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RESUMO

Modelos animais tém sido muito utilizados no estudo de mecanismos neuropsicologicos que
envolvem os transtornos da ansiedade, assim como o efeito comportamental de novos
compostos ansioliticos. Porém, estudos de animais com diferentes niveis de ansiedade nao
tém sido muito utilizados. O presente estudo avaliou os efeitos comportamentais da
administracdo sistémica do ansiolitico serotonérgico ipsapirona em ratos com altos, normais
e baixos niveis de reacoes de defesa submetidos a dois diferentes testes de ansiedade: o
labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste de condicionamento da resposta de congelamento
(CRC). Para isso, foram utilizados animais de duas gerac¢des consecutivas de linhagens que
vém sendo selecionadas de acordo com sua resposta de congelamento no teste de CRC no
laboratério de psicologia da PUC-RJ, denominados Carioca de Baixo Congelamento (CBC)
e Carioca de Alto Congelamento (CAC). Os resultados do teste de CRC indicaram
diferengcas comportamentais entre os animais controle e as linhagens selecionadas
geneticamente, onde a linhagem CAC mostrou niveis de ansiedade mais elevados. Tais
resultados nao se repetiram no LCE, apesar de ter sido identificada uma tendéncia para tal.
A ipsapirona administrada agudamente teve efeito ansiogénico e mais significativo na
linhagem CBC. Adicionalmente, a resposta ao tratamento farmacoldgico foi
significativamente influenciada pelo nivel de ansiedade dos animais. Os resultados obtidos
no presente trabalho indicam um possivel efeito diferencial da droga sobre as linhagens
desenvolvidas no teste de CRC, que pode estar relacionado ao nivel de ansiedade
especifico dos ratos testados. Além disso, o uso de animais selecionados geneticamente
pode ser uma importante ferramenta no desenvolvimento de novos compostos

ansioliticos/ansiogénicos.

Palavras-chave: ansiedade, serotonina, modelo genético, tragco comportamental, ipsapirona



ABSTRACT

Animal models have been extensively employed to study the neuropsychological
mechanisms underlying anxiety disorders, as well as the behavioral effects of putative/novel
anxiolytics. However, little attention has been given to the use of animals with different
anxiety-like traits. In the present study, male Wistar rats of two consecutive generations,
selectively bred for either high or low anxiety-like behavior, were submitted to either a 5-
HT,a-receptor agonist ipsapirone (2,5mg/Kg; i.p.) or saline (i.p.) treatment and tested in the
conditioned freezing procedure and in the elevated plus maze (EPM). The rat lines were
developed according to their fear-induced context-conditioned freezing behavior at the PUC-
RJ laboratory and were named Carioca de Alto Congelamento (CAC) and Carioca de Baixo
Congelamento (CBC), with high and low levels of freezing, respectively. The animals reacted
differently, according to the anxiety-like trait, in the conditioned freezing test, with a
significant increase in freezing behavior in the CAC rats. Differences in the EPM test were
not significant but followed the same trend as for the previous test: CAC animals showing
higher levels of anxiety behaviors than CBC rats. Acute ipsapirone administration
significantly increased anxious-like behavioral parameters, with a more accentuated
response in the CBC rats. In addition, response to the drug treatment was found to be
significantly influenced by the level of anxiety. Taken together, the present results indicate a
possible differential effect of the drug on the different strains of rats in the conditioned
freezing procedure, which may be related to the specific high/low anxiety-like trait in the
animals tested. Furthermore, the use of selectively bred animals may provide a unique

approach for screening novel anxiolytic/anxiogenic compounds.

Key-words: anxiety, serotonin, genetic model, trait, ipsapirona.



1. INTRODUCAO



Todo animal esta sujeito a diversas ameacgas e pressdes do seu meio, seja por um possivel
predador ou por uma tarefa a ser cumprida a tempo. Para superar tais situacdes, seu
organismo €& capaz de se adaptar, resultando, por exemplo, em um estado emocional mais
apropriado aos estimulos ambientais presentes. Entre as emogdes mais evidenciadas frente
a situagdes desta natureza destacam-se o medo e a ansiedade (Calabrese e cols, 2007). O
primeiro ocorre principalmente quando a integridade fisica do individuo esta sob risco
iminente de um estimulo/situacdo definido, enquanto o segundo é caracterizado por um
perigo potencial, ndo tdo evidente ou n&o conscientemente percebido (LeDoux, 1998).
Ambos parecem estar intimamente associados, estando inclusive o circuito neural do medo
envolvido em alguns tipos de ansiedade (LeDoux, 1998).

O medo e a ansiedade sdo emogdes normais que aumentam a chance de
sobrevivéncia frente a diferentes tipos de estimulos estrességenos e, portanto, tém um valor
adaptativo importante (Darwin, 1859; Nesse, 1999; Blanchard, 2003; Graeff e Hetem, 2004).
Ademais, a ansiedade pode ser identificada sob dois aspectos gerais. O primeiro,
denominado ansiedade-traco, refere-se a predisposi¢cdo de um individuo para reagir com
maior ou menor grau de ansiedade diante de uma situagao potencialmente ameacgadora. O
traco é determinado por fatores genéticos e ambientais (Graeff e Hetem, 2004). O segundo
aspecto, denominado ansiedade-estado, esta relacionado ao momento de vida do individuo,
ou seja, um estado emocional transitorio. Esse varia de acordo com um evento
estressogeno (Lister, 1990).

Um grau moderado de ansiedade é considerado um facilitador para resolugdo de
tarefas cognitivas (Diamond e cols., 1999; Nicholas e cols., 2006; Calabrese e cols., 2007).
Porém, é uma resposta desconfortavel e nao-prazerosa que induz alteracoes
comportamentais, psicofisiolégicas e cognitivo-subjetivas (Calabrese e cols, 2007).
Ademais, o grau de exigéncia a que estamos submetidos atualmente tem sido apontado
como um dos principais fatores para o aparecimento de psicopatologias relacionadas ao

excesso de medo ou ansiedade. Portanto, a ansiedade pode se tornar patolégica no homem



em virtude de sua intensidade e/ou duragao frente a um determinado estimulo/situacao
(Graeff, 1989; Sapolsky, 1993).

Com o intuito de se classificar os transtornos relacionados a deficiéncias mentais, foi
criado em 1952 o Manual de Diagnéstico e Estatistica das Doencas Mentais (DSM). Nele, a
ansiedade aparece dentro da categoria de psiconeuroses, com os nomes “reagédo ansiosa”,
‘reacdo fébica” e “reagdo obsessivo-compulsiva”. Em 1994, na ultima edi¢cdo publicada
(DSM-1V), foram definidos alguns transtornos de ansiedade, com base nos seus sintomas
especificos, curso natural, historia familiar e resposta diferenciada aos tratamentos
farmacologicos disponiveis atualmente, tais como: Transtorno da Ansiedade Generalizada
(TAG), Transtorno do Panico e Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC).

Assim, um melhor entendimento das alteragdes neurofisiolégicos causadores de tais
transtornos seria de grande valia para a saude e bem estar dos individuos, incluindo-se

aqui, os seres humanos.

1.1. Neuroanatomia e fisiologia do medo/ansiedade

O circuito neural envolvido no medo/ansiedade (normal e patolégico) envolve,
primeiramente, a percepgdo e integracdo das informagdes sensoriais advindas dos
estimulos sinalizadores de perigo (inatos ou aprendidos). Durante e apds o processamento
sensorial, as informagdes resultantes sao enviadas ao talamo, que por sua vez projeta para
a amigdala. Esta ultima pode ocorrer por dois caminhos distintos; uma via direta (talamo-
amigdala) e uma indireta fazendo interface com regides corticais (talamo-cértex-amigdala;
Fig. 1). As informagbes, provenientes da primeira via, chegam aos nucleos laterais da
amigdala que organizam uma série de reagOes fisioldgicas e comportamentais para a
defesa do organismo. As informag¢des vindas da via talamo-cortex-amigdala, sdo enviadas
pelo talamo para o cortex cerebral, o qual, apds analise mais refinada das informagdes de
perigo, projeta para a amigdala, uma importante estrutura relacionada ao processamento de

aspectos mneménicos e emotivos (Fanselow e LeDoux, 1999).
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Fig. 1. Circuito de ativagcado neuroenddcrina frente
a um estimulo aversivo. (Baseado em Fanselow e
LeDoux, 1999).

A amigdala, por sua vez, emite um comando para duas outras estruturas, a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP) e o hipotalamo (Kim e Gorman, 2005). A MCP é responsavel,
dentre outros aspectos, pela deflagragcdo dos principais componentes comportamentais do
padrao de luta/fuga. Ja o hipotalamo comanda diversas reagbes neuroenddcrinas. Uma
destas é regulada pela sua porgéao lateral, que envia impulsos nervosos, através da medula
espinhal, para a por¢do medular das glandulas supra-renais para liberagdo de adrenalina
(eixo simpatico-medular adrenal; SMA). Através do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),
entra em cena um segundo padrao de reacao fisioldégica. O hipotadlamo paraventricular
comanda o fator de liberacdo de corticotropina (CRF, do inglés corticotropin-releasing
factor) que, através de uma atuagao na hipdfise, faz com que a glandula libere na corrente
sanguinea o horménio adrenocorticotropico (ACTH). O ACTH atuara, por sua vez, na
porcao cortical das glandulas supra-renais ordenando que essa libere glicocorticéides, em

especial o cortisol (Korte, 2001). A dosagem de cortisol no sangue de humanos ou



corticosterona em roedores pode, portanto, ser utilizada como uma medida do grau de
ativacdo do eixo HPA e, possivelmente, do nivel de medo e ansiedade em animais
(Andersen e cols., 2004; Kim e Gorman, 2005).

Apos a resposta de defesa, o animal precisa consolidar em sua memoria
caracteristicas como cheiro, cor, aparéncia, localizacdo e som do predador ou do contexto
aversivo. O cortisol, além de ajudar no restabelecimento da homeostase corporal, age como
efeito consolidador e potencializador do medo (Korte, 2001). Assim, o animal aumenta
significativamente suas chances de sobrevivéncia caso se depare novamente com aquele
agente aversivo.

Estudos por estimulagdes elétricas diretamente no encéfalo, vém confirmando a
acao de varias areas neurais como responsaveis pela deflagracdo de comportamentos de
defesa. Hess e Brugger (1943), por exemplo, estimularam o hipotalamo de gatos e
observaram que esses manifestaram comportamentos de defesa, acompanhados de
respostas autondmicas. Além das estruturas ja mencionadas, os coliculos superiores e
inferiores também vém sendo considerados constituintes desse “sistema” que ativa as
respostas de fuga/luta. Portanto, o teto mesencefalico — constituido por amigda, MCP e
coliculos superiores e inferiores — juntamente com o hipotalamo tém sido tradicionalmente
agrupados como o “sistema cerebral aversivo” (LeDoux e cols., 1986; Graeff, 1990, 1997;
Brandao e cols. 2003).

A estimulagao elétrica dessas estruturas culmina em respostas, inatas ou aprendidas,
de forma similar aquela apresentada quando o sujeito percebe estimulos aversivos naturais.
Tais respostas preparam o organismo para enfrentar ou escapar do perigo, uma vez que
produzem estado de alerta, congelamento e, finalmente, reacbes de fuga. Muito
interessante é o fato da estimulagcdo elétrica produzir as mesmas respostas e, ainda,
proporcionais a intensidade aplicada (Brandao et al., 1997). A MCP, mais especificamente,
provavelmente esta intimamente relacionada ao comportamento de congelamento

(freezing), devido a sua implicagéo com transtornos de péanico (Jenck et al., 1983, 1995).



Quando o “sistema cerebral aversivo”, ou mais especificamente o teto mesencefalico,
€ super-estimulado, o sujeito é levado a experimentar estados de apreensao como medo ou
ansiedade. No entanto, se o estimulo — natural ou induzido — for mantido de forma crénica,
€ esperado que seja induzido um estresse no organismo, juntamente com todos os eventos
neuro-humorais que caracterizam tal condigdo (Gunnar e Quevedo, 2007). Além disso, o
estresse e estimulos aversivos inescapaveis sdo considerados as principais causas de
certos tipos de depressao, transtornos de ansiedade (como TOC ou TAG) e ainda déficits

cognitivos e do sistema imune (Brand&o e cols., 2003; Fig. 2).

Medo . Ataque de
hg“dﬂ *{ RED Panico
Ativacao do teto
Mesencefalico s
Poni—. MMedo Déficit Imune
'co RCD > Estresse » e Cognitivo;

Depressao; TA

Fig. 2. Esquema hipotético do envolvimento do teto mesencefalico no medo. RCD =
repertorio comportamental de defesa; TA = Transtornos de Ansiedade. (Fonte: Adaptado de
Brandao e cols., 2003).

Apesar das respostas de luta/fuga serem mais extensivamente estudadas, sabe-se
que existem outras respostas também relacionadas a defesa. Tais padrdes estao,
possivelmente, relacionados a distancia e as evidéncias concretas do perigo (Blanchard e
cols., 2001). Em ratos, os comportamentos defensivos consistem em fuga, esconder-se,
congelamento, ameaga defensiva (p.ex. vocalizagao), ataque defensivo e avaliagao de risco
(risk assessment). Os estimulos ativadores das respostas de defesa sdo complexos, mas
relativamente claros. Um estimulo concreto/alcangavel evoca a fuga do animal, quando
esse possui uma via de escape, ou o animal se esconde se houver um local

apropriadamente seguro, ou ainda permanece imovel (freezing), se nenhuma dessas



alternativas estiverem presentes. Se o estimulo se aproximar e encostar no animal, ele
reagira com comportamentos de ameaca defensiva e, entdo com ataque defensivo (Vianna
e cols., 2001; Blanchard e cols., 2003).

Os estimulos aversivos podem ainda provocar comportamentos de avaliagao do risco,
que sao claramente identificaveis. Tais comportamentos permitem que o animal investigue a
fonte ameacadora de forma a minimizar a probabilidade de ser detectado pela ameaca
(Cruz e cols., 1994; Blanchard e Griebel, 2003).

Os comportamentos de defesa descritos, além de outros descritos mais adiante, sao
comumente utilizados como parametros indicativos de medo/ansiedade. Como o presente
trabalho visa averiguar o nivel de medo/ansiedade dos animais testados, sempre que
descrito, este nivel sera referente aos comportamentos de defesa identificados no teste
empregado.

Apesar de varios aspectos neuroanatdmicos e neurofisiolégicos ja terem sido
elucidados, diferentes aspectos ainda precisam ser esclarecidos. Com o intuito de ampliar
nosso conhecimento acerca das bases bioldgicas das emog¢des — normais e patoldgicas —
diferentes testes/modelos experimentais tém sido desenvolvidos em animais. Ao se
considerar os aspectos evolutivos acima citados relacionados a emocionalidade, pode-se
deduzir que importantes informagdes podem ser obtidas a partir de estudos realizados em
animais. Em termos de medo e ansiedade, passe-se agora a apresentar diversos modelos

animais empregados com esta finalidade.

1.2. Modelos animais de medo/ansiedade

O controle das emogdes traz vantagens evolutivas, especialmente em animais sociais,
como os mamiferos. Aparentemente, os animais mais complexos foram selecionados
segundo o mesmo padrao de respostas de defesa, uma vez que tais padrdes aumentam

significativamente as chances de sobrevivéncia do animal (Darwin, 1859). Isto pode



significar que eles apresentam mecanismos emocionais semelhantes (Darwin, 1872; Nesse,
1999).

O estudo das emogbes em humanos demonstra diversos desafios importantes.
Primeiramente, €& necessario considerar as dificuldades de se definir e medir
quantitativamente uma determinada emocédo (Ramos e Mormede, 2007). Além disso,
estudos realizados em humanos apresentam uma série de restricbes éticas e
metodoldgicas (Lassalle, 2007), assim como precisam isolar e analisar os diversos fatores
relacionados a causa e efeito das mesmas. Tais aspectos muitas vezes implicam na
realizagdo de muitos experimentos. Por isso, busca-se modelos animais que possam
substituir o homem como objeto de estudo. Estes permitem uma maior abrangéncia no
sentido de se esclarecer mecanismos neurofisiolégicos relacionados ao comportamento,
minimizando as restricbes acima citadas associadas aos estudos em humanos (Lassalle,
2007).

Para que um modelo animal seja validado, ele deve ser avaliado de acordo com os
critérios de semelhanca, previsibilidade da resposta farmacoldgica e homologia (Treit e
cols., 1993; Blanchard e cols., 2001). A semelhancga diz respeito ao grau de similaridade
fenomenoldgica entre a ansiedade humana e o comportamento definido operacionalmente
no modelo como ansiedade, enquanto a previsibilidade da resposta farmacoldgica visa
estabelecer correlagdes entre os efeitos de uma mesma droga na clinica e no modelo
animal. Desta forma, se um tratamento farmacoloégico demonstra efeito ansiolitico ou
ansiogénico de um dado composto no modelo animal, este deve induzir os mesmos efeitos
na clinica, e vice-versa. Finalmente, a homologia pressupde que as mesmas variaveis
psicobioldgicas envolvidas na etiologia e tratamento da ansiedade em humanos atuem
também no modelo animal.

Os modelos experimentais empregados no estudo do medo e ansiedade podem ser,
essencialmente, classificados em dois tipos: os testes baseados na etologia e os baseados

na aprendizagem, que serao discutidos a seguir.



1.2.1. Modelos baseados em aprendizagem

Os modelos animais que visam o estudo da ansiedade baseados em aprendizagem mais
utilizados atualmente sao: testes de conflito (Geller e Seifter, 1960), resposta de sobressalto
intensificada pelo medo (Davis, 1986; Menard e Treit, 1999) e postura de congelamento em
ratos (Fanselow, 1990; Cruz, Bueno e Graeff, 1993). Este ultimo foi um dos modelos
utilizados no presente trabalho.

Baseado nos comportamentos de resposta dos animais a estimulos aversivos foi
desenvolvido na década de 70 o modelo de Condicionamento da Resposta de
Congelamento (CRC) (Bouton e Bolles, 1980). Este € uma forma de condicionamento
pavloviano onde os animais s&o treinados a associar um estimulo neutro (p.ex. um som,
uma luz ou um determinado contexto ambiental) a um estimulo aversivo (p.ex. um choque
elétrico). Depois que essa associagdo € formada, o animal passa a apresentar reagbes de
medo diante do estimulo condicionado aversivo. A associagdo aversiva pode ser
conseguida com apenas uma unica sessao e permanecer por muito tempo.

A resposta de congelamento é altamente adaptativa, pois movimentos tornam o
animal mais detectavel por seus predadores e porque predadores costumam atacar
preferencialmente presas méveis ao invés de imoveis (para revisao, ver Fendt e Fanselow,
1999).

Uma contribuicdo atual dos modelos animais é o fato deles se mostrarem muito
eficientes quanto a acdo de drogas psicotropicas. Os animais experimentais sao
ferramentas vivas primordiais para o desenvolvimento de novos medicamentos mais
eficazes e com menos efeitos colaterais (Graeff, 1999). Sendo assim, as primeiras analises
farmacoldgicas mostraram que modelos de conflito tinham maior valor preditivo que os de
supressao condicionada (Zangrossi e Graeff, 2004). Entretanto, os testes de conflito foram
pouco eficazes para detectar os efeitos ansioliticos de drogas que atuam primariamente

sobre a neurotransmissao serotoninérgica. Tais estudos reforcaram o uso de modelos



10

etolégicos, uma vez que esses se mostraram mais eficientes para fins farmacoldgicos (Cruz

e cols., 1997).

1.2.2. Modelos etologicamente fundamentados

Por volta da década de 30, comecou a ser considerada a necessidade de se estudar a
ansiedade experimental, sem que houvesse necessidade de treino prévio ou
condicionamento do comportamento do animal (File e Hyde, 1978). Surgiram, assim, os
modelos de ansiedade etologicamente fundamentados.

Esses tipos de modelos visam a manipulagdo direta das respostas de defesa
espécie-especificas, interferindo minimamente em outros mecanismos psicobiolégicos,
como memodria, dor e atencgao (Cruz e cols., 1997; Ferreira, 2005). Neste caso, os estimulos
manipulados experimentalmente fazem parte da ecologia do animal e induzem estados de
ansiedade de maneira inata. Para ratos, por exemplo, o odor ou o som de um felino sao
estimulos que sinalizam a presenca potencial deste felino, desencadeando reacdes
fisiolodgicas e comportamentais de defesa (Blanchard e Blanchard, 1998; Blanchard e cols.,
1993)

Um dos primeiros modelos animais de ansiedade utilizados nesse sentido foi o teste
de interacao social, validado na década de 70 por File e Hyde (1978). Esse consistiu na
utilizacdo de uma forma natural do comportamento de ratos, a interagdo social, como
medida dependente. Era medido o tempo de interagdo social (cheirar, seguir ou catar o
parceiro) entre um par de ratos machos. Tais procedimentos tinham algumas vantagens em
relacdo aos modelos de aprendizagem, uma vez que dispensavam a privagdo de comida ou
agua, aplicagao de choques elétricos ou de treinamentos prévios extensos.

Atualmente, existem diversos modelos animais etologicamente fundamentados
sendo extensivamente utilizados (para uma revisdo, ver Cruz e cols., 1997), incluindo
transicao claro/escuro, vocalizagao ultrasénica, interagdo presa-predador, campo aberto € o

labirinto em cruz elevado (Pellow e cols., 1985; Blanchard e cols., 1990a; Blanchard e cols.,
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1993; Cruz e cols., 1997; Rodgers e cols., 1997). Vale ressaltar que este ultimo foi utilizado
no presente trabalho e portanto sera descrito a seguir com mais detalhes.

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e
validado farmacoldgica, fisioldgica e comportamentalmente por Pellow, Chopin, File e Briley
(1985). O LCE é um modelo animal etologicamente baseado no medo natural de roedores a
espagos abertos e a alturas. Pela sua simplicidade, validade ecoldgica e sensibilidade
bidirecional (utilizado para drogas ansioliticas e ansiogénicas), esse modelo apresenta
inumeras vantagens no estudo da ansiedade (Pellow e cols., 1985; Cruz e cols., 1997). Por
exemplo, este € um 6timo modelo para o desenvolvimento de novas drogas ansioliticas e
ansiogénicas, nao requer treinamento dos animas — o que encurta o tempo do experimento
— e possui um baixo custo experimental.

A exposicao ao LCE consiste em colocar ratos na encruzilhada de quatro bracos
(dois abertos, e dois fechados), dispostos perpendicularmente uns aos outros e elevados 50
cm em relagao ao solo. Quando ratos sao expostos a essa situagaéo experimental, tendem a
evitar os bragos abertos, permanecendo mais tempo nos bragos fechados. Vale ressaltar
gue o espaco aberto €, mais do que a altura e a novidade do ambiente, a principal causa do
comportamento de defesa, que poderia ser denominado como medo (Treit e cols., 1993).
Além disso, nos bragos abertos o animal esta impossibilitado de realizar comportamento de
tigmotaxia, outro fator aversivo (Moreira, 2001).

O comportamento de defesa do animal no modelo do LCE é computado a partir de
indices tradicionais de exploragdao: numero de entradas e tempo de permanéncia nos
bracos abertos. Para estudos com drogas que atuam sobre o complexo de receptores
GABA-benzodiazepinicos essas medidas tém apresentado grande poder de previsibilidade
farmacologica. Contudo, alguns resultados inconsistentes vém sendo descritos com o uso
dessas medidas para drogas ansioliticas mais seletivas, que atuam sobre receptores
serotoninérgicos. Neste contexto, alguns estudos utilizando administragdo de agonistas de
receptores serotoninérgicos 5-HT,4 apresentaram efeitos ansioliticos (Almeida e cols., 1991;

File e Gonzalez, 1996), ansiogénicos (Critchley e Handley, 1987a; Moser, 1989; Motta e
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cols., 1992), ou até mesmo auséncia de efeitos (Pellow e cols., 1987; File e Andrews, 1991;
Artaiz e cols., 1995; Gonzalez e cols., 1996).

Outras medidas comportamentais de ansiedade, além dos indices convencionais de
comportamento de defesa anteriormente descritos, vém sendo investigadas no LCE. Alguns
padrées de comportamento de avaliagdo de risco (risk assessment) tém se mostrado mais
sensiveis do que as categorias classicas da simples avaliagdo da exploracgéo,
particularmente no que se refere aos resultados do esperado efeito ansiolitico de agonistas
5-HTa (Cole e Rodgers, 1994; Cao e Rodgers, 1997; Griebel e cols., 1997). Cruz, Frei e
Graeff (1994), utilizando uma analise etofarmacoldgica do comportamento de ratos no LCE,
categorizaram outras medidas etoldgicas de comportamentos que eram alteradas em
sentidos opostos por drogas ansioliticas (nitrazepam e midazolam) e ansiogénicas
(pentilenotetrazol e FG-7142). Assim, diversos estudos passaram a utilizar, além das
medidas classicas, também as denominadas medidas etolégicas para mensurar
comportamentos de defesa (que estdo correlacionados com a ansiedade) em animais
expostos ao modelo do LCE. Essas consistiam nos comportamentos de espreitar,
esquadrinhar e exploracdo das extremidades dos bragos abertos. O primeiro, interpretado
como um comportamento indicativo de maior ansiedade, consite na saida parcial do animal
dos bracos fechados, colocando a cabeca e as patas dianteiras na plataforma central ou
nas entradas dos bragos abertos, freqientemente acompanhado de um estiramento do
corpo. Os demais sao interpretados como um indicativo de menor ansiedade, onde
esquadrinhar é considerado quando o animal coloca a cabeca em direcdo ao precipicio do
braco aberto, olhando em qualquer direcao.

Vale ressaltar que a maioria dos testes comportamentais mencionados avalia a
ansiedade-estado dos animais, ou seja, como eles enfrentam uma situagao aversiva em um
dado momento. Portanto, ndo correspondem necessariamente a transtornos de ansiedade
humanos, que séo caracterizados por um estado crénico de ansiedade. Tais deficiéncias
estariam mais fortemente relacionadas a disturbios na ansiedade-traco desses individuos. A

fim de aprimorar o teor seletivo dos modelos animais utilizados frente ao seu valor de face e
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predi¢do, tém-se buscado o estudo do comportamento em ratos selecionados ao longo das
geracbes para expressarem mais ou menos uma determinada caracteristica, a exemplo de
animais mais ou menos ansiosos. Assim, tais testes avaliam a ansiedade-traco dos animais

experimentais (para revisdo, ver Ramos e Mormede, 1998; Staay, 2006).

1.2.3. Modelos genéticos do comportamento

Nos ultimos 50 anos, foram desenvolvidos diversos modelos animais de ansiedade, cuja
utilidade para o desenvolvimento de novos compostos ansioliticos e para a compreensao
das bases psicobiolégicas da ansiedade é indiscutivel (Blanchard e cols., 2003). Contudo,
de uma maneira geral, esses modelos apresentam uma limitagdo muito importante ao
manipularem, na verdade, reagdes de defesa plenamente adaptativas de um organismo
frente a uma ameaga em potencial (Cruz e cols., 1997). Qualquer individuo esta sujeito a
diferentes niveis de medo/ansiedade, podendo se comportar de forma diferenciada a algum
tipo de teste ou modelo. Por exemplo, qual a patologia relacionada ao comportamento de
um rato ao evitar os bragos abertos de um labirinto em cruz elevado (supostamente um
ambiente aversivo) ou ao exibir a postura de congelamento em um contexto potencialmente
ameacador (choques elétricos)? Baseados nestas perguntas que permanecem sem
resposta, alguns pesquisadores tém até mesmo questionado o uso destes modelos como
fontes de acesso as bases psicobioldgicas da ansiedade patolégica.

Na busca de um modelo que solucionasse parte desse problema, vem sendo
desenvolvidas linhagens de diferentes roedores com niveis altos ou baixos de
medo/ansiedade, avaliados em diversos testes animais de ansiedade, incluindo o LCE
(p.ex., Liebsch e cols., 1998a; Conti e cols., 2004), o campo aberto (p.ex. Ramos e cols.,
2003) e o medo condicionado (Ponder e cols., 2007a). Vale ressaltar que um modelo animal
representa ou corresponde a um comportamento analogo em humanos, enquanto que o
teste avalia tal comportamento. O teste se refere ao processo no qual as observacbes sao

coletadas (Staay, 2006).
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Outro fator abordado por esse tipo de procedimento é a analise dos fatores
geneéticos sobre o comportamento dos animais. A maioria dos testes comportamentais
avalia a ansiedade-estado dos animais, ou seja, como eles enfrentam uma situagéo
aversiva em um dado momento. O estudo de animais com diferentes niveis de ansiedade,
por meio do uso de linhagens com altos e baixos indices de reacdes de defesa, fornece
dados mais fiéis sobre a interagdo gene-ambiente e pode explicar as diferencas
encontradas em pacientes que apresentam respostas fisioldgicas e comportamentais
diferenciadas, mesmo se tratando de um mesmo tratamento farmacoldgico ou psicologico
(Morméde e Ramos, 1999).

Nos ultimos anos vem-se estudando a influéncia dos genes sobre o comportamento
dos animais, principalmente a partir da publicagdo do livro “Origem das Espécies” de
Charles Darwin (1859). Nele encontram-se diversos argumentos que fundamentam as
principais idéias evolutivas aceitas atualmente. Dentre elas, a importancia das variagbes
individuais que sao transmitidas hereditariamente e como estas contribuem para a
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo do individuo.

Desde entdo, diversos modelos animais com nematelmintos, moscas-da-fruta,
cachorros domésticos e ratos, tém sido utilizados na tentativa de explicar (1) as variagbes
genéticas envolvidas no processo cognitivo, na personalidade, psicopatologias, e adic¢éo; e
(2) as causas que levam a essas diferengcas. Com isso, sera possivel desvencilhar as
causas genéticas das causas ambientais como fatores de variagdo do comportamento, e
ainda identificar com exatidao os genes responsaveis por isso (Maxson, 2007).

O meio ambiente influencia a expressédo dos genes. Esses, por sua vez, influenciam
o comportamento do individuo. Portanto, o fenétipo (incluindo o comportamento) se da em
funcdo do gendtipo, do ambiente e da relagdo gene-ambiente e gene-gene. A maioria dos
fendtipos relacionados com os estudos cérebro-comportamento lidam com tracos
complexos, em que multiplas variaveis interferem no resultado. Uma pessoa pode, por

exemplo, ter um fendtipo fixo (herdado dos pais), porém expressar genotipos
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momentaneamente ativos, resultado da ativagao de genes em instantes particulares ao
longo da vida (Jones, 2007).

Com o intuito de se produzir animais geneticamente selecionados, os ratos mostram-
se como 6timos modelos por apresentarem um curto periodo de vida, uma vez que um
grande numero de geragoes é necessario. Além disso, eles t€m um alto potencial bidtico,
gerando uma grande prole em pouco tempo. Outra vantagem desses animais € o fato do
seu genoma ja ter sido completamente sequienciado (fonte: http://ratmap.gen.gu.se), o que
viabiliza estudos genéticos mais refinados (Lassalle, 2007). Um tipo de sele¢do que vem
sido praticada é através de endocruzamentos (irmdo x irma), e quando sao obtidas 20
geragbOes de animais dessa forma, passam a ser chamados de uma linhagem isogénica
(Lassale, 2007). Atualmente, existem centenas de linhagens isogénicas de roedores obtidos
segundo esse critério, sendo alguns deles extensivamente utilizados, como é o caso dos
ratos Wistar Kyoto (WKY), Lewis (LEW), Fisher (FISH), dentre outros.

Muitos trabalhos vém buscando explicagdes genéticas sobre o comportamento de
animais. Ramos e cols. (1997), por exemplo, realizaram um estudo comparando a
reatividade de ratos de diferentes linhagens frente a um ambiente aversivo (o brago aberto
do LCE). Trabalhos como esses apontam para o fato de que fatores genéticos tém uma
grande influéncia sobre as diferencas inter-individuais (Ramos e Mormede, 2007).

Tomando essa influéncia como verdadeira, pode-se supor que cruzamentos
seletivos podem influenciar a caracteristica de uma populagdo. Assim, trabalhos como os
realizados por Hendley e cols. (1983), Landgraf e Wigger (2002) e Ramos e cols. (2003)
demonstraram claramente que cruzamentos seletivos, mantidos por varias geragdes, criam
populagdes com niveis comportamentais e neurofisiolégicos diferenciados das linhagens de
origem.

Ao se identificar diferengas comportamentais causadas pela selegao genética, deve-
se averiguar, com cautela, se o traco selecionado é, de fato, responsavel pela caracteristica
apontada, uma vez que uma informagado génica pode ser responsavel por dois ou mais

tracos diferentes e vice-versa. Hendley e cols. (1983), em um estudo genético feito com
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ratos, utilizaram linhagens de animais naturalmente hipertensos (SHR, do inglés
spontaneously hipertensive rats) que, além de apresentarem pressdo sanguinea elevada,
também se mostravam comportamentalmente mais ativos quando expostos a ambientes
novos ou familiares. Apesar de existirem muitas razdes que justifiquem uma ligagcado génica
entre esses fenotipos (pressao sangliinea e atividade locomotora) (Tucker e Johnson,
1981), Hendley e Ohlsson (1991) mostraram que esses tragos se segregavam
independentemente, uma vez que foram capazes de produzir duas novas linhagens a partir
das SHR: uma hipertensa mas normoativa (WKHT) e outra normotensa mas hiperativa

(WKHA).

1.2.3.1. Linhagens com altos e baixos padrdes de congelamento

Muitos modelos animais de ansiedade com roedores sido altamente sensiveis a fatores
ambientais, mas nao tém associagdes claras quando comparados com humanos (Wahiste e
cols., 2006). Por outro lado, o aprendizado ao medo e a ansiedade também ¢é visto em
humanos. Apesar de existirem correlagdes neuroanatdémicas e farmacoldgicas dessas
respostas, a influéncia genética ainda nao foi totalmente elucidada. De fato, o medo
aprendido parecer ser um fator hereditario tanto em roedores (Caldarone e cols., 1997)
quanto em humanos (Hettema e cols., 2003). Além disso, a neuroanatomia envolvida em tal
processo € similar nos dois organismos (LeDoux, 2000). Portanto, o uso do modelo de
medo condicionado vem sendo utilizado com o intuito de produzir linhagens de ratos com
niveis comportamentais diferentes, (Ponder e cols., 2007a).

Ao se utilizar tais modelos de aprendizagem ao medo para a produgao de linhagens
genética e comportamentalmente diferentes, €& importante averiguar se os tragos
selecionados sao realmente referentes a uma diferenca no sistema de emocéao do animal ou
se €& no processo de aprendizado em si. Surge, entdo, a necessidade de submeter a
linhagem selecionada a outros modelos animais que visem esclarecer esse tipo de

associagao. Pode-se utilizar, para isso, modelos como o labirinto aquatico de Morris, para
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averiguar diferengcas no processo de aprendizado, concomitantemente a testes de
ansiedade, como o campo aberto, labirinto em zero elevado e o teste de transicao
claro/escuro (Ponder, 2007a) ou ainda o préprio LCE (Liebsch e cols., 1998b)
Conhecendo-se as estruturas neurais e a ocorréncia/distribuicdo dos principais
receptores no cérebro, é possivel elaborar tratamentos que visem a ativacéo ou inibicao de
uma determinada via neural que se encontra desequilibrada. Esse pode ser por meio de
lesdes locais, estimulacbes com eletrodos ou mesmo com administracao de farmacos que
resultam em uma menor ou maior ativacido dos estados de alerta, e ainda dos estados
emotivos. O uso de farmacos tem sido a opgcao mais utilizada, pela sua praticidade, custo e

reversibilidade.

1.3. Serotonina e ansiedade

Diversos neurotransmissores estdo envolvidos na ansiedade, icluindo dopamina,
noradrenalina, adrenalina, neuropeptideos e aminoacidos como o acido gama-aminobutirico
(GABA). Além destes, a serotonina também tem sido implicada na modulagédo desta
emocao.

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) € uma amina biogénica sintetizada a partir
do aminoacido triptofano. No interior dos neurénios, este aminoacido € convertido em 5-
hidroxitriptofano para, em seguida, formar a 5-HT. Uma vez liberada na fenda sinaptica,
pode se ligar a varios tipos e subtipos de receptores serotoninérgicos pré e pés-sinapticos,
desencadeando, assim, seus efeitos. Apesar de projetar para iniUmeras areas neurais
(principalmente amigdala, hipocampo e MCP), o sistema 5-HTérgico do SNC tem origem
principalmente nos nucleos da rafe do mesencéfalo (Kapczinski e cols., 1998).

Até o presente momento, ja foram identificados sete tipos distintos de receptores
para a 5-HT (5-HT4.7), sendo varios deles divididos em diferentes subtipos. Dentre todos os
tipos/subtipos de receptores serotoninérgicos, 0 5-HTa, 5-HT2a, 5-HT2c € 5-HT; ja foram

demonstrados estarem diretamente envolvidos na ansiedade (para revisao vide Hoyer e
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cols, 1994; Barnes e Sharp, 1999). Os receptores 5-HT 4, especificamente, sdo encontrados
em diversas areas do sistema limbico, particularmente no hipocampo, septo lateral,
hipotalamo, porgdo central da amigdala, e nos corpos celulares somatodendriticos dos
nucleos da rafe. Estes ultimos tém uma acgéao diferenciada dos demais, por ser do tipo auto-
receptor (Boess e Martin, 1994; Cooper, 1996).

As primeiras observagdes sobre o envolvimento serotoninérgico na mediagdo de
estados de ansiedade surgiram a partir de estudos com modelos animais, em especial com
o teste de conflito (Robichaud e Sledge, 1969). Neste teste, ratos ou pombos foram
colocados em uma caixa de condicionamento e modelados para uma determinada resposta
(por exemplo, pressionar a barra ou bicar um disco), seguida de um reforgo (agua ou
comida). Uma vez estabelecida a resposta, esta passa a ser, ao mesmo tempo, reforcada e
punida (usualmente com choque elétrico aplicado nas patas). Nessa nova situagéo, a taxa
de resposta declina. Robichaud e Sledge (1969) demonstraram que antagonistas da
neurotransmissao serotoninérgica apresentavam efeito anti-conflito em ratos, assim como
ansioliticos benzodiazepinicos liberavam o comportamento punido, restaurando a taxa de
resposta.

No ano seguinte, Graeff e Shoenfeld (1970) mostraram que os antagonistas
serotoninérgicos metisergida e para-cloro-fenilalanina apresentavam efeitos anti-conflito em
pombos, semelhantes aos observados com benzodiazepinicos. Portanto, drogas que
reduzem a acgao da 5-HT pareciam apresentar potencial ansiolitico. Este efeito, o qual
curiosamente era mais marcante em pombos do que em ratos, era semelhante aos de
ampla faixa de benzodiazepinicos nesse teste (p. ex., Graeff e Shoenfeld, 1970). A partir de
entdo, muitos estudos replicaram esses resultados (para revisdo ver Cruz, Zangrossi e
Graeff, 1995).

Além disso, estudos neuroquimicos indicaram que os benzodiazepinicos diminuiam
a taxa de renovacao de serotonina no encéfalo (p. ex., Wise e cols., 1972). Conjugando
essas descobertas neuroquimicas com os estudos comportamentais que demonstravam

efeito anti-conflito de drogas que antagonizavam a serotonina, Stein e cols. (1973)
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propuseram a teoria serotoninérgica classica da ansiedade. De acordo com ela, a
serotonina teria efeito ansiogénico, e drogas ou manipulagcdes experimentais que
diminuissem a acgao desse neurotransmissor teriam efeito ansiolitico (Stein e cols., 1973).

A introdugado na pratica clinica da buspirona, o primeiro ansiolitico de acéo seletiva
sobre a neurotransmissao serotoninérgica, também corrobora esta hipétese (para revisao
vide Ninan e cols., 1998). Dentre as drogas seletivas para receptores serotoninérgicos mais
usadas estdo a buspirona e a ipsapirona, agonistas parciais de receptores 5-HTqa. A
ativacao desses auto-receptores pré-sinapticos por estes compostos diminui a quantidade
de 5-HT em nivel pds-sinaptico. Desta forma, a acdo ansiogénica da 5-HT parece ser
minimizada sob o efeito dessas drogas, quando administradas de forma crénica (Fulton,
1997; Bond, 2003). A buspirona, por exemplo, tem se mostrado efetiva no tratamento do
TAG, além de outros transtornos relacionados a depressao (Gorman, 2003).

Estudos subsequentes mostraram, porém, que a modulagcdo de estados de
ansiedade depende da area cerebral em que a serotonina exerce seus efeitos (Menard e
Treit, 1999). Considerando a alta complexidade do sistema serotoninérgico e as multiplas
vias e tipos/sub-tipos de seus receptores, é dificil atribuir um papel unitario a 5-HT na
ansiedade. Por exemplo, resultados de experimentos utilizando a microinjecdo de
serotonina ou de agonistas serotoninérgicos diretamente na amigdala revelaram um
aumento nos niveis de ansiedade em animais expostos a diferentes modelos animais
(Menard e Treit, 1999), ao passo que a microinje¢cao destes compostos na MCP dorsal, ao
contrario, promovia efeitos ansioliticos (Gonzalez, Andrews e File, 1996). Tais efeitos
paradoxais promovidos pela 5-HT no encéfalo é conhecido como a teoria da agao dual da 5-
HT, proposta por Deakin e Graeff (1991).

A reducdo da funcdo serotoninérgica, especialmente em areas limbicas como a
amigdala, cortex frontal e hipocampo, pode fundamentar as propriedades desinibitérias de
certas drogas e deste modo ser consistente com a teoria de que a diminuicdo central da 5-
HT reduz as respostas de ansiedade (Iversen, 1984). Em suporte a essa teoria, Higgins e

cols. (1988) mostraram que os agonistas dos receptores 5-HT44, buspirona e ipsapirona,
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microinjetadas no nucleo dorsal da rafe, aumentaram tanto a interacéo social, como a taxa
de resposta no teste de conflito de Vogel, demonstrando o efeito ansiolitico provocado pela
ativacado dos receptores 5-HT 5 nesta regido, com base no comportamento desinibido dos

sujeitos tratados.

1.4. Relevancia do estudo

Modelos animais vém sendo amplamente utilizados em pesquisas biomédicas para o
estudo da ansiedade. Tais modelos sao Uteis ndo s6 para a selegao de novos compostos
com propriedades ansioliticas e ansiogénicas, como também para o mapeamento dos
circuitos neurais envolvidos nas reagoes de defesa. No entanto, uma das limitagdes destes
modelos refere-se ao fato de manipularem, na verdade, reacbes de defesa adaptativas
diante de situagdes ambientais potencialmente perigosas. Assim, como utilizar tais
respostas adaptativas como modelos de reagdes de carater desajustador e ndo adaptativo
observadas nos diversos transtornos de ansiedade?

Na tentativa de se buscar um modelo que minimize — em parte — este aspecto, foram
desenvolvidas linhagens de ratos com altos e baixos niveis de reacdo de defesa
(CAC=Carioca de Alto Congelamento; e CBC=Carioca de Baixo Congelamento),
selecionadas a partir de uma série de estudos preliminares envolvendo o Laboratério de
Psicobiologia do Instituto de Psicologia da UnB e o Laboratério de Neurociéncias e
Comportamento da PUC/RJ. O presente estudo constitui uma importante contribuicio para
o desenvolvimento destas linhagens através da realizacdo de modelos comportamentais e
farmacologicos, melhorando assim sua validade para o estudo do medo/ansiedade. Com
isso, busca-se aprimorar também as ferramentas disponiveis para auxiliar no
desenvolvimento de novos compostos mais eficientes e com menos efeitos colaterais para o
tratamento dos disturbios da ansiedade.

Como resultado, esperava-se encontrar diferengas comportamentais entre as

linhagens testadas, com a CAC apresentando maiores niveis de ansiedade e a CBC,
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menores niveis. Era esperado ainda, uma resposta farmacoldgica diferenciada entre as
linhagens e com tais resultados sendo igualmente corroborados nos dois testes

empregados, CRC e LCE.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O presente estudo avaliou os efeitos comportamentais da administracdo sistémica do
ansiolitico serotoninérgico ipsapirona em ratos com altos, normais e baixos indices de
congelamento condicionado submetidos a dois diferentes testes de ansiedade, afim de

aprimorar o desenvolvimento dessas linhagens.

2.2. Objetivos especificos

Mais especificamente, este trabalho se propds a:

e avaliar o perfil comportamental de ratos com altos (CAC) e baixos (CBC) niveis de
reacdes de defesa nos testes de ansiedade do LCE e do CRC;

e analisar o efeito comportamental da administragdo sistémica do agonista parcial de
receptores serotonérgicos 5-HTqs ipsapirona em ratos com normais, altos (CAC) e
baixos (CBC) niveis de reagao de defesa submetidos aos testes de ansiedade listados
acima;

e comparar o comportamento das mesmas linhagens nas geracdes 3 e 4;

e avaliar o uso de linhagens de ratos com altos e baixos niveis de reacdes de defesa
como modelo experimental com uma maior analogia aos disturbio da ansiedade em

humanos.



3. METODOS
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3.1. Aspectos Eticos

O presente estudo fez parte do projeto submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso

Animal (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB) (Anexo 1).

3.2. Sujeitos

Foram utilizados ratos Wistar com altos e baixos niveis de reag¢des de defesa, provenientes
do Instituto de Psicologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ).
La, as duas linhagens de ratos com niveis diferenciados de reacdes de defesa foram
obtidas a partir de cruzamentos selecionados de ratos que apresentavam padrdes
comportamentais semelhantes. A selegcdo foi feita de acordo com a porcentagem do
comportamento de congelamento apresentada pelos animais apdés serem submetidos ao
modelo de CRC (vide detalhes abaixo). Os animais que apresentaram as maiores
porcentagens de congelamento foram denominados Carioca de Alto Congelamento (CAC) e
0s que apresentaram menores taxas, denominados Carioca de Baixo Congelamento (CBC).
Os animais classificados num mesmo padrao comportamental foram cruzados entre si e
seus filhotes submetidos ao mesmo protocolo sobrescrito.

Esta selegdo comportamental teve inicio em agosto de 2006 com ratos Wistar
oriundos da Fundagado Oswaldo Cruz — RJ. Cada linhagem foi constituida inicialmente a
partir de uma UuUnica populagdo com aproximadamente 100 animais, da onde foram
selecionados os 10 machos e fémeas que apresentaram a maior porcentagem de
congelamento. Esses foram cruzados entre si para gerar a préxima geragdo do CAC. O
mesmo procedimento foi feito para a linhagem CBC, porém o critério de selecdo foram os
animais que apresentaram a menor porcentagem de congelamento. No acasalamento,
evitou-se cruzamentos endogamicos (irmao x irma) e assim, essa linhagem é classificada
como Outbred (para maiores detalhes ver Gomes, 2008).

As linhagens enviadas ao Laboratério de Psicobiologia do Departamento de

Psicologia da UnB pertenciam a segunda geracdo (S2) da selegédo
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genética/comportamental. Os animais da linhagem CAC foram acasalados entre si, assim
como os da linhagem CBC e seus filhotes (S3), utilizados no experimento 1 (descrito
adiante), apos atingirem o peso de 250-300g. Como as condigdes encontradas no biotério
de Brasilia ndo sdo as mesmas das encontradas no da PUC/RJ, tais filhotes da geracao S2
nao sdo os mesmos dos produzidos na PUC/RJ. Portanto, ndo podem ter a mesma
denominacao dada por esse laboratério. Com isso, a geragao S3 criada em Brasilia, para
diferenciar daquela criada no RJ, foi denominada S3b. Os animais com indices normais de
congelamento (denominados Controle) empregados neste estudo foram fornecidos pelo
Biotério Central da UnB, porém nao nasceram nem cresceram juntos com os animais das
linhagens selecionadas.

No Laboratério de Psicobiologia da UnB, todos os animais foram alojados em caixas-
ninho (45 x 28 x 13 cm) em grupos de até 5 animais num biotério proprio, em condi¢des
padronizadas de acordo com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e os Guias de Cuidado e Uso de Animais
Laboratoriais da UnB. Os ratos foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas,
sendo os experimentos realizados apenas na fase clara do ciclo, no periodo de 14 as 19

horas. Agua e comida foram fornecidos ad libitum.

3.3. Equipamentos
3.3.1. Labirinto em Cruz Elevado

O LCE (Fig. 3) seguiu as especificacdes de Pellow e colaboradores (1985), consistindo em
um aparato de madeira com cor natural e com quatro bragos (50x10 cm cada) dispostos em
forma de cruz, elevados a 50 cm do solo. Dois dos bragos eram abertos e continham uma
pequena borda de acrilico transparente de 0,5 cm de altura para minimizar eventuais
quedas dos animais. Os outros dois bragos, dispostos perpendicularmente aos abertos,
eram revestidos por paredes laterais de 50 cm de altura e foram denominados bracos

fechados. Uma arena central de 10x10cm unia os quatro bragos entre si.
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Fig. 3. llustracdo do Labirinto em Cruz Elevado
utilizado no experimento.

Este labirinto ficava situado em um cubiculo experimental iluminado por uma
lampada fluorescente (20W), colocada verticalmente a 150 cm acima do aparato. As
sessbes experimentais foram filmadas e gravadas por meio de uma video-cAmara (Sony
Handycam, modelo CCD TR 330BR), montada verticalmente acima do labirinto e conectada
a um monitor de TV e um video-cassete instalados em uma sala adjacente a sala de

experimento.

3.3.2. Caixa de Condicionamento da Resposta de Congelamento (CRC)

A caixa de condicionamento (Fig. 4) consistiu de uma caixa com paredes de acrilico
transparente (27,5 x 30,5 cm) e assoalho gradeado (18 barras de aco inoxidavel espacadas
a 1 cm entre si) que permitiam a passagem de uma corrente elétrica para administragéo de
um choque elétrico. A corrente elétrica, foi liberada por meio de um estimulador de choques
(Grason-Stadler (EUA), modelo E 600B), comandado por um programa de computador e um
sistema de interface para computador que permite controlar o nimero de choques elétricos

e os intervalos entre esses estimulos.
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Fig. 4. Esquema ilustrativo da caixa de condicionamento
da resposta de congelamento (freezing).

A caixa ficava situada dentro de uma camara de isolamento acustico parcial, a qual
era iluminada por uma lampada incandescente amarela (20W). Uma ventoinha instalada na
camara de isolamento atuava como exaustor de ar e ruido de fundo. Uma micro-camera,
acoplada a cadmara de isolamento, estava conectada a um monitor de TV e um video-
cassete instalados em uma sala adjacente a sala de experimento permitindo a gravagéo das
sessdes experimentais (Fig. 5).

Um pequeno bip gerado por um programa de computador foi apresentado em
intervalos fixos de 2s. Este sinal serviu de marcacao para o registro, pelo observador, da
ocorréncia ou nao da resposta de congelamento. O registro foi feito manualmente pelo

observador em protocolo de registro padronizado para esta situagdo experimental.



Fig. 5. Figura esquematica ilustrando o ambiente experimental de coleta com os testes do
LCE (sala de cima) e da caixa de condicionamento(sala de baixo).

3.4. Droga

Foi utilizado o ansiolitico ipsapirona (IPS) (Tocris Co, USA), um agonista parcial de
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT 4. O farmaco foi dissolvido em solugéo salina esteéril
(NaCl 0,9%) e injetado intraperitonialmente (i.p.) em um volume de 1,0 ml/kg na dose de 2,5
mg/kg. A dose empregada no estudo foi baseado em estudos anteriores, empregando
metodologias experimentais semelhantes, que demonstram um efeito ansiolitico (Seten e

cols., 1999).

3.5. Procedimento experimental

3.5.1. Experimento 1

Os animais da geragao S3b (ver item 3.2 acima) foram alocados em trés grandes grupos,

de acordo com a sua linhagem: (1) normal (Controle), (2) baixa (CBC) e (3) alta resposta de
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congelamento ao contexto (CAC). Cada grupo foi subdividido em um subgrupo teste (n=8),
submetido ao tratamento farmacolégico com a IPS na dose 2,5 mg/kg, e um grupo controle
(n=8) que foi injetado com solugdo salina. Na Tabela 1 encontra-se um resumo do esquema
de administracado que foi empregado nesta fase do estudo.

Tabela 1. Divisao dos sujeitos empregados no estudo, de

acordo com a sua linhagem de nivel normal, alto e baixo
de respostas de congelamento ao contexto.

Grupo N°. de animais Tratamento
Controle 8 salina
8 IPS* 2,5
mg/kg
CBC 8 salina
8 IPS* 2,5
mg/kg
CAC 8 salina
8 IPS* 2,5
mg/kg

*IPS=ipsapirona

Todos os animais foram manipulados (handling) por 3 min durante os 3 dias que
antecederam os experimentos. No dia do experimento, 30 min apds a injegdo de salina
(grupo controle) ou de ipsapirona (grupo teste), de acordo com a Tabela 1, os animais
correspondentes a cada uma das linhagens (normal, baixo e alto indice de resposta de
congelamento ao contexto) foram expostos ao LCE. Cada sujeito foi colocado na plataforma
central do LCE (Fig. 3), com a cabeca voltada para um dos bragos fechados, podendo
explora-lo livremente por 5 min. Apds cada sessdo, o aparato foi higienizado com uma
flanela umedecida com solugao de etanol a 20%.

Imediatamente apés a sessdo no LCE, cada rato foi submetido a uma sesséo treino
no modelo de medo condicionado ao contexto. Nesta sessdo, cada animal foi colocado
dentro da caixa de condicionamento (Fig. 4), podendo explora-la livremente por 4 min. Ao
término deste intervalo, trés choques (1 segundo de duracdo e 0,6 mA de intensidade)
foram liberados no assoalho da caixa de CRC, em intervalos fixos de 20 s. A intensidade

utilizada no presente experimento foi baseada no estudo de Baldi e cols. (2004). Apés o
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terceiro choque, o sujeito permaneceu na caixa de CRC por mais 2 min, sendo em seguida
reconduzido ao biotério. Ao final de cada sesséo treino o assoalho e as paredes da caixa de
CRC foram limpos com um papel umedecido com solugao amoniaca (2%) e secados com
um secador de cabelo. Vinte e quatro horas apds a sessado treino, cada animal foi
submetido a uma sessao teste. Esta consistiu em administrar o tratamento pré-estabelecido
(salina ou ipsapirona) e, 35 min depois, recolocar o sujeito na caixa de CRC por um periodo
de 8 min, sem a aplicagdo de choques elétricos. A Fig. 6 apresenta um resumo ilustrativo do

procedimento experimental empregado nesta fase do estudo.

PREPARACAO
3 dias de manipulagao
1° DIA
Aplicacdo
Salina/IPS
l CRC
LCE Treino
30 min 5 min 4 min 2 min
20 DIA 3 choques
em 1 minuto
Aplicacao
Salina/IPS
l CRC
Teste
35 min 8 min

Fig. 6. Esquema ilustrativo do procedimento experimental
empregado no experimento 1.

3.5.2. Experimento 2

Nesta segunda fase do estudo, foram utilizados 9 ratos Wistar da linhagem CAC, 8 CBC e

10 com niveis normais de reacdo de defesa (Controle), pesando 300-380g. Todos os
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animais, inclusive os do grupo Controle, foram provenientes do Instituto de Psicologia da
PUC-RJ e consistiram em animais da 42 geracao (S4) que ja haviam passado pelo teste de
medo condicionado no referido laboratorio. O procedimento de producdo e manutengao
destas linhagens com niveis diferenciados foi 0 mesmo descrito para o Experimento 1. Ao
chegarem na UnB, os animais permaneceram no biotério proprio do Laboratério de
Psicobiologia da UnB por duas semanas para se aclimatarem ao novo ambiente. As
condi¢des de alojamento foram semelhantes as mencionadas no Experimento 1.

Apos esta fase de aclimatizagdo, os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento descrito acima para o Experimento 1 (vide item 3.5.1. Experimento 1). Nesta
segunda fase do estudo, porém, todos os ratos testados foram tratados apenas com salina,
em um volume de 1,0 ml/kg, administrada por via i.p. O intuito desse segundo experimento
foi comparar o comportamento de animais de diferentes geragdes, submetidos aos mesmos

procedimentos experimentais, sem intervengao de um tratamento farmacoldégico.

3.6. Anélise comportamental

O registro do comportamento dos animais no LCE e na caixa de CRC (do Experimento 1 e
2) foi realizado por dois pesquisadores previamente treinados, sendo o registro feito ao
mesmo tempo em que as sessdes estavam sendo realizadas. O indice de concordancia

entre os examinadores foi maior que 90%.

3.6.1. Labirinto em Cruz Elevado

Nas sessdes do LCE foram analisados os parametros comportamentais classicos e os
etologicos. O primeiro consistiu: (1) numero de entradas nos bragos abertos (EBA); (2)
porcentagem de entradas nos bragos abertos (100 x entradas nos abertos/(entradas nos
abertos + entradas nos fechados) (%EBA); (3) tempo de permanéncia nos bragos abertos
(TBA); (4) porcentagem de tempo nos bragos abertos (100 x tempo no aberto/ (tempo no

aberto + tempo no fechado) (%TBA); (5) numero de entradas nos bragos fechados (EBF);
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(6) tempo de permanéncia nos bragos fechados (TBF); (7) tempo de permanéncia na
plataforma central; (8) atividade locomotora. Um aumento no EBA, %EBA, TBA e/ou %TBA
séo considerados como indicadores comportamentais de um efeito ansiolitico no LCE (Cruz,
1994).

O segundo conjunto de pardmetros consistiu na analise do numero de exploragdes
da extremidade dos bragos abertos e o tempo despendido realizando os comportamentos
de espreitar e esquadrinhar. Espreitar foi definido como a saida parcial do animal dos
bracos fechados, colocando a cabeca e as patas dianteiras na plataforma central ou nas
entradas dos bragos abertos, freqlientemente acompanhado de um estiramento do corpo.
Esquadrinhar, por sua vez, foi considerado quando o animal colocava a cabeca em direcao
ao precipicio do brago aberto, olhando em qualquer dire¢do. Estes ultimos vém se
mostrando Uteis para a detecgédo de efeitos de manipula¢des farmacolégicas dos sistemas
serotoninérgicos e GABAérgicos (Cruz e cols, 1994; Fernandes e cols., 1996; Setem e cols,

1999; Griebel e cols., 2002).

3.6.2. Condicionamento da Resposta de Congelamento

O registro da resposta de congelamento para o Experimento 1 e 2, nas sessdes treino e
teste, seguiu a técnica de amostragem de evento. A cada intervalo de 2 s, indicado por um
bip emitido pelo programa do computador, o observador marcou manualmente em uma
folha de registro se uma resposta de congelamento ocorreu ou n&o ao final desse intervalo.
A resposta de congelamento foi definida, operacionalmente, como sendo a auséncia de
qualquer movimento motor corporal, exceto o respiratério. Baseado no registro de
ocorréncia foi calculado a porcentagem de congelamento nas sessdes treino e teste. Na

analise das sessoes treino, so6 foi considerado o periodo de 4 min que antecedeu o choque.
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3.7. Andlise estatistica

A porcentagem da resposta de congelamento observada na sessao treino vs. a de
teste do modelo de CRC foram comparadas por meio de uma Analise de Variancia
unifatorial (one-way ANOVA) para medidas repetidas, sendo as medidas repetidas
relacionadas as sessodes de treino e teste. Ja para analisar as possiveis diferencas entre os
diferentes tratamentos e linhagens, foi realizada uma ANOVA bifatorial (two-way ANOVA)
para amostras independentes da porcentagem de congelamento na sesséao teste do modelo
de CRC, sendo as linhagens (Controle/CBC/CAC) e os tratamentos farmacoldgicos
(salina/ipsapirona) considerados como o primeiro e segundo fator, respectivamente. As
comparagoes dos indices de exploragao no LCE e das geragdes S3b vs. S4 também foram
realizadas por meio de uma ANOVA bifatorial (two-way ANOVA) para amostras
independentes, sendo o primeiro fator referente as linhagens (Controle/CBC/CAC) e o
segundo referente ao tratamento farmacolégico (salinal/ipsapirona, quando analisada
apenas a geragdo S3b) ou a geragao (S3b/S4). Nos casos onde a ipsapirona nao foi
administrada no Experimento 2, cada paradmetro comportamental mensurado nos testes de
CRC e LCE foi comparado via uma ANOVA unifatorial para amostras independentes para
detectar possiveis diferengas entre os grupos com diferentes niveis de ansiedade.

Em todos os casos onde foi observado um efeito significativo na ANOVA, empregou-
se o teste de Bonferroni para comparag¢des post hoc entre os grupos, a um nivel de

significancia de p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1. Experimento 1

Como a selecao das linhagens foi realizada usando o modelo de CRC, e um dos objetivos
desse experimento inicial foi averiguar a validade de tal selegao, os resultados deste teste

serdo apresentados primeiro.

4.1.1. Teste de Congelamento ao Contexto

Os animais Controle e com diferentes niveis de ansiedade da geracdo S3b (CBC/CAC),
submetidos ao modelo de CRC, apresentaram uma porcentagem de resposta condicionada
de congelamento ao contexto significativamente diferente entre as sessbdes treino e teste
[F(11,77)=17,13; p<0,01; Fig. 7].

Ao se comparar os animais com niveis distintos de reacbes de defesa, apenas na
sessao teste, a porcentagem da resposta condicionada de congelamento ao contexto
também foi significativamente diferente [F(2,42)=9,49; p<0,01; Fig. 8]. Entre os animais
tratados com salina, analises post hoc indicaram que a porcentagem de congelamento
apenas da linhagem CAC foi significativamente [p<0,05] maior que das demais. Ja nos
animais tratados com ipsapirona, a resposta de congelamento foi maior nas linhagens CAC
e CBC, comparada ao Controle, apesar de atingir niveis significativos apenas para o

primeiro [CAC: p<0,05; CBC: p=0,051].
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Figura 7. Porcentagem média (+ e.p.m.) da resposta condicionada de
congelamento ao contexto nas sessdes de treino (colunas brancas) e teste
(colunas hachuradas) dos animais com diferentes niveis de reagbes de
defesa (Controle; CBC=carioca de baixo congelamento; CAC=carioca de alto
congelamento) injetados com salina ou ipsapirona (IPS, 2,5 mg/kg, ip).

*p<0,05 vs. sessao treino do respectivo grupo experimental.
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Além disso, na sessao teste do CRC, também foram encontradas diferengas

significativas entre os animais de um mesmo nivel de ansiedade submetidos a salina ou

ipsapirona [F(1,42)=13,37; p<0,01; Fig. 8]. Andlises posteriores indicaram que, entre os

animais da linhagem CBC, a porcentagem de congelamento na sessdo teste foi

significativamente [p<0,05] maior naqueles injetados com ipsapirona, comparados aos que

foram tratados com salina. Embora tenha sido observado um perfil semelhante para os

ratos Controle e CAC, as diferengas encontradas ndo atingiram niveis significativos

[p>0,05]. Por fim, ndo houve uma interagao significativa entre o tratamento farmacolégico e

a linhagem na sessao teste do CRC [F(2,42)=2,13; p=0,13].
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Fig. 8. Porcentagem média (+ e.p.m.) da resposta condicionada de
congelamento ao contexto do grupo Controle e das diferentes linhagens
(CBC=carioca de baixo congelamento; CAC=carioca de alto congelamento)
injetados com salina (colunas brancas) ou ipsapirona (colunas hachuradas;
IPS; 2,5 mg/kg, ip). *p<0,05 vs. grupo salina da mesma linhagem. #p<0,05
vs. grupo salina/Controle e vs. salina/CBC.

4.1.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Com relagao a porcentagem de entrada nos bragos abertos no LCE (Fig. 9A), ndo foram
observadas diferengas significativas entre as linhagens [F(2,37)=0,83; p=0,44] e entre os
tratamentos farmacolégicos [F(1,37)=0,04; p=0,85], assim como de interagdo entre esses
dois fatores [F(2,37) = 1,47; p=0,24]. Um perfil semelhante foi visto para a porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos [linhagem: F(2,37)=0,17; p=0,84; tratamento farmacoldgico:
F(1,37)=0,04; p=0,84]; interacdo: F(2,37)=0,58; p=0,57; Fig. 9B]. Contudo, para o numero
absoluto de entradas nos bracos fechados do LCE, os tratamentos farmacoldgicos diferiram
significativamente entre si [F(1,37) = 11,53; p<0,01; Fig. 9C]. Esta resposta estava
significativamente [p<0,05] maior nos animais injetados com ipsapirona, que nos tratados
com salina. Diferengas significativas entre os animais com niveis distintos de reagdes de
defesa nado foram verificadas para este parametro do LCE [F(2,37)=2,56; p=0,09], assim
como nao houve uma interagdo significativa entre linhagem-tratamento farmacoldgico

[F(2,37)=0,95; p=0,39].
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Fig. 9. Porcentagem média (+e.p.m.) de entrada (A) e de tempo (B) gasto nos
bracos abertos e 0 niumero de entradas nos bragos fechados do LCE nos trés
grupos experimentais com diferentes niveis de ansiedade (Controle;
CBC=carioca de baixo congelamento; CAC=carioca de alto congelamento),
injetados com salina ou ipsapirona (2,5 mg/kg; ip). *p<0,05 vs. grupo salina
da mesma linhagem.
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Ao avaliar o comportamento de espreitar (Fig. 10A), foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos farmacolégicos [F(1,37) = 12,17; p<0,01]. Analises post
hoc indicaram que a freqiéncia de espreitar foi maior nos animais injetados com ipsapirona,
do que nos que foram tratados com salina, apesar de atingir niveis significativos [p<0,05]
apenas na linhagem CBC. Para o comportamento de esquadrinhar (Fig. 10B), os
tratamentos farmacolégicos também diferiram significativamente entre si [F(1,37)=27,12;
p<0,01], tendo-se uma frequéncia significativamente [p<0,05] maior desta resposta nos
animais administrados ipsapirona, que nos com salina, exceto na linhagem CAC. Além
disso, o tratamento farmacoldgico ainda surtiu efeito significativo no nimero de exploracdes
das extremidades dos bragos abertos [F(1,37)=4,13; p<0,05; Fig. 10C], tendo os animais
injetados com ipsapirona niveis significativamente [p<0,05] mais elevados deste parametro
que os que receberam salina, mas apenas na linhagem CBC.

Contudo, em nenhuma das categorias etolégicas do LCE foram identificadas
diferengas significativas entre os animais com niveis distintos de reagdes de defesa
[espreitar: F(2,37)=2,16; p=0,13; esquadrinhar: F(2,37)=0,47; p=0,63; exploracdo das
extremidades dos bragos abertos: F(2,37)=0,94; p=0,40]. Ademais, no LCE, uma interagcao
significativa entre linhagem e tratamento farmacologico foi observada apenas para o
comportamento de esquadrinhar [espreitar: F(2,37)=0,76; p=0,48; esquadrinhar

[F(2,37)=3,55 p<0,05; exploracdo das extremidades: F(2,37)=1,61; p=0,12].
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Fig. 10. Média (+e.p.m.) do tempo gasto nas categorias espreitar (A) e
esquadrinhar (B) e do numero de exploragdes da extremidade dos bragos
abertos (C) do LCE entre os trés grupos experimentais com diferentes
niveis de ansiedade (Controle; CBC=carioca de baixo congelamento;
CAC=carioca de alto congelamento), injetados com salina ou ipsapirona
(2,5 mg/kg; ip). *p<0,05 vs. grupo salina da mesma linhagem.
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4.2. Experimento 2

4.2.1. Teste de Condicionamento ao Contexto

Na geracdo S4, os animais Controle e com diferentes niveis de ansiedade (CBC/CAC),
submetidos ao modelo de CRC, apresentaram uma porcentagem de resposta condicionada
de congelamento ao contexto significativamente maior na sessao teste do que na sessao
treino [F(1,42)=99,23; p<0,01; Fig. 11]. Contudo, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os animais com niveis distintos de reagdes de defesa [F(2,42)=1,68;
p=0,43], nem um efeito significativo de interagdo entre a sessdo experimental (treino e

teste) e a linhagem [F(2,42)=0,03; p=0,98].
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Fig. 11. Porcentagem média (+ e.p.m.) da resposta condicionada de
congelamento ao contexto nas sessbes de treino (colunas brancas) e teste
(colunas hachuradas) dos animais com diferentes niveis de ansiedade da
geracdo S4 (Controle; CBC=carioca de baixo congelamento; CAC=carioca de
alto congelamento) injetadas com salina (1,0 ml/kg; ip). *p<0,01 vs. sessao treino
do respectivo grupo experimental.

Ao comparar a geragao S4 com os animais S3b injetados com salina do experimento
anterior, foi detectado que as porcentagens de congelamento diferiam significativamente
nas sessoes treino [F(1,45)=14,23; p<0,01; Fig. 12A] e teste [F(1,45)=125,94; p<0,01; Fig.

12B]. Analises post hoc indicaram que a resposta de congelamento da geracdo S4 foi
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significativamente [p<0,05] maior que da S3b, exceto na sesséo treino do grupo CBC. Para
este, ndo foi obtido um nivel significativo [p=0,20], embora o perfil tenha sido semelhante ao

dos demais grupos experimentais.
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Fig. 12. Porcentagem média (+ e.p.m.) da resposta condicionada de
congelamento ao contexto nas sessbes treino e teste dos animais da
geracao S3b (colunas brancas) e S4 (colunas hachuradas) com diferentes
niveis de ansiedade (Controle; CBC=carioca de baixo congelamento;
CAC=carioca de alto congelamento) injetados com salina (1,0 ml/kg; ip).
*p<0,05 vs. geragdo S3b do respectivo grupo experimental; *p<0,05 vs.
grupos Controle e CBC da geragao S3b.

Ao se analisar, separadamente, a porcentagem de congelamento das geracdes S4 e
S3b nas diferentes sessdes do modelo de CRC, foi observada uma diferenga significativa

entre as linhagens apenas na sessdo teste [treino: F(2,45)=0,20; p=0,82; teste:
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F(2,45)=8,15; p<0,01; Fig. 12]. Analises posteriores mostraram que estas diferencas
estavam apenas entre as linhagens da geragdo S3b, conforme detectadas no Experimento
1 (Fig. 8). Uma interagéo significativa entre os fatores linhagem e geracéo também so foi

encontrada para sessao teste [treino: F(2,45)=0,58; p=0,56; teste: F(2,45)=3,68; p<0,05].

4.2.2. Teste de Labirinto em Cruz Elevado

Ratos CAC, CBC e Controle da geracdo S4 nao diferiram significativamente em termos das
porcentagens de entrada [F(2,23)=1,64; p=0,22; Fig. 13A] e de tempo gasto nos bragos
abertos [F(2,23)=1,80; p=0,19; Fig. 13B], assim como no numero de entradas nos bracgos
fechados [F(2,23)=0,89; p=0,42; Fig. 13C]. Contudo, mesmo que nao significativo, os da
linhagem CBC tiveram uma tendéncia a maior porcentagem de entrada e tempo de
exposicdo aos bracos abertos, comparado aos animais Controle, enquanto que os da
linhagem CAC apresentaram o perfil oposto, ou seja, menos entradas e duragédo nos bragos
abertos do LCE.

Em termos dos pardmetros etolégicos, também nao houve uma diferenca
significativa entre os animais com niveis distintos de reacbes de defesa da geracdo S4
[espreitar: F(2,23)=0,29; p=0,75; esquadrinhar: F(2,23)=0,51; p=0,60; exploracdo das
extremidades dos bragos abertos: F(2,23) = 2,63; p=0,18; Fig. 14]. Contudo, mesmo que
nao significativo, indices maiores de esquadrinhar e exploracdo das extremidades dos

bracos abertos foram vistos na linhagem CBC, comparado aos dos animais Controle.
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Figura 13. Porcentagem média (+e.p.m.) de entrada (A) e de
tempo (B) gasto nos bracos abertos € o nimero de entradas
nos bragcos fechados do LCE (C) pelos trés grupos
experimentais com diferentes niveis de ansiedade da geragéo
S4 (Controle; CBC=carioca de baixo congelamento;
CAC=carioca de alto congelamento) injetados com salina (1,0
mi/kg; ip).
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Ao comparar a geragao S4 com a geracao S3b injetada com salina, foi observado
que os animais da geracdo S4, de uma maneira geral, apresentaram uma menor
porcentagem de entrada [F(1,40)=6,54; p<0,05; Fig. 15A] e menor tempo gasto nos bragos
abertos [F(1,40)=14,68; p<0,01; Fig. 15B]. Contudo, estes parametros nao diferiram em
termos das linhagens [entrada: F(2,40)=1,15; p=0,33; tempo: F(2,40)=0,91; p=0,41; Fig. 15]
e uma interacdo linhagem—geragcdo também n&o foi observada [entrada: F(2,40)=1,19;
p=0,31; tempo: F(2,40)=0,83; p=0,44].

Em relagdo ao comportamento de espreitar, os animais da geracao S4 apresentaram
maiores niveis do que os da geragao S3b [F(1,40) = 15,70; p<0,01; Fig. 15C]. Além disso,
diferengas significativas ndo foram observadas para este comportamento em termos das

linhagens [F(2,40)=0,26; p=0,77] e de interagao linhagem—geracao [F(2,40)=0,44; p=0,65].
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Figura 14. Média (+e.p.m.) do tempo gasto nas categorias
espreitar (A) e esquadrinhar (B) e do numero de exploracdes
da extremidade dos bracos abertos (C) do LCE entre os trés
grupos experimentais de ratos com diferentes niveis de
ansiedade (Controle, CBC, CAC), injetados com salina (1,0
ml/kg; ip) da geragao S4.
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Fig. 15. Porcentagem média (+e.p.m.) de entrada (A) e de tempo (B) gasto
nos bragos abertos do LCE e média (+e.p.m.) do tempo gasto na categoria
espreitar (C) pelos trés grupos experimentais de ratos com diferentes niveis
de ansiedade (Controle, CBC, CAC) das geragdes S3b (colunas brancas) e
S4 (colunas hachuradas). *p<0,05 vs. geragdo S3b do respectivo grupo
experimental.
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Os resultados dos Experimentos 1 e 2 sugerem, de uma forma geral, que os grupos
selecionados para diferentes niveis de congelamento diferem comportamentalmente
quando submetidos ao teste do CRC, mas ndo do LCE. Além disso, eles parecem
responder diferentemente a manipulagdes farmacoldgicas do sistema serotoninérgico. Para
um melhor entendimento de tais resultados, o efeito da sele¢cdo genética e do tratamento
farmacologico sobre as respostas comportamentais indicativas de medo/ansiedade nos

testes de CRC e LCE serao discutidos, separadamente, a seguir.

5.1 Andlise comportamental das linhagens CBC/CAC

Para melhor avaliar o efeito do uso de diferentes linhagens nos modelos de ansiedade
utilizados neste estudo, torna-se essencial se analisar — primeiramente — aqueles animais
que nao foram submetidos a uma intervencdo farmacoldgica, ou seja, os que receberam
apenas inje¢des de salina.

Em termos do modelo de CRC, este se mostrou eficaz para avaliar as respostas de
defesa apresentadas pelos diferentes grupos experimentais, uma vez que foi observado um
efeito de aprendizagem da reposta condicionada de medo ao contexto nos Experimentos 1
e 2 (geracdes S3b e S4, respectivamente). De fato, a porcentagem da resposta de
congelamento dos diferentes grupos experimentais foi, em geral, significativamente maior
na sessao teste do que na de treino. Inclusive, os indices de congelamento apresentados
pela linhagem Controle foram semelhantes aos de outros estudos com ratos que utilizaram
o modelo de CRC (p.ex. Fanselow, 2000; Miyamoto e cols., 2000, 2004; Landeira-
Fernandez e cols., 2006; Ponder e cols., 2007a, 2007b).

Ademais, neste procedimento experimental, os animais ingénuos da linhagem CAC
(geragdo S3b) apresentaram uma maior porcentagem de congelamento na sessé&o teste,
em relagdo aos Controle, enquanto os da linhagem CBC comportaram-se de forma muito
semelhante aos que nao foram selecionados (Controle). Gomes (2008), usando as mesmas

linhagens, obteve resultados semelhantes, onde os animais CAC expressaram um aumento
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na porcentagem de congelamento, enquanto que os CBC nao diferiram muito dos animais
nao selecionados. Inclusive, o perfil comportamental da linhagem CAC, foi proximo da
encontrada em outros estudos genéticos (Ponder e cols., 2007a; Radcliff e cols., 2000).
Radcliff e cols. (2000), também utilizando o modelo de CRC como parametro de selecdo de
linhagens com diferentes niveis comportamentais, verificou que a 32 geragdo dos animais
selecionados para altos indices de congelamento ao contexto demonstraram os mesmos
60% de congelamento apresentados pelos animais testados no experimento 1. Para os
animais com baixos niveis de ansiedade, esses mesmos pesquisadores relataram uma
porcentagem de congelamento significativamente menor (aproximadamente, 20%) — algo
que nao ocorreu com os animais testados no presente estudo.

Ainda assim, os resultados obtidos sugerem que o nivel de ansiedade da linhagem
pode ter influenciado no aprendizado observado entre as sessdes treino e teste do CRC.
Neste contexto, o grupo CAC teve um maior aprendizado de padrdes de defesa frente a um
estimulo aversivo e, portanto, teriam um comportamento mais ansioso neste procedimento
(Fanselow e Helmstetter, 1988; Kalin e cols., 1988; Miyamoto e cols., 2004; Ponder e cols.,
2007a).

De fato, por se tratar de mecanismos de defesa similares, o nivel de ansiedade do
sujeito tem sido correlacionado com sua suscetibilidade ao medo aprendido. Esta relacao
vem sendo util tanto em estudos com humanos (p.ex. Baas e cols., 2004; Lissek e cols.,
2005), como em roedores (p.ex. Smith e cols., 2006). Assim, o desenvolvimento de animais
com niveis de ansiedade diferenciados pode ser adquirido através de uma selegao baseada
no condicionamento a um estimulo aversivo (Ponder e cols., 2007a). Inclusive, estudos de
mapeamento genético tém sugerido que padrdes comportamentais relacionados a
ansiedade e o medo condicionado estdo relacionados a genes em comum (Aguilar e cols.,
2002).

Contudo, na geracdo S4 do presente estudo, os animais selecionados para
apresentarem diferentes niveis de congelamento (CBC e CAC) né&o diferiram

significativamente em termos da porcentagem de congelamento no teste de CRC,
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comparados aos animais nao selecionados (Controle) e entre si. O fato dos animais da 42
geracao ja terem sido testados num experimento similar alguns meses antes (vide item
3.5.2), pode ter sido responsavel pela elevada porcentagem de congelamento observada
(em torno de 90%). Na verdade, estes niveis estdo muito acima dos ja relatados em
experimentos similares (p.ex. Fanselow, 2000; Radcliff e cols., 2000; Brandao e cols.,
2007). Inclusive, Ponder e cols. (2007a), demonstraram que foram necessarias sete
sessdes de re-exposicdo ao contexto, sem a apresentacido do estimulo aversivo, para que
0s animais apresentassem uma extingdo do comportamento condicionado. Essa
porcentagem elevada de congelamento aqui apresentada pode, portanto, ter dificultado o
aparecimento de diferengas significativas entre os animais com diferentes niveis
comportamentais, sugerindo que a aprendizagem prévia colocou 0s animais ho mesmo
patamar de ansiedade, sobrepujando o efeito do nivel de ansiedade neste modelo do medo
contextual.

Os resultados comportamentais observados no teste de CRC levantam, portanto, o
seguinte questionamento: sera que a selecao das linhagens foi feita segundo diferengas nos
niveis de ansiedade dos animais ou na capacidade de aprendizado? Baseado em outros
estudos utilizando modelos genéticos (Dichter, 1996; Ramos e cols., 2003; Hinojosa e cols.,
2006; Ponder, 2007a), para solucionar tal questionamento, era de se esperar que 0s
animais selecionados no modelo de CRC - utilizados no presente estudo — também
apresentassem diferengas claras quando submetidos a outros modelos de ansiedade, como
o LCE, caixa de transigao claro/escuro e campo aberto (Pellow e cols., 1985; Costall e cols.,
1989). Porém, as diferengas encontradas no teste do CRC para as linhagens CBC e CAC
nao foram corroboradas pelos resultados obtidos no teste do LCE.

Nos parametros classicos do LCE, esperava-se que 0os animais com altos niveis de
ansiedade (linhagem CAC) entrassem menos e permanecessem menos tempo nos bragos
abertos do LCE, enquanto que os animais com baixa ansiedade (CBC) apresentassem o
perfil oposto. Ja para os parametros etoldgicos, era esperado que a linhagem CAC tivesse

0s maiores niveis de espreitar e os menores nas de esquadrinhar e exploracdo das
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extremidades, enquanto que para os CBC era esperado o oposto. Este perfil foi baseado no
fato do comportamento de espreitar ser considerado como um indicativo de maiores niveis
de ansiedade, enquanto que as categorias de esquadrinhar e exploragdo das extremidades
como indicadores de menores niveis deste estado emocional (Cruz e cols, 1994; Fernandes
e File, 1996; Setem e cols, 1999).

Contudo, para os parametros classicos do LCE — porcentagem de entradas e tempo
de permanéncia nos bragos abertos — o perfil esperado nao foi observado no presente
estudo, uma vez que nao foram detectadas diferengas significativas entre as linhagens
sendo avaliadas, tanto na geragao S3b, como na S4.

Os resultados observados no teste de LCE, e em comparacédo aos do CRC, podem
ser devido, em parte, a possibilidade das linhagens testadas neste estudo terem sido
selecionadas quanto a sua capacidade de aprendizado ou memodria € néao,
necessariamente, de medo ou ansiedade, conforme mencionado anteriormente. Como os
resultados do teste do LCE, que visavam esclarecer este aspecto, nao foram
suficientemente conclusivos, novos estudos s&o necessarios para melhor elucidar este
possivel fator.

Ademais, existe a possibilidade que a selecdo das linhagens tenha afetado, na
verdade, a locomocdo dos animais. Neste caso, a linhagem CBC poderia ter sido
selecionada para apresentar um quadro de hiperatividade, enquanto que a CAC um de
hipoatividade. Inclusive, como a analise do comportamento do LCE estd diretamente
relacionada ao paradmetro de locomogao dos animais no aparato experimental, existe uma
preocupacdo em se analisar se as diferencas encontradas sao, de fato, referentes as
diferencas emocionais e nao locomotoras (Liebsch e cols., 1998a). Neste sentido, a
quantidade de entradas nos bragos fechados do LCE é usualmente empregada como uma
medida da atividade locomotora (Cruz e cols., 1994; Ramos e cols., 1997; Setem e cols.,
1999). No presente trabalho, assim como o de outros autores (p.ex. Ramos e cols., 2003),

os animais das diferentes linhagens e geragbes nao diferiram quanto ao numero de
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entradas no braco fechado do LCE. Isso sugere, portanto, que a locomog¢ao dos animais
nao foi afetada pelo processo de selegéo das diferentes linhagens.

Uma terceira possibilidade para as discrepancias observadas entre os resultados do
CRC e LCE, consiste na baixa quantidade de geragbes selecionadas, uma vez que 0s
animais utilizados pertenciam a 32 e 42 geragbes. Na verdade, ao comparar os dados
obtidos da 32 com os da 42 geragao, pode-se observar que estes Ultimos se comportam
mais préximos do esperado no LCE, tanto em relagdo as categorias classicas, quanto as
etoldgicas.

Diversos estudos utilizando modelos genéticos vém relatando a existéncia de uma
correlagéo positiva entre a geracado sendo estudada e a selegdo do nivel de ansiedade
desejado, ou seja, quanto maior o numero da geragao testada, mais evidentes tornam-se as
diferengas analisadas (Crabbe e cols., 1999; Ramos e cols., 2003; Lassale, 2007). Inclusive,
Ponder e cols. (2007a), também utilizando o modelo de CRC como parametro de selegcao
de linhagens com diferentes niveis comportamentais, verificaram que a 42 geragao dos
animais selecionados para altos indices de congelamento ao contexto demonstraram um
perfil mais ansiosos nos testes de LCE, campo aberto e caixa de claro/escuro, enquanto
que os selecionados para baixos indices eram menos ansiosos.

Conforme visto em outros trabalhos que analisaram geragdes consecutivas até a
producdo de uma linhagem estavel (p.ex., Radcliff e cols., 2000; Ramos e cols., 2003;
Ponder e cols., 2007a), espera-se obter resultados significativos entre as linhagens em
testes com geracdes posteriores a deste estudo, assim como o encontrado em outros
estudos (Brunelli e Hofer, 2007; Ponder, 2007a; Gomes, 2008).

Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que, pelo menos
até a 4% geragcdo, o cruzamento seletivo de ratos com altos e baixos padrdes de
congelamento foi parcialmente eficiente na produgdo de linhagens com niveis
comportamentais diferenciados. Adicionalmente, o modelo de CRC parece ser mais

sensivel em identificar possiveis diferencas comportamentais das linhagens mais ansiosas
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selecionadas a partir da resposta de congelamento, uma vez que os dados obtidos com a
linhagem CAC foram mais pronunciadas e significativas.

O fato das linhagens ndo terem diferido significativamente em todos os parametros
analisados sugere que um grande numero de genes, com pequeno efeito fenotipico, podem
estar influenciando o comportamento selecionado (Lassale, 2007). Assimetrias na resposta
a selecao bidirecional sdo frequentes e podem ser causadas por fatores como deriva
geneética, selecao diferencial, selecdo natural contra selegéo artificial de tracos, arquitetura
genética ou interacdbes com o ambiente (Falconer, 1987; Crabbe, 1999), em vista da
natureza instavel da maioria das medidas comportamentais. Até mesmo em ambientes
altamente controlados e com gendtipos idénticos, comportamentos relacionados as
emocoes podem variar significativamente de um experimento a outro e/ou entre laboratérios

que usam exatamente o mesmo protocolo (Crabbe e cols., 1999).

5.2. Analise farmacoldgica nas linhagens CBC/CAC

Outro parametro analisado no presente estudo foi o possivel efeito de manipulacbes
farmacoldgicas do sistema serotoninérgico nas diferentes linhagens sendo avaliadas
(Experimento 1). Para este fim, foi administrado o composto ipsapirona, na dose de 2,5
mg/kg. Ela, assim como suas analogas buspirona e gepirona, atua como agonista parcial
dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT4a, induzindo na pratica clinica um efeito
ansiolitico e antidepressivo (para reviséo, ver Erikkson e Humble, 1990; Gaeff e cols., 1990,
1998; Chessick e cols., 2006).

A localizagdo dos receptores 5-HT4a, pré-sinapticamente, tem importantes
correlacbes funcionais. A ativacdo dos autoreceptores somatodendriticos 5-HT.s por
agonistas seletivos inibe a neurotransmissao serotoninérgica (Montigny e Blier, 1992). No

entanto, uma inibicdo da neurotransmissao serotoninérgica sé ocorre quando ha uma
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indugdo duradoura, viabilizada por agonistas de receptores 5-HTa. Portanto, o efeito
ansiolitico crénico das azaspironas parece decorrer de uma dessensibilizagdo progressiva
dos autoreceptores 5-HT1a somatodendriticos (Blier e De Montigny, 1987; Motta e cols.,
1992). Ja o tratamento agudo com agonistas de receptores 5-HT 1, além de nao induzir esta
dessensibilizacao pré-sinaptica, aumenta a liberagdo de 5-HT na fenda sinaptica devido a
ativacao pré-sinaptica dos autoreceptores 5-HT4. Segundo a teoria serotoninérgica classica
da ansiedade, isso resulta em um efeito ansiogénico (Blier e cols., 1987; Montigny e Blier,
1992; Motta e cols., 1992; Silva e Brandao, 2000).

No teste de CRC, a administracdo da ipsapirona induziu um aumento significativo na
porcentagem da resposta de congelamento dos animais, comparado aos que receberam
salina, ou seja, gerou um efeito ansiogénico. O mesmo efeito também ja foi observado com
a administracdo aguda de outros tipos de agonistas do receptor serotoninérgico 5-HT+ (p.
ex. ipsapirona, buspirona, 8-OH-DPAT) (Silva e Brandao, 2000; Broiz e cols., 2008), apesar
de uma acado ansiolitica ter sido verificada em alguns estudos (Wistowska-Stanek e cols.,
2005). Por outro lado, a administracao cronica de agonistas de receptores 5-HT, parece
induzir efeitos ansioliticos, a exemplo da buspirona que é amplamente usada na pratica
clinica (Goa e Ward, 1986; Fulton e Brogden, 1997; Bond e cols., 2003). Porém, em
modelos animais, principalmente naqueles envolvendo choque ou conflito, ela possui
resultados inconsistentes (Witkin and Perez, 1989; Sanger, 1990; Martin e cols., 1993;
Meneses e Hong, 1993; Benvenga e Leander, 1996;)

O LCE, por sua vez, é um teste de ansiedade amplamente usado em roedores, com
sensibilidade comprovada para compostos benzodiazepinicos atuando na via GABAérgica
(para revisdo vide Rodgers e Cole, 1994). Porém, esse procedimento experimental gera
dados contraditorios quando avalia compostos serotoninérgicos. Estes ja induziram um
efeito ansiogénico (Critchley e Handley 1987a; Critchley e cols., 1992; Klint, 1991; Motta e
Brandao, 1992), ansiolitico (Critchley e Handley, 1987b; Setem e cols., 1999) ou nenhum
efeito sobre os parametros classicos de ansiedade analisados no LCE (Pellow e File, 1986;

Critchley e Handley 1987a, 1987b; Pellow e cols., 1987; Moser e cols., 1990; File e
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Andrews, 1991; Critchley e cols., 1992). Tais inconsisténcias levaram alguns autores a
sugerirem que o LCE é insensivel a compostos que atuam na via serotoninérgica, ou que
este teste estaria medindo, em roedores, mecanismos que nao tém relagcdo com a
ansiedade humana (Moser, 1989; Moser € cols., 1990).

No presente estudo, a administracdo da ipsapirona também n&o induziu um efeito
significativo sobre os parametros classicos no LCE, como a porcentagem de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos. Para os pardmetros etoldgicos, os resultados
foram, na verdade, contraditérios. Ao mesmo tempo em que a ipsapirona causou um
aumento no tempo despendido espreitando — efeito ansiogénico —, ela também induziu, de
forma geral, um aumento na categoria esquadrinhar e exploracdo da extremidade dos
bracos abertos do LCE — efeito ansiolitico.

Diversos ligantes serotoninérgicos tém sido identificados como tendo efeitos que vao
desde ansioliticos ou ansiogénicos, para uma auséncia completa de efeito em varios
modelos animais (para revisédo, vide Treit, 1991; Rodgers e cols., 1997). No LCE, mais
especificamente, estas inconsisténcias podem ser conseqiiéncia de diferencas laboratoriais
como, por exemplo, a maneira de registrar o comportamento, o quanto e como ¢é feita a
manipulacdo (handling) prévia dos animais, a presenga ou ndo de bordas protetoras ao
longo dos bragos abertos, o fato do animal ser ou ndo ingénuo, o nivel de iluminacao, a
duracdo das sessdes, a espécie utilizada, a linhagem, o numero de animais mantidos em
cada caixa-ninho e a hora do dia que ocorreu a sessao (Fernandes e File, 1996; para
revisdo vide Hogg, 1996; Rodgers e Cole, 1994). As causas especificas para esta maior
vulnerabilidade dos ligantes 5-HT a esses fatores metodoldgicos continuam incertas.

Quanto comparados os animais CAC, CBC e Controle, foi vista uma resposta de
congelamento ao contexto, na sessao teste, significativamente maior no grupo CAC/IPS,
que no Controle/IPS. Este resultado sugere, novamente, que a linhagem CAC apresenta
uma maior sensibilidade ao efeito do condicionamento no teste de CRC. No teste do LCE,
as diferentes linhagens nao diferiram significativamente entre si quando administrada a

ipsapirona. Novas geragoes destas linhagens sdo fundamentais para um melhor
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esclarecimento a cerca dos efeitos de manipulagées farmacoldgicas, a exemplo do que foi
observado entre a 32 e 42 geragao dos animais tratados apenas com salina.

Mesmo que as linhagens selecionadas quanto ao seu padrdo de resposta de
congelamento (CBC e CAC) nao apresentaram grandes diferengcas comportamentais
quando submetidas aos diferentes tratamentos farmacoldgicos (salina vs. ipsapirona) nos
testes de CRC e LCE, estudos desta natureza sao importantes para o estabelecimento de
linhagens com comportamentos emocionais extremos. Tais estudos também sao
necessarios para o desenvolvimento de novos compostos com potencial valor terapéutico,
uma vez que, em humanos, temos individuos com diferentes niveis de ansiedade. De fato,
sabe-se que uma droga psicotrépica pode atuar diferentemente, de acordo com o nivel de
ansiedade sendo testado (p.ex. Keck e cols., 2005). Por exemplo, em altos niveis basais de
parametros indicativos de medo/ansiedade, diferentes tratamentos farmacoldgicos
aumentaram o comportamento de avaliagdo de risco, mas em niveis basais mais baixos, o
mesmo tratamento teve seu efeito diminuido (Blanchard e cols., 1990a, 1990b, 1993;
Liebsch e cols. , 1998b).

A relevancia do desenvolvimento de linhagens de animais geneticamente
selecionados tem sido amplamente estudada. Esse processo, no entanto, € longo e inexato,
como por exemplo, os resultados apresentados pelas linhagens utilizadas no presente
trabalho. Afim de melhorar o padrdo comportamental das linhagens selecionadas de acordo
com seu perfil genético, algumas medidas podem ser tomadas para estudos futuros, como:
padronizagdo das condi¢des de alojamento e dos modelos experimentais dos dois
laboratérios envolvidos na pesquisa (PUC-RJ e UnB); utilizacdo de animais Controle
submetidos ao mesmo processo de cruzamento seletivo, porém sem selecionar niveis
comportamentais diferenciados; utilizar sempre animais ingénuos; testar os animais a serem
selecionados em outros modelos de ansiedade classicos, como campo aberto; expor os
animais a serem selecionados em testes de aprendizado/meméria, como o labirinto
aquatico de Morris; e promover 0 mesmo processo de selecdo genética no laboratério da

UnB, paralelamente ao que ja é feito na PUC-RJ, para comparacgao futura.



6. CONCLUSAO
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De maneira geral, os resultados do presente trabalho apontaram para uma auséncia de
influéncia da selegdo genética sobre o comportamento dos animais testados nos dois
modelos comportamentais e sobre o efeito do tratamento farmacolégico. Com base no
exposto, pode-se concluir que: (a) a selecdo genética nao influenciou no perfil
comportamental dos animais testados, uma vez que o0s sujeitos ndo tratados
farmacologicamente nao apresentaram diferengas nos parametros indicativos de ansiedade
na maioria dos testes utilizados; (b) a linhagem CAC da geragdo S3b mostrou-se mais
ansiosa que os animais Controle e CBC apenas no teste de CRC; (c) ao observar um
comportamento diferenciado entre animais da mesma linhagem, mas de geracgdes
diferentes, o nivel de ansiedade foi influenciado pela gera¢ao dos animais selecionados; (d)
a ipsapirona administrada de forma aguda teve efeito ansiogénico na maioria dos
parametros comportamentais avaliados, sendo seu efeito mais eficiente na linhagem CBC;
(e) o aprendizado prévio dos animais utilizados no experimento 2 prejudicou o aparecimento
de diferengcas comportamentais no modelo de CRC e elevou o nivel de ansiedade dos
animais testados no LCE; (f) o nivel de ansiedade dos animais influenciou no efeito da

ipsapirona, o que refor¢a o uso desse tipo de modelo animal em testes farmacoldgicos.
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