todas as

figuras do primeiro experimento somente em uma coluna.
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3 RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO 1

O Shapiro-Wilk’'s W Test nao apontou normalidade para os dados da
porcentagem de entrada em bragos abertos no LCE. Portanto um teste Kruskal-
Wallis ANOVA de multiplas medidas independentes foi utilizado e demonstrou indice
de significancia (H[6,90] = 20,44, p = 0,002). Entdo, o Mann-Whitney U Test indicou
que a porcentagem de entradas em bragos abertos dos animais tratados com
diazepam 20 minutos antes da exposi¢cao de cinco minutos ao LCE (p = 0,03), e 45
minutos antes da exposigéo (p = 0,03) foi significativamente maior que a do grupo
salina. Por outro lado, o grupo administrado com cafeina 35 minutos antes da
exposicao (p = 0,006) apresentou média significativamente menor que a do grupo
salina, como demonstrado na Figura 1A.

O tempo de permanéncia em bragos abertos ndao apontou
normalidade e devido a isso esses dados também foram submetidos ao teste
Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas independentes, o qual indicou
significancia (H[6,90] = 30,75, p = 0,001). O Mann-Whitney U Test indicou que os
tempos de permanéncia em bragos abertos dos grupos tratados 35 e 45 minutos
antes da exposi¢cdo ao LCE com diazepam foram significativamente maiores que o
grupo salina (p < 0,01), como demonstrado na Figura 1B. O tratado com cafeina 35
minutos antes da exposicao (p = 0,01) foi significativamente menor que o do grupo
salina.

Em relacdo a distancia percorrida nos bragos abertos, ndo houve
normalidade e o teste Kruskal-Wallis ANOVA (H[6,90] = 30,78, p = 0,001) levou a
necessidade do Mann-Whitney U Test. Esse indicou que a distancia percorrida em
braco aberto para o tratamento com diazepam 35 e 45 minutos antes da exposi¢cao
ao LCE (p = 0,05) foi significativamente maior do que a do grupo salina. As
distancias apresentadas pelos grupos tratados com cafeina 20 e 35 minutos antes
da exposicdo (p = 0,02 e p = 0,003, respectivamente) foram significativamente
menores que a do grupo salina, como demonstrado na Figura 1C.

As entradas nos bracos fechados do LCE n&o apresentaram
normalidade. O teste Kruskal-Wallis ANOVA indicou significancia (H[6,90] = 30,46, p

= 0,001) para essa variavel. O Mann-Whitney U Test apontou que os grupos tratados
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com cafeina 20, 35 e 45 minutos antes da exposi¢cédo ao LCE (p = 0,004, p = 0,0003,

p = 0,04, respectivamente) apresentaram menos entradas em bragos fechados que

o grupo salina. No grupo tratado com diazepam 35 minutos antes da exposi¢éo (p =

0,05) observou-se numero de entrada em brago fechado significativamente maior do

que o do grupo salina, como demonstrado na Figura 1D.

Figura 1 — Efeito do Diazepam (DZP=3 mg/kg) e Cafeina (CAF=100 mg/kg) sobre
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O tempo no centro do LCE nao apresentou normalidade. O teste

Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas independentes, por seu turno, nao

demonstrou diferengas significativas (H[6,90] = 3,70, p = 0,7162) (os dados nao séo

mostrados).
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3.2 EXPERIMENTO 2: MEDIDAS DE GROOMING

No Experimento 2, ratos foram tratados com salina, diazepam ou
cafeina e, 20 min depois, foram testados por 30 min no LCE. Os resultados das
medidas de grooming sado mostrados a seguir.

A Figura 2A mostra o numero de episddios de grooming. As trés
sessdes passaram no teste de normalidade. Na primeira sessdao a ANOVA apontou
efeito do fator droga (F2.19; = 3,85; p = 0,003), porém as comparacdes post hoc
Dunnett ndo demonstraram indice de significancia para alguma droga (embora tenha
havido uma tendéncia de queda no grupo diazepam, p = 0,07). Na segunda sessao
a ANOVA foi significante (Fj2,19) = 6,92; p = 0,006). O teste post hoc demonstrou
diminuicao significativa somente para o grupo tratado com diazepam (p = 0,02) em
relacdo ao grupo controle. Na terceira sessao também a ANOVA foi significante
(F19 = 12,03; p = 0,005). As comparagdes post hoc demonstraram aumento
significativo para o grupo tratado com cafeina (p = 0,04) e diminuigdo significativa
para o tratado com diazepam (p = 0,05) em relagédo ao grupo controle.

Em relagdo a duragéao total de grooming, os dados estdo expostos
na Figura 2B. A primeira sessao nao apresentou distribuicdo normal, a analise nao-
parameétrica foi realizada com o teste Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas
independentes, o qual demonstrou efeito significante (H[2,22] = 10,88, p = 0,005).
Portanto, os dados também foram submetidos ao Mann-Whitney U Test de duas
medidas independentes (droga X salina), que demonstrou significancia para os
tratamentos com diazepam (p = 0,001) e com cafeina (p = 0,05). Ambos os grupos
passaram significativamente menos tempo engajados em grooming do que o grupo
controle. Nas segunda e terceira sessdes os dados mostraram normalidade e a
ANOVA de uma via apontou significancia para o fator droga: (Fp19 = 7,28; p =
0,005) e (Fp19 = 9,17; p = 0,001), respectivamente. As comparagdes post hoc
indicaram uma diminui¢do significativa somente para o grupo diazepam em relagao
ao grupo controle e em ambas as sessées com 0 mesmo indice de significancia p =
0,01.

Quanto as cadeias estereotipadas de grooming, observou-se que em
nenhuma das sessodes os critérios de normalidade foram alcangcados com o Shapiro-
Wilk’s W Test. As analises ndo paramétricas com o teste Kruskal-Wallis ANOVA de

multiplas medidas independentes também nao apontaram indices de significAncia na

11
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primeira (H[2,22] = 2,98, p = 0,22), na segunda (H[1,14] = 0,89, p = 0,34) e
tampouco na terceira sessao (H[2,22] = 0,92, p = 0,62).

Quanto as interrupgdes por minuto do comportamento de grooming,
somente na primeira sessao observou-se normalidade, mas a ANOVA de uma via
ndo apontou diferencas significativas (Fp2,19 = 0,61; p = 0,55). Na segunda e na
terceira sessao, nao houve normalidade e a analise ndo-paramétrica com o teste
Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas independentes ndo apontou indices de
significancia (Segunda sessao: H[2,22] = 0,82, p = 0,66; Terceira sessao: H[2,22] =
0,83, p = 0,65).

A frequéncia do comportamento de grooming rostral (Figura 2C) teve
normalidade nas trés sessbes de exposicdo ao LCE. Porém, na primeira sessao, a
ANOVA de uma via néo foi significante, mostrou somente uma tendéncia para o fator
droga (p = 0,06).
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Figura 2 — Efeito do Diazepam (DZP=3 mg/kg) e Cafeina (CAF=100 mg/kg) em
relagdo as medidas de grooming em cada sess&o de exposigdo de 30
min. ao LCE, na condicdo de intervalo de 20 min. entre administracao e
teste. *, p < 0,05 em comparagao ao grupo salina
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Ja na segunda sessdo, o fator droga teve significancia (Fp219 =
12,89; p = 0,0002) e as comparagdes post hoc demonstraram que o grupo tratado
com diazepam apresentou uma diminuigdo significante (p = 0,004) em relagdo ao
grupo controle. Na terceira sess&o, o fator droga novamente teve significancia (Fp2,19;
= 14,06; p = 0,0001) e a analise post hoc demonstrou que o grupo cafeina teve uma
frequéncia significativamente maior (p = 0,0008) que a do grupo controle.

Quanto aos dados da duragdo do comportamento de grooming
rostral, os critérios de normalidade nao foram alcangados em nenhuma das trés
sessodes de exposicao ao LCE. Na primeira sessao a analise ndo-paramétrica com o

teste Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas independentes ndo apontou
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indices de significancia (H[2,22] = 5,33, p = 0,07). O teste na segunda sessao
demonstrou significancia (H[2,22] = 14,98, p = 0,007) e a submissao dos dados ao
Mann-Whitney U Test apontou indice para o grupo diazepam (p = 0,002)
significativamente menor do que o grupo controle, e cafeina (p = 0,04)
significativamente maior do que o grupo controle. Ja na terceira sessao, o Kruskal-
Wallis ANOVA apontou significancia (H[2,22] = 15,50, p = 0,005) e somente o grupo
tratado com cafeina demonstrou diferenca significativamente maior (p = 0,0003) do
que o grupo controle no Mann-Whitney U Test, como demonstrado na Figura 2D.

A frequéncia do comportamento de grooming corporal esta
demonstrada na Figura 2E. Na primeira sessao, os dados tiveram normalidade e a
ANOVA mostrou indice de significancia para o fator droga (Fpp19 = 12,56; p =
0,0003). As comparagdes post hoc mostraram que o grupo diazepam e o grupo
cafeina tiveram diminui¢ao significativa (p = 0,0003 e p = 0,001, respectivamente)
em relagdo ao grupo controle. Na segunda sesséao o critério de normalidade nao foi
alcangado e a analise n&o-paramétrica Kruskal-Wallis ANOVA indicou significancia
(H[2,22] = 6,91, p = 0,03). Na analise do Mann-Whitney U Test, somente o grupo
diazepam atingiu significancia (p = 0,004), apresentando frequéncia menor que o
grupo controle. Na terceira sessdo de exposicdo novamente a normalidade dos
dados nado foi alcancada e na analise ndo-paramétrica Kruskal-Wallis ANOVA
também nao houve significancia (H[2,22] = 5,62, p = 0,06).

O tempo de duragdo da emissao de grooming corporal nao teve
normalidade nas trés sessdes. Na analise nao paramétrica Kruskal-Wallis ANOVA,
houve significadncia na primeira (H[2,22] = 13,70, p = 0,01), segunda (H[2,22] = 9,34,
p = 0,009) e terceira sessbdes (H[2,22] = 7,76, p = 0,02). Em seguida, a analise com o
Mann-Whitney U Test aplicado para comparagdes droga X salina mostrou que as

duas drogas, em todas as sessoes, resultaram em duragdes significativamente

menores, como mostra a Figura 2F (Na primeira sess&o: grupo diazepam, p
0,0005 e o grupo cafeina, p = 0,0003. Na segunda sessado: grupo diazepam, p =
0,001 e o cafeina, p = 0,02. Na terceira sessao: grupo diazepam, p = 0,02 e o grupo
cafeina, p = 0,009).
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3.3 MEDIDAS CONVENCIONAIS

Os resultados das medidas convencionais do LCE no Experimento
2, onde os ratos foram tratados com salina, diazepam ou cafeina e, 20 min depois,
foram testados por 30 min no LCE, estao descritos a seguir.

Os dados das trés sessoes, Tabela 2, em relagao a porcentagem de
entradas em braco aberto do LCE foram submetidos ao tratamento estatistico e na
primeira sessdo a ANOVA apontou efeito do fator droga (Fp,190 = 3,94; p = 0,03),
porém as comparagdes post hoc Dunnett ndo demonstraram indice de significancia
para alguma droga (embora tenha havido uma tendéncia de aumento no grupo
diazepam, p = 0,06). Na segunda e terceira sessdes o Shapiro-Wilk’'s W Test n&o
apontou normalidade para os dados da porcentagem de entrada em bragos abertos
no LCE entre as condigdes experimentais, portanto um teste Kruskal-Wallis ANOVA
de multiplas medidas independentes foi utilizado e demonstrou que na segunda
(H[2,22] = 0,49, p = 0,78) e na terceira (H[2,22] = 4,28, p = 0,11) ndo houve indice de
significancia.

Em relagao ao tempo de permanéncia em braco aberto os dados da
primeira sessao nao apontaram normalidade com o Shapiro-Wilk's W Test, entao foi
utilizado o Kruskal-Wallis ANOVA que apontou significancia (H[2,22] = 9,31, p =
0,009) e as comparagdes post hoc sinalizaram indice de significancia para os ratos
tratados com diazepam p = 0,03, os quais passaram significativamente mais tempo
em bracgo aberto do que os tratados com salina, como demonstrado na Tabela 2. Na
segunda e terceira sessdes o tratamento estatistico ndo demonstrou normalidade e
a analise do Kruskal-Wallis ANOVA tanto da segunda (H[2,22] = 1,23, p = 0,54)
quanto da terceira sessao (H[2,22] = 4,61, p = 0,09) ndo apontaram indices de
significancia.

Os dados da distancia percorrida em braco aberto do LCE nas trés
sessoes de exposic¢ao foram levados ao Shapiro-Wilk's W Test e em nenhuma das
sessoes foi observado normalidade dos dados e a submissdo dos dados ao Kruskal-
Wallis ANOVA da primeira (H[2,22] = 1,91, p = 0,38), da segunda (H[2,22] = 2,54, p
= 0,28) e da terceira sessodes (H[2,22] = 2,01, p = 0,36) ndo apontaram indices de
significancia.

Outra medida convencional do LCE é o numero de entradas em

braco fechado, demonstrado na Tabela 2. Nessa medida o tratamento estatistico
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inicial ndo apontou normalidade e na analise ndo paramétrica Kruskal-Wallis ANOVA
também nao houve significancia na primeira (H[2,22] = 4,57, p = 0,10), segunda
(H[2,22] = 2,30, p = 0,31) e terceira (H[2,22] = 5,44, p = 0,06) sessdes.

A analise estatistica do tempo de permanéncia no centro do LCE
demonstrou que em nenhuma das sessdes os critérios de normalidade foram
alcangados com o Shapiro-Wilk's W Test, e a analise ndo paramétrica com o teste
Kruskal-Wallis ANOVA de multiplas medidas também ndo apontou indices, ver
Tabela 2, de significancia na primeira (H[2,22] = 1,91, p = 0,38), nem na segunda
(H[2,22] = 2,54, p = 0,28) tampouco na terceira (H[2,22] = 2,01, p = 0,36) sesséo.

Tabela 2 — Efeito do Diazepam (DZP=3 mg/kg) e Cafeina (CAF=100 mg/kg) sobre
as medidas convencionais de analise do LCE em cada sessado de
exposicdo de 30 min. na condicdo de intervalo de 20 min. entre
administragao e teste

Medida Sessdo Salina Diazepam Cafeina
Entradas nos abertos (%) 1 214 + 31 388 + 57 19,1 + 6,3
2 102 + 7,0 13,1 = 56 114 + 69
3 1,4 £ 6,7 57 + 57 00 + 00
Tempo nos abertos (s) 1 386 + 137 971 = 17,6* 197 + 90
2 137 + 86 322 + 164 86 t+ 48
3 812 + 622 84 + 84 00 + 00
Distancia nos abertos (m) 1 21 £ 07 22 + 0,6 0,8 + 05
2 04 £+ 03 10 + 0,6 05 £+ 03
3 27 + 19 04 + 04 00 + 00
Entrad. fechados. (freq) 1 13,3 + 31 10,1 = 25 60 + 1,0
2 83 + 38 83 + 20 40 = 11
3 130 £+ 48 61 = 10 29 + 08
Tempo no centro (s) 1 64,8 + 18,7 1026 + 17,5 1132 + 36,2
2 53,3 + 353 1256 + 93,2 164 + 6,7
3 80,9 + 359 247 = 1041 10,2 + 41

*, p < 0,05 em comparagao ao grupo salina.
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4 DISCUSSAO

O principal objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de uma droga
ansiolitica e de uma ansiogénica sobre as medidas convencionais do labirinto em
cruz elevado e sobre o comportamento de grooming, a fim de avaliar se esse pode
prover alguma medida que possa ser util na avaliagdo de ansiedade. Para tanto, em
primeiro lugar, os efeitos anisolitico e ansiogénico das drogas foram testados em
sessdes de 5 min dentro do periodo entre 20 e 50 minutos (periodo que compreende
os 30 min de sessdo no segundo experimento) apds sua administragdo. Esse
experimento indicou a presenca de efeitos das drogas durante todo (diazepam) ou
quase todo (cafeina) o periodo. No segundo experimento, ratos foram testados em
trés sessdes com duracido de 30 min cada. Das medidas convencionais, somente na
primeira sessdo de exposicdo prolongada foi detectado o efeito no tempo de
permanéncia em brago aberto dos ratos tratados com diazepam, nenhuma outra
medida convencional em qualquer sessado de 30 min apresentou efeito ansiolitico ou
ansiogénico. Dentre as medidas de grooming, a frequéncia de episodios na terceira
sessdo e a duragdo do componente rostral na segunda sess&do mostraram
sensibilidade bidirecional ao diazepam e a cafeina.

Os resultados do primeiro experimento mostraram que o efeito
ansiolitico do diazepam foi confirmado em diferentes momentos dentro do periodo
entre 20 e 50 min depois da administragdo das drogas, em exposi¢des de 5 min ao
LCE. Esse efeito foi detectado na porcentagem de entrada em bracgo aberto, com os
sujeitos tratados 20 min antes do teste, no tempo de permanéncia em brago aberto e
na distancia percorrida em brago aberto, nos testes 35 e 45 min apds o tratamento,
na porcentagem de entrada, tempo de permanéncia e distancia percorrida em brago
aberto. Gonzalez e File (1997), trataram ratos com benzodiazepinico diretamente no
nucleo dorsal da rafe e apontaram efeito no aumento do tempo gasto nos bragos
abertos, que esta de acordo com o que foi encontrado em dois dos trés intervalos do
presente experimento e nenhum efeito foi detectado no numero de entradas nos
bragcos fechados, também identificada em dois dos trés intervalos do presente
estudo. No estudo de Francolin-Silva et al. (2006), o objetivo foi investigar os efeitos
do diazepam no comportamento de ratos submetidos a desnutricao proteica precoce
e a reatividade ao diazepam. Varias dosagens foram testadas e os sujeitos bem

nutridos tratados com 1, 2 e 4 mg/kg da droga demonstraram diferenca significativa
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com relagdo ao numero de entrada em braco aberto, resultado que se apresentou
em duas das trés condigcbes deste experimento. Os dados obtidos neste experimento
sdo consistentes com os estudos que mostram efeitos ansioliticos do diazepam em
medidas convencionais do LCE.

O efeito ansiogénico da cafeina se mostrou forte no periodo
intermediario (35 min) de tempo entre o tratamento e a exposi¢cao e enfraqueceu no
tempo maior (45 min) entre o tratamento e o teste. Na exposi¢cdo apds 20 min foi
detectado efeito na distancia percorrida em brago aberto e nas entradas em bracos
fechados, apés 35 min foi detectado em todas as medidas e apos 45 min foi
detectado somente em relagao a atividade locomotora (entradas em brago fechado).
Esse ultimo resultado sinaliza que, devido ao tempo entre administragcado da droga e
teste, o efeito ansiogénico da cafeina tendeu a esvanecer. Diversos estudos (Pellow,
Chopin, File & Briley, 1985; Bhattacharya, Satyan & Chakrabarti, 1997; Jain, Hirani &
Chopde, 2005) demonstram que a agao ansiogénica da cafeina em ratos tratados
com doses mais elevadas (50 ou 100 mg/kg) fica evidenciada a partir da diminuigéo
na exploragao dos bracos abertos quando os ratos foram tratados até 30 min antes
do teste. O presente estudo demonstrou nos trés periodos diferenciados de
exposicao uma diminui¢ao significante de entradas em bracos fechados em relagéo
ao grupo controle, o que difere do estudo de Bhattacharya et al. (1997), que aponta
(com dose de 50 mg/kg) aumento no numero de entradas em brago fechado, mas
coincide com o estudo de Braun et al.(2011), que testaram agentes ansioliticos e
ansiogénicos, demonstrando tanto a diminuicdo da exploragdo dos bragos abertos
quanto do numero de entrada em braco fechado em sujeitos tratados com cafeina.
Sendo esta ultima a unica variavel dependente que sinalizou tal efeito nas trés
condi¢des deste experimento.

Medidas convencionais do LCE demonstraram no segundo
experimento que o efeito ansiolitico do diazepam foi detectado somente na primeira
sessao de exposi¢cao em relacdo ao tempo de permanéncia em braco aberto, que foi
maior que o do grupo controle. Porém, nenhum outro efeito (ansiolitico ou
ansiogénico) foi detectado em qualquer outra sessao, o que ja era esperado, pois as
medidas convencionais sado suscetiveis a OTT e, portanto, os seus dados néo
correspondem aos resultados de efeito ansiolitico ou ansiogénico de apenas uma
exposicdo de cinco minutos. Tais efeitos sdo mais confiavelmente esperados

somente nos cinco primeiros minutos da primeira exposicdo, como no estudo de
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Gonzalez e File (1997), em que estes efeitos ndo sdo mais encontrados ao testar
animais com 5 min de exposicao prévia ao LCE e tratados com benzodiazepinicos.
Ha pouca evidéncia de que a habituagdo motora seja a explicagado para a redugao
dos efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos em periodo maior ou nhuma segunda
exposicao (Dawson, Crawford, Stanhope, Iversen & Tricklebank, 1994). A ideia de
que exposi¢cdes maiores e repetidas evocam maior medo/ansiedade é suportada
(Rodgers & Shepherd, 1993) pela menor porcentagem de tempo gasto em brago
aberto. O que demonstra a fragilidade de se tomar as medidas convencionais do
LCE como sinalizadores de ansiedade em sessdes repetidas e extendidas.

O segundo experimento que €& dedicado a avaliacdo do
comportamento de grooming demonstrou sua utilidade como um marcador de
ansiedade. O numero de episédios do comportamento de grooming dos ratos
tratados com diazepam na presente pesquisa foi significativamente menor que o do
grupo controle em duas das trés sessdes. A duragao total foi menor nas trés
exposi¢cdes, estes dados sao semelhantes com os de estudos que demonstram a
supressdo de tempo engajado no comportamento de grooming em animais sob
efeito de diazepam (Dunn, Guild, Kramarcy & Ware, 1981; Cremer, Barioglio,
Civallero & Celis, 1995; Kudryavtseva & Bondar, 2002; Spasojevi¢, Gavrilovic,
Varagi¢ & Dronjak, 2007; Hernandez & Guasti, 2011, Nin et al., 2012). Portanto, os
resultados da presente pesquisa vao ao encontro dos resultados da literatura em
relagdo ao numero de episodios e duragao total de emissdo do comportamento de
grooming.

A diminuicdo do tempo engajado em grooming é considerada uma
medida que sinaliza o efeito ansiolitico da droga (Barros, Tannhauser, Tannhauser &
Tannhauser, 1992; 1994), portanto o numero de episddios e a duragdo deles
parecem ser parametros uteis na observacao de alteragées em funcao do tratamento
com alguma droga (Ninet al., 2012).

Apesar disso, alguns estudos discorrem sobre o grooming como
medida que nao produziu efeito ou que ndo foi confiavel. Van Erp et al. (1994)
avaliaram grooming em ratos sob diferentes condi¢cdes estressoras, e discutem
salientando que seus resultados n&o suportam a hipotese de que a execucédo do
grooming seja essencial para reduzir a excitagdo apos situagdes de estresse. Na
pesquisa de Garcia (2004), foram testadas drogas ansioliticas e ansiogénicas e

observadas medidas convencionais € o grooming, e com a droga ansiogénica



27

(cafeina) nao foram encontradas diferengas significativas para a medida do
grooming, ja com a droga ansiolitica (clordiazepodxido), foi identificado um tempo
menor de emissdo. Porém, tais estudos utilizaram sessdes de cinco minutos de
exposicao ao LCE, o que pode ter sido o fator contribuinte para a fragilidade nas
medidas desse comportamento.

A opcao pela extensdo da exposicdo ao LCE esta diretamente
relacionada com as caracteristicas da interacdo que ocorre entre as condi¢des de
ambiente e o comportamento de grooming. No estudo de Estanislau (2012), os
comportamentos de grooming que sinalizam ansiedade induzidos pelo confinamento
dos sujeitos em braco aberto do LCE s6 foram detectados na segunda metade de
um teste de dez minutos, sinalizando que a condi¢gado de ansiedade € um fendmeno
que aumenta com o tempo. Van Erp et al., (1994) somente perceberam um aumento
na emissdo do grooming depois de um periodo de atraso de 20 min, quando os
animais estavam na condicdo de derrota por outro rato da mesma espécie,
salientando que o atraso se da devido a forgca do evento estressor. Portanto, a
duracao da exposicdo ao teste pode ser um fator importante para resultados mais
confiaveis na deteccao dos efeitos ansiogénicos no LCE sobre o comportamento de
grooming, especialmente considerando que a habituagcdo ao aparato experimental
ocorre mesmo no decorrer de um teste de cinco minutos (Bolivar, 2009; Carobrez &
Bertoglio, 2005).

Exposicoes repetidas em LCE para observagao do comportamento
de grooming, normalmente nao sao utilizadas, porém Van Erp et al. (1994) utilizaram
exposi¢cdes repetidas a diferentes condicdes de estresse e os dados demonstraram
que nao houve aumentos ou diminuigdes significativas em relagdo ao controle com
as repeticdes de exposicao. Porém,no presente estudo, somente na terceira sessao
de exposicdo o numero de episédios dos ratos tratados com cafeina foi
significantemente maior do que o grupo controle, o que sinaliza uma condi¢céo
ansiogénica. Portanto, neste estudo as exposicbes repetidas se mostraram Uuteis
para uma melhor identificagcdo das condi¢cbes ansioliticas e ansiogénicas avaliadas
através do comportamento de grooming, ja que este comportamento nestas
condicdes, aparentemente ndo esta suscetivel aos efeitos da OTT que ocorre com
as medidas convencionais do LCE.

Outros dados que suportam a utilidade das exposi¢des repetidas

foram a detecgao da condicdo ansiogénica da cafeina somente na terceira sessao
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de exposicdo em relacado a frequéncia da emissdo do comportamento de grooming
rostral, mas ndo na primeira, tampouco na segunda, e o total de tempo da emissao
do grooming rostral sob tratamento da droga ansiogénica foi detectada na segunda e
terceira, mas n&o na primeira sessido de exposigao.

O comportamento de grooming rostral pode ser uma medida util
como marcador de ansiedade devido a droga ansiogénica neste estudo ter
aumentado significativamente a duragdo deste comportamento na segunda e
terceira sessbes e a frequéncia de emissao na terceira sessao de exposicdo em
relacdo ao grupo controle, além disso a droga ansiolitica diminuiu significativamente
suas frequéncia e duragcdo na segunda sessao em relagdo ao grupo controle. Estes
dados vao no mesmo sentido que estudos que apontam a tendéncia de que o
grooming rostral pode se constituir como uma medida util a ser considerada na
avaliacdo de ansiedade. Estanislau (2012) avaliou o grooming em diferentes
condicbes e percebeu um aumento particularmente do grooming rostral numa
condigao de ansiedade que foi o confinamento dos sujeitos em brago aberto do LCE.
A duragcdo do grooming rostral, no mesmo estudo,foi correlacionada negativamente
com a porcentagem de entradas em brago aberto na condi¢do de ndo confinamento
em algum bracgo especifico. Portanto, aparentemente, quanto menos ansiedade,
menor a emissdo do grooming rostral, o que concorda com os dados da presente
pesquisa.

Em relagcdo ao grooming corporal, os dados nao suportam sua
utilidade para identificagdo de condigao ansiolitica ou ansiogéncia. Estanislau, Diaz-
Moran, Canete, Blasquez, Tobefia & Fernandez-Teruel (Manuscrito em preparagéo)
num estudo que avalia o grooming em diferentes cepas de ratos e em diferentes
condigdes, discute que sessbes curtas ndo sao suficientes para que o grooming
corporal apresente seus efeitos, porém na presente pesquisa mesmo com sessdes
de longa duragédo os dados demonstram que o tempo emitindo este comportamento
em todas as sessdes sob efeito da droga ansiolitica ou da ansiogénica foi
significativamente menor em comparagdo ao grupo controle e a frequéncia desse
comportamento foi menor na primeira sessao em ambas as condi¢gdes e na segunda
sessdo na condigao ansiolitica. Tendo em vista que cada droga exerce seus efeitos
por meio de alteragdes neurobioldgicas distintas, essa diminuigcdo sob efeito de

qualquer das drogas provavelmente se da por mecanismos diferenciados de agéao.



29

Devido as medidas convencionais do LCE nas sessdes prolongadas
ter mostrado diferenga significativamente menor para droga ansiolitica somente na
primeira sess&o de exposi¢cado e a droga ansiogénica nao ter apresentado efeito em
nenhuma sessao de qualquer medida convencional de analise, pode-se dizer que
essas medidas ndo ajudaram na analise da ansiedade em sessbes repetidas e
prolongadas. Possivelmente por serem suscetiveis a OTT.

Dessa forma, os dados apontam para a conclusdo de que o
grooming, principalmente a frequéncia de episddios na terceira sessdao e o
componente rostral na segunda sessao de exposigao, se apresentaram enquanto
medidas uteis, podendo ser utilizados como confiaveis na avaliagao de ansiedade
em ratos, por apresentar sensibilidade bidirecional ao diazepam e a cafeina.

Caso a avaliagao da ansiedade seja realizada através da analise do
comportamento de grooming, o estudo concluiu que as sessbdes prolongadas
permitem uma completa expressao dos efeitos sutis sobre ele, que normalmente nao
sdo detectadas em sessbes curtas devido ao atraso na emissdo deste
comportamento de acordo com a forca do evento estressor a ser estudado na
interacdo com esse comportamento. A repeticdo da exposicao sinalizou a detecgao
de varios efeitos sobre o grooming que nao foram detectados na primeira passagem
e portanto repetir exposicbes nas anadlise do comportamento de grooming
proporcionou um melhor e mais claro entendimento dos efeitos da interacdo que

este comportamento estabelece com os eventos a serem estudados.
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