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RESUMO

O fendmeno conhecido como Tolerancia a primeira exposicdo, do inglés
“One Trial Tolerance (OTT)”, vem sendo estudado durante os Gltimos
25 anos. Porém, os seus mecanismos subjacentes (neurobioldgicos,
moleculares, genéticos), ainda ndo foram totalmente desvendados. No
OTT, uma simples experiéncia no labirinto em cruz elevado (LCE)
reduz significativamente a acdo das drogas, que exercem um efeito
ansiolitico em roedores, quando estes sdo reexpostos ao teste. O estado
farmacol6gico dos roedores durante a primeira exposi¢do ao teste néo
influencia no desenvolvimento da tolerancia criada por esta primeira
passagem pelo LCE, e o fendbmeno, parece persistir mesmo com um
intervalo de duas semanas entre o teste e o reteste. No presente trabalho,
nos investigamos o OTT em ratos machos e fémeas, adultos, de duas
linhagens diferentes, SLA16 (SHR.LEW-Anxrrl6) e seu controle
isogénico SHR (Spontaneously Hypertensive Rats). Inicialmente foi
realizada uma caracterizagdo comportamental de todos os grupos
experimentais, sendo expostos durante cinco dias repetidos ao Teste
Triplo (TT) (experimento 1) ou ao LCE (experimento 2), em um estado
sem droga. Apds, nds avaliamos o OTT no TT, utilizando novamente
ratos machos e fémeas adultos das linhagens SLA16 e SHR, utilizando
doses baixas de midazolam (MD2Z), (experimento 3). Nossos resultados
para 0 experimento 1 sugeriram a auséncia de OTT em todos 0s grupos.
No experimento 2, os resultados sugerem que ao menos as fémeas
SLA16 apresentam total auséncia de OTT em um estado sem droga
quando testada também no LCE. Por fim, no experimento 3, foi
observado que em machos, nao ocorreu 0 OTT e em fémeas a auséncia
do OTT foi verificada nos dias 3 e 4. Portanto, o TT demonstrou ser um
teste comportamental Gtil para pesquisa de novos farmacos podendo ser
utilizado para triagem de drogas ansioliticas. Além disso, a linhagem
SLAI6, especialmente as fémeas, parece ser uma ferramenta genética
promissora para a pesquisa de novos farmacos, ou dos mecanismos
bioldgicos subjacentes ao OTT.

Palavras-chave: Midazolam, Teste Triplo, Labirinto em Cruz Elevado,
linhagens de ratos, ansiedade/emocionalidade.






ABSTRACT

The phenomenon known as "One Trial Tolerance” (OTT) has been
studied for the past 25 years. However, its underlying mechanisms
(neurobiological, molecular, genetic), have not been fully unraveled. In
OTT, a trial in elevated plus maze (EPM) significantly reduces the
action of drugs that exert anxiolytic effects in rodents, when they are re-
exposed into this test. The rodents pharmacological state during the first
test exposure does not influence the development of tolerance created by
this first trial in the EPM, and the phenomenon seems to persist even
with an interval of two weeks between the test and the retest. In this
study, we investigated the OTT in males and females, adults, of two rat
strains, SLA16 (SHR.LEW-Anxrrl6) and its inbred control SHR
(spontaneously hypertensive rats). Initially, we performed a behavioral
characterization of all experimental groups exposed them for five
repeated days into Triple Test (TT) (experiment 1) or EPM (experiment
2) in a drug-free state. After we evaluated the OTT in TT, again using
adult male and female SLA16 and SHR strains , using low doses of
midazolam (MDZ) (experiment 3). Our results for the first experiment
suggested the absence of OTT in all groups. In the experiment 2, the
results suggested that at least the SLA16 females have total absence of
OTT in a drug-free state, also when tested in the EPM. Finally, in the
experiment 3, males didn’t exhibited OTT what occurred on days 3 and
4 in females. Therefore, the TT proved a useful behavioral assay for
screening of new anxiolytic drugs. Furthermore, SLAL6 strain,
especially females, appears to be a promising tool for genetic research
on new drugs or biological mechanisms underlying the OTT.

Keywords: Midazolam, Triple Test, Elevated Plus Maze, rat strains,
anxiety/emotionality.
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1. INTRODUCAO

1.1 ANSIEDADE

Os transtornos de ansiedade tornaram-se nos Ultimos anos uma
das doencas mais prevalentes na populagdo mundial. Segundo a
Associacdo de Ansiedade e Depressdo de América (ADAA) 18% da
populacdo dos Estados Unidos é afetada por algum tipo de transtorno de
ansiedade (NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2014).
Ja no Brasil, aproximadamente 17% da populacdo sofre algum
transtorno emocional envolvendo a ansiedade (WHO, 2000). Segundo o
DSM V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 2013),
0s transtornos de ansiedade compreendem: ansiedade generalizada,
transtorno de pénico, agorafobia, transtornos comportamentais,
transtornos de ansiedade social, transtorno de estresse pos-traumatico,
transtorno de ansiedade de doencas, transtorno de perda (luto),
transtorno bipolar e depressivo, transtorno opositor desafiante,
transtorno psicotico e transtorno de personalidade.

A ansiedade é um tipo de emocdo bésica, experimentada por
todos nds ao menos uma vez na vida, como uma reacdo normal em
resposta a um estimulo aversivo. Porém, quando ela é manifestada com
maior frequéncia do que o normal, ou seja, quando sua manifestacéo é
persistente, ou ainda quando ela é desencadeada por situagdes
genuinamente ndo ameacadoras, 0s resultados sdo comportamentos néo
adaptativos e prejudiciais que afetam a qualidade de vida do individuo
(Doron e Parot, 1997; Blanchard et al., 2008; Izidio, 2009).

Uma abordagem bioldgica poderia definir a ansiedade como um
aumento das respostas fisiologicas e comportamentais apresentadas por
um individuo diante de uma situacdo potencialmente perigosa
(Blanchard et al., 2001a, Blanchard et al., 2001b). Enquanto que
farmacologicamente ela refere-se a um estado emocional expresso sob
condi¢des ambientais aversivas, que pode ser atenuado ou aumentado
pela administracdo de drogas ansioliticas ou ansiogénicas especificas,
respectivamente (Ramos e Mormeéde, 1998).

Embora as definigdes propostas acima sejam de aplicabilidade
na clinica humana, o trabalho “A expressdo de emog¢des em homens e
animais” (Darwin, 1872), descreve que ambos, homens e animais
compartilham o mesmo padrdo de respostas emocionais. Assim,
poderiamos estudar as respostas comportamentais defensivas (termo que



sera utilizado neste trabalho em vez de ansiedade) apresentadas pelos
animais frente a um estimulo aversivo, utilizando os resultados para
fazer um paralelo com a ansiedade exibida pelo homem.

As respostas comportamentais defensivas apresentadas por um
individuo frente a um estimulo aversivo podem ser classificadas em
respostas defensivas de medo e de ansiedade. Blanchard e Blanchard
(1988, 1989) demonstraram que estas respostas dependem do tipo de
ameagca, sendo as respostas defensivas de medo geradas por uma ameaca
real, presente; enquanto que as respostas defensivas de ansiedade
estariam associadas a situacBes de ameacas potenciais. Gray e
McNaughton (2000) incorporaram o conceito de “direcdo defensiva” as
ideias antes mencionadas, para uma melhor distingdo entre estes dois
tipos de respostas comportamentais. Neste novo conceito a ansiedade
conduz o individuo a se aproximar a situacdo ameagadora, para avaliar e
evitar a ameaca (avalia¢do de risco, esquiva passiva), enquanto o medo
conduz a se afastar (esquiva ativa) da situacdo. A distin¢do entre o tipo
de resposta defensiva apresentada por um individuo num determinado
momento e ante uma determinada situacdo deve ser cuidadosamente
avaliada, sobre todo considerando que desde um ponto de vista neural
ambas as reagOes de defesa compartilham um circuito neural integrado
gue compreende estruturas neurais do sistema hipotalamico de defesa,
amigdala, tdlamo, matéria cinzenta periaquedutal (MCP) e sistema
septo-hipocampal (Canteras, 2008; Carvalho Netto, 2009). Uma é&rea
que demonstrou ser ativada diferencialmente para ansiedade é o locus
coeuleus, podendo ser utilizado como um marcador especifico para
ansiedade (Chrousos e Gold, 1992).

Assim, de um ponto de vista farmacoldgico se reconhece que
pode haver dois tipos de comportamentos defensivos: os sensiveis a
drogas ansioliticas e 0s insensiveis aos ansioliticos. Blanchard e
Blanchard (1990a, 1993) demonstraram que quando roedores eram
avaliados numa bateria de testes para respostas defensivas relacionadas
ao medo nédo se observava uma diminuigdo destas respostas ao receber
um tratamento farmacoldgico com drogas ansioliticas. Porém, quando
0S animais eram expostos a uma bateria de testes para respostas
defensivas relacionadas & ansiedade os farmacos ansioliticos
demonstraram ser efetivos sobre comportamentos como avaliacdo de
risco (resposta defensiva de tipo ansioso) sem afetar respostas como
congelamento (resposta defensiva relacionada ao medo) (Gray e
McNaughton, 2000).



1.2 MODELOS GENETICOS ANIMAIS

Vérios autores propuseram o0 uso de grupos de animais
intraespecificos que diferem na sua base genética e suas respostas as
mudancas ambientais para investigar a base neurobioldgica de
transtornos psicoldgicos (Castanon e Mormede, 1994; File, 1991;
Trullas e Skolnick, 1993; Ramos et al., 1997). O intercruzamento de
linhagens contrastantes para a caracteristica de interesse, seguido do
estudo das geracdes segregantes, demonstrou ser um meio eficaz para
testar a relagdo entre parametros fisiolégicos e comportamentais
(Hendley et al., 1986; Castanon et al., 1995; Ramos et al., 1997).

Ramos e colaboradores (1997) testaram seis linhagens
isogénicas de ratos, chamadas assim por apresentar um alto grau de
homozigose entre seus individuos, em uma bateria de testes e
observaram que as linhagens LEW (Lewis) e SHR (spontaneously
hipertensive rats) contrastam para uma série de comportamentos
defensivos relacionados a ansiedade. Em todos os casos, 0s ratos SHR
apresentaram uma aproximagdo maior aos estimulos aversivos, ou seja,
um menor comportamento defensivo que os ratos LEW. Porém, este par
de linhagens, ao contrario de outros modelos genéticos propostos para o
estudo da emocionalidade ndo difere em sua locomocdo geral tanto em
ambientes novos como familiares (Flint et al., 1995; Ramos et al.,
1998). A variacdo fenotipica observada entre individuos é classicamente
atribuida @ soma de dois efeitos principais, genéticos e ambientais.
Assim, 0 comportamento contrastante destas linhagens pode ser visto
como o resultado da interacdo dos genes com os fatores ambientais
(Castanon et al., 1994, 1995; Ramos e Mormede, 1998).

Muitas das diferencas comportamentais observadas nas
populagdes sdo atribuidas a caracteristicas quantitativas. O componente
genético responsavel pelas diferencas destas caracteristicas sdo os alelos
gue se encontram em loci génicos denominados loci para caracteristicas
quantitativas (quantitative trait loci, ou QTLs) (Plomin et al., 1994;
Flint, 2003). Através das linhagens de ratos LEW e SHR foi descoberto
0 primeiro QTL para comportamentos relacionados a
ansiedade/emocionalidade em ratos. Esse QTL, se encontra localizado
no cromossomo 4, originalmente foi denominado Ofill (open field inner
locomotion 1), devido ao fato que foi observada a sua influéncia na
locomocgdo central no teste do campo aberto (CA), uma variavel
utilizada para medir ansiedade/emocionalidade (Ramos et al., 1999).
Atualmente a denominagdo deste loci foi mudada para Anxrrl6 (Anxiety
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related response QTL 16), e apresenta o segundo maior LOD score
(teste estatistico que estima a relacdo entre os fenétipos e os marcadores
moleculares) dentre os QTL para ansiedade/emocionalidade em ratos
(RAT GENOME DATABASE WEBSITE, 2015).

Com o intuito de aprofundar no estudo desta regido genémica
foi refinado o mapa do locus de interesse, através da construcdo de uma
linhagem congénica. As linhagens congénicas sdo desenvolvidas
mediante o cruzamento de duas linhagens isogénicas contrastantes para
um fenétipo ja conhecido. Assim, com o intuito de melhor compreender
os efeitos do QTL Anxrrlé sobre as respostas de
ansiedade/emocionalidade em roedores, uma linhagem congénica,
denominada SHR.LEW-Anxrrl6 (SLA16), foi construida no
Laboratério de Genética do Comportamento.

A construcdo da linhagem congénica SLA16 comegou com um
intercruzamento entre fémeas da linhagem LEW (doadora) e machos da
linhagem SHR (receptora). Apo6s, 0s animais produto deste
intercruzamento (geragdo N1- heterozigotos) foram retrocruzados com a
linhagem parental SHR, originando a geracdo N2. Este procedimento de
retrocruzamentos entre as novas geracdes e a linhagem parental SHR foi
realizado até a obtencdo da geracdo N10, sendo acompanhados os
retrocruzamentos com marcadores moleculares (microssatélites) com a
finalidade de fazer a transferéncia do locus Anxrrl6. Finalmente, na
geracdo N10 foram obtidos ¥ dos animais homozigotos para os alelos
da linhagem SHR, % heterozigotos e ¥ homozigotos para os alelos da
linhagem LEW nesse locus, dos quais os Ultimos foram selecionados
como 0s constituintes da primeira geracdo (N10F1) de animais da
linhagem congénica SLA16 (Fig. 1) (Pereira, 2010).
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Figura 1. Representacdo esquematica da producdo da linhagem congénica
SLA16. Retirado de De Medeiros, 2013.



Como resultado, obteve-se uma linhagem com um genoma
praticamente idéntico ao da linhagem SHR, exceto pela regido do locus
Anxrrl6 (Fig. 2) (De Medeiros, 2013). A caracterizagdo fenotipica de
SLA16 através de diferentes testes comportamentais demonstrou que
esta linhagem apresenta em geral um comportamento defensivo menor
do que a linhagem parental SHR, utilizada como controle. Portanto, o
estudo desta nova linhagem contribuirda ao entendimento de como os
genes contidos na regido gendmica correspondente ao locus Anxrrl6 e
as possiveis interagcdes dele com o background genético da linhagem
SHR influenciam nas respostas comportamentais defensivas
relacionadas a ansiedade (De Medeiros, 2013).
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Figura 2. Representacdo esquematica do genoma da linhagem
congénica comparada aos genomas das linhagens parentais. Retirado
de De Medeiros, 2012.



1.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os estudos comportamentais dos animais em aparatos
especificos constituem a espinha dorsal da pesquisa pré-clinica sobre a
neurobiologia dos transtornos psiquiatricos, e sdo empregados tanto para
investigar 0s mecanismos  subjacentes a eles (fisiologia,
neurotransmissdo, estruturas neurais envolvidas em doencas
psiquidtricas o neurodegenerativas), bem como ferramentas de triagem
na busca de novos agentes terapéuticos (Lister, 1990; Treit, 1994;
Rodgers et al., 1997).

Os estudos do comportamento defensivo podem ser definidos
como configuracbes experimentais controladas, em que o repertério
comportamental de um animal é usado para obter informacdes sobre a
ansiedade humana. Idealmente, o0 modelo de estudo dos animais deve
assemelhar-se a ansiedade humana em termos de seus sintomas, sinais
comportamentais, mecanismos bioldgicos e eficacia dos tratamentos
farmacol6gicos (Treit, 1985; Lister, 1990; Ramos, 2008). O sucesso de
qualquer teste comportamental é limitado pela caracterizacdo do
fendmeno que esta sendo representado (Lister, 1990).

Os testes comportamentais podem ser classificados como
modelos de respostas condicionadas ou ndo condicionadas a estimulos
aversivos capazes de provocar ansiedade em humanos. Embora os
modelos de condicionamento permitam um controle maior por parte do
experimentador sobre as bases comportamentais, muitas vezes eles
precisam expor 0s animais a privacéo de agua ou alimentos, o uso de
choque elétrico ou de tempos prolongados de formacao dos individuos.
Em contraste, os modelos que envolvem comportamentos nao
condicionados (espontaneos), como por exemplo, aversdo natural a
areas abertas, apresentam geralmente um maior grau de validez
etoldgica. Além disso, eles sdo menos susceptiveis a confusdo de
resultados de interferéncia, como aprendizagem/memoria, fome/sede ou
mecanismos nociceptivos e, permitindo assim a elaboracdo de um
"perfil comportamental” que abrange as expectativas das intervengdes
experimentais (Rodgers et al., 1997).



1.3.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Em 1955, Montgomery observou que quando se permitia que
um grupo de ratos explorasse um labirinto em forma de Y, que tinha
pistas abertas e fechadas elevadas a certa distancia do chdo, eles
apresentavam uma menor exploragdo dos bragos abertos em relagéo aos
bragos fechados. Entdo, ele levantou a hipdtese de que a estimulagdo
provocada pela novidade (o ambiente novo) produzia reagdes de conflito
entre medo e curiosidade, evidenciadas por comportamentos como
tendéncias a esquiva e aproximagdo, respectivamente (Montgomery,
1955; Montgomery e Monkman, 1955). Baseados nesse estudo, Handley
e Mithami (1984) desenvolveram um modelo de labirinto em cruz
elevado (LCE) parecido com o que existe hoje, como um teste
comportamental para o estudo das respostas defensivas relacionadas a
ansiedade. Esse labirinto, apds sofrer a modificacéo que lhe deu a forma
atual, foi validado comportamental, fisiolégica e farmacologicamente
para ratos, por Pellow e colaboradores (1985) e para camundongos, por
Lister (1990).

Assim, o LCE ¢é atualmente uma das ferramentas mais
importantes para o0 estudo das bases bioldgicas do comportamento.
Além de ser utilizado como uma ferramenta para visualizar os efeitos de
drogas ansioliticas/ansiogénicas (Handley e Mithani, 1984; Pellow et
al., 1985; Lister, 1990), sua utilidade hoje se espalhou para a
compreensdo das bases bioldgicas do comportamento defensivo
relacionado com o aprendizado e a memoria, dor, hormonios, adigéo e
abstinéncia, bem como varios subtipos de transtornos de ansiedade tais
como ansiedade generalizada, fobia e estresse pos-traumatico (File et
al., 1998; Carobrez et al., 2001, Bannerman et al., 2004). Ele também
tem sido utilizado com sucesso para definir as areas do cérebro
relacionadas com o medo/ansiedade (File et al., 1998; Carobrez et al.,
2001; Carobrez e Bertoglio, 2005). Além disso, podem-se salientar as
vantagens que apresenta sendo um teste barato, rapido, de simples
desenho, que apresenta sensibilidade bidirecional para drogas, e néo
requer procedimentos de treino longos ou uso de privagdo de
agua/comida ou choque elétrico (Pellow et al., 1985; Rodgers et al.,
1997).

Apesar de todos os fatores positivos apresentados pelo LCE,
Carobrez e Bertoglio (2005) sugeriram que é preciso aperfeicoar a
confiabilidade/sensibilidade do teste, para uma melhor compreensdo de
algumas questdes conceituais subjacentes a ele. Além de introduzir uma
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abordagem metodoldgica mais ampla para avaliacdo das respostas
comportamentais analisadas neste teste por meio de fatores como a
analise do comportamento de avaliagdo de risco (AR), o uso de andlise
minuto a minuto e o protocolo de teste/reteste quando este aparato €
utilizado precisam ser feitos.

1.3.2 FENOMENO DE “ONE TRIAL TOLERANCE” (OTT)

Os benzodiazepinicos (BZDs) sdo um grupo de farmacos
utilizados no tratamento da ansiedade e insdnia. Além do seu uso como
tranquilizantes e hipnéticos estas drogas tém utilidade como relaxantes
musculares, antiepilépticos e pré-anestésicos. No LCE, drogas
ansioliticas benzodiazepinicas aumentam seletivamente a exploragdo
nos bracos abertos, considerados naturalmente como areas aversivas do
aparato. Mais especificamente, elas aumentam significativamente a
porcentagem de tempo gasto (%TA) e o nimero de entradas (%EA) nos
bracos abertos, e reduzem comportamentos de avaliacdo de risco, sem,
no entanto, alterar a atividade exploratoria geral que é representada pelo
numero de entradas nos bragos fechados (Rodgers e Cole, 1994).

A tolerancia se desenvolve em ritmos diferentes para diferentes
efeitos comportamentais dos BZDs, desenvolvendo-se mais lentamente
para efeitos ansioliticos do que para efeitos sedativos ou
anticonvulsivantes (File, 1985). Evidéncias de que uma Unica
experiéncia ao LCE pode reduzir significativamente ou até abolir os
efeitos ansioliticos do BZDs clordiazepdxido (CDZ), em camundongos
e ratos, respectivamente, foram relatadas por Lister (1987) e File (1990)
e denominaram a este fenbmeno observado “Tolerancia a primeira
exposicdo” — do inglés One Trial Tolerance — (OTT).

Ou seja, o fendbmeno de OTT é caracterizado por uma
significativa reducdo no efeito ansiolitico dos BZDs durante a exposicéo
ao LCE quando os animais tiveram uma experiéncia anterior neste
mesmo teste (File et al., 1993; Gonzalez e File, 1997; Frussa Filho et
al., 1999). Ele parece ocorrer independentemente do estado
farmacol6gico dos animais durante a primeira exposi¢do, o intervalo
entre as exposicdes e dos materiais de que o LCE é construido (File,
1990; Rodgers e Shepherd, 1993; Cruz- Morales et al., 2002). O
fendmeno de OTT também foi observado para outros compostos que
aumentam a atividade do complexo receptor GABA-A, tais como,
barbitdricos e alcool, e que reduzem a atividade do complexo do
receptor de NMDA/glicina B, tais como MK - 801, HA-966 e
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memantina, assim como aqueles que ativam ou antagonizam o receptor
de serotonina tipo 1A (Bertoglio e Carobrez, 2003; Carobrez e
Bertoglio, 2005). Segundo File (1990), a experiéncia nos bragos abertos
é o fator crucial para a esquiva dos bracos abertos, enquanto que,
contrariamente, Holmes e Rodgers (1999) enfatizam a experiéncia
prévia nos bracos fechados. Porém, Bertoglio e Carobrez (2002)
sugeriram que a existéncia de dois ambientes com diferentes niveis de
aversdo (bracos abertos e bragcos fechados) é o fator chave para o
processo de esquiva aprendida neste teste.

Varias hip6teses tém sido propostas com o intuito de explicar a
ocorréncia do OTT, dentre as quais as mais destacadas sdo: redugdo do
conflito na reexposicdo; sensibilizacdo do medo (Rodgers e Shepherd,
1993; Cruz- Morales et al., 2002); alteragdo no sitio de ligacdo de BZDs
(File et al.,, 1992); habituacdo locomotora (Dawson et al., 1994);
mudanca qualitativa da natureza da resposta aversiva entre as
exposicBes de uma resposta incondicionada para uma esquiva aprendida
(Holmes e Rodgers, 1998); e o envolvimento do aprendizado/memodria
aversiva na mudanca da estratégia adotada em cada uma das sessdes de
exposicao ao LCE (File, 1993; Stern et al., 2008).

A auséncia de OTT foi observada em roedores nos seguintes
casos: administracdo de uma dose amnésica de CDZ (75 mg/kg) (File et
al., 1990), escopolamina (Bertoglio e Carobrez, 2004) ou propranolol
antes da primeira exposicdo ao teste (Stern et al., 2008); por meio de
alteracbes no tempo da sesséo de teste no LCE para 1 minuto (Dal-Col
et al.,, 2003) ou 10 minutos (File et al., 1993a), ao invés da sessdo
padrdo de 5 minutos; introducdo de um novo conflito motivacional -
estimulos aversivos associados aos bragos fechados: luz e vento quente
(Pereira et al., 1999); inativacdo temporaria da amigdala basolateral com
lidocaina apds a primeira exposicdo ao teste (File et al., 1998) ou do
hipotalamo dorsomedial, substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral
(SCPd) e hipocampo dorsal antes do reteste (File et al., 1999; Bertoglio
et al.,, 2006); bloqueio promovido na etapa de consolidagdo dessa
memoria, através da inibicdo da sintese proteica no hipocampo dorsal
com anisomicina (Gazarini, 2011); uma extensdo do intervalo inter-
teste para 28 dias (em vez dos habituais 24 h); e uma mudanga no
contexto da sala de teste (Schneider et al., 2011).
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1.3.3 TESTE TRIPLO (TT)

Estudos de correlacdo de dados obtidos usando diferentes testes,
além de serem contraditorios, muitas vezes indicam que ha pouca
correlagdo entre os comportamentos avaliados. Esta falta de correlacéo é
geralmente interpretada como um sinal de diferenca sobre os
significados psicobioldgicos dos varios testes (File, 1991; Ramos et al.,
1997; Ramos et al., 1998). Apesar da popularidade e uso generalizado
dos testes de comportamento defensivo relacionado a ansiedade, muitas
inconsisténcias sdo achadas nas respostas avaliadas, pesquisadores
concordam que nenhum dos testes existentes fornece uma medida de
ansiedade pura e indiscutivel da reatividade emocional, e que cada teste
individual avalia apenas uma fracdo do perfil emocional de um animal
(Lister, 1990; File, 1991; Ramos e Mormede, 1998).

Portanto, muitos autores acreditam que a utilizacdo de uma
bateria de testes comportamentais é melhor do que utilizar um Unico
ensaio. Da mesma maneira, para obter uma imagem confiavel e
significativa do perfil emocional de um animal, moldado por fatores
genéticos e ambientais, é preciso testd-lo em diferentes aparatos
comportamentais. Mas ao fazé-lo em momentos diferentes, nds néao
sabemos se as respostas que eles apresentam sdo devidas ao seu perfil
emocional variavel, ou devido as diferencas entre os testes (Ramos,
2008).

Com o intuito de resolver essa questdo, Ramos e colaboradores
(2008) sugeriram que um perfil emocional mais completo e confiavel de
roedores de laboratério pode ser obtido pela combinacdo fisica de
diferentes testes ndo condicionados existentes. Para fazer isso,
propuseram uma combinacdo dos trés testes mais amplamente utilizados
para avaliar comportamento defensivo de tipo ansioso, ou seja, 0 campo
aberto (CA), o labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa branca/preta
(CBP). O teste consiste em colocar o rato no centro do CA e permitir
gue este explore o aparato inteiro durante 15 minutos. Sendo o0s
comportamentos avaliados aqueles que sdo considerados para cada teste
individual. Assim, com este teste integrado, 0 experimentador seria
capaz de avaliar diferentes aspectos da emocionalidade
simultaneamente, evitando-se, assim, o0s efeitos indesejaveis da
experiéncia de testes prévios, os intervalos intertestes e a manipulacéo
dos animais entre eles.

Este novo teste, denominado Teste Triplo (TT), foi proposto
como um modelo de estudo do comportamento defensivo relacionado a
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ansiedade/emocionalidade e atividade motora em ratos e camundongos,
demonstrando ser sensivel a diferencas genéticas nas respostas
emocionais e aos efeitos farmacoldgicos das substancias ansioliticas e
ansiogénicas. Uma caracteristica interessante deste teste é que nédo foi
observado o fendmeno de OTT em ratos Wistar que receberam CDZ (10
mg/kg) e foram expostos durante 20 dias repetidos ao TT (Wehrmeister,
2010). Além disso, machos e fémeas de camundongos Swiss-Webster
foram testados no TT numa situacdo de teste e reteste, recebendo
também CDZ (1.0, 7.5 e 15.0 mg/kg), e foi observado que o efeito da
droga era independente do dia e ndo havia um efeito de tolerancia ao
BZD (Fraser et al., 2010; Hussin et al., 2012).

. 1.4 COMPORTAMENTO EMOCIONAL EM MACHOS E
FEMEAS

A grande maioria dos testes comportamentais esta baseada no
uso de roedores machos, muito provavelmente devido a presen¢a do
ciclo estral em fémeas e as suas flutuagcbes dos hormonios sexuais
pronunciadas, o que multiplica 0 nimero de fémeas a serem testadas.
Porém, esta preferéncia pelo uso de machos nos trabalhos de pesquisa,
ndo s esta limitando os resultados para um grupo de individuos, muito
diferente de fémeas, mas também prejudica as bases de dados que séo
extrapolados para as situagdes clinicas humanas. Onde é bem conhecido
que mulheres respondem de forma diferente a homens a varios
tratamentos medicamentosos (Horst, 2012).

Os hormonios sexuais femininos, estrégeno e progesterona,
influenciam a emocionalidade e cognicdo, contribuindo para as
diferencas comportamentais entre 0s sexos (Horst, 2012). Nas ratas, 0
ciclo hormonal dura de quatro a cinco dias e é composto por quatro
fases: estro (fase onde a progesterona encontra-se em seu nivel maximo,
corresponde a etapa de ovulacgdo) caracteriza-se por apresentar células
cornificadas e com intensa descamacdo; metaestro (fase entre os ciclos,
ndo ha um tipo de horménio predominante) com células diversificadas;
diestro (fase onde se inicia a acdo do estradiol alcancando a metade de
sua taxa maxima) onde as células possuem grande quantidade de
leucécitos e proestro (fase onde o estradiol alcanga o pico maximo)
caracterizado por possuir células grandes e nucleadas (Schwarts, 1969;
Carter, 1993; Kandel et al., 1995).

Fémeas de ratos e camundongos expressam um menor
comportamento defensivo que machos. As diferentes respostas
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comportamentais observadas sdo, em grande parte, devidas a reatividade
do eixo HPA (hipotalamo- hipofise- adrenal), a qual é diferente entre
machos e fémeas (Horst, 2012). Ratas tém geralmente niveis circulantes
basais de corticosterona, até quatro vezes maiores, em comparagdo com
0s machos (Galea et al., 1997; Bowman, 2004; Figueiredo et al., 2002).
Em resposta ao estresse, os niveis plasmaticos de vasopresina (AVP) e
adrenocorticotropina (ACTH) sdo aumentados (Le Mével et al., 1979;
Williams et al., 1985) e os niveis de corticosterona aumentam e
permanecem mais elevados em fémeas do que em machos (Kitay, 1961;
Pollard et al., 1975; Le Mével et al., 1979; Figueiredo et al., 2002).

Vaérios trabalhos relatam que ratas e camundongas apresentam
um menor comportamento defensivo e excitagdo em novos ambientes do
gue os machos (Adamec et al., 2006). Fémeas entram mais facilmente
nos bracos do LCE (Johnston e File, 1991; Rodgers e Cole, 1993;
Bowman et al., 2001). Também no CA, a area central deste aparato é
explorada mais extensivamente por fémeas que por machos (Kennett et
al., 1986). Além disso, camundongas passam mais tempo no
compartimento claro da CBP do que os machos (Adamec et al., 2006;
Voikar et al., 2001). Estudos utilizando fémeas ovariectomizadas
(OVX) as quais foram tratadas com estradiol, foram testadas junto com
seus controles numa bateria de testes, e como resultado foi observado
que as fémeas sob tratamento hormonal expressaram um menor
comportamento defensivo em relagdo as fémeas controle. Esses achados
sugerem que o0 estrogénio poderia estar modulando as respostas
comportamentais defensivas relacionadas a ansiedade, agindo como um
agente ansiolitico (Luine et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVAS E HIPOTESES

H& uma crescente necessidade por compreender o que
significam realmente as emogdes expressadas pelos animais quando séo
expostos aos testes comportamentais, para assim poder avaliar, testar e
até desenvolver novos farmacos que vdo ser empregados em terapias
utilizadas na clinica humana dos transtornos psiquiatricos. Com o intuito
de compreender melhor as respostas defensivas relacionadas a ansiedade
apresentadas por roedores, Ramos e colaboradores (2008)
desenvolveram o TT que permite uma andlise dos comportamentos
evitando efeitos indesejaveis da experiéncia de testes prévios, 0s
intervalos intertestes e a manipulacdo entre eles, como anteriormente
mencionado. Apesar do TT ja ter sido validado farmacologicamente
como modelo de estudo para comportamentos defensivos e de ndo ter
sido observado o fenbmeno do OTT em ratos Wistar testados
repetidamente sob tratamento com CDZ, permanecem as duvidas a
respeito da presenca ou auséncia deste fendmeno na avaliagdo
comportamental de outras linhagens no TT. Também permanece a
divida a respeito da presenca ou auséncia deste fendmeno apds
tratamento com um BDZ efetivamente utilizado na clinica humana.

Assim, nossa primeira hipotese levantada foi que ratos, machos
e fémeas da linhagem SLAL6 quando testados repetidamente no TT e no
LCE, independentemente de um tratamento farmacoldgico, néo
apresentariam o fendbmeno de OTT. Tornando-se assim, um modelo
genético animal adequado para a avaliagdo comportamental ou triagem
de farmacos ansioliticos sob o tratamento agudo, repetido ou cronico.

Além desta, nossa segunda hipdtese proposta € que ratos,
fémeas e machos das duas linhagens, SLA16 e SHR, testadas no TT
repetidamente, com diferentes doses do BDZ midazolam (MDZ), néo
desenvolveriam o fenébmeno de OTT.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia do Fendmeno de Tolerancia a Primeira
Exposi¢cdo (One-Trial Tolerance) no Teste Triplo e no LCE utilizando
uma linhagem congénica de ratos (SLAL16) e seu controle isogénico
SHR.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o comportamento de machos e fémeas das
linhagens SLA16 e SHR quando expostos repetidamente ao TT, na
auséncia de tratamento farmacolégico.

Caracterizar o comportamento de machos e fémeas das
linhagens SLA16 e SHR quando expostos repetidamente ao LCE, na
auséncia de tratamento farmacoldgico.

Avaliar os efeitos do tratamento repetido com o MDZ em
machos e fémeas das linhagens SLA16 e SHR quando expostos ao TT.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados um total de 100 ratos da
linhagem isogénica SHR (50 machos e 50 fémeas) e 100 ratos da
linhagem congénica SLA16 (50 machos e 50 fémeas), entre 12 e 16
semanas de idade. Todos os animais foram criados em nosso
laboratério, desmamados e separados por sexo com 28 dias de idade, e
colocados em gaiolas de polipropileno (41 cm x 34 cm x 16 cm de
altura) contendo cada uma 5 a 6 ratos por gaiola. Com agua e comida ad
libitum, sob um ciclo claro/ escuro de 12: 12 h (luzes acesas as 07:00h) e
temperatura mantida a 22+2°C. Os experimentos foram realizados entre
as 10:00h e as 18:00h. Os procedimentos realizados foram aprovados e
estio de acordo com as orientagdes do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal local (CEUA/UFSC, Protocolo N°PP00656).
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4.2. TESTES COMPORTAMENTAIS
421 TESTE TRIPLO (TT)

O TT (Figura 3) consiste na juncdo fisica dos trés aparatos
comportamentais, que serdo posteriormente descritos, que se encontram
conectados por aberturas localizadas nos bragos fechados do LCE, no
compartimento preto da CBP e uma abertura central em uma das
paredes do CA. O LCE encontra-se no centro do teste triplo, servindo
como conexdo entre o CA e a CBP. Assim, no TT temos o CA, onde
uma de suas paredes encontra-se conectada a um dos bragos fechados do
LCE por uma abertura central (10 cm de largura por 40 cm de altura)
que permite livre acesso a todo o labirinto e consequentemente a CBP.
Na extremidade do outro brago fechado do LCE ha uma abertura (10 x 7
cm) conectando-o a CBP. Essa abertura encontra-se no centro de uma
das paredes do compartimento preto da caixa, e, oposta a essa, existe
outra pequena abertura (7x7 c¢m) ligando os dois compartimentos da
CBP. O TT esta disposto a 52 ¢cm de altura do chdo para que as
caracteristicas aversivas dos bracos abertos do LCE sejam mantidas.
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Figura 3. O Teste Triplo é um aparato que integra trés testes classicos
que medem respostas defensivas relacionadas a ansiedade. Foto
retirada de: Ramos, 2008.
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4.2.2 CAMPO ABERTO (CA)

O aparato utilizado neste teste (Figura 4) é de madeira coberta
com férmica, consiste em uma arena branca, quadrada (100 x 100 cm),
dividida em 25 quadrados de 20 x 20 c¢cm (linhas divisérias pretas),
cercada por paredes também brancas, de 40 cm de altura. Os 16
quadrados adjacentes as paredes constituem a regido periférica do
aparato, enquanto os outros 9 formam a parte central.

Figura 4. O Campo aberto é um dos aparatos que compde o TT. Foto
retirada de De Medeiros, 2012.

4.2.3 CAIXABRANCA E PRETA (CBP)

O aparato utilizado no teste (Figura 5) é de madeira coberta
com férmica, é uma caixa retangular, dividida por uma parede em dois
compartimentos: um maior (27 x 27 x 17 cm de altura), branco e
fortemente iluminado, com o chdo dividido por linhas pretas em 9
quadrados (9 x 9 cm); e um menor (27 x 18 x 27 ¢cm de altura), preto,
escuro, com o chdo dividido por linhas brancas em 6 quadrados (9 x 9
cm), conectados por uma pequena abertura (7 X 7 cm) na parede
divisoria. A iluminacdo dos compartimentos foi feita através de
lampadas fluorescentes, uma branca (750 lux) e uma vermelha (20 lux).
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Ambas as ldmpadas de 40 W sdo localizadas 30 cm acima do piso do
aparato.

Figura 5. A Caixa branca/preta é um dos aparatos que compde o TT. Foto
retirada de De Medeiros, 2012

424 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O aparato (Figura 6) é de madeira coberta com formica preta,
apresenta quatro bragos, sendo dois abertos e dois fechados, dispostos
em forma de cruz (52 cm elevados do chdo, com 50 cm de comprimento
e 10 cm de largura). Os bracos fechados estando cercados por paredes
de 40 cm, enquanto os bragos abertos apresentam um anteparo de 1 mm
por 5 mm de altura. Os bragos sdo conectados por uma plataforma
central (10 x 13,5 cm) formada pela interseccdo dos quatro bragos.
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i:igura 6. O Labirinto em cruz elevado é um dos aparatos que compde o
TT. Foto retirada de De Medeiros, 2012.

4.3 DROGAS

A escolha das doses e quantidades empregadas foi baseada em
dados da literatura (Bertoglio e Carobrez, 2002) e em experimentos
prévios do nosso laboratério. Midazolam (MDZ; Dormire®, Cristélia,
Brasil) foi diluido em solugdo salina fisiolégica (NaCl 0,9%), e
administrado via i. p (1,0 mL/kg), 30 minutos antes do teste TT, nas
doses de 0,5 e 0,75 mg/kg. O grupo controle recebeu um volume de
salina de acordo com o peso do animal.

4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Experimento 1: Linhagens SLA16 e SHR expostas
repetidamente ao TT em auséncia de tratamento farmacoldgico

Durante cinco dias repetidos, os animais (10/linhagem/sexo)
foram expostos ao TT, sendo posicionados no centro do CA, e deixados
para explorar livremente os trés aparatos (CA, LCE e CBP) durante 15
min, sem nenhum tratamento farmacol6gico. Os seguintes parametros
comportamentais foram avaliados: locomogdo central (LC) e periférica
(LP), tempo gasto no centro (TC) e na periferia (TP) do CA, nimero de
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entradas (EA) e tempo gasto nos bragos abertos (TA) e nimero de
entradas (EF) e tempo gasto nos bragos fechados (TF) do LCE, tempo
gasto no compartimento preto (TCP) e branco (TCB) e nimero de
transi¢Bes (NT) da CBP. No final de cada sessdo de teste, o aparato foi
limpo com etanol 10 % e seco com papel toalha. Os comportamentos
foram registrados por trés microcdmeras localizadas acima do aparato e
monitorados por um experimentador treinado através de um sistema de
vigilancia em uma sala adjacente.

4.4.2 Experimento 2: Linhagens SLA16 e SHR expostas
repetidamente ao LCE em auséncia de tratamento farmacolégico

Durante cinco dias repetidos, os animais (10/linhagem/sexo)
foram expostos ao teste do LCE, sendo posicionados na plataforma
central deste aparato e deixados para explora-lo livremente o durante 5
min. Os seguintes parametros comportamentais foram avaliados:
nimero de entradas (EA) e tempo gasto nos bragos abertos (TA) e
fechados (TF), avaliacdo de risco (AR) e mergulho de cabeca (head
dipping) (MC). Foi realizada uma anélise geral e uma andlise do
comportamento minuto a minuto. No final de cada sessdo de teste, o
aparato foi limpo com etanol 10 % e seco com papel toalha. Os
comportamentos foram registrados por uma microcAmera localizada
acima do aparato e monitorados por um experimentador treinado através
de um sistema de vigilancia em uma sala adjacente.

4.4.3 Experimento 3: Linhagens SLA16 e SHR no TT
injetadas com MDZ repetidamente

Durante  quatro  dias seguidos, o0s animais (9-
10/linhagem/sexo/tratamento) receberam salina (NaCl 0,9%), MDZ 0,5
mg/kg ou MDZ 0,75 mg/kg, e retornaram para uma gaiola isolada. No
quinto e Ultimo dia ndo foi administrado tratamento farmacolégico, com
a finalidade de avaliar se 0s comportamentos dos animais seriam
dependentes da administracdo diaria do farmaco. 30 minutos apds a
injecdo, o animal era posicionado no centro do CA, e deixado para
explorar liviremente os trés aparatos do teste triplo (CA, LCE e CBP)
durante 15 min. Os mesmos pardmetros comportamentais do
experimento 1 foram aqui avaliados. No final de cada sessdo de teste, 0
aparato foi limpo com etanol 10 % e seco com papel toalha. Os
comportamentos foram registrados por trés microcameras localizadas
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acima do aparato e monitorados por um experimentador treinado através
de um sistema de vigilancia em uma sala adjacente.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. No
primeiro experimento e segundo experimentos foram realizadas
ANOVA de trés vias de medidas repetidas (fatores linhagem, sexo e
repeticdo). No terceiro experimento (TT com tratamento farmacolégico)
foi realizada uma ANOVA de trés vias de medidas repetidas (fatores
linhagem, tratamento e repeticdo), separadamente para cada sexo, nos
quatro primeiros dias, durante os quais todos 0s grupos experimentais
receberam tratamento farmacoldgico. Para analisar o quinto dia, no qual
nenhum grupo recebeu tratamento farmacoldgico, foi realizada a
ANOVA de duas vias (fatores linhagem e tratamento). Quando
necessario, as analises foram seguidas do teste post-hoc de Duncan. Os
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Todas as
andlises foram realizadas utilizando o programa Statistica® 7.0, e todos
os graficos foram produzidos com o programa GraphPad 5.0.

5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Linhagens SLA16 e SHR expostas
repetidamente ao TT em auséncia de tratamento farmacoldgico

No TT, dentro da area do CA, a ANOVA de medidas repetidas
revelou um efeito significativo para o fator sexo na medida: LC (F,
36=66,547, p<0,01; Fémeas>Machos). Também foi observada uma
interacdo entre os fatores linhagem e repeticdo na medida: LC (F,
144=2,7625, p<0,05), onde o post-hoc de Duncan mostrou que as
linhagens diferem em todos os dias (SLA16>SHR), menos no dia 5
(Figura 7a). Ainda ocorreu uma interacdo entre os fatores sexo e
repeticdo na medida: LP (F4, 144=8,7989, p<0,01), onde o post-hoc de
Duncan mostrou que as fémeas apresentam maior locomocdo que 0s
machos, exceto no dia 1 (dados ndo mostrados). Por fim, ocorreu uma
interacdo entre os fatores sexo, linhagem e repeticdo na medida: TC
(Fs, 142=2,4367, p<0,05), onde o post-hoc de Duncan mostrou que as
fémeas SLAL6 apresentaram maior tempo no centro que todos os outros
grupos somente no dia 1 (Figura 7b).
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Figura 7. (A) Locomogao central, ou (B) Tempo gasto no centro, das linhagens SLA16 e
SHR, machos e fémeas, durante 5 dias repetidos, no TT (n=10/linhagem/sexo/dia). As
linhas e simbolos representam a média * erro padrdo. Efeitos significativos revelados
pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas sdo apresentados no canto superior
esquerdo com o F e p correspondentes.

No TT, dentro da area do LCE, a ANOVA de medidas repetidas
revelou uma interacdo significativa entre os fatores sexo e repeticao
(Fa, 142y=8,6669, p<0,01) para EA e TA (F(4, 1449=5,7393, p<0,01). O teste
post-hoc de Duncan revelou que as fémeas da linhagem SLAL6
entraram mais vezes e passaram mais tempo nos bracos abertos que 0s
animais dos outros grupos durante os dias 3, 4 e 5 (Figura 8a e b).
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Figura 8. (A) Entradas ou (B) Tempo gasto nos bragos abertos, das linhagens SLA16 e
SHR, machos e fémeas, durante 5 dias repetidos, no TT (n=10/linhagem/sexo/dia). As
linhas e simbolos representam a média + erro padrdo. Efeitos significativos revelados
pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas sdo apresentados no canto superior
esquerdo com o F e p correspondentes.

No TT, dentro da area da CBP, a ANOV A de medidas repetidas
revelou um efeito significativo da interagdo entre os fatores sexo e
repeticdo para as medidas: TCB (F 4, 144=4,5788, p<0,01). O teste post-
hoc de Duncan revelou que os machos no primeiro dia do teste
apresentaram menor TCB do que 0s outros grupos (Figura 9).
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Figura 9. Tempo gasto no compartimento branco, das linhagens SLA16 e SHR, machos
e fémeas, durante 5 dias repetidos, no TT (n=10/linhagem/sexo/dia). As linhas e simbolos
representam a média + erro padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés
vias para medidas repetidas sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p
correspondentes.

5.2 Experimento 2: Linhagens SLA16 e SHR expostas
repetidamente ao LCE em auséncia de tratamento farmacoldgico

A andlise estatistica do LCE repetido também foi realizada
através de ANOVA de medidas repetidas, a qual revelou efeitos
significativos para o fator sexo nas medidas: TF (Fu 36=25,786,
p<0,01; Fémeas>Machos) e AR (Fgq 3=17,060, p<0,01;
Machos>Fémeas). O fator repeticdo apresentou diferencas
significativas para as medidas: EF (F(, 144=26,308, p<0,01), TF (F,
144):16,481, p<0,01), AR (F(4’ 144):4,0605, p<0,01) e MC (F(4‘
144=53,394, p<0,01). O teste post-hoc de Duncan revelou que todos o0s
grupos apresentaram menor nimero de entradas e tempo gasto no braco
fechado durante o primeiro dia em comparagdo com os outros dias
(dados ndo mostrados). Em relacdo a variavel AR este post-hoc indicou
uma maior expressdo deste comportamento nos dias 3, 4 e 5 em
comparacgdo aos dias 1 e 2 (Figura 10c). Por fim, foi revelado um
elevado nimero de MC durante o primeiro dia do teste em comparagéo
aos outros dias (Figura 10d). Foram encontradas interagBes entre os
fatores sexo e linhagem (F, 36=6,8925, p<0,05) para a variavel EA. O
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teste post-hoc de Duncan revelou que as fémeas SLAL6 entram mais
nesta area em comparagdo com as fémeas SHR, fato que ndo ocorre nos
machos, durante todos os dias (Figura 10a). Outra interacéo interessante
foi achada entre os fatores sexo e repeti¢éo (F, 144=5,0290, p<0,01)
para o TA, com machos e fémeas de ambas as linhagens passando mais
tempo nos bragos abertos do LCE no primeiro dia de teste, em
comparacao aos demais, segundo post-hoc de Duncan (Figura 10b).
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Figura 10. (A) Entradas e (B) Tempo gasto nos bracos abertos, (C) Avaliacéo de risco e
(D) Mergulho de cabega, das linhagens SLA16 e SHR, machos e fémeas, durante 5 dias
repetidos, no LCE (n=10/linhagem/sexo/dia). As linhas e simbolos representam a média
* erro padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para medidas
repetidas sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.
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5.3 Experimento 3: Linhagens SLA16 e SHRno TT
injetadas com MDZ repetidamente

5.3.1 Teste triplo (TT) - Machos

No TT, dentro da &rea do CA com machos, a ANOVA de
medidas repetidas revelou um efeito significativo para o fator repeticéo
nas medidas: LC (F(3, 159)29,4171, p<0,01) e TC (F(3, 159)=6,3092,
p<0,01). O teste post-hoc de Duncan mostrou que 0S animais
apresentaram maiores indices de LC nos dias 3 e 4 em comparagdo aos
dias 1 e 2 (Figura 11a) e menor TC no dia 2 em comparagao aos outros
dias (Figura 12a).

A ANOVA de duas vias revelou uma interagdo entre linhagem
e tratamento para a medida LC no quinto dia (F, 53=3,3847, p<0,05).
O teste post-hoc de Duncan mostrou que somente o0s animais da
linhagem SLA16 que foram tratados nos dias anteriores com MDZ 0.5
mg/kg apresentaram um maior indice de locomocdo, em comparagao
aos outros 2 grupos (Figura 11b).
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Figura 11. Locomog&o central dos machos SLA16 e SHR, controles (salina) ou tratados
com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer inje¢do no dia 5 (B), no TT
(n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a média + erro padrdo. Efeitos
significativos revelados pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas sdo
apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.
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padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas
580 apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.
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No TT, dentro da area do LCE com machos, a ANOVA de
medidas repetidas revelou um efeito significativo para o fator repeticéo
nas medidas; TA (F(3, 159)25,6557, p<0,01) e EF (F(3' 159)=7,8145,
p<0,01). O teste post-hoc de Duncan mostrou que no dia 2 os animais
passaram menos tempo nos bracos abertos (Figura 13a) e que no dia 1
fizeram menos entradas nos fechados, em comparagdo aos outros dias
(dados ndo mostrados). Também ocorreu um efeito do fator tratamento
nas medidas: TA (F, 53=7,9349, p<0,01) e EA (F, 53=9,1425, p<0,01).
O teste post-hoc de Duncan mostrou que os animais tratados com MDZ
passaram mais tempo (Figura 13a) e entraram mais vezes nos bracos
abertos (Figura 14a) do que os animais controle. Ainda ocorreu um
efeito do fator linhagem na medida: TA (F(1 53=14,006, p<0,01;
SLA16>SHR) (Figura 13a). Por fim, ocorreu uma interacdo entre
linhagem e repeticdo na medida: EA (F3, 159=2,8952, p<0,05). O teste
post-hoc de Duncan mostrou que as linhagens diferem (SLA16>SHR)
somente nos dias 2 e 4 (Figura 14a).

A ANOVA de duas vias revelou uma diferenca significativa
entre as linhagens para a variavel TA (Fu s3=15,644, p<0,01;
SLA16>SHR) e EA (F(, 53=11,355, p<0,01; SLA16>SHR) (Figuras 13b
e 14Db, respectivamente).
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Figura 13. Tempo gasto nos bragos abertos do LCE dos machos SLA16 e SHR, controles
(salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer inje¢éo no
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Figura 114. Entradas nos bracos abertos do LCE dos machos SLA16 e SHR, controles
(salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer injecéo no
dia 5 (B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a média + erro
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sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.

No TT, dentro da area da CBP com machos, a ANOVA de
medidas repetidas revelou um efeito significativo para o fator repeticéo
na medida TCP (F, 150=5,8138, p<0,01) (dados ndo mostrados). Foi
detectada uma interagdo entre os fatores linhagem e tratamento (F,
53=4,3638, p<0,05) para a variavel TCB. O teste post-hoc de Duncan
mostrou gque os machos da linhagem SHR aumentaram o TCB quando
receberam o tratamento de MDZ 0,5mg/kg, enquanto machos da
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linhagem SLAL6 diminuem o TCB quando recebem esta dose (Figura
15a). Essa mesma interacdo foi significativa para a variavel NT (F,,

53=4,0119, p<0,05) (dados ndo mostrados).
N&o foram encontradas diferengas signifi
dia com a ANOVA de duas vias (Figura 15b).
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Figura 15. Tempo gasto no compartimento branco da CBP dos machos SLA16 e SHR,
controles (salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer

injecdo no dia 5 (B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia).

As colunas representam a

média + erro padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para
medidas repetidas sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p

correspondentes.
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5.3.2 Teste triplo (TT) — Fémeas

No TT, dentro da &rea do CA com fémeas, a ANOVA de
medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator repeticdo nas
medidas: LP (F(gy 152)=4,0271, p<0,01), LC (F(3, 162)=3,7261, p<0,05) e
TC (Fs, 162=24,729, p<0,01). O teste post-hoc de Duncan revelou um
efeito significativo na LC (Figura 16a) e no TC para o primeiro dia do
teste (Figura 17a), onde os animais apresentaram maior locomogéo e
tempo gasto no centro neste dia. Para a variavel LP uma maior
locomocéo foi observada nos dias 1 e 3 em comparagdo com os dias 2 e
4, segundo o teste post-hoc de Duncan (dados ndo mostrados).

A ANOVA de duas vias detectou diferenca entre as linhagens
durante o quinto dia para a variavel LC (F 1, 54=6,3628, p<0,05). O teste
post-hoc de Duncan revelou que o grupo SHR que recebia a dose 0,75
mg/kg de MDZ apresentou menor locomogdo em relacdo aos outros
grupos (Figura 16b).
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Figura 16. Locomogéo central das fémeas SLA16 e SHR, controles (salina) ou tratados
com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer injecdo no dia 5 (B), no TT
(n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a média + erro padrdo. Efeitos
significativos revelados pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas sdo
apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.
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Figura 17. Tempo gasto no centro do CA das fémeas SLA16 e SHR, controles (salina)
ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer inje¢do no dia 5
(B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a média * erro
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No TT, dentro da area do LCE com fémeas, a ANOVA de
medidas repetidas revelou um efeito significativo do fator repeticdo nas
medidas: EF (Fs, 162=6,2281, p<0,01) e TA (F 162=16,763, p<0,01). O
teste post-hoc de Duncan mostrou um maior TA no dia 4 em
comparagdo aos outros dias (Figura 19a). Por fim, ocorreu uma
interacdo entre os fatores tratamento e repeticdo na medida: EA (F,
162=2,5009, p<0,05), onde os grupos que tinham recebido tratamento
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com MDZ aumentaram as entradas nos dias 3 e 4, segundo o post-hoc
de Duncan (Figura 18a).

Para o quinto dia a ANOVA de duas vias mostrou uma
diferenca significativa entre linhagens para a variavel EA (F
54=6,8290, p<0,05; SLA16>SHR) e TA (Fqu s4=4,6101, p<0,05;
SLA16>SHR) (Figuras 18a e 19b).
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Figura 18. Entradas nos bragos abertos do LCE das fémeas SLA16 e SHR, controles
(salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer inje¢do no
dia 5 (B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a média * erro
padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para medidas repetidas
sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p correspondentes.
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Figura 19. Tempo passado nos bragos abertos do LCE das fémeas SLA16 e SHR,
controles (salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer
injecdo no dia 5 (B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a
média + erro padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para
medidas repetidas sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p
correspondentes.

Na area da CBP do TT, as fémeas apresentaram um efeito
significativo no fator repeticéo para a variavel TCB (F(, 162=4,7551,
p<0,01). O post-hoc de Duncan indicou uma diferenga significativa no
TCB para o primeiro dia quando comparado aos outros dias (Figura
20a).
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A ANOVA de duas vias ndo evidenciou diferencas significativas
no quinto dia de teste (Figura 20b).
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Figura 20. Tempo gasto no compartimento branco da CBP pelas fémeas SLA16 e SHR,
controles (salina) ou tratados com MDZ, durante 4 dias repetidos (A), ou sem qualquer
injecdo no dia 5 (B), no TT (n=10/linhagem/tratamento/dia). As colunas representam a
média + erro padrdo. Efeitos significativos revelados pela ANOVA de trés vias para
medidas repetidas sdo apresentados no canto superior esquerdo com o F e p
correspondentes.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, nds objetivamos investigar a ocorréncia
do fendémeno de OTT (One-Trial Tolerance) no TT e no LCE,
utilizando uma linhagem congénica de ratos (SLA16) e seu controle
isogénico SHR. Nés observamos, que no experimento 1, os resultados
sugeriram que todos 0s grupos experimentais mantém suas visitas aos
bracos abertos, confirmando a auséncia de OTT. Estes resultados
sugerem que as linhagens por si s6 podem apresentar auséncia de OTT,
independentemente do estado farmacoldgico. O grupo de fémeas da
linhagem SLA16 chega até mesmo a aumentar o comportamento de
visitas aos bracos abertos da area do LCE, a partir do dia 3 (Figura 8).
Depois, n6s nos perguntamos se estes efeitos (experimento 1) séo
dependentes do TT ou também acontecem no classico aparato do LCE
(experimento 2). Os resultados do segundo experimento sugerem que
ao menos as fémeas SLA16 apresentam total auséncia de OTT em um
estado sem droga e mesmo no LCE (Figura 10). Assim, por fim, nds nos
perguntamos (experimento 3) se a auséncia do OTT encontrada no
experimento 1 seria observada quando administrada uma injecdo de
MDZ. Neste experimento observamos que em machos, ndo ocorreu o
OTT, pois o tratamento com MDZ funcionou nas duas linhagens e em
todos os 4 dias de exposi¢do ao aparato (Figuras 13 e 14). J4 em fémeas,
também no experimento 3, a auséncia do OTT pode ser verificada nos
dias 3 e 4 (Figuras 18 e 19). Desta maneira, nds confirmamos, neste
estudo, as nossas primeira e segunda hip6teses experimentais, parcial e
totalmente, respectivamente.

Experimento 1: Linhagens SLA16 e SHR expostas
repetidamente ao TT em auséncia de tratamento farmacoldgico

No experimento 1, foram observadas diferengas de
comportamento entre os sexos com fémeas de ambas as linhagens
andando mais no centro da area do CA, entrando e passando mais tempo
nos bragos abertos da drea do LCE em comparagdo com machos.
Também no primeiro dia de teste para a area da CBP machos passam
menos tempo no compartimento branco do que fémeas. Além disso,
fémeas SLA16 apresentam maiores escores nas areas aversivas do CA e
LCE (dias 3 e 4) em comparacdo aos demais grupos. Nossos dados
coincidem com os observados por De Medeiros (2012) durante a
caracterizagdo genotipica e fenotipica da linhagem SLA16 realizada
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para os testes individualmente. No referido estudo, animais de ambos 0s
sexos desta linhagem apresentam maior locomocéo central no CA,
entram mais vezes nos bracos abertos do LCE e as fémeas passam mais
tempo no compartimento branco do que machos na CBP em rela¢éo aos
animais da linhagem SHR.

E conveniente salientar que a caracterizagdo de ambos 0s sexos
da linhagem SLALG6 realizada por De Medeiros (2012) e mencionada
anteriormente foi realizada nos testes separadamente, e o protocolo
utilizado por ela foi de um dia, enquanto que neste trabalho nosso
protocolo consta de cinco dias repetidos. Porém, os dados do trabalho de
De Medeiros (2012) séo utilizados aqui devido a que ndo existem mais
pesquisas realizadas com ambos os sexos da linhagem SLA16 no TT.

A caracterizagdo de SLAL6 realizada no TT por De Medeiros
(2012) incluiu somente animais machos. Nela foram observadas
diferencas significativas em favor de SLA16 para as variaveis:
locomocgéo central e periférica na &rea do CA, nimero de entradas e
tempo permanecido nos bracos abertos da area do LCE e ndo foram
achadas diferencas significativas na area da CBP, quando comparada
com sua linhagem controle SHR. J& no nosso estudo quando foram
comparados 0s comportamentos entre 0s machos no TT, observou-se
gue a linhagem SLA16 apresenta maiores escores para todas as
variaveis medidas nas areas aversivas do teste em comparagdo com a
linhagem SHR.

As diferencas observadas entre sexos no nosso trabalho néo é
uma novidade, pois vérios trabalhos tém relatado que fémeas de
roedores apresentam um menor comportamento defensivo do que
machos, tendo sido observados comportamentos onde os bracos abertos
do LCE sdo mais visitados por fémeas que por machos, também no teste
do CA, fémeas apresentam uma maior exploragdo do centro e na CBP
passam mais tempo no compartimento claro do que machos (Kennett et
al., 1986; Johnston e File, 1991; Voikar et al., 2001; Tropp e Markus
2001; Adamec et al., 2006).

No nosso experimento, o fendbmeno de OTT ndo foi observado
para animais de ambos os sexos da linhagem SLA16. As diferencas
comportamentais observadas entre as linhagens SLA16 e SHR poderiam
ser devidas a presenga dos alelos da linhagem Lewis no locus Anxrrl6
do cromossomo 4 da linhagem SLA16, os quais teoricamente aumentam
a exploracdo de éreas aversivas (Ramos et al., 1999; Morméde et al.,
2002; lzidio et al., 2011). Inicialmente foi pensado que existia uma
diferenca na forma em que este locus influenciava o comportamento em
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machos e fémeas, tendo sido informado que os efeitos do locus Anxrrl6
estavam presentes s6 em fémeas (Ramos et al., 1999; Vendruscolo et
al., 2006a), s6 em machos (lzidio et al., 2011) ou em ambos 0S Sexos
(Mormeéde et al., 2002; Hameister et al., 2008). Nosso estudo sugere que
0 locus Anxrrl6 presente no cromossomo 4 da linhagem SLA16 afeta
ambos o0s sexos, sendo observada uma maior influéncia nos
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade apresentados por
fémeas.

Assim, os resultados de nosso primeiro experimento fizeram
com que nos questionemos se a linhagem SLAL6 poderia ser uma
linhagem que naturalmente nao apresentara OTT, convertendo-se assim
em uma linhagem com potencial uso na triagem de farmacos. Com o
intuito de responder a nossa pergunta foi realizado o experimento
repetido no LCE padrdo onde procuramos caracterizar o comportamento
desta nova linhagem em auséncia de tratamento farmacolégico,
relembrando que este fendmeno se apresenta independentemente do
estado farmacoldgico do animal durante a primeira exposicdo ao teste
do LCE.

Experimento 2: Linhagens SLA16 e SHR no LCE
repetidamente sem drogas

No experimento 2, LCE padrdo, uma diferenga relevante de
comportamento foi observada para fémeas da linhagem SLAL16 nos
pardmetros entradas e tempo gasto nos bragos abertos, mostrando
valores mais elevados para estas varidveis do que 0s outros grupos,
indicando claramente uma auséncia de OTT no LCE. No entanto, todos
0s outros grupos mostraram uma diminui¢do ou mantiveram os mesmos
comportamentos durante os 5 dias, dados coincidentes com a enorme
quantidade de artigos cientificos que mostram o desenvolvimento de
OTT depois de uma exposi¢do ao LCE (Lister, 1987; File, 1990; File et
al., 1993; Rodgers e Shepherd, 1993; Gonzalez e File, 1997; Frussa
Filho et al., 1999; Cruz-Morales et al., 2002; Bertoglio e Carobrez,
2002). Além das variaveis classicas analisadas no LCE, foram medidos
os parametros avaliacdo de risco e head dipping (mergulho de cabeca).
E ainda foi realizada uma andlise minuto a minuto como sugerido por
Carobrez e Bertoglio (2005). O parametro avaliagdo de risco aumentou
com o decorrer dos dias para ambas as linhagens, quando realizada a
andlise minuto a minuto foi observada uma tendéncia a diminuicéo deste
comportamento apés o primeiro minuto para todos os dias como
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sugerido por Holmes e Rodgers (1998), podendo representar uma
familiarizac&o inicial do aparato. Porém, durante o primeiro dia de teste
0 padrdo observado para avaliagcdo de risco diminui ap6s o primeiro
minuto, ndo coincidindo com a estabilidade desta varidavel para o
primeiro ensaio relatada por outros autores (Fernandes e File, 1996,
Rodgers, 1996). Duas hipéteses poderiam ser propostas para este tipo de
respostas, uma rapida familiarizacdo com o aparato ou um conflito entre
ansiedade/impulsividade gerado pelos dois ambientes desconhecidos
agindo em duas dimensfes comportamentais como sdo as respostas
defensivas e a exploragdo respectivamente. Em relacdo aos
comportamentos de head dipping, foram observadas correlagdes entre as
entradas nos bracos abertos e esta varidvel, diminuindo dito
comportamento junto com a diminuig&o das entradas nos bracos abertos.

Assim, os dados dos experimentos 1 e 2 confirmam a tendéncia
dos animais de ambos os sexos da linhagem SLA16 de apresentar
menores indices de emocionalidade do que seu controle isogénico SHR
como informado anteriormente por Pereira (2010), De Medeiros e
colaboradores (2013) e Junkes (2015). Em relacdo a auséncia de OTT
observada nas fémeas SLA16 no LCE em um estado sem droga, dois
fatores chaves devem ser analisados: a possibilidade do locus Anxrrl6
estar interferindo nos processos de aprendizado/memoéria e as
influéncias hormonais.

E bem conhecido que o fendmeno de OTT envolve processos
de aprendizado e memdria, tem sido informado que um prejuizo no
aprendizado causado pela administracdo de doses amnésicas de BDZs,
escopolamina ou propanolol antes do teste evitam o desenvolvimento de
OTT (File et al, 1990; Bertoglio e Carobrez, 2004; Stern et al., 2008),
assim como a inativacdo da amigdala basolateral ap6s o teste, a inibicéo
da sintese proteica no hipocampo dorsal, a inativacdo do hipotadlamo
dorsomedial, a substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral, que
afetam os processos mneménicos fazendo com que ndo se manifeste o
OTT (File et al., 1998; File et al, 1999; Bertoglio et al., 2005; Bertoglio
et al.,, 2006). Devido a estes dados da literatura cientifica poderia
pensar-se que existe uma diferenca na aprendizagem ou na memoria dos
animais SLA16 em relacdo aos SHR. De fato, dois QTL significativos
relacionados a aprendizado/memoria foram achados no cromossomo 4
dos ratos de uma F2 derivados de LEW e SHR (linhagens parentais de
SLA16) (Junkes, 2015). Também foram observados comportamentos
contrastantes em testes que avaliam memoria/aprendizado e
ansiedade/emocionalidade no trabalho de Junkes (2015). Ressaltando
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gue ambas as linhagens apresentaram diferencas de aprendizado apenas
nos testes que envolviam um componente emocional (Labirinto em Cruz
Elevado Modificado, Campo Aberto, Medo Condicionado). Porém,
esses dados foram obtidos a partir de estudos com machos da linhagem
SLA16 e experimentos avaliando memoria e aprendizado com fémeas
destas linhagens deveram ser realizados em nosso laboratério.

Em relacdo as influencias hormonais, como comentado
anteriormente, o fato de machos e fémeas apresentarem diferentes
respostas comportamentais frente a situacdes de estresse ndo é uma
novidade, a modula¢do das respostas comportamentais por parte dos
hormdnios sexuais € um campo de pesquisa ativo e a literatura nos
proporciona fundamentos para pensar que tal vez a auséncia de OTT
apresentada por fémeas SLAL6 possa estar influenciada pelo seu sistema
hormonal.

Devido ao uso de fémeas na pesquisa comportamental estar
limitado pelas flutuacdes hormonais que estas sofrem durante seu ciclo
estral poucos estudos sobre OTT utilizando fémeas sdo encontrados na
literatura, dentre eles lzidio e colaboradores (2005) realizaram uma
pesquisa sobre 0 OTT no LCE com animais de ambos 0s sexos das
linhagens LEW e SHR. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre machos e fémeas destas linhagens para ao
desenvolvimento de OTT neste trabalho, apresentando todos eles uma
diminuicdo nas entradas e tempo gasto nos bracos abertos do LCE,
comportamentos caracteristicos deste fendmeno.

Porém, estudos realizados com fémeas ovariectomizadas
(OVX) nos quais um grupo recebia tratamento de substituicdo de
estrdgeno relataram diferencas nas respostas comportamentais
observadas no CA e no LCE entre estas e seus controles. Fémeas OVX
controle mostram um comportamento defensivo maior do que fémeas
OVX que recebiam o tratamento com estrogeno, apresentando estas
Gltimas mais entradas no centro do CA e nos bracos abertos do LCE o
gue sugere que este hormonio estaria produzindo um efeito de tipo
ansiolitico (Walf e Frye, 2005, Luine et al., 2007).

Além disso, 0 estrogénio é reconhecido como um modulador do
sistema receptor gabaérgico para numerosas areas do SNC. De novo,
trabalhos realizados com fémeas OVX recebendo tratamentos com
estradiol resultaram em uma up-regulation dos receptores GABA,
aumentando os sitios de ligacdo destes receptores (Perez et al., 1986).
Fato interessante devido a que os farmacos BDZs se ligam nestes
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receptores, estudos envolvendo tratamentos farmacoldgicos no LCE
deverdo ser realizados no nosso laboratdrio.

Em conjunto, esses dados da literatura demonstram a
importancia da hipétese da influéncia hormonal, e estudos adicionais
deveram ser realizados no LCE com roedores das linhagens utilizadas
no presente trabalho para investigar a base da auséncia total de OTT
observada em fémeas SLALS6.

Experimento 3: Linhagens SLA16 e SHR no TT injetadas
com MDZ repetidamente

No experimento 3, machos de ambas as linhagens se
locomovem mais no centro da area do CA nos dias 3 e 4 em comparagao
com os dias 1 e 2. Estes dados concordam com os observados por
Werhmeister e colaboradores (2010) em machos Wistar quando estes
foram expostos ao TT sob tratamento com CDZ (10 mg/kg) por 4 dias
repetidos. Contrario a esses resultados encontrados em machos, as
fémeas das duas linhagens apresentam uma maior locomog&o e tempo
gasto nesta &rea no primeiro dia de experimento, quando comparado
com os outros dias. Dados da literatura informando as respostas
observadas no teste do CA quando este teste foi utilizado como um
paradigma para medir efeitos de drogas, relatam a existéncia de casos
em que os benzodiazepinicos ndo produziram efeitos visiveis (31% de
estudos) ou produziram efeitos ansiogénicos (13%). A variacdo
observada nos efeitos dos BDZs (entre ansiolitico e ansiogénico) pode
ser devida as doses utilizadas (sendo as altas doses indutoras de
sedacgdo), a diferencas nas espécies testadas ou nos procedimentos
experimentais empregados (Prut e Belzung, 2003).

Na area do LCE machos das duas linhagens tratados com MDZ
(0,5 e 0,75 mg/kg) mostram um maior nimero de entradas e tempo
gasto nos bragos abertos em comparagcdo com 0S grupos controle
durante os quatro dias de tratamento, enquanto que fémeas de ambas as
linhagens aumentam as entradas nos bragos abertos nos dias 3 e 4.
Novamente esses dados concordam com Werhmeister e colaboradores
(2010) que encontraram o0 mesmo resultado em machos Wistar no seu
experimento no TT com CDZ (10 mg/kg). Além disso, nossos
resultados concordam com Hussim e colaboradores (2012) que
demonstraram clara auséncia de OTT em camundongos no TT. Esses
resultados estariam confirmando a nossa hipdtese de que animais de
ambas as linhagens ndo apresentariam o fenbmeno de OTT quando
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testados repetidamente no TT sob tratamento com uma BDZ de uso
clinico (MDZ2).

Na area da CBP, machos da linhagem SHR passam mais tempo
no compartimento branco quando recebem a dose 0,5 mg/kg de MDZ, e
no caso das fémeas as duas linhagens passam mais tempo neste
compartimento no primeiro dia mostrando uma diminui¢do gradual do
tempo gasto aqui conforme passaram os dias. Auséncia de efeitos
ansioliticos de BDZs como diazepam (DZ) e CDZ foram relatadas por
Chaouloff e colaboradores (1997) quando utilizada a CBP no formato
“dark/light test”. Ou seja, quando o roedor é colocado primeiramente no
compartimento preto. Este efeito muda quando o animal é colocado no
compartimento branco primeiro observando-se efeitos ansioliticos na
direcdo esperada devido a mudanca no grau de aversividade que gera o
teste quando o rato é exposto inicialmente a area aversiva dele. No
formato em que a CBP é colocada no TT, o rato também entra em
contato com o compartimento preto primeiramente 0 que poderia estar
influenciando nos baixos efeitos ansioliticos observados para MDZ
neste estudo. Este mesmo efeito ja tinha sido observado por
Werhmeister e colaboradores (2010), e para melhor compreender o
observado estes autores realizaram um experimento no teste CBP
individual utilizando CDZ (0,5, 5 e 10 mg/kg) para determinar a
sensibilidade dele as BDZs, ndo achando diferencas quando o teste é
usado separadamente, pelo qual foi assumido que a CBP néo apresenta
sensibilidade significativa a BDZs. Assim, nos investigaremos, no
futuro, se a modificacdo da posi¢do da CBP, deixando-a no formato
“light/dark test” para o qual ja foram relatados efeitos ansioliticos
(Chaouloff et al., 1997; Hussin et al., 2012) podera alterar os resultados
encontrados no presente estudo.

Portanto, os resultados aqui observados nos permitem confirmar
a auséncia de OTT no TT observada anteriormente em ratos
(Whermeirster et al., 2010) e camundongos (Hussin et al., 2012). Os
resultados observados na area do LCE (para a qual foi caracterizado o
fendbmeno de OTT) em protocolos experimentais de teste- reteste, de
dias repetidos, ou exposicao cronica mudam no TT néo se observando o
fendmeno de OTT. Esta mudanca na interpretacdo do paradigma do
LCE pode dever-se a varios fatores que impedem o desenvolvimento a
tolerancia de BDZs. Alguns deles podem ser: devido ao uso de uma
dose sedativa da droga utilizada, as mudancas do tempo de exploragdo
do teste para 15 minutos, e a introducdo de uma situagdo de conflito no
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LCE para o animal (File et al., 1990; File et al., 1993; Dal- Col et al.,
2003; Pereira et al., 1999).

Em relacdo as doses de MDZ (0,5 e 0,75 mg/kg) utilizadas
neste trabalho, estas ndo apresentam caréater sedativo, pois nao foram
observadas aqui alteragbes no comportamento (diminuicdo na
locomogdo) que possam indicar dito efeito sedativo, sendo nossos
dados coincidentes com trabalhos que utilizando doses de 0,5 e 1,0
mg/kg de MDZ ndo relataram efeitos sedativos destas doses quando
utilizadas em experimentos de teste e re-teste no LCE (Bertoglio e
Carobrez, 2002).

Sobre o aumento do tempo utilizado no TT, foi testada,
demonstrada e discutida a quantidade de tempo que 0s animais passam
em cada teste, sendo encontrado em trabalhos anteriores um padréo
balanceado no tempo gasto em cada teste durante os 15 minutos. Esse
tempo foi estabelecido quando foi criado o modelo do TT por ser o
tempo que os roedores precisam para explorar todos os trés aparatos por
igual (Ramos et al., 2008, Werhmeister et al., 2010). Em um apéndice
ao final deste trabalho foram colocadas duas tabelas com os tempos
gastos em cada area que comp®de o TT nas quais se podem observar um
balance no tempo gasto em cada area durante os 5 dias de teste,
demonstrando-se a existéncia deste equilibrio de tempo gasto em cada
area do teste e além disso, descartando-se a hipdtese de um aumento na
entrada e o tempo gasto nos bragos abertos do teste em consequéncia de
um aumento do tempo gasto nesta area (LCE) com o decorrer dos dias.
Também foi observado e documentado o tempo gasto nas areas
aversivas e ndo aversivas do teste ndo se observando variagdes abruptas
entre os dias.

Dados da literatura indicam que o desenvolvimento de
tolerancia no LCE depende de um processo de aprendizagem aversiva, e
que o conflito de aproximacdo/esquiva gerado pela presenca de dois
ambientes, aversivo/ndo aversivo, é resolvido a medida que o animal se
familiariza com o aparato e aprende o perigo que representam 0s bragos
abertos para ele, por tanto, poderia ser argumentado que ante a presenca
de um teste de maior tamanho, que envolve varias areas consideradas
aversivas pelos roedores, eles precisariam de mais tempo para conseguir
resolver esse conflito e finalmente escolher a area aonde véo se sentir
mais protegidos (Rodgers e Shepherd, 1993; Bertoglio e Carobrez,
2000; Bertoglio e Carobrez, 2002; Bertoglio e Carobrez, 2003; Vargas
et al., 2006; Albrechet-Souzaet al., 2007, Roy et al., 2009).
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Finalmente, como é conhecida, a introducdo de estimulos
aversivos nos bragos fechados como, luz de grande intensidade, um
forte som, vento quente na primeira exposi¢do ao LCE, assim como a
apresentacdo de um objeto desconhecido no brago aberto ou alimento
dentro do ambiente no reteste, provocam auséncia de OTT na segunda
exposicdo ao aparato, assim a presenca do CA e a CBP nos extremos do
LCE poderia ser interpretada como estimulos novos que gerem certo
grau de aversividade adicional, mantendo o conflito de
aproximacao/esquiva (Pereira et al, 1999, Andreatini et al, 2003).

Resumindo, nossos resultados confirmam a auséncia de OTT,
independentemente do estado farmacolégico dos animais testados,
quando é utilizado o TT como postulado anteriormente por Whermeister
e colaboradores (2010).
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7. CONCLUSOES

A hipbtese de que ratos, fémeas e machos da linhagem SLA16
guando testados repetidamente no TT e no LCE, independentemente de
um tratamento farmacolégico, ndo apresentariam o fendbmeno de OTT,
foi parcialmente confirmada, pois apenas fémeas da linhagem SLA16
ndo desenvolveram este fendbmeno.

A segunda hipotese deste trabalho, de que ratos, fémeas e
machos das duas linhagens testadas no TT repetidamente, com
diferentes doses do BDZ midazolam (MDZ), ndo desenvolveriam o
fendmeno de OTT foi confirmada, pois todos os grupos testados sob
tratamento farmacolégico mostraram auséncia de OTT.

Sendo assim, o TT demonstrou ser uma ferramenta (Gtil para a
pesquisa de novos farmacos, desde que os animais testados no presente
trabalho ndo apresentaram o fendmeno de OTT, quando avaliados
repetidamente sob tratamento com MDZ.

Em relagdo as fémeas da linhagem SLA16 as quais ndo
apresentaram OTT quando testadas no LCE durante cinco dias
repetidos, nem oscilacBes comportamentais ao longo do ciclo estral,
podemos dizer que estas sdo uma interessante ferramenta genética a ser
considerada para a pesquisa farmacoldgica e a busca dos genes e
mecanismos bioldgicos envolvidos no OTT.
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9. APENDICE

9.1 Tempo gasto em cada aparato componente do Teste
Triplo durante o experimento 3

TESTE CA LCE CBP
TRIPLO
Machos Média EP Média EP Média EP
Controle
SHR 1 34550 34,84 285,00 2554 180,20 31,07
SHR 2 327,10 50,21 275,10 37,86 244,00 33,92
SHR 3 416,60 48,77 273,60 31,17 182,90 35,79
SHR 4 418,20 27,10 297,80 39,58 146,00 22,54
SHR 5 353,70 25,16 282,60 22,90 208,20 24,89
SLAl16 1 407,20 26,67 286,90 25,60 151,60 15,05
SLA16 2 333,10 41,28 282,80 33,80 249,20 46,07
SLA16 3 396,80 24,92 316,00 26,56 171,00 11,99
SLAL6 4 390,10 16,16 291,60 25,52 161,70 15,13
SLA16 5 318,20 28,65 311,20 26,67 218,10 37,53
Machos
MDZ 0,5
SHR 1 331,70 43,63 288,80 30,45 241,20 46,07
SHR 2 306,90 42,42 283,60 20,71 250,00 29,92
SHR 3 331,10 32,05 294,80 25,46 249,90 39,25
SHR 4 397,00 33,25 264,30 23,16 216,20 24,49
SHR 5 41430 59,04 246,40 37,67 219,80 41,15
SLAl16 1 322,10 33,37 321,40 30,32 14450 27,28
SLA16 2 305,00 40,01 400,90 33,36 145,10 23,73
SLA16 3 37340 27,28 345,60 23,30 121,40 18,70
SLA16 4 381,90 28,01 333,40 20,14 137,00 21,70
SLA16 5 432,30 24,99 288,80 20,93 143,40 15,86
Machos
MDZ 0,75
SHR 1 436,44 64,98 314,44 40,19 116,77 25,55
SHR 2 397,88 60,75 286,22 43,68 166,77 34,38
SHR 3 374,77 23,80 336,22 32,26 155,00 18,98
SHR 4 373,00 47,17 319,00 54,20 169,66 17,21
SHR 5 426,33 31,25 229,22 23,30 216,00 27,69
SLA161 351,70 14,24 325,70 23,11 182,20 27,81
SLA16 2 34490 2191 319,80 24,75 195,00 25,12
SLA16 3 350,60 27,74 34350 29,69 147,10 18,46
SLA16 4 346,90 33,94 389,60 28,13 119,70 17,70

SLA16 5 370,60 38,55 320,30 41,72 181,40 18,64
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TESTE CA LCE CBP
TRIPLO
Fémeas Média EP Média EP Meédia EP
Controle
SHR 1 34490 44,45 302,60 22,14 21590 27,70
SHR 2 33350 42,59 298,50 34,73 227,60 4287
SHR 3 44950 55,29 266,50 31,77 163,30 27,80
SHR 4 375,80 4441 301,40 46,01 195,40 18,15
SHR 5 374,00 52,37 296,70 31,04 202,70 39,80
SLAl16 1 403,20 21,66 304,80 31,84 199,80 26,49
SLA16 2 404,00 32,08 29550 44,93 193,30 30,61
SLA16 3 352,60 34,46 301,60 35,54 217,10 33,61
SLA16 4 363,90 41,60 325,50 44,00 180,70 25,34
SLA16 5 395,40 35,90 326,60 29,09 140,50 15,86
Fémeas
MDZ 0,5
SHR 1 370,90 43,15 288,00 28,59 241,20 38,29
SHR 2 339,70 53,71 257,40 47,26 276,00 38,03
SHR 3 400,40 45,40 287,60 50,98 190,40 30,25
SHR 4 364,20 48,68 334,30 44,28 187,40 20,07
SHR 5 399,30 44,90 265,00 3441 21050 31,38
SLAl6 1 422,10 32,71 28550 2545 205,90 36,21
SLA16 2 365,50 42,96 30540 4281 201,00 48,56
SLA16 3 365,50 49,58 344,30 38,01 137,50 13,18
SLA16 4 32250 42,02 416,30 39,12 153,80 18,44
SLA165 345,00 42,71 32340 4411 195,30 39,04
Fémeas
MDZ 0,75
SHR 1 406,50 44,80 272,40 28,46 24050 33,57
SHR 2 318,10 32,95 300,40 30,54 233,90 34,90
SHR 3 371,60 52,48 328,70 44,96 172,10 30,31
SHR 4 303,60 40,45 383,40 46,28 197,20 28,43
SHR 5 366,00 39,67 317,00 42,33 186,00 29,16
SLA161 412,40 4131 310,90 9,51 196,00 22,25
SLA16 2 328,70 40,49 302,60 34,66 160,90 19,82
SLA16 3 373,00 3515 356,80 33,51 134,10 14,82
SLAL6 4 321,60 44,32 356,50 39,76 190,10 30,31
SLA165 351,30 27,67 309,00 26,25 173,70 12,71

9.1. Tabela de tempo gasto em cada area do TT- Representa como média e erro padrdo
0 tempo que cada linhagem SLA16 e SHR, gastou em cada dia (1, 2, 3, 4 e 5) em cada
area do teste (CA, LCE, CBP).
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9.2 Distribuicéo do tempo gasto nas areas ndo aversivas e aversivas
do Teste Triplo durante o experimento 3

TESTE TRIPLO CONTROLE MDZ 0,5 MDZ 0,75

MACHOS
Area ndo Média EP Média EP Média EP

aversiva
SHR 1 666,50 36,34 706,90 31,13 697,55 38,36
SHR 2 715,90 32,30 702,80 23,55 751,00 40,32
SHR 3 747,80 19,06 691,10 20,96 712,33 22,20
SHR 4 729,20 28,44 707,90 29,39 702,00 28,16
SHRS 696,70 26,05 76310 2240 72988 2327
SLAL6 1 661,80 2391 61210 44,78 62850 14,75
SLAL6 2 71970 2555 69470 4116 661,20 31,20
SLA16 3 710,00 22,67 630,90 35,64 604,70 46,45
SLA16 4 651,60 17,99 637,10 32,55 585,30 44,73
SLA165 676,10 30,15 681,50 3742 688,00 23,35

Area aversiva

SHR 1 144,20 20,71 154,80 17,08 170,11 32,95
SHR 2 130,30 29,72 137,70 15,27 99,88 30,26
SHR 3 125,30 22,47 184,70 20,75 153,66 21,46
SHR 4 132,80 20,87 169,60 21,04 159,66 25,01
SHRS 14780 17,06 117,40 14,46 14166 18,87
SLAL6 1 18390 1047 17590 22,38 231,10 11,14
SLAL6 2 14540 20,25 156,30 39,75 19850 2781
SLA16 3 17380 21,72 20950 31,76 23650 27,72
SLAL6 4 191,80 2148 21520 3091 27090 29,60
171,40 16,90 183,00 32,37 184,30 22,99

SLAL6 5
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TESTAE TRIPLO CONTROLE MDZ 0,5 MDZ 0,75
EEMEAS
Area ndo Média EP Média EP Média EP
aversiva
SHR 1 695,90 37,77 722,40 26,23 694,40 37,11
SHR 2 736,50 22,75 745,20 20,87 720,90 15,86
SHR 3 778,00 23,92 707,90 29,15 681,20 23,67
SHR 4 708,50 33,08 684,90 30,96 650,00 3281
SHR 5 731,30 40,18 730,40 41,72 711,50 21,84
SLA16 1 664,00 14,88 712,70 32,80 681,30 4153
SLAL6 2 70360 31,15 66510 37,73 58560 45,16
SLA16 3 691,30 26,24 630,70 44,25 618,00 22,95
SLAL6 4 64830 27,13 60330 23,96 61480 3348
SLA165 665,20 26,72 658,90 35,68 638,90 35,89
Area aversiva
SHR 1 167,50 26,19 177,70 16,87 225,00 16,12
SHR 2 123,10 23,29 127,90 23,48 131,50 15,89
SHR 3 101,30 20,17 170,50 26,91 191,20 22,37
SHR 4 164,10 35,56 201,00 34,04 234,20 29,52
SHR5 142,10 29,88 144,40 24,40 157,50 22,20
SLA16 1 243,80 19,90 200,80 32,03 238,00 15,39
SLA16 2 177,40 15,49 206,80 34,34 206,60 20,54
SLA16 3 18000 3137 21660 26,00 245,90 19,75
SLA16 4 221,80 28,86 289,30 28,20 253,40 27,55
SLA16 5 197,30 23,49 204,80 36,02 195,10 18,72

9.2. Tabela de tempo gasto nas areas ndo aversivas e aversivas do TT- Representa
como média e erro padrdo o tempo que cada linhagem SLA16 e SHR, gastou em cada dia
(1, 2, 3, 4 e 5) nas areas ndo aversivas (area periférica do CA, bragos fechados do LCE e
compartimento escuro da CBP) e nas &reas aversivas (area central do CA, bragos abertos
do LCE e compartimento branco da CBP) do TT



