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Deus, pastor dos homens

O Senhor € meu pastor, nada me faltara.
Em vefdes prados ele me faz repousar.
Conduz-me junto as dguas refrescantes,
Restaura as forcas de minha alma.
Pelos caminhos retos ele me leva,
Por amor do seu none.
Ainda que eu atravesse o vale escuro
Nada temerei, pois estais comigo.
Vosso bordao o vosso baculo
Sao © meu amparo
Preparais para mim a mesa
A vista de meus inimigos.
Derramais o perfume sobre minha cabecga,
Transborda o minha taca.
A vossa bondade e misericérdia hédo de seguir-me
Por todos os dias de minha vida.
E habitarei na casa do Senhor
Por longos dias.

Salmo de Davi (22)
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INTRODUCAO

A ansiedade humana é caracterizada por medo antecipatério de
um possivel evento desagraddvel que estd por acontecer (Kidman,
1989; Sanger, 1991). A ansiedade é definida na lingua portuguesa
como: "Receio sem objeto ou relagdo com qualquer contexto de
perigo, e dque se prende, na realidade, a causa psicolégica
inconsciente (Buarque de Holanda Ferreira, 1986).

No século 19, Charles Darwin (1872) 3jd& havia feito uma
descrigdo cldssica do comportamento observado no homem relacionado
ao medo: "The frightened man at first stands 1like a statue
motionless and breathless, or crouches down as if instinctively to
escape observation. The heart beats quickly and violently ... the
skin instanly becomes pale ... and perspiration immediately exudes
from it ... The hair also on the skin stand erect; and the
superficial muscles shiver. In connection with disturbed action of
the heart, the breathing is hurried ... In other cases, there is a
sudden and uncontrolled tendency to headlong flight" (Graeff, 1981,
1990).

Posteriormente, Sigmund Freud descreveu os sintomas subjetivos
da ansiedade como um sentimento de desconforto (Freud, 1959). Freud
resumiu o conceito de ansiedade como segue: "An analysis of anxiety
states therefore reveals the existence of (1), a specific character
of unpleasure; (2), acts of discharge and (3), perceptions of those
acts" (Graeff, 198l1). As acgdes de descarga sdo conhecidas como as

manifestagcdes neurovegetativas da ansiedade devido as alteracgdes



que ocorrem hos sistemas cardiovascular e respiratdrio (Graeff,
1981, 1989; Deakin & Graeff, 1991).

A caracterizacdo da ansiedade pode ser feita por observacdes
objetivas que ocorrem no organismo humano. Essas manifestacdes
incluem: tensdo, palpitagdes cardiacas, tremor, ndusea, tontura,
vertigem, nervosismo, inabilidade para pensar claramente e em
algumas ocasiodes inébilidade até para falar. Outros sintomas
observados sdo dor de cabega, dor nas costas e diarréia (Kidman,
1989).

A Associacao Psiquidtrica Americana divulgou a 32 edicéao
revisada dos critérios para diagnéstico das desordens primdrias de
ansiedade (Graeff, 1989; Kidman, 1989). As fobias sdo reacodes
persistentes da ansiedade gque ndo correspondem a grandeza do
estimulo e/ou a realidade do perigo. Esses estimulos, por exemplo:
altura, espagos fechados, espagos abertos, avidao, aranha, causam
uma sensacao desagradavel que esta totalmente fora da proporgao do
risco de dano ou prejuizo a integridade do organismo (Graeff, 1989;
Kidman, 1989).

Outro tipo de ansiedade ¢é o ataque de pénico, o qual
caracteriza-se por intensa apreensao, terror e pavor. As
manifestagdes fisicas completam este quadro com sintomas de tenséo
muscular, perspiracao, batimento cardiaco acelerado, levando a
pessoa a pensar que pode morrer e perder o préprio controle. O que
diferencia a fobia do ataque de panico, é que o udltimo nédo tem
razdo especifica (Kidman, 1989; Lister, 1990).

A ansiedade generalizada é crdnica ou leva meses para terminar

(Kidman, 1989). Nesse tipo de ansiedade os elementos
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desencadeadores estao continuamente presentes. O individuo fica
tenso, vigilante e constantemente nervoso. A pessoa fica na
expectativa do acontecimento de algo terrivel. Assim, permanece num
estado de tensadao, onde nao consegue relaxar, tem dificuldade de
concentracdo, fica confusa e ndo consegue controlar o pensamento
(Kidman, 1989).

A desordem obsessivo-compulsiva (Lister, 1990) decorre da
recorréncia involuntdria de imagens, idéias ou impulsos
desagradaveis ou sem proposito (obsessdo). Esses sentimentos podem
estar associados &a necessidade incontroldvel de executar
comportamentos estereotipados ou rituais para aliviar a ansiedade.
Por exemplo, lavar repetidamente as mdos é um ato compulsivo da
desordem obsessivo-compulsiva (Graeff, 1989).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a prevaléncia
anual de todas as desordens de ansiedade em adultos estd em torno
de 4-8% (Kidman, 1989). Além disso, a incidéncia é maior em
mulheres do que nos homens. Contudo, apenas um quarto dos
individuos afetados recebem tratamento adequado (Graeff, 1993).

De grande importéncia é o diagndstico clinico da ansiedade
para que se possa executar um tratamento adequado, para que haja
determinacdo das causas, bem como avangos nas investigacodes
cientificas sobre a neurobiologia da ansiedade.

As ferramentas usadas na avaliagdo do grau de ansiedade séao
diversos. Por exemplo, as escalas de Hamilton e de Covi séo
preenchidas pelo examinador. Ja a MMPI (Minnesota Multiphasic
Personality Inventory) e STAI (Spilielberger State-Trait Anxiety

Inventory) sédo preenchidas pelos examinados e posteriormente
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analisadas. Os clinicos norte-americanos utilizam muito a
classificacao da DSM-III-R para identificacdo do tipo de desordem
e para a escolha do tratamento (Kidman, 1989).

O tratamento da ansiedade pode ser feito com drogas ou ainda
através da psicoterapia. O tipo mais comum de psiéoterapia consiste
da interacaoc terapéutica entre duas ou mais pessoas auxiliadas por
um profissional treinado (Kidman, 1989). Os pacientes falam dos
sentimentos negativos, de suas preocupagdes e o psicoterapeuta
ajuda os mesmos a mudar esses comportamentos desagradaveis. O
simples fato de falar dos problemas e sentimentos freqﬁentemenﬁe é
muito benéfico. Esse tratamento ndo inclui drogas (Kidman, 1989) e
ndo serd discutido em detalhes no presente trabalho.

As drogas utilizadas para o tratamento das desordens de
ansiedade pertencem a diversas classes. Os ansioliticos, conhecidos
até Dbem pouco tempo como tranquilizantes menores, incluem
atualmente os do tipo benzodiazepinicos (diazepam, clordiazepéxido,
nitrazepam, oxazepam) e os ndo-benzodiazepinicos (buspirona,
ipsapirona, gepirona, ritanserina). Sem duvida, os
benzodiazepinicos sdo os mais populares e tém sido muito bem
estudados (Haefely, 1980, 1988; Graeff, 1993).

O mecanismo de acdo mais aceito para os benzodiazepinicos
relaciona-se com a ativagcao de receptores proéprios existentes no
complexo receptor GABa,, que acentuam a afinidade do
neurotrasmissor inibitério dcido gama-aminobutirico (GABA) pelo seu
sitio receptor. A ativagdo do sitio promove a abertura do canal de
cloreto, permitindo a passagem de ions cloro para o interior da

célula. O aumento de cloreto no interior celular causa
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hiperpolarizacdo impedindo a passagem de informagdo neuronal
(Haefely 1980; Cherubini et al., 1991).

Um ansiolitico ideal deveria reduzir a ansiedade sem causar
sedagao ou outros efeitos colaterais fisicos ou nmentais
indesejdveis. Os efeitos colaterais produzidos pelos
benzodiazepinicos, porém, incluem relaxamento muscular, sonoléncia,
dependéncia fisica e psiquica e alteragdo de meméria (Kidman,
1989).

Mais recentemente, outras classes de drogas como os beta-
bloqueadores, os antidepressivos, a buspirona e andlogos tém sido
estudadas. Os blogqueadores dos receptores beta-adrenérgicos aliviam
nao somente a palpitacdo e agitagdo e outras manifestagdes da
ansiedade (Kidman, 1989; Tyrer, 1992), como podem ter acéao
especifica sobre receptores serotonérgicos. Os antidepressivos tém
se mostrado uUteis no tratamento de agorafobia e ataque de panico
(Deakin & Graeff, 1991). A buspirona e compostos relacionados
apresentaram efeitos contraditérios em teste de ansiedade, porém
dispdem de eficdcia na clinica (Sanger, 1991). Assim, pesquisas
cientificas recentes indicam o envolvimento do sistema
serotonérgico na agdo ansiolitica dos beta-blogqueadores, dos
antidepressivos e da buspirona e andlogos (Deakin & Graeff, 1991);

Baseados nos fatos apresentados, o conhecimento a cerca dos
neurotransmissores, das vias nheurais e a sua relagdo com os fatores
causalis da ansiedade, seria muito Util para o tratamento da doenca
e para o desenvolvimento sistemdtico e racional de drogas
ansioliticas. Para tal investigagdo sdo usados modelos de ansiedade

que sdo aplicados em seres humanos e em animais.



Uma abordagem muito utilizada para o estudo da ansiedade é o
uso de modelos animais de ansiedade. Com eles é possivel o estudo
do mecanismo de acgdo das drogas, bem como, dos sistemas neurais e
substincias neurotransmissoras envolvidas na ansiedade. Os modelos
animais de ansiedade correntes baseiam-se em métodos que utilizam
a punicdo, o condicionamento ou a aversdo natural espécie-
especifica (Lister, 1990; Sanger, 1991; File, 1992).

Os testes baseados na punicdo ou também conhecidos como testes
de conflito (Sanger, 1991) s&o muito difundidos entre os
pesquisadores da &rea e apresentam grande sucesso no ensaio de
drogas ansioliticas. A punigdo usualmente praticada é a aplicacéio
de um choque elétrico, geralmente breve, o qual resulta na reducao
de um comportamento particular (File, 1992). Esses comportamentos
podem ser a pressdao de uma barra para receber alimento, respostas
consumatdérias (ex.: beber 4dgua) ou atividade locomotora num
ambiente novo (Sanger, 1991).

Os procedimentos gque utilizam a punigcdo para o estudo de
drogas ansioliticas sdo diversos. Pode-se citar os seguintes
testes: "four plates", Vogel (punigcdo de beber), punicdo de
resposta operante, esquiva passiva. Nesses modelos experimentais,
as drogas ansioliticas (benzodiazepinicos, barbitiricos e
carbamatos, buspirona e compostos relacionados), aumentaram a
resposta suprimida pela punigdo. Porém é importante considerar o
nivel motivacional do animal para que execute o comportamento. A
fome, a sede, a curiosidade sado reforgos positivos para a emisséo
de resposta. Por outro lado, o medo da ocorréncia de uma punicao

reduz as respostas esperadas (Sanger, 1991). Os estudos que
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investigaram compostos com acdo ansiolitica, utilizando estes
modelos, demostraram grande correlagcdo com a eficdcia clinica.
Contudo algumas drogas, apresentaram efeitos ndo relacionados a
reducédo da ansiedade ou ndo tiveram efeito nesses modelos, porém
foram efetivas no tratamento clinico da ansiedade (Sanger, 1991).

O efeito de drogas com potencial agdo ansiolitica pode ser
avaliado através de testes que utilizam como fundamento a supressao
de resposta condicionada (Sanger, 1991; File, 1992). Nesse caso, um
estimulo neutro (por exemplo: uma luz, um tom), é pareado com um
estimulo aversivo (choque elétrico) que resulta na supressio de um
determinado comportamento (pressionar uma barra para receber
alimento). Posteriormente a apresentacdo isolada do estimulo
condicionado (luz, tom) ¢é <capaz de suprimir a resposta
comportamental (Davis, 1990).

Os benzodiazepinicos, barbituratos, buspirona e compostos
relacionados atenuam a resposta condicionada, estando de acordo com
a conhecida atividade ansiolitica dessas drogas. Resultados
contraditérios tém sido obtidos com outras drogas tais como a
reserpina, clorpromazina e morfina (Sanger, 1991). Em alguns
estudos apresentaram reducdao da supressédo da resposta condicionada,
porém outros pesquisadores ndo tém obtido respostas com essas
mesmas drogas (Sanger, 1991).

Uma critica muito grande que é feita aos testes discutidos
acima é a utilizagdo de choque elétrico e a necessidade de um
periodo necessdrio para o condicionamento dos animais (Pellow et
al., 1985). Em vista disso, novos modelos animais de ansiedade tém

sido criados e extensivamente wvalidados sob o aspecto
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farmacolégico, fisioldégico, comportamental e etolégico (Pellow et
al., 1985; Lister, 1987).

As metodologias que utilizam como base a aversdo natural
espécie-especifica que os animais possuem sdo chamadas de modelos
etolégicos. Esses modelos se baseiam no comportamento exploratdrio
ou no comportamento social (Lister, 1990; File, 1992), ou seja ndo
é necessdria a punicdo com choque elétrico, privagdo de &agua ou
alimento (Sanger, 1991). Alguns testes desse género muito
conhecidos e utilizados sdo: caixa claro-escuro; labirinto em cruz
elevado; campo aberto ("open-field"); teste de interacdo social;
comportamento social de primatas; e vocalizacdo ultrassénica
induzida por separacdo (Lister, 1990; File, 1992).

O teste do campo aberto consiste de uma arena circular, com o
chdo demarcado para o registro da atividade locomotora e o estimulo
aversivo consiste da apresentacdo de luz e de som (Masur, 1970).
Nesse teste sdo medidos a locomogdo, o levantar ("rearing") e os
bolos fecais durante um tempo de 3 minutos apenas. Sendo assim,
esse método se tornou muito popular pela sua simplicidade e rapidez
(Walsh & Cummins, 1976; Lister, 1990).

Existem vdrias criticas se o teste do campo aberto é um modelo
adequado de ansiedade. A redugcdo da locomogdo e o aumento da
defecacdo sdo sugeridos como indices de ansiedade nesse modelo.
Contudo h& alguns pontos que devem ser considerados. Drogas
psicoestimulantes aumentam a locomogdo embora nao tenham acgéo
ansiolitica. Em relagdo a defecagdo, a ingestdo de alimentos ou
drogas que afetam o trénsito intestinal afetariam essa medida e

isso ndo refletiria um efeito sobre a ansiedade. Se o teste do
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campo aberto ndo tivesse esses impedimentos, seria Util na pesquisa
de drogas potencialmente ansioliticas. Uma droga ansiolitica
aumentaria a locomogdo e reduziria o nuimero de bolos fecais durante
a sessdo teste. J4 os compostos com agdo ansiogénica modulariam
essas medidas no sentido inverso (Lister, 1990).

O teste de interacdo social foi desenvolvido por File (1980).
Esse teste se fundamenta no fato de o "novo" gera ansiedade, que é
refletida na diminucdo de certos comportamentos. Nesse modelo,
pares de ratos s&o colocados numa arena. As situagdes utilizadas
sdo basicamente quatro que surgem da combinagcdo entre o nivel de
iluminacdo (baixa ou alta) e a familiaridade da arena (familiar ou
nado). A situacdo mais aversiva é com a alta iluminacdo e a arena
ndo-familiar (File, 1990). O tempo de interacdo social e a
locomogédo sdo as medidas utilizadas nesse teste. Posteriormente os
animais sdo tratados com os compostos que serdo testados e
novamente expostos as diversas condigdes (Sanger, 1991).

Esse modelo propde que manipulagdes gque aumentam a interacgédo
social sem alterar a locomogao podeﬁ ter como resultado o alivio da
ansiedade (File, 1990). O diazepam e o etanol produziram um aumento
na interacdo social em condigdes nado-familiares, enquanto que o
meprobamato e o fenobarbital ndo apresentaram efeitos similares. O
clordiazepdxido diminuiu a interagdo social e a locomocdo nas
diversas condicgdes e a buspirona mostrou-se inativa (Sanger, 1991).

A caixa claro-escuro consiste de dois compartimentos com
diferentes niveis de iluminagdo (Crawley, 1981). A aversdo que os
roedores apresentam a ambientes claros e a motivagcdo para a

exploragcdao de 1lugares novos gera um conflito, que é a base
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etolégica desse modelo (Blunstein & Crawley, 1983). Este teste foi
validado apenas para camundongos (File, 1990). As medidas
comportamentais obtidas s&o o nimero de transi¢des entre os
compartimentos, o levantar ("rearing") e a atividade locomotora.

Drogas, como por exemplo, os benzodiazepinicos aumentam o
comportamento‘exploratério dos camundongos no lado claro (Lister,
1990). Foi proposto que aumento da atividade exploratéria no
compartimento claro e/ou uma redugdo do mesmo na porgado escura
pelas drogas, seria resultado da redugdo da ansiedade (Costall et
al., 1987). Deste modo, sugere-se a utilizacdo desse modelo na
rotina de andlise de agentes farmacoldégicos gue atuam sobre
comportamentos relacionados a ansiedade. Porém, devido a algumas
alteracdes executadas nesse modelo por Costall et al. (1987), faz-
se necessdario no momento um estudo da validade das respectivas
mudancas (File, 1990).

O 1labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos muitos testes
animais de ansiedade. Esse modelo foi desenvolvido a partir do
trabalho de Montgomery (1958). Handley & Mithani (1984), usaram
esse modelo para testar diversos compostos agonistas e
antagonistas alfa-adrenérgicos. Posteriormente, Pellow et al.
(1985) executaram a validagdo comportamental, fisioldégica e
farmacoldégica do LCE para ratos. O modelo também foi validado para
camundongos (Lister, 1987).

O eguipamento, em forma de cruz, é composto por dois bracos
abertos opostos e dois bragos fechados também opostos. Além disso
fica elevado 50 cm do chéo (Pellow et al., 1985). A base etoldgica

do teste é a aversdo natural apresentada por roedores a espagos
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abertos e elevados (Pellow et al., 1985; Lister, 1987; File, 1990;
Lister, 1990; Treit et al., 1993). Em razdo da rapidez, da dispensa
de treinamento prévio, equipamento barato, nao aplicagdao de choque
elétrico, além da sensibilidade a compostos ansioliticos e
ansiogénicos esse modelo animal de ansiedade tornou-se muito
popular em poucos anos (Lister, 1990).

Nesse modelo animal de ansiedade sédo registrados a freqiiéncia
de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados.
As medidas de ansiedade sdo expressas como a percentagem de
entradas ou do tempo nos bragos abertos em relacdo ao total. O
aumento da percentagem de entradas e do tempo nos bragos abertos
reflete atividade ansiolitica e a redugdo dessas mesmas medidas
efeito ansiogénico dos compostos testados (Pellow et al., 1985;
Lister, 1990; Sanger, 1991).

Diversas classes de drogas foram testadas no LCE, utilizando
ratos ou camundongos de diversas linhagens (Lister, 1990; Sanger,
1991). Os Dbenzodiazapinicos, os Dbarbitiricos e o etanol
demonstraram agdo ansiolitica. Agonistas inversos do receptores
benzodiazepinicos (Pellow & File, 1986), cafeina (Pellow et al.,
1985), . ioimbina (Handley & Mithani, 1984), pentilenotetrazol
(Pellow et al., 1985) reduziram as medidas comportamentais,
apresentando desse modo efeito ansiogénico nesse modelo.

Além do estudo com drogas, diversos pontos tém sido abordados
en relacao ao teste do LCE. Morato e Castrechini (1989), observaram
que os niveis basais de ansiedade no labirinto em cruz elevado sao
dependentes do nivel de iluminagdo e tipo de assoalho do

equipamento. Efeito teto, ou seja, frequéncia de entradas e tempo
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permanecido no aberto em torno de 25-35% foi obtido quando a
iluminagdo era baixa e o chdo revestido com tela de arame. Por
outro lado, quando a iluminacédo foi alta e o chdo ndo era revestido
com a tela, observou-se o efeito solo. Deste modo, os autores
sugerem que drogas ansioliticas devam ser testadas na situacdo solo
e as ansiogénicas na situacao teto (Morato & Castrechini, 1989).

Treit et al. (1993), fizeram uma série de manipulacgdes com os
animais e o equipamento e chegaram a conclusdo de que o estimulo
aversivo presente no LCE é o espago aberto e ndo a altura.

A inducdo de ansiedade nos animais que sdo testados no LCE
produz alteracgdes comportamentais que sdo uUteis no estudo do modelo
e dos neurotransmissores envolvidos na ansiedade. Zangrossi Jr. e
File (1993) observaram gque a exposigcdo prévia ao odor do gato
produz respostas ansiogénicas no LCE e no teste de interacéo
social, as quais sdo revertidas pelo clordiazepdxido.

Outra manipulacéo possivel de se fazer com 0s animais antes de
testda-los no LCE é o isolamento social (Parker & Morinan, 1986). O
isolamento social em ratos produz alteragdes comportamentais como:
neofobia (Morinan & Parker, 1985), agressdo compulsiva, prejuizo da
aprendizagem, da exploracdo e do comportamento sexual (Garattini &
Valzelli, 1981;). Foi demonstrado que ratos isolados por pegquenos
ou longos periodos sao mais ansiosos do que os animais agrupados no
LCE (Parker & Morinan, 1986; Maisonnette et al. 1993). O isolamento
social em camundongos nao alterou o comportamento no LCE mas
acentuou a agressividade nesses animais (Rodgers & Cole, 1993). As
alteracgdes neuroquimicas produzidas pelo isolamento social incluem:

diminuicgdo no "turnover" de serotonina e noradrenalina e aumento no
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de dopamina (Garattini & Valzelli, 1981). Parker e Morinan (1986)
detectaram aumento do "turnover" de serotonina durante o teste
comportamental em animais isolados e agrupados. Além disso, o
envolvimento da serotonina na neurobiologia da ansiedade (Deakin &
Graeff, 1991), suporta a idéia de que o isolamento social é um
método de inducdo de ansiedade em ratos.

Além disso, vAarios estudos mostraram a existéncia de
diferencas sexuais no comportamento de roedores em diversos testes
(Beatty & Fessler, 1976; Masur et al., 1980; Steenbergen et al.,
1989; Blanchard et al., 1990). Usando ratos machos e fémeas com 30,
45, 60, 90 e 120 dias de idade, Masur et al. (1980), demostraram
que a primeira distingdo aparente ocorre aos 60 dias de idade,
quando os machos apresentam alto indice de defecagcdo e menor
ambulagdo e "rearing". Entretanto, essas observagdes sobre as
diferencas relacionadas ao sexo em animais adultos reflete uma
diminuicao da defecagdo pelas fémeas e uma diminuigdo da ambulagéao
e "rearing" pelos machos, quando comparados com os animais jovens.

A observacédo da existéncia de diferengas sexuais em diferentes
modelos animais, motivou o estudo dessas influéncias em outros
testes de ansiedade (Johnston & File, 1991; File, 1992). No teste
de interacdo social as fémeas apresentaram escores menores do que
os ratos machos. No LCE as fémeas mostraram-se menos ansiosas do
que os machos (Johnston & File, 1991). Steenbergen et al. (1989,
1991), acharam que o efeito do choque inescapavel sobre elementos
comportamentais especificos é dependente do sexo. Assim, no teste
do LCE o choque suprimiu o "rearing" e diminuiu o nuimero total de

entradas para machos mas nao para fémeas. Porém o0 tempo permanecido

13



nos bracgos abertos foi reduzido em ambos os sexos (Steenbergen et
al., 1990).

Imhof et al. (1993) estudaram o desempenho de ratos machos e
fémeas com diferentes idades no LCE. Foram observadas diferencas
entre os sexos na idade de 90 dias, onde os machos apresentaram os
indices de ansiedade no LCE menores do que os das fémeas, ou seja,
foram mais ansiosos. Na idade de 120 dias essas diferencas néo
foram observadas.

Além das diferencas sexuais também observou-se a presencga de
diferencas ontogenéticas em diversos comportamentos dos roedores.
Hard et al. (1982), estudaram a ontogénese da vocalizagéo
ultrassénica e do tempo de imobilidade. Situag¢des ameacgadoras
ativaram reag¢oes defensivas do tipo 1luta, imobilizagdo ou
vocalizagdo. Os autores sugeriram que o animal jovem precisa passar
por diversos estdgios para o desenvolvimento de sistema defensivo
adulto.

No estudo de Imhof et al. (1993), os autores delinearam o
comportamento de ratos com 45, 60, 90, 120 e 150 dias de idade no
LCE. Os resultados indicaram que animais com idade de 120 dias ou
mais tém nivel de ansiedade mais elevado do que os animais com 60
dias. O estudo sugere que a idade dos animais utilizados nesse
modelo seja levada em conta, uma vez que as diferengas observadas
entre machos e fémeas em diversos estudos talvez seja resultado da
idade e nao da situacao experimental (Imhof et al., 1993).

A ontogénese dos diversos sistemas neurotransmissores tem
sido extensivamente estudada (por exemplo: Coyle & Enna, 1976;

Rothe et al., 1988; Shinohara et al., 1989; Mcdonald et al., 1990;
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Bentivoglio et al., 1991; Christensen & Fonnun, 1991; Daval et al.,
1991; Christensen & Fonnun, 1992). O desenvolvimento do sistema
nervoso central comega ja na vida intra-uterina e aos 60 dias de
idade os neurotransmissores como o GABA (acido gama-aminobutirico),
serotonina, dopamina, noradrelina e suas enzimas, os mecanimos de
metabolizagdo e recaptagdo, os receptores ja estdo formados. Assim,
a 1investigacdo de fatores que interferem na ontogénese do
comportamento de ratos no LCE é de fundamental importéncia para o
estudo de drogas ansioliticas nesse modelo e para melhor
entendimento das desordens de ansiedade.

Considerando os pontos apresentados, o presente estudo foi
planejado para investigar a agdo de drogas moduladoras da ansiedade
em ratos de ambos os sexos e com diferentes idades, assim como o

efeito do isolamento social em animais Jjovens no LCE.
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1)

2)

3)

OBIJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos avaliar:

O efeito do diazepam e do pentilenotetrazol sobre o
comportamento de ratos Wistar machos e fémeas com 60, 90, 120

e 150 dias de idade no LCE.

As conseqiéncias do isolamento social e do reagrupamento no

desempenho de ratos machos e fémeas no LCE.

A agdo do diazepam em animais isolados com 60 dias no teste do

LCE.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, criados no
biotério da Coordenadoria Especial de Farmacologia da Universidade
Federal de Santa Catarina. No dia do experimento os animais estavam
com 60, 90, 120 e 150 dias de idade (Masur et al., 1980; Imhof et
al., 1993) e pesavam em torno de 220, 240, 300 e 320 g para machos
e 140, 180, 190 e 210 g para fémeas. O ciclo estral das ratas néao
foi considerado neste estudo. Apdés o desmame (exceto os animais
isolados), os ratos foram separados por sexo em caixas de plastico
(38 x 32 x 14 cm) as quais continham machos ou fémeas em numero de
8 e 10 animais, respectivamente, tendo esses animais agua e ragao
ad libitum. A temperatura ambiente no biotério foi mantida em 23 +
2 °C e havia ciclo de 1luz claro/escuro de 12 horas (luz das 06:00

as 18:00 h).

2. Drogas

Nos experimentos foram usadas as seguintes drogas: forma
injetdvel do diazepam (Cristdlia, Brasil) dissolvido em solucao
fisiolégica (NaCl 0,9%) com 10% de propileno glicol (veiculo do
diazepam); pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
dissolvido em solucdo fisioldégica. As drogas ou seus veiculos foram
injetados pela via intraperitoneal (i.p.) num volume de 0,1 ml por

100 g de peso corporal.
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3. Equipamento

0 modelo animal utilizado para medir a ansiedade nos ratos foi
o teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Este equipamento, em
forma de cruz é composto por 2 bragos abertos (50 x 10 cm) opostos
e dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm) também opostos. O aparelho
estava elevado 50 cm do'chéo. Os bracos abertos foram circundados
por 1 cm de acrilico para evitar a quedé dos animais. Uma arena
quadrada (60 x 60 x 35 cm) confeccionada em madeira, foi utilizada
imediatamente antes do teste no LCE, para aumentar a atividade
locomotora e ocorrer habituacdo a sala escura (Lister, 1987).

Os aparelhos usados no experimento estavam localizados numa
sala com luz vermelha, onde a intensidade de luz era de 44 lux.

Apés testar cada animal os aparelhos foram limpos com solucgédo de

etanol a 20%.

=
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4. Procedimentos Gerais

Todos oOs experimentos foram realizados das 08:00 as 12:00 h.
Os animais foram pesados no dia do experimento e ficaram na ante-
sala (iluminacdo 720 1lux), local onde foram injetados com as
drogas. As doses foram selecionadas de acordo com a literatura e/ou
por experimentos preliminares. Dez minutos apdés a administracéo das
drogas ou seus veiculos, cada rato foi colocado individualmente na
arena quadrada por 5 minutos e logo em seguida no centro do LCE com
a cabeca voltada para um dos bracgos fechados, onde por 5 minutos um

observador fez o registro das medidas comportamentais (Pellow et

al., 1985).

5. Medidas Comportamentais

No teste do LCE o observador anotou o nimero de entradas e o
tempo gasto pelos animais nos bragos abertos e nos bragos fechados,
além do numero de tentativas de entrada.nos—bragos abertos. A
tentativa de entrada nos ramos abertos foi considerada quando o
rato colocava a cabeca e uma, duas ou trés de suas patas num dos
bracos abertos e retornava para o cruzamento ou para os bracos
fechadés.

O Numero de Entradas Totais (NET) foi obtido pela soma do
Numero de Entradas no Fechado (NEF) e no aberto. A Freqiiéncia de
Entradas no Aberto (FEA) foi calculada dividindo-se o numero de
entradas nos bracos abertos pelo nimero total de entradas e este
indice multiplicado por 100. De maneira andloga, a percentagem do

Tempo Permanecido no Aberto (TPA) também foi calculada. O tempo
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gasto nos bragos abertos foi dividido pela somatéria do tempo
permanecido nos bragos abertos e fechados e o guociente obtido foi
multiplicado por 100. A FEA e TPA, medidas relacionadas a ansiedade
no teste do LCE variam de modo inversamente proporcional ao grau de
ansiedade. Portanto, quanto maior forem estas medidas menor sera o
grau de ansiedade dos animais que sdo testados no LCE.

O numero de tentativas de entrada nos bragos abertos foi
utilizado no calculo de um indice alternativo de medida de
ansiedade: INDICE DE CONFLITO (IC)(Sandrini & Carobrez, no prélo).
Tal medida obtem-se pela seguinte férmula:

IC = T
T + EA

T

numero de tentativas de entrada nos bracos abertos
EA = nuimero de entradas nos bragos abertos
O indice de conflito wvaria de 0 a 1, e reflete
respectivamente, um comportamento ndo ansioso e ansioso dos animais

testados nesse modelo animal de ansiedade.

6. Andlise Estatistica

Og dados foram expressos como média + E.P.M. As comparagodes
estatisticas foram realizadas por andlise de variéncia (ANOVA)
adequada tendo como varidveis independentes os seguintes fatores
para a parte A: sexo, idade, tratamento e para a parte B: sexo,
condigdo social e tratamento. A andlise de varidncia foi realizada
sobre: FEA, TPA, NET, NEF e IC. As comparagdes miltiplas foram
realizadas pelo teste de Newman Keuls e o nivel de significéncia

considerado foi para P<0,05.
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Parte A - Influéncia da idade e do sexo na acio de drogas moduladoras da

ansiedade

Experimento 1 - Efeito do diazepam

1.1. Procedimento

Neste experimento, os ratos agrupados de ambos OsS sexos com
60, 90, 120 e 150 dias de idade foram injetados com diazepam (DZP
0,75 mg/kg), e apés 15 minutos testados no LCE. A escolha da dose
do DZP nesse estudo foi determinada a partir do levantamento
bibliogrdfico gue indicava uma dose de 2,0 mg/kg (Pellow et al.,
1985; Blanchard et al., 1990), porém esta, produziu alguns efeitos
como queda dos animais do LCE, ataxia, diminuicdo da atividade
locomotora, os quais sao indicativos de sedacdo. Sendo assim, fez-
se necessdria a redugdo gradual da dose. Nos testes realizados
foram obtidos resultados adequados com a dose de 0,75 mg/kg, a qual
foi utilizada no experimento que investigou a influéncia da idade
e do sexo na acadao de um benzodiazepinico sobre as medidas
comportamentais relacionadas a ansiedade no LCE. O veiculo do DZP

ndo alterou as medidas comportamentais dos ratos testados no LCE.
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1.2. Resultados

Na figura 1, pode-se observar que a FEA sofreu redugcdao com o
passar da idade (grupo controle). ANOVA mostrou que essa alteracéao
foi significante [Idade: F(3,162)=8,37; P<0,0005]. Nos animais
tratados com o veiculo pode-se observar que essa reducgao deu-se a
partir de 90 dias nos machos (figura 1, painel superior) e a partir
de 120 dias de idade nas fémeas (figura 1, plano inferior). A
andlise estatistica ndo mostrou diferencas significantes na
interacdo Sexo x Idade [F(3,162)=2,49; P=0,06060].

O tratamento com DZP aumentou a FEA nas diversas idades como
esperado. Essa alteragdo foi estatisticamente significante
[F(1,162)=34,74; P<0,00001]. Na figura 1, plano superior pode-se
ver que a agao do DZP ocorreu em machos aos 90, 120 e 150 dias de
idade. J4 nas fémeas o DZP apresentou acao ansiolitica nas idade de
90 e 120 dias (figura 1, plano inferior).

Considerando-se o TPA, a ANOVA revelou diferencas
significativas para Idade [F(3,162)=6,34; P<0,001] e para o
Tratamento com DZP [F(1,162)=22,47; P<0,00005]. Na figura 2, de
modo analogo como ocorreu para a FEA, observa-se uma redugido do TPA
com o aumento da idade. Essa redugdo ficou evidente em machos a
pértir de 90 e fémeas a partir de 120 dias de idade.

O tratamento com DZP (0,75 mg/kg) aumentou o TPA, refletindo
uma acgdo ansiolitica da droga. Porém o efeito ansiolitico foi
melhor observado em machos com 90 e 150 dias e em fémeas com 120 e

150 dias de idade (Figura 2).
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Figura 1 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de idade tratados com veiculo ou diazepam (DZP
Cada valor representa a média * E.P.M. da
Freqiéncia de Entradas no Aberto (FEA). N entre 10 a 13 animais por
grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste de Newman Keuls).

0,75 mg/kg; 1i.p.).
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Figura 2 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de idade tratados com veiculo ou diazepam (DZP
0,75 mg/kg; i.p.). Cada valor representa a média + E.P.M. do Tempo
Permanecido no Aberto (TPA). N entre 10 a 13 animais por grupo. *
P<0,05 difere do grupo controle (Teste de Newman Keuls).
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A andlise de variéncia (ANOVA) mostrou diferengas
significantes considerando-se os fatores Sexo [F(1,162)=14,60;
P<0,0005], Idade [F(3,162)=18,12; P<0,00001] e interacdo Sexo X
Idade [F(3,162)=5,86; P<0,005] para o NET no estudo com DZP no LCE.

A tabela I, mostra a agdo do DZP sobre o NET em ratos machos
e fémeas com 60, 90, 120 e 150 dias de idade. Houve reducdo do NET
para machos com 90 e 120 dias e fémeas com 120 e 150 dias de idade
(animais injetados com veiculo). Ratos machos e fémeas com 90 dias
de idade apresentaram o NET estatisticamente diferente entre si. O
tratamento com diazepam (0,75 mg/kg) nédo alterou de modo
significativo o NET [F(1,162)=0,10; P=0,7417], mostrando pois que
nessa dose o DZP ndo altera a atividade motora dos animais nas
diversas idades e em ambos 0s sexos.

Em relagdo ao NEF, a andlise estatistica revelou alteracodes
significativas para Sexo [F(1,162)=20,92; P<0,0001], Idade
[F(3,162)=8,29; P<0,0005], Tratamento [F(1,162)=28,10; P<0,00001]
e na interacgdo Sexo x Idade [F(3,162)=3,63; P<0,05], sugerindo que
o comportamento desses animais no LCE depende do sexo, da idade e
do tratamento. Nos animais machos tratados com veiculo, o NEF,
também considerado uma medida de atividade locomotora (File, 1992),
nao variou. J& nas fémeas sob o mesmo tratamento essa medida foi
reduzida na idade de 120 dias quando comparado com as outra idades
(Tabela II). As diferencas sexuais para esta medida ocorreram entre
os animais tratados com o veiculo na idade de 60 e 90 dias e com
ratos injetados com diazepam na idade de 60 dias. O tratamento com
DZP reduziu o NEF para machos com 120 e 150 dias e para fémeas com

90 e 150 dias de idade.
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Tabela I - Numero de Entradas Totais (NET) no LCE.

Idade Machos Fémeas
Veiculo DZP Veiculo DZPp
60 11,7 + 1,7 12,1 * 1,5 14,6 + 0,7 16,7 * 1,2#
90 7,0 £ 1,3 9,5 + 1,7 17,2 + 1,54 13,2 + 0,9
120 7,5 £+ 0,9 6,5 1,3 5,8 1,1 7,6 1,4
150 10,4 + 1,4 10,9 = 2,0 11,1 £ 1,2 10,6 * 2,0

Os valores representam a média + E.P.M. A idade estd expressa em
dias. DZP=diazepam (0,75 mg/kg; i.p.). N entre 10 e 13 animais por
grupo. # P<0,05, comparando-se fémeas com machos na mesma idade e
tratamento (Teste de Newman Keuls).

Tabela II - Numero de Entradas no Fechado (NEF) no LCE

Idade Machos Fémeas
Veiculo DZP Veiculo DZP
60 5,6 0,7 4,5 £ 0,5 8,1 + 0,7¢# 7,3 £ 0,6#
90 4,4 + 0,7 3,7 £+ 0,9 8,6 + 0,5¢# 4,7 + 0,6%
120 4,9 =+ 0,6 2,9 * 0,6% 4,9 1,0 3,8 0,5
150 6,5 + 0,6 4,5 + 1,0% 7,1 + 0,6 4,7 + 0,7%

Os valores representam a média + E.P.M. A idade estd expressa em
dias. DZP=diazepam (0,75 mg/kg; i.p.). N entre 10 e 13 animais por
grupo. P<0,05: * comparando-se o tratamento na mesma idade e mesmo
sexo e # comparando-se fémeas com machos na mesma idade e
tratamento (Teste de Newman Keuls).
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Uma medida alternativa de ansiedade que pode ser obtida no LCE
€ o IC (Sandrini & Carobrez, submetido). ANOVA mostrou alteracdes
significativas para o IC considerando-se os fatores: Idade
[F(3,162)=10,79; P< 0,00005]7, Tratamento [F(1,162)=26,75;
P<0,00005] e Sexo x Idade [F(3,162)=3,68; P<0,05]. O IC aumentou
com o passar da idade, ou seja, animais adultos apresentaram o IC
maior do que os animais jovens (60 dias). Esse aumento em machos
observou-se a partir de 90 dias e em fémeas a partir de 120 dias de
idade (figura 3). Pode-se observar também uma diferenca entre os
sexos no IC. Assim, ratos machos com 90 dias, apresentaram o IC
superior a 0,6, enquanto que as fémeas na mesma idade inferior a
- 0,5. O tratamento com DZP reduziu o IC (Figura 3). Essa reducgdo foi
estatisticamente significativa para machos com 90 e 150 dias e para
as fémeas com 90 e 120 dias de idade.

O aumento da FEA e do TPA e a diminuigdo do IC pelo DZP neste
estudo é resultante da sua atividade ansiolitica, a qual deu-se
pela alteracao de preferéncia de entradas dos bragos fechados para

os abertos sem modificagdo da locomogdo total.
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Figura 3 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de idade tratados com veiculo ou diazepam (DZP
0,75 mg/kg; i.p.). Cada valor representa a média * E.P.M. do fndice
de Conflito (IC). N entre 10 a 13 animais por grupo. * P<0,05
difere do grupo controle (Teste de Newman Keuls).
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Experimento 2 - Efeito do pentilenotetrazol

2.1. Procedimento

O pentilenotetrazol (PTZ), uma droga largamente conhecida por
causar ansiedade em humanos e em animais (Emmet-Oglesby & Abdel-
Malek, 1990), foi testado no presente estudo como droga ansiogénica
padrdo. Neste experimento, os ratos agrupados de ambos os sexos com
60, 90, 120 e 150 dias de idade foram injetados com PTZ (20,0
mg/kg), e apés 15 minutos (Emmet-Oglesby & Abdel-Malek, 1990)
testados no LCE. A dose de PTZ e o tempo de pré-tratamento foram

selecionados de acordo com a literatura e estudo piloto.

2.2. Resultados

A FEA teve alteragdes relevantes indicadas pela ANOVA para a
Idade [F(3,167)=12,45; P<0,00001] e para ‘o) Tratamento
[F(1,167)=13,57; P<0,001] no estudo com pentilenotetrazol. Na
figura 4, pode-se ver que houve redugdo da FEA com o aumento da
idade Ppara machos (plano superior) e para as fémeas (plano
inferior), tratados com salina, comportamento semelhante ao
observado nos animais controles utilizados para o estudo com
diazepam. O tratamento com PTZ reduziu a FEA. A redugdo dessa
medida foi melhor observada em animais machos com 60 dias e fémeas
com 60 e 120 dias de idade. Estes dados confirmam a acgao

ansiogénica do PTZ.
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Figura 4 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de idade tratados <com salina ou
pentilenotetrazol (PTZ 20,0 mg/kg; i.p.). Cada valor representa a
média + E.P.M. da Freqiiéncia de Entradas no Aberto (FEA). N entre

10 a 12 animais por grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste
de Newman Keuls).
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ANOVA mostrou diferengas significantes para o TPA: Idade
[F(3,167)=22,24; P<0,00001], Tratamento [F(1,167)=32,00; P<0,00001]
e interacao Idade x Tratamento [F(3,167)=4,62; P<0,005]. Como ja
exposto acima, os ratos no LCE apresentam redugdées nas medidas
comportamentais de ansiedade: FEA e TPA com o aumento da idade.
Novamente esse fato pode ser observado para o TPA, veja na figura
5 (animais tratados com salina). O tratamento com PTZ (20,0 mg/kg)
reduziu o TPA e essa reducao foi melhor observada em machos até 90
dias e em fémeas até 120 dias de idade (figura 5).

ANOVA indicou diferengcas significativas para o Sexo
[F(1,167)=8,37; P<0,005], a Idade [F(3,167)=26,63; P<0,00001] e
para o Tratamento {F(1,167)=27,55; P<0,00005] para o NET. Na tabela
III, pode-se observar que machos e fémeas controles apresentaram o
NET reduzido a partir de 120 dias de idade. As diferencas no NET
entre machos e fémeas ocorreu aos 60 dias de idade para os animais
tratados com salina (Tabela III). O tratamento com PTZ (20,0 mg/kg)
reduziu o NET para machos e fémeas nas idades de 60 e 90 dias
(Tabela III). O NEF sofreu alteragdes significativas: Sexo
[F(1,167)=8,41; P<0,005], Idade [F(1,167)=13,64; P<0,00001] e
Tratamento [F(1,167)=5,56; P<0,05] segundo ANOVA.

0 IC foi alterado de modo significativo indicado pela ANOVA
para a Idade [F(3,167)=8,10; P<0,0005]}, Tratamento [F(1,167)=10,33;
P<0,005] e interagdes Sexo x Tratamento [F(1,167)=6,57; P<0,05],
Idade x Tratamento [F(3,167)=3,63; P<0,05] e Sexo x Idade x
Tratamento [F(3,167)=5,31; P<0,005]. Os animais tratados com salina
apresentaram elevagdo do IC com o aumento da idade (figura 6). O

tratamento com PTZ aumentou o IC nos diversos grupos de idade de
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Figura 5 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de 1idade tratados com salina ou
pentilenotetrazol (PTZ 20,0 mg/kg; i.p.). Cada valor representa a
média * E.P.M. do Tempo Permanecido no Aberto (TPA). N entre 10 a
12 animais por grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste de
Newman Keuls).
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Tabela III - Numero de Entradas Totais (NET) no LCE.

Idade Machos Fémeas
Salina PTZ Salina PTZ
60 13,7 + 0,7 10,0 * 1,1%* 17,8 * 0,8#% 13,0 = 0,9*
20 12,5 + 1,6 6,6 + 1,2% 15,5 + 1,0 9,3 + 1,3%
120 6,8 1,9 7,4 1,3 10,0 i 1,8 7,2 £1,3
150 8,4 0,8 5,3 0,7 6,2 + 1,5 6,1 + 1,0

Os valores representam a média + E.P.M. A idade estd expressa em
dias. PTZ=pentilenotetrazol (20,0 mg/kg; i.p.). N entre 10 e 12
animais por grupo. P<0,05: * comparando-se o tratamento na mesma
idade e mesmo sexo e # comparando-se fémeas com machos na mesma
idade e tratamento (Teste de Newman Keuls).

Tabela IV - Numero de Entradas no Fechado (NEF) no LCE.

Idade Machos _Fémeas
Salina PTZ Salina PTZ
60 6,7 + 0,5 6,4 + 0,6 8,6 £+ 0,5 8,9 + 0,7#
90 6,8 + 0,9 4,7 * 0,6% 8,8 + 0,44 6,2 = 0,8#*
120 4,6 £+ 1,0 4,7 * 0,9 5,6 £+ 0,8 5,3 +0,8
150 6,1 + 0,5 4,3 + 0,5 4,2 £ 1,0 4,5 0,7

Os valores representam a média +* E.P.M. A idade estd expressa em
dias. PTZ=pentilenotetrazol (20,0 mg/kg; i.p.). N entre 10 e 12
animais por grupo. P<0,05: * comparando-se o tratamento na mesma
idade e mesmo sexo e # comparando-se fémeas com machos na mesma
idade e tratamento (Teste de Newman Keuls).
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machos e fémeas. As diferencas estatisticamente significantes
ocorreram em machos com 60 e 120 dias e em fémeas até a idade de
120 dias.

A acdo ansiogénica do PTZ no presente estudo foi verificada

pela reducgéo da FEA e do TPA e pelo aumento do IC em ratos de ambos

0s sexos no LCE.
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Figura 6 - Comportamento no LCE de ratos machos e fémeas com 60,
90, 120 e 150 dias de idade tratados «com salina ou
pentilenotetrazol (PTZ 20,0 mg/kg; i.p.). Cada valor representa a
média + E.P.M. do Indice de Conflito (IC). N entre 10 a 12 animais

por grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste de Newman
Keuls).
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Partc B - Efeito do isolamento social no comportamento de ratos no LCE.

Experimento 1 - Isolamento social

1.1. Procedimento

Ratos machos e fémeas foram divididos ao acaso formando dois
grupos. Em um grupo os animais ficaram em gaiolas pldsticas (38 x
32 x 14 cm) em nimero de 8 a 10 animais, separados por sexo e, esta
condigdo foi chamada de agrupada (AGRU). Em outro grupo, machos e
fémeas foram isolados em gaiolas de arame (30 x 16 X 18 cm) durante
30 dias, a partir do 30¢ dia de vida, onde ndo podiam manter
contato fisico, embora os estimulos auditivos, visuais e olfatdrios
ndo foram suprimidos (Wright et al., 1991). Esta udltima condicéo
foi nomeada de grupo isolado (ISOL). Aos 60 dias de idade os
animais AGRU e os ISOL foram testados no LCﬁ 15 minutos apds

injegdo do veiculo do DZP.

1.2. Resultados

A andlise de variancia indicou diferencas estatisticamente
significantes a nivel de Condigéao (AGRU ou ISOL) para a FEA
[F(1,36)=15,03; P<0,001] e para o TPA [F(1,36)=16,70; P<0,0005].
Essas medidas foram reduzidas pelo isolamento social realizado
entre o 30° e 60¢ dia de vida para machos e para fémeas (Figura 7).

Ndo foram observadas diferencas sexuais induzidas por essa
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manipulacdo experimental sobre a FEA e o TPA.

A ANOVA mostrou diferencas significativas para o NEF na
condicdo [F(1,36)=17,04; P<0,0005] e no Sexo [F(1,36)=12,12;
P<0,005]. O isolamento social realizado entre o 30° e 60° dia de
vida nos ratos aumentou o NEF para machos. Também foram observadas
diferencas entre machos e fémeas. O NEF foi significativamente
diferente entre machos e fémeas AGRU e essa diferenga néo foi
observada quando comparou-se machos com fémeas ISOL (Tabela V).

O NET nédo foi alterado pelo isolamento social. Contudo foram
observadas diferencas significantes entre machos e fémeas
[F(1,36)=9,08; P<0,005]. O NET no LCE foi maior em fémeas do que em
machos AGRU (Tabela V).

O IC foi aumentado pelo isolamento social de modo significante
[F(1,36)=11,97; P<0,005]. Ndo foram observadas diferengas sexuais
sobre o IC para animais ISOL e/ou AGRU (Figura 8).

O isolamento social produziu um comportamento do tipo ansioso

nos ratos ISOL detectado pela reducdo da FEA e do TPA e pelo

aumento do IC.

37



Tabela V - Efeito do isolamento social sobre o Numero de Entradas

no Fechado (NEF) e o Nimero de Entradas Totais (NET) no LCE.

CONDICAO NEF NET

Machos Fémeas Machos Fémeas

AGRUPADOS 5,4 * 0,5 8,4 + 0,4# 10,2 + 1,2 15,1 * 0,7#

ISOLADOS 8,8 £+ 0,9%* 10,1 * 0,6 12,1 £ 1,5 14,3 * 1,2

Os valores representam a média * E.P.M. Animais com 60 dias de
idade. N=10 por grupo. P<0,05: * comparando-se condicdo e #
comparando-se fémeas com machos (Teste de Newman Keuls).
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exploratério de ratos machos e fémeas com 60 dias de idade no LCE.
Cada valor representa a média * E.P.M. para a Freqiiéncia de
Entradas no Aberto (FEA) e para o Tempo Permanecido no Aberto
(TPA). N=10 por grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste de
Newman Keuls).
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exploratério de ratos machos e fémeas com 60 dias de idade no LCE.
Cada valor representa a média * E.P.M. para o Indice de Conflito
(IC). N=10 por grupo. * P<0,05 difere do grupo controle (Teste de
Newman Keuls).
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Experimento 2 - Reagrupamento

2.1. Procedimento

Os animais utilizados no estudo do isolamento social foram re-
testados aos 90 dias de idade no LCE. Os animais AGRU permaneceram
agrupados entre o 60° e 90° dia de vida (dia do experimento) e os
ISOL foram reagrupados (REAG) durante esse periodo em gaiolas
plasticas separados por sexo. No dia do experimento foi injetados
nos ratos o veiculo do diazepam para uniformizagcdo metodoldgica e

15 minutos depois testados no LCE.

2.2. Resultados

ANOVA mostrou a existéncia de diferencas na FEA para a Idade
[F(1,36)=11,02; P<0,005] para ratos machos no estudo do
reagrupamento no LCE. Os animais AGRU apresentaram uma reducdo da
FEA aos 90 dias de idade (Figura 9, plano superior), confirmam as
diferencas observadas nos animais controles do estudo com drogas.
Essa diferenca nao foi observada entre ratos REAG com 60 e 90 dias
de idade.

As fémeas AGRU apresentaram as FEA semelhantes nas idades de
60 e 90 dias. ANOVA indicou diferencas na Condicgédo [F(1,36)=7,25;
P<0,05], ou seja, a FEA em fémeas REAG foi menor do que nas AGRU.
Deve-se notar a tendéncia para elevagdo da FEA no LCE apdés o

reagrupamento das fémeas (Figura 9, plano superior).
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Figura 9 - Efeito do reagrupamento apdés o isolamento social sobre
o comportamento exploratdrio de ratos machos e fémeas no LCE. Cada
valor representa a média * E.P.M. para a Freqgiiéncia de Entradas no
Aberto (FEA) e para o Tempo Permanecido no Aberto (TPA). N=10 por
grupo. P<0,05: # compara idade dentro da mesma condigdo e * compara
condicao dentro da mesma idade (Teste de Newman Keuls).
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Para o TPA, ANOVA indicou diferencas na Idade [F(1,36)=15,64;
P<0,001] e na Condigdo [F(1,36)=4,75; P< 0,05] para machos no
estudo do reagrupamento apés o isolamento social por 30 dias
(Figura 9, plano inferior). A ANOVA mostrou diferengas no TPA para
a Condigcdo [F(1,36)=5,32; P<0,05] para as fémeas utilizadas no
estudo do reagrupamento.

ANOVA indicou diferengas estatisticas para o NEF para machos:
Idade [F(1,36)=11,95; P<0,005] e interagdo Condigdo x Idade
[F(1,36)=11,95; P<0,005] e para fémeas: Condigdo [F(1,36)=17,14;
P<0,0005] e Idade [F(1,36)=8,07; P<0,01] no estudo do reagrupamento
apés o isolamento social. Os ratos machos AGRU entre 60 e 90 dias
apresentaram o NEF semelhantes. Contudo os animais REAG diferiram
nessa medida porque o isolamento social aumehtou o NEF e durante o
reagrupamento houve redugdo do mesmo (Figura 10, plano superior).
As ratas AGRU apresentaram o NEF reduzido aos 90 dias, quando
comparado com os animais de 60 dias. Também foi observado que as
ratas REAG tem o NEF maior do gque as AGRU (Figura 10, plano
superior).

O NET no LCE apresentou redugdes para machos com o aumento da
idade [F(1,36)=20,63; P<0,0005] (Figura 10, plano inferior). Para
as fémeas nao houve diferencas significativas, porém animais AGRU
mostraram uma reducdo no NET aos 90 dias de idade (Figura 10, plano

inferior).
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Figura 10 - Efeito do reagrupamento apés o isolamento social sobre
o comportamento exploratdério de ratos machos e fémeas no LCE. Cada
valor representa a média * E.P.M. para o Numero de Entradas no
Fechado (NEF) e Numero de Entradas Totais (NET). N=10 por grupo.
P<0,05: # compara idade dentro da mesma condig¢do e * compara
condicdo dentro da mesma idade (Teste de Newman Keuls).
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Em relagcao ao IC ANOVA mostrou diferencas para: a) machos a
nivel de Condigédo [F(1,36)=5,19; P<0,05] e de Idade [F(1,36)=10,47;
P<0,005]; b) fémeas a nivel de Condigao [F(1,36)=4,07; P<0,05]. O
IC em ratos machos AGRU sofreu elevagcao entre 60 e 90 dias de
idade. Esse fendémeno ndo foi observado para animais REAG porque o
IC dos animais com 60 dias ja& se encontrava elevado (Figura 11,

‘esquerda). No estudo com as fémeas ndo observou-se diferencas sobre

o IC (Figura 11, direita).
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Figura 11 - Efeito do reagrupamento apés o isolamento social sobre
o comportamento exploratdério de ratos machos e fémeas no LCE. Cada
valor representa a média * E.P.M. para o Indice de Conflito (IC).
N=10 por grupo. P<0,05: # compara idade dentro da mesma condicéo e
* compara condicdo dentro da mesma idade (Teste de Newman Keuls).
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Experimento 3 - Efeito do diazepam em ratos isolados

3.1. Procedimento

Ratos machos e fémeas foram isolados como descrito no item
1.1. da Parte B. Os animais ISOL no dia do experimento estavam com
60 dias de idade. Injetou-se veiculo ou diazepam (DZP 0,75 e 1,0

mg/kg; i.p.) nos animais e 15 minuots apds estes foram testados no

LCE.

3.2. Resultados

A FEA foi aumentada pelo tratamento com diazepam de modo dose-
dependente [F(2,54)=4,87; P<0,05] para os machos e para as fémeas
(Figura 12, plano superior). O TPA também foi aumentado pelo
tratamento com DZP [F(2,54)=4,59; P<0,05]. Para o TPA também foi
indicado pela ANOVA diferengcas sexuais ([F(1,54)=4,44; P<0,05]
(Figura 12, plano inferior). Estes dados sugerem que animais jovens
ISOL sdo sensiveis a agao ansiolitica do DZP.

A 'ANOVA mostrou diferencas sexuais para o NET [F(1,54)=17,75;
P<0,0005) e para o NEF [F(1,54)=17,38; P<0,0005] no LCE. O
tratamento com diazepam (0,75 ou 1,0 mg/kg) nado modificou de
maneira significante o NEF nem o NET (Tabela VI).

0 IC foi reduzido [F(2,54)=4,44; P<0,05] pelo tratamento com
DZP para ambos os sexos (Figura 13).

O DZP diminuiu a ansiedade dos animais isolados com 60 dias de

idade por aumentar a FEA e o TPA e reduzir o IC de modo dose
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dependente, efeito que nédo teve em animais agrupados da mesma

idade.

Tabela VI - Efeito do diazepam em ratos ISOL testados no LCE.

NEF NET
Machos Fémeas Machos Fémeas
VEICULO 8,8 + 0,9 10,1 + 0,6 12,1 + 1,5 14,3 £ 1,2
DZP 0,75 6,3 +1,0 11,6 * 0,6# 10,4 + 1,9 19,0 * 1,7#
DZP 1,0 7,8 1,0 10,3 + 1,1 12,4 + 1,5 17,9 + 1,6#

Os valores representam a média * E.P.M. NEF=numero de entradas no
fechado; NET=numero de entradas totais. Animais com 60 dias de
idade. DZP=diazepam (mg/kg; i.p.) N=10 por grupo. # P<0,05
comparando-se fémeas com machos (Teste de Newman Keuls).
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DISCUSSAO

No presente estudo observou-se, de um modo geral, que existem
diferencas dependentes da idade e do sexo sobre as medidas
comportamentais obtidas no teste do LCE para ratos Wistar. Essas
diferencas ocorreram com todos os parametros registrados, embora os
dados mais significativos referem-se a freqiécia de entradas (FEA)
e o tempo permanecido no aberto (TPA), que sdo as medidas
comportamentais relacionadas & ansiedade, nesse modelo animal. Com
relacdo a FEA e o TPA, observou-se que os ratos machos mostraram
reducgdo dessas medidas aos 90 dias de idade, enquanto que as fémeas
somente a partir de 120 dias, demonstrando a existéncia de
diferencas dependentes do sexo e da idade.

Imhof et al. (1993), ja haviam detectado diferencas de idade
e de sexo no LCE de modo semelhante as apresentadas, sugerindo que
0os animais jovens sdo menos ansiosos que os animais adultos nesse
teste independentemente do sexo. Diferencas entre machos e fémeas
também foram detectadas, demonstrando a importancia dos fatores
idade e sexo nesse teste, uma vez que os mesmos poderiam ser causa
de diferencas basais observadas no LCE.

E interessante observar que Johnston & File (1991) obtiveram
diferencas entre machos e fémeas em trés modelos animais de
ansiedade: o teste de interacédo social, o teste do LCE e o teste de
Vogel, utilizando ratos Hooded Lister com 63 ou 70 dias de idade.
No teste do LCE, as fémeas mostraram uma aversdo reduzida aos

bracos abertos comparando com ratos machos. Os autores sugeriram
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com esses dados dque se tenha precaugdo ao realizar-se a
interpretacdo dos resultados obtidos nos testes que usam animais de
ambos os sexos, porque a validagdo dos testes animais de ansiedade
em grande parte foi executada apenas com animais machos.

Os dados do presente estudo demonstraram a importéancia da
idade dos animais na avaliacdo do efeito ansiolitico de uma droga.
Assim, o DZP, droga com acdo ansiolitica em humanos e em diversos
modelos animais de ansiedade, e utilizado experimentalmente como
droga padrdo apresentou efeito diferencial de acordo com a idade
considerada. Em animais agrupados com FEA e TPA em torno de 40-50%
(animais jovens), o DZP ndo teve acgdo ansiolitica nitida, em
decorréncia do alto nivel observado nos controles. O efeito do DZP
foi melhor observado nos animais mais ansiosos, isto é, nos animais
mais velhos, dque apresentavam a FEA e o TPA reduzidos. O DZP
aumentou essas medidas sugerindo uma acgao ansiolitica. Estes
resultados sugerem portanto, que dependendo da idade pode-se obter
resultado falso negativo, ou seja, a droga tem atividade
ansiolitica mas sua agdo nao é detectada em virtude do efeito teto.

O NET, parametro considerado medida de atividade locomotora
(Pellow et al., 1985; Lister, 1987), atualmente sendo substituido
pelo NEF (File, 1992), variou com o aumento da idade e ndo foi
afetado pelo tratamento com DZP. Ja& o NEF, considerado medida
adequada para a locomogdo (File, 1992) foi diminuido pelo DZP. Com
esses dados pode-se dizer que o DZP apesar de nao afetar a
atividade motora, foi capaz de aumentar a preféncia de entradas dos
animais dos bracgos fechados para os abertos que é indicativo de sua

propriedade ansiolitica.

52



Masur et al. (1980) utilizando ratos de ambos o0s sexos e
diversas idades observaram no "open-field" que a primeira diferenca
comportamental sexo dependente para os ratos ocorre aos 60 dias de
idade. Nesse periodo os machos defecam mais e ambulam menos que as
fémeas. Em animais adultos Masur et al. (1980), detectaram menor
defecacdo em fémeas e menor ambulacao e "rearing" em machos ao se
comparar com ratos jovens.

Slob et al. (1986), também observaram diferengas em funcgao do
sexo no que se refere a ambulagao no teste do "open-field" para
ratos com 77 dias de idade mas ndo para aqueles com idade inferior.
Os autores sugeriram que essas diferencas foram dependentes de
horménios sexuais, uma vez que a castracao evitou o aparecimento
dessas diferencgas na ambulacdao dos ratos adultos.

Deste modo, os dados do presente estudo, embora obtidos com
outra metodologia concordam com a literatura (Masur et al., 1980;
Slob et al., 1986), que indica gque os animais adultos apresentam
atividade locomotora reduzida em relagdo aos animais jovens. Em
suma, os resultados obtidos utilizando-se a técnica "“open-field"
ndo diferem daqueles obtidos com o LCE quando se consideram as
diferengas de idade e de sexo.

Recentemente foi proposta uma medida complementar que pode ser
obtida no LCE. Essa medida utiliza o nuimero de entradas nos bracgos
abertos e o numero de tentativas de entradas nesses bracgos para
cdlculo do Indice de Conflito (IC)(Sandrini & Carobrez, no prelo).
Utilizando diversas classes de drogas, foili demonstrada a
especificidade e a sensibilidade do IC para compostos com atividade

ansiolitica conhecida. O IC é util na identificacdo de drogas

53



ansioliticas ou ansiogénicas e pela andlise do numero de tentativas
de entradas nos bracos abertos pode-se detectar efeitos sedativos.
Assim a redugdo do numero de tentativas de entradas nos bracos
abertos correlaciona-se com agdo sedativa da droga (Sandrini &
Carobrez, submetido).

Os dados do presente estudo sobre o efeito do DZP em reduzir
0 IC sao semelhantes aos resultados obtidos por Sandrini & Carobrez
(submetido). Porém, a agdo do DZP se evidenciou apenas em animais
adultos, onde o nivel basal do IC encontrava-se alto. Deste modo,
pode-se concluir pelos resultados obtidos que o efeito do DZP sobre
o0 IC é dependente da idade dos animais. O IC varia de maneira
inversa a FEA e ao TPA, embora em certos casos seja mais sensivel
que essas medidas (Rodgers & Cole, 1993; Sandrini & Carobrez,
submetido).

O pentilenotetrazol (PTZ), uma droga largamente conhecida por
causar ansiedade em humanos e em animais (Emmett-Oglesby & Abdel-
Malek, 1990), foi testado no presente estudo como droga ansiogénica
padrao. O PTZ é um bloqueador seletivo do canal de cloreto que esta
acoplado ao receptor GABA, e seu efeito resume-se na reducédo da
neurotransmissdo mediada pelo &cido gama-aminobutirico (GABA)
(Corda et al., 1992). Utilizando o PTZ como um modelo animal de
ansiedade, Emmett-Oglesby et al. (1990), demonstraram que essa
droga produz estimulos de carater ansiogénico, os quais séo
revertidos por drogas ansioliticas que atuam por mecanismos
GABAérgicos (Emmett-Ogleby & Abdel-Malek, 1990).

O PTZ reduziu claramente a FEA e o TPA em animais que

apresentavam medidas basais elevadas, ou seja nos animais jovens.
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O PTZ ndo teve efeito significativo nos animais adultos, uma vez
que essas medidas basais estavam baixas, produzindo um efeito solo.
O IC foi aumentado pela administracdo de PTZ e esse efeito foi mais
evidente em animais que apresentavam o IC basal reduzido. Desse
modo, o efeito ansiogénico do PTZ, nesse estudo foi observado pela
reducdo da FEA e do TPA e aumento do IC.

Os resultados obtidos e discutidos acima sugerem que a idade
e o sexo dos animais utilizados no teste do LCE para o estudo de
compostos com potencial agdo ansiolitica ou ansiogénica sejam
cuidadosamente padronizados.

O uso de ratos de ambos os sexos a partir de 120 dias de
idade, permite a deteccédo do efeito ansiolitico de drogas com maior
clareza, no teste do ILCE. Por outro lado quando se tem algum
indicio de que determinada substancia produza comportamentos do
tipo aversivo, a idade adequada dos ratos a serem utilizados é de
60 dias, visto que o nivel basal de ansiedade desses animais é
baixo, isto é, as medidas comportamentais obtidas no teste do LCE
estdo em torno de 50%. Assim, em nosso estudo, observou-se a
existéncia de efeito solo e teto dependentes da idade. Morato &
Castrechini (1989), observaram efeitos solo e teto em animais
adultos dependentes de outros fatores. Assim, a iluminagédo intensa
e o assoalho liso proporcionaram uma situacdo mais aversiva (efeito
solo). J4 a baixa iluminagcdo combinada com o assoalho revestido com
tela de arame produziram uma situagcdo menos aversiva aos ratos
(efeito teto).

Uma outra alternativa para se avaliar em animais jovens a agédo

de drogas ansioliticas é submeter esses animais aos isolamento
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social. Sabe-se que o isolamento social pode produzir alteracgodes
comportamentais e neuroquimicas (Garattini & Valzelli, 1981). No
teste do LCE, o isolamento social em animais Jjovens produziu
comportamento indicativo de estado ansioso (Morinan & Parker, 1985;
Parker & Morinan, 1986). Em vista disso, esse tipo de manipulagéo
foi utilizada no presente experimento para induzir nos animais
jovens (60 dias) uma maior reatividade emocional.

O isolamento social realizado em ratos por um periodo de 30
dias apdés o desmame, produziu uma redugdo na FEA e no TPA quando
comparados com os AGRU, sugerindo um aumento de ansiedade,
resultante do isolamento social. O NET nao foi alterado e o NEF
aumentou. Tal fato resultou na reducdo da FEA e do fPA dos animais
ISOL, sugerindo um efeito ansiogénico pela manipulacao efetuada. O
IC também foi modificado pelo isolamento social. Os animais
isolados apresentaram o IC elevado em relacdo aos animais controles
reforcando a hipétese do efeito ansiogénico do isolamento.

Os resultados obtidos como o isolamento social estdo de acordo
com a literatura, onde foi demonstrado que ratos isolados exploram
significativamente menos os bracos abertos do LCE do que os
respectivos controles (Parker & Morinan 1986).

Morinan & Parker (1985), observaram alteracgdes no "turnover"
de serotonina no hipocampo paralelamente com alteracodes
comportamentais em ratos isolados por 20 dias pds-desmame. Sabe-se
atualmente que o isolamento social produz alteracdes biogquimicas.
Por outro lado, a serotonina estd envolvida na neurobiologia da
ansiedade de uma maneira complexa (Deakin & Graeff, 1991). Assim é

possivel que as alteragdes comportamentais observadas no LCE em
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decorréncia do isolamento social, tenham relacdo com alteracgdes
funcionais da neurotransmissdo serotonérgica.

Em relagdo ao reagrupamento realizado apdés o© isolamento
social, observou-se que os animais machos aos 90 dias de idade
apresentaram as medidas obtidas no teste do LCE semelhante entre os
grupos REAG e AGRU. Contudo, para as fémeas reagrupadas observou-se
que a FEA e o TPA apresentaram uma tendéncia a elevagao, sugerindo
que o reagrupamento em fémeas oferece condigdes para a restauragao
do comportamento original obtido em fémeas AGRU.

Wright et al. (1991), também observaram gque a ressocializagao
de ratos apdés um periodo de isolamento ndo altera o perfil
ansiogénico dos mesmos no teste do LCE, indicando que as diferencgas
observadas podem ser decorrentes de mudancas permanentes que
ocorrem durante o desenvolvimento. Contudo, Maisonnette et al.
(1993), obtiveram resultados positivos com a ressocializagdo que
durou 24 horas apds um periodo de isolamento de 2 horas antes do
teste do ILCE. Nesse estudo os autores mostraram dque a
ressocializagédo reverteu o comportamento ansioso dos animais no LCE
talvez porque o isolamento social por 2 horas foi incapaz de
produzir alteragdes permanentes. Ja o presente estudo e o trabalho
de Wright et al. (1991) utilizando um periodo de isolamento maior
ocasionou mudangas irreversiveis pela ressocializagdo. Uma
alternativa para a ressocializacdo reverter o quadro relacionado a
ansiedade em nosso estudo seria executar o isolamento social por um
periodo menor e o reagrupamento antes dos 60 dias de idade, fase em
gue os animais apresentam uma espécie de brincadeira juvenil

(Potegal & Einon, 1989; Einon & Potegal, 1991), de grande
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importdncia no desenvolvimento do comportamento adulto.

O efeito do DZP em animais jovens apds o isolamento social foi
também investigado, uma vez que essa droga nado teve efeito
significativo em animais agrupados com 60 dias de idade (Parte A,
experimento 1). Como o isolamento social produziu um estado
comportamental relacionado a ansiedade formulou-se a hipétese de
que nessa situagdo uma droga ansiolitica teria efeito significante.
A administracdo de DZP nas duas doses empregadas, aumentou as
medidas comportamentais relacionadas a ansiedade no LCE para machbs
e fémeas isolados, refletindo desse modo uma acdo ansiolitica dose-
dependente, sem alterar o numero de entradas totais e o numero de
entradas nos bracgos fechados de maneira significatica. De modo
contrdrio, o IC foi reduzido de maneira dose-dependente, mostrando
assim o efeito ansiolitico do DZP em animais com 60 dias de idade
previamente isolados.

Morinan et al., (1992), verificaram que ndo had alteracédo do
numero de receptores benzodiazepinicos ou da afinidade pelos
ligantes no cértex frontal, no hipocampo, na amigdala e no cerebelo
de ratos socialmente isolados. Embora esses animais exploraram
menos e gastaram menos tempo no compartimento claro da caixa-claro
escuro apresentando assim um comportamento ansioso.

Em sintese, este estudo indica que: 1) animais jovens
agrupados sdo menos ansiosos do que ao animais adultos agrupados e
animais Jjovens isolados; 2) animais adultos agrupados ou jovens
isolados, os quais apresentam comportamento relacionado a ansiedade
devem ser utilizados para a pesquisa de drogas com potencial

atividade ansiolitica no teste do LCE em vista do nivel basal do
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comportamento desses animais; 3) a detecgdo do efeito ansiogénico
das drogas no teste do LCE deve empregar ratos jovens (até 60 dias
de idade) que tenham sido criados em grupo, porque esses animais

apresentam niveis basais de ansiedade reduzidos no LCE.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

CONCLUSOES

O comportamento de ratos Wistar no teste do LCE é dependente
da idade e do sexo dos animais e os animais adultos sédo mais
ansiosos do que os jovens;

O DZP, droga ansiolitica padrédo, reduz claramente a ansiedade
em ratos que apresentam a FEA e o TPA reduzidos (animais
adultos);

O PTZ, por outro lado, produziu maior efeito ansiogénico em
animais jovens, os quais tém FEA e o TPA em torno de 50%;

o} isolamento social em ratos produz alteracgodes
comportamentais relacionadas com ansiedade detectdveis no
teste do LCE;

Em nossas condigbes a ressocializacdo nao reverteu as
alteracdes comportamentais induzidas pelo isolamento social;
O DZP, nao teve efeito detectdvel no teste do LCE em animais
com 60 dias agrupados, mas apresentou atividade ansiolitica
(dose maior) em fémeas com 60 dias isoladas;

O teste do LCE é sensivel a compostos que modulam a ansiedade,
porém se faz necessdrio a selecdo da idade, do sexo e da

condicdo social para gque os resultados obtidos sejam

replicaveis.
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RESUMO

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) é um modelo
experimental de ansiedade utilizado para roedores. As medidas
comportamentais relacionadas com a ansiedade neste modelo séo a
freqiéncia de entradas e o tempo de permanéncia no aberto. Baixos
valores de ambas medidas indicam comportamento ansioso, enquanto
que altos valores indicam comportamento ndo ansioso. Adicionalmente
foi medido o numero de tentativas de entradas nos bragos abertos,
os quais s&o utilizados no cdlculo do Indice de Conflito (IC). O
nimero de entradas nos bracos fechados e o numero de entradas
totais avaliam a exploragdo geral dos animais. Ratos machos e
fémeas com 60, 90, 120 e 150 dias de idade foram testados no LCE,
apdés receberem diazepam (0,75 mg/kg) ou pentilenotetrazol (20,0
mg/kg; IP). Os animais tratados com diazepam exibiram um aumento na
frequéncia de entradas, no tempo de permanéncia, e redugdo do IC,
quando comparados ao grupo controle. Estes resultados foram
claramente observados em machos a partir de 90 dias e em fémeas a
partir de 120 dias de idade. O tratamento com pentilenotetrazol
reduziu a frequiéncia de entradas, o tempo de permanéncia, e
aumentou o IC, em machos até 90 dias e em fémeas até 120 dias de
idade. Estes resultados indicam que os dados obtidos com o diazepanm
ou com o pentilenotetrazol no LCE sédo dependente da idade. Também
sugerem que os efeitos de drogas ansioliticas sejam ensaiados em
ratos adultos (machos a partir de 90 e fémeas a partir de 120 dias

de idade) e os efeitos de drogas ansiogénicas em ratos jovens
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(machos e fémeas com 60 dias de idade). No segundo conjunto de
experimentos, ratos machos e fémeas foram separados e duas
condicbes sociais apdés o desmame, agrupados ou isolados, e
posteriormente testados no LCE. No experimento 1, animais isolados
(60 dias de idade) mostraram a freqiéncia de entradas e o tempo de
permanéncia no aberto reduzidos e o IC aumentado, gquando comparados
com os animais agrupados. Os resultados sugerem gque O isolamento
social em ratos induz comportamento relacionado a ansiedade que é
detectavel no LCE. No experimento 2, ratos isolados foram
reagrupados (durante 30 dias) e colocados no LCE com 90 dias de
idade, onde foi verificado que o reagrupamento néo apresenta
efeitos claros sobre as conseqiéncias do isolamento social. No
experimento 3, ratos isolados (60 dias de idade) tratados com
diazepam (0,75 e 1,0 mg/kg; IP) exibiram a freqiéncia de entradas
e o tempo de permanéncia maiores e o IC menor do gque O grupo
controle. Estes resultados sugerem que o isolamento social pode ser
uma condigao experimental util para teste de drogas
benzodiazepinicas em animais com 60 dias de idade no LCE. Em
conclusdo, o teste do LCE é sensivel a compostos dque modulam a
ansiedade, porém é necessdrio a selegdo da idade, do sexo e da

condicdo social para que os resultados obtidos sejam replicdveis.
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ABSTRACT

The elevated plus-maze test is a reliable animal model of
anxiety largely used for rodents. The behavioral measures related
to anxiety usually reported for this model are the number of
entries and the time spent on open arms. Low values of both
measures indicate anxious-related behavior, whereas higher values
indicate reduced anxious-related behavior. Additionally we measured
the number of tries towards the open arms to calculate the conflict
index (CI). The number of enclosed arm and the number of total arm
entries (open plus enclosed) were used to evaluate the overall
exploration. Male and female rats, with 60, 90, 120 and 150 days
of age were tested in the elevated plus-maze after receiving
diazepam (0.75 mg/kg) or pentylenetetrazole (20.0 mg/kg). Diazepam
treated animals exhibited an increase in the number of entries, in
the time spent on open arms, and a reduction of CI, when compared
to vehicle-control group. This result was clearer observed in male
rats starting at 90 days and in female rats at 120 days of age.
Pentylenetetrazole treatment reduced the number of entries, the
time spent on open arms, and increased the CI, in male rats up to
90 days and in female rats up to 120 days of age. These results
indicate that data obtained with diazepam or pentylenetetrazole on
the elevated plus-maze model show an age-dependent effect. Also
suggest that the effects of anxiolYtic drugs should be assayed in
adult rats (males, from 90 days on or females, from 120 days on)

and the effects of anxiogenic drugs should be assayed in young rats
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(males and females up to 60 days). In the second set of
experiments, male and female rats were housed after weaning in two
social conditions, grouped or isolated, and further tested in the
elevated plus-maze. In experiment 1, isolated animals (60 days old)
showed decreased number of entries, time spent on open arms, and
increased CI, when compared to grouped animals. The results suggest
that social isolation in rats induces anxious-related behavior
detectable in this model. In experiment 2, isolated rats were re-
grouped (during 30 days) and placed in the elevated plus-maze at 90
days of age. The results indicate that re-grouping condition does
not show a clear effect on the social isolation consequences. In
experiment 3, isolated animals (60 days old) treated with diazepam
(0.75 and 1.0 mg/kg IP) exhibited higher number of entries and of
time spent on open arms, and lower CI than control group. These
results suggest that social isolation might be a wuseful
experimental condition for testing benzodiazepine-like drugs in 60

days old rats in the elevated plus-maze apparatus.
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