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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo fazer uma revisao critica dos principais problemas
e desafios metodoldgicos associados ao uso do labirinto em cruz elevado na pesquisa
cientifica nos estudos do comportamento e de testes com novas drogas para uso humano,
ressaltando aspectos que podem interferir na exatiddo do método e que sdo, com frequéncia,
ignorados ou subestimados pelos pesquisadores. Para tal objetivo, foram revistos artigos que
discutem a validade experimental do labirinto em cruz elevado e artigos que questionam
pontos especificos e criticos para o uso deste aparato, as incurias técnicas mais comuns
(niveis de luminosidade, variacfes de temperatura, presenca indesejada de animais intrusos
nos aredores dos locais de teste), questdes relativas ao préprio teste (duracdo, efeitos de
reteste) e tratamentos pré-teste. E feito um apanhado geral dos efeitos das doencas mais
comuns —em especial, viroses e bacterioses— que podem causar distor¢des nos testes, e
uma revisao de artigos que destacam a situacdo sanitaria dos biotérios brasileiros e a salde
das cobaias. Também ¢é discutida a diferenca entre ansiedade "normal" e ansiedade

"patoldgica”, e suas implicacdes para os testes com labirinto em cruz elevado.

PALAVRAS CHAVE:

labirinto elevado em cruz; benzodiazepinicos; ansiedade; método cientifico; ansiogénese;

ansiolise;
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ABSTRACT

The present work aims to make a critical review of key issues and methodological
challenges associated with the using of the elevated plus maze in scientific research studies of
behavior and in the test of new drugs for human use, highlighting aspects that may interfere
with the accuracy of the method and that are often ignored or underestimated by researchers.
For this purpose, we reviewed articles that discuss the validity of the experimental elevated
plus maze and articles questioning and critical points specific to the use of this apparatus, the
most common techniques injuries (light levels, temperature variations, the presence of
unwanted animal intruders around the test sites), issues concerning the test itself (duration,
effects of retest) and pretest treatments. It made an overview of the effects of the most
common diseases, especially viral and bacterial diseases, that can cause distortions in the
tests, and a review of articles highlighting the health situation of Brazilian animal facilities
and the health of guinea pigs. Also discussed is the difference between anxiety "normal”

anxiety and "pathological” and its implications for tests with elevated plus maze.

KEYWORDS:

elevated plus maze; benzodiazepines; anxiety; scientific method; anxiogenesis; anxiolysis;
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INTRODUCAO

O labirinto em cruz elevado é um aparato classico usado hd décadas no estudo da
ansiedade e em testes farmacologicos. Bastante popular, possui um escopo de mais de 3.000
artigos publicados a partir de pesquisas oriundas de seu uso (web of science). Sua
popularidade deve-se, entre outros motivos, pela aparente facilidade de seu uso, pela
eficiéncia nos testes com algumas drogas e pelo vasto conhecimento acerca de seu
funcionamento. Entretanto, a aparente simplicidade do mecanismo esconde dificuldades e
problemas técnicos que sdo, com frequencia, ignorados ou subestimados por boa parte dos
pesquisadores. Problemas estes que acarretam resultados disparatados e colaboram para o
descrédito do labirinto em cruz elevado e, eventualmente, pela depreciacdo dos resultados
obtidos pelo uso deste.

Este trabalho de revisdo visa apontar na literatura dados e informacGes que coadunem
com a validade experimental do labirinto em cruz elevado, para experimentos e testes de
ansiedade em cobaias (ratos e camundongos), bem como as objecOes tedricas e as
dificuldades experimentais e metodoldgicas inerentes ao uso deste aparato, que podem,
eventualmente, comprometer os resultados das pesquisas ou diminuir sua acuracidade. Para
tal, € dada uma breve explicacdo do conceito de labirinto elevado, abordando o histérico de
seu uso e o contexto em que foi criado e aperfeicoado e seu funcionamento basico. S&o
levantados dados bibliogréaficos sobre fatores externos ao experimento e que podem alterar

seus resultados. Também é revisado material que discuta sua validade experimental.
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1. O LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto em cruz elevado ¢ um aparelho em forma de cruz, elevado a 40-70 cm do

chédo, com dois bracos de laterais abertos, sem paredes, e dois bracos de laterais fechados,
com paredes (fig. 1). Foi teorizado por por Handley e Mithani (1984), com base em um
procedimento experimental semelhante, proposto por Montgomery (1955) e destinado para a
avaliacdo de aspectos da ansiedade (e.g., Cruz, Frei, & Graeff, 1994; Dorow, Horowski,
Pashelke, Amin, & Braestrup, 1983; Moser, 1989; Pellow & File, 1986; Rodgers & Cole,
1994). O labirinto ¢ idealizado para uso em roedores, que tem, em geral, livre movimentacao
entre todos os bragos do labirinto.
O modelo é baseado na aversdo de roedores por espacos abertos. Esta aversdo leva ao
comportamento denominado "tigmotaxia”, que envolve a afinidade por areas fechadas,
levando as cobaias a evitar as areas abertas e limitando os movimentos para espacos fechados
ou para as bordas de um espaco limitado. Em um labirinto em cruz elevado, isso geralmente
se traduz em uma restricdo de movimentos aos bracos fechados. Um protocolo completo do
uso do labirinto elevado em cruz pode ser visto em Walf & Frye (2007).

O aparato é mais frequentemente usado para avaliar o comportamento e a ansiedade de
roedores em estudos de comportamento e/ou farmacoldgicos, avaliando o efeito de compostos
asiogénicos e ansioliticos, e o envolvimento de neurotransmissores nos processos da
ansiedade (Anseloni & Brandao, 1997; Cruz et al., 1994; Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985; Rodgers & Cole, 1994). A reducdo de ansiedade no labirinto em cruz é indicada por um
aumento na percentagem de tempo despendido nos bragos abertos (tempo nos bragos abertos /
tempo total em bracos abertos ou fechados), e um aumento na propor¢do de entradas nos
bragos abertos (entradas em bragos abertos / entradas totais para os bracos abertos ou
fechados). Outras medidas séo geralmente citadas, como o tempo absoluto dispendido em
cada braco e o numero total de entradas em cada brago. Em geral os roedores apresentam uma
maior aversividade aos bragcos abertos do que aos bragos fechados, possibilitando uma
dindmica de movimentagdo no aparato que sera, depois, avaliada e comparada para os fins da

pesquisa. O rato explora os dois tipos de brago, mas entra mais e permanece mais tempo nos
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bragos fechados. Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos
bragcos abertos e pelos fechados um indice relativamente confiavel de ansiedade: quanto
maiores 0s niveis de ansiedade, menor a porcentagem de entradas nos bragos abertos e de
tempo gasto nos mesmos (Handley & Mithani, 1984; Pellow & File, 1986). Embora por
muito tempo o efeito ansiogénico dos bragos abertos tenha sido creditado a altura destes para
0 chdo ou a "novidade do ambiente"”, Treit et al.1993, concluiu que o efeito ansiogénico €

frequentemente causado por espagos abertos.
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lustracéo 1: Esquema do Labirinto em Cruz Elevado
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O instinto exploratorio, que leva o roedor a se locomover pelo labirinto, é uma
caracteristica fundamental da atividade em animais, humanos e ndo-humanos (Adlerstein e
Fehrer, 1955; Berlyne, 1950, 1954; Bindra e Spinner, 1958; Cryan e Holmes, 2005; Halliday,
1966; Hull, 1943; Kalueff et al, 2006;. Kim et al, 2005.; Kliethermes e Crabbe, 2006).

A ansiedade atestada nos animais expostos ao labirinto em cruz elevado é entendida
em termos da "teoria do conflito”, proposta por Montgomery em seu artigo classico "The
relation between fear and exploratory behavior" (1955), que postula que a exploracdo do
labirinto por parte do animal € determinada pelo equilibrio entre duas motivacoes
conflitantes: o medo, entendido como uma resposta aversiva inata de reconhecimento de
perigo, que estimula o comportamente de fuga, e a curiosidade, entendida como um impulso
exploratério. Ou seja, o animal ocila entre o instinto exploratério e o0 medo de explorar o
ambiente, sendo a ansiedade o produto deste conflito. As bases do comportamento de cobaias
qguando expostas a a um ambiente em que podiam escolher entre a permanéncia e/ou
exploracdo de um campo fechado e permanéncia e/ou exploracdo de um campo aberto, que

poderiam ser resumidas nas seguintes regras:

1) Medo induzido antes da exploracdo ndo tem efeito sobre o comportamento
exploratorio.

2) Medo induzida em uma nova situacdo tende a inibir a atividade exploratoria na
proporc¢éo da forca do medo.

3) A diminuicdo do comportamento exploratério nestas circunstancias pode ser explicada

em termos da teoria de conflito.

E seguro concluir que todos os atuais paradigmas de instinto exploratdrio-ansiedade
séo, de fato, baseados na teoria do conflito motivacional de Montgomery.

Embora n&o haja uma medida objetiva de ansiedade, as observagbes do
comportamento das cobaias no labirinto demonstram que é possivel transpor esta medida para
as medidas mensuraveis do comportamento das cobaias, uma vez que a exploracdo €
gradualmente inibida pela ansiedade de forma proporcional (Ohl, 2005).

Zimbardo & Montgomery (1957) argumentaram que, na exploracdo de A&reas

selvagens, o medo era uma precaucao essencial para assegurar a seguranca do ambiente antes

16



de se envolver na consumacdo de comportamentos que poderia torna-los vulneraveis a
predadores. Sendo portanto, o0 comportamento ansioso um aparato evolutivo em animais
como ratos e, possivelmente, se extendendo para outros animais e, possivelmente para 0s
humanos, com um alto nivel de correlacdo entre as bases comportamentais, extendendo
assim, a &rea de alcance das conclusdes expedidas das pesquisas com o labirinto.

Em 1957, Zimbardo e Montgomery também sugeriram a hipotese interessante de que
animais criados em ambiente sensorial "enriquecido™ (adicionado de detalhes artificiais que
possam ser explorados pelo roedor) tendem a explorar mais quando posteriormente
colocados em num ambiente complexo. Nos Ultimos anos o papel do enriquecimento
ambiental para viveiros animais (Wolfer et al., 2004; Wurbel, 2001) estd se tornando

amplamente reconhecido.
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2. OS DESAFIOS METODOLOGICOS

Por se tratar de um teste comportamental e, portanto, envolver uma grande quantidade
de processos neurais que ndo sdo completamente conhecidos (como as préprias vias
neurobioldgicas da ansiedade), o teste estd sujeito a ser afetado de forma imprevistas por
fatores externos ao experimento. Tais fatores dizem respeito a resiliéncia do comportamento
dos roedores usados no teste, envolvendo detalhes técnicos que podem alterar 0s processos
comportamentais e/ou fisioldgicos das cobaias, prejudicando a pesquisa. Um grande numero
de fatores desta ordem ja foram relatados pela literatura cientifica, e novos fatores agravantes
sdo encontrados a medida que o conhecimento sobre o labirinto em cruz elevado aumenta.
Também existe vasta discussdo a respeito da validade da analise comportamental e de sua
transposicdo para inferir os processos comportamentais de outros mamiferos. Parte da
discussdo a esse respeito e dos fatores prejudicantes do experimento sdo visibilizados nesse
trabalho.
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3. A INCONSISTENCIA DE TESTES COM DETERMINADOS FARMACOS

Pellow (1985) faz uma extensa revisdo sobre o uso do labirinto e ja destaca sua
eficiéncia com medicamentos benzodiazepinicos. Resultados que sdo comprovados por
Dawson & Tricklebank (1995) e Handley & McBlane (1993).

Os benzodiazepinicos estdo entre as drogas mais usadas no controle da ansiedade em
humanos. A grande expansao de seu uso deu-se na década de 60, época do desenvolvimento
dos primeiros modelos animais de medo e ansiedade. Por ser o unico tipo de medicamento
disponivel na época para os estudos da ansiedade, deu-se que a maioria dos modelos
preditivos de cobaias foi desenvolvida baseando-se nas benzodiazepinas, tornando o modelo
improprio para teste farmacoldgico de outros medicamentos que vieram posteriormente, e que
possuiam um modo operandi diferente. (Belzung & Griebel, 2001; Belzung, 2001)

Farmacos ndo benzodiazepinicos, como, por exemplo, os anti-depressivos que podem
ser usados no tratamento de transtornos generalizados de ansiedade, ndo apresentam,
entretanto, resultados semelhantes no controle da ansiedade em cobaias no labirinto elevado
em cruz (Borsini et al, 2002), apresentando resultados inconsistentes quando testados no
labirinto (Lister 1987; Handley e McBlane, 1993; Silva et al, 1999; Cole e Rodgers, 1995;
Silva e Brandao, 2000; Kurt et al, 2000).

Apesar da baixa taxa de correlacdo entre 0 comportamento de cobaias no labirinto e o
comportamento humano sob uso de antidepressivos e outros farmacos no controle da
ansiedade, embora ainda sejam feitos testes em grande quantidade com ndo
benzodiazepinicos, estes testes tendem a ndo possuir a mesma confiabilidade. A vasta
literatura sobre o labirinto em cruz elevado rendeu conclusdes discrepantes sobre a
efetividade de determinados farmacos. Por exemplo, um certo nimero de grupos de
investigacdo tém encontrado que os agonistas seletivos do receptor 5-HT1A (por exemplo, 8-
OHDPAT, buspirona) exibem efeitos ansioliticos no labirinto em cruz elevado (Belzung C. &
Agmo A. 1997; Bhattacharya SK & Acharya SB. 1993; Lee C, Rodgers RJ. 1991; de Souza
et al. 2000; Rodgers RJ. 1992), enquanto outros relataram auséncia de qualquer efeito (Seale;
Niekrasz; Garrett, 1996) ou mesmo efeito ansiogénico (Micheau J. et al. 1999).
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A ansidlise causada por benzodiazepinas € facilmente detectada no labirinto. Portanto
0 uso destes medicamentos em alguns testes com o labirinto em cruz elevado é muito popular.

Testes em diferentes modelos de experimentos de ansiedade fazem notar que algumas
respostas sdo especificamente ou, principalmente, afetadas por classes especificas de
farmacos (Blanchard RJ, 1997; Griebel G & Sanger DJ, 1999).

Benzodiazepinicos diminuem as atividades de "avaliacdo de risco” dos animais,
enguanto agentes atuantes no 5-HT1A afetam principalmente a hostilidade defensiva e 0s
comportamentos de ataque (Heisler 1998) , os inibidores da recaptacdo de 5-HT e o0s
antagonistas de CCKB tem um impacto maior sobre os comportamentos de fuga. Tomados
em conjunto, estes observacdes sugerem que a avaliacdo de risco, a fuga, ameaca defensiva /
ataque e tentativas de fuga provavelmente refletem diferentes aspectos das reacbes de
ansiedade (Barnes & Sharp, 1999).
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4. AACAO DOS BENZODIAZEPINICOS

Benzodiazepinicos sdo psicofarmacos que possuem uma estrutura quimica formada
pela fusdo de um anel de benzeno e um anel de diazepina (Shorter, E., 2005) que possuem
propriedade sedativa, hipnoética, ansiolitica, anticonvulsivante e relaxante muscular (Olkkola
KT & Ahonen, J, 2008).

R1
\ R2
N
R7 —N
R

llustragéo 2: Exemplo de
Benzodiazepina.

Os benzodiazepinicos (BZ's) agem como agonistas do sistema gabaérgico, agindo
sobre a contencdo da liberacéo de serotonina no cérebro a partir da potencializagdo da acéo do
GABA-a, um receptor da molécula GABA. O GABA é normalmente um neurotransmissor
inibitorio do SNC, que age inibindo o potencial de acdo dos neurénios através da abertura dos
canais de Cl-, hiperpolarizando o neurénio (Olsen, 2006).

A serotonina, ou (5-HT), & um neurotransmissor secretado por neuronios
serotoninérgicos e que é mediador de uma das vias reponsavel, entre outras funcgdes, pela
ansiogénse.
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A fig.3 mostra um esquema geral da acdo das benzodiazepinas sobre o0s receptores de
GABA.

01 Impulso Nervoso

(2} sitins de
armazenamento de
GABA

HEURGNIO 1

) Benzodiazepinas 2 GABA vindo do

\ \ O qp neurdnic

(4) GABA reaje com
receptores do neurdnio 2
[permitindo a entrada de Cl-}

(7] Benzodiazepinas
intensificam
ac3odos
receptores de
GABA

(8)

(3 Inibicdo de impulso
Nervoso

Reforcam o efeito
inibitoric do GABA

llustracdo 3: A acdo das benzodiazepinas entre dois neurdnios.

Estudos comparativos com BZ's e com outros ansioliticos serotoninérgicos revelaram
diferengas que ndo podem ser constatadas por métodos convencionais. Por exemplo:
enquanto que ambas as classes de drogas compartilham do efeito ansiolitico, apenas BZ's
causam diminuicdo na evasdo dos bracos abaertos do labirinto elevado, demonstrando clara
diferenga no perfil ansiolitico dessas drogas (Rodgers et al, 1997).

Rodgers et al, (1995) propds alguns métodos para detectar efeitos ansioliticos que ndo

sdo detectados no LCE tradicional. Testes em diferentes modelos de experimentos de
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ansiedade fazem notar que algumas respostas sdo especificamente ou, principalmente,
afetadas por classes especificas de fA&rmacos (Blanchard et al. 1997, Griebel G. et al 1999).

Fica evidente que diferentes classes de farmacos possuem diferentes modos de aliviar
a ansiedade, atuando em diferentes vias neurais. Em resumo, pode-se dizer que os BZ's
alteram os efeitos da "avaliacdo de risco” dos animais, enquanto agentes serotoninérgicos
afetam principalmente a hostilidade defensiva e os comportamentos de ataque e os
recaptadores de 5-HT e os antagonistas de CCKB tem um impacto maior sobre 0s
comportamentos de fuga. Tomados em conjunto, estes observacdes sugerem que a avaliacao
de risco, a fuga, ameaca defensiva / ataque e tentativas de fuga provavelmente refletem
diferentes aspectos das reac¢des de ansiedade (Griebel .et al 1999).

A descoberta de benzodiazepinas no inicio dos anos 1960 e seu sucesso comercial
consideravel no tratamento da ansiedade alimentou o desenvolvimento de modelos animais de
ansiedade numerosas. Infelizmente, porque BZ's eram o0s Unicos agentes ansioliticos
comercializados em que tempo, a validade preditiva destes modelos iniciais tem sido
principalmente com base na sua capacidade de detectar o acdo farmacoldgica de BZ's.
isto tornou-se evidente no inicio de 1980, quando ndo BZ's ansioliticos, por exemplo,
buspirona (BUS), um agonista parcial de 5-HT1A, foram encontradas inativo em alguns testes
de ansiedade (Armario. et al. 1998).

Todas estas drogas exibem efeitos altamente varidveis, a triagem destes compostos
requer novas e mais apuradas técnicas para suprir as necessidades faltantes ao labirinto em

cruz elevado (Belzung, 2001).
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5. CONDICOES TECNICAS.

Diversas condi¢des tecnicas podem influenciar nos resultados do labirinto em cruz
elevado, alterando o comportamento das cobaias. Embora sejam frequentes os relatos de parte
das condicGes tecnicas nos artigos publicados em pesquisas com labirinto em cruz elevado,
sdo raros os artigos que esclarecem todas as condi¢Ges experimentais relevantes para 0s
testes, ou que, levem em conta a influéncia de condi¢cGes mais extremadas nos resultados.

Sdo enumeradas aqui, algumas das condi¢des experimentais mais comuns que podem

influir no teste.

5.1. Luminosidade

O nivel de luminosidade do laboratério ou local de testes pode influir no
comportamento das cobaias. H4 um aumento da exploracdo dos bragos abertos quando 0s
animais sdo testados com baixos niveis de luminosidade ambiental. Cardenas, Lamprea, &
Morato, (2001) submeteu grupos de ratos Wistar machos a remoc¢do bilateral aguda de
vibrissas em diferentes comprimentos e testou 0 comportamento destes ratos em dois tipos de
iluminacdo: iluminacdo alta (150 Lux) e iluminagdo ambiental baixa (2 Lux). Os resultados
indicaram que 0s ratos testados sob baixa iluminagdo tendem a explorar os bragos abertos
com mais freqiiéncia e mais tempo do que os testados em iluminacédo alta (2lux), e que nédo
houve alteracdo no numero de entradas nos lados abertos ou fechados, independente da
remocao das fibrissas.

No experimento de Griebel et al., (1993); ratos fizeram um namero significativamente
maior de entradas nos bracos abertos e passaram muito mais tempo nos bracos abertos quando
o teste foi realizado entre 8 he 12 h do que quando realizada entre 14 h e 17 h. O teste chamou
atencdo para o fato de as diferencas de luminosidade ao longo do dia influirem nos

comportamento das cobaias e que portanto, a repeticdo de um mesmo experimento poderia ter
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resultados variados de acordo com a hora do dia em que o experimento é realizado, caso o
pesquisador ndo disponha de métodos para padronizar a luminozidade ambiente.
Além disso, Garcia, Cardenas & Morato (2005) mostraram que 0 aumento da
exploracdo dos bragos abertos, s acontece no teste com nivel de ilumina¢do menor que 1 lux.
Acima de 3 lux e até 300 lux, essa exploracdo ndo é alterada, o que significa que existe
um ponto entre 1 e 3 lux no qual acontece 0 aumento da exploracdo dos bracos abertos do

labirinto.

5.2. O material do chdo do labirinto

Sao raros os artigos que descrevem o material ou a textura do chdo do LEC, que ficara
em contato com as patas das cobaias, muito embora saiba-se que este é um fator relevante
para o teste. Morato & Castrechini, (1989) demonstrou que chdo liso ou &spero, em
combinac¢do com determinados niveis de luminosidade, pode alterar o comportamento de
ratos cobaias. No experimento, ratos testados em chdo aspero, em condi¢cGes de baixa
luminosidade, entraram mais vezes nos bragos abertos do que os individuos testado nem chéo
aspero e alta luminosidade, chdo liso e baixa luminosidade e chdo liso e alta luminosidade,
bem como também permaneceram mais tempo nos bragos abertos do que todos os individuos
dos grupos supracitados, mostrando que o material do piso do labirinto em cruz elevado, é um
fator determinante em ambientes de baixa luminosidade.

Para Morato e Castrechini estes comportamentos sdo associados com "aversdo”, e ndo
necessariamente por medo, conforme medido neste teste. Os resultados deste estudo sugerem
a importancia de haver uma padronizagdo do piso em conjunto com a intensidade da
iluminacdo ambiente, permitindo assim uma maior resiliéncia do experimento e, portanto, a

seletividade para a medicdo dos efeitos de drogas ansioliticas ou ansiogénicas.

5.3. O numero de exposicoes ao labirinto

Este j& € um fator bem conhecido e, embora ndo seja costumeiro relatar as
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experiéncias precedentes das cobaias com o labirinto em cruz elevado ou com outros tipos de
testes, € mister pressupor que as cobaias usadas em qualquer experimento com labirinto em
cruz elevado ndo tenham tido tais experiéncias prévias, portanto, este € um fator que também
merece ser enumerado.

Genst et al, (1982). comparou as respostas comportamentais de dois grupos: de ratos
cobaias criados individualmente e ratos cobaias criados em grupos, quando expostos um
Unica vez ou mais de uma vez ao labirinto elevado em cruz. Os ratos apresentavam uma
maior locomocdo apds a primeira exposicao ao labirinto. Entretanto, no experimeto de Treit et
al, (1993), foram realizados seguidas sessdes com as cobaias no labirinto elevado na
expectativa de que se habituassem ao "medo™ dos bracos abertos e, depois, foram submetidas
cobaias a 3 sess@es, de 30 minutos cada, de confinamento em bragos abertos, entretanto, 0s
ratos controle apresentaram maior propensao aos bracos abertos do que os ratos que passaram
pelas sessdes de confinamento.

Os resultados de Genst et al (1982) também corroboram com os resultados
semelhantes, de Fille et al, (1992).

5.4. A Presenca de outros animais nas proximidades do recinto.

Ratos que tiveram contato proximo com um pano impregnado com o odor de um gato,
mostraram maior ansiedade no labirinto elevado em cruz, em testes realizados até mais de
uma hora apds a exposicdo (Zangrossi, 1992).

Resultados de aumento na ansiedade de ratos também foram obtidos por Roy et al,
(2001) em diversos testes. A resposta comportamental também varia de acordo com a idade
das cobaias (Hubbard et al, 2004), sendo mais intensa em ratos mais velhos (38 dias) e menos
intensa em ratos jovens (18 dias).

Estes testes mostram a importancia do isolamento adequado do recinto das
experiencias em relacdo a gatos e, possivelmente, de outros predadores naturais de ratos e

camundongos.
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5.5. Sangue de outros ratos (para ratos)

Zangrossi et al, (1992), demonstrou efeito ansiogénico em ratos expostos ao sangue de
outros ratos, embora tal efeito seja significativamente menos potente que o da exposi¢do ao
odor de gato, destacando a importancia de ndo expor as cobaias ao sangue ou a visdo do

sacrificio de individuos da mesma espécie.

5.6. Variagdes de temperatura

Foi demonstrado por Hata et al. (2000), que alteracBes bruscas e constantes de
temperatura, embora ndo diminuam o nimero de entradas nos bracos abertos dos labirintos
elevados, diminuem o tempo de permanéncia nestes. As cobaias de Hata et al, (2000) foram
testadas em dois ambientes, um mantido na temperatura de 24°C e outro em 4°C, e revezados
entre estes dois ambientes em diferentes ritmos por um periodo entre 6 e 8 dias. Os ratos que
passaram por este procedimento ndo apresentaram um maior nimero de entradas nos bragos
abertos ou fechados, mas apresentaram um acentuado decréscimo no tempo que permaneciam
nos bracos abertos. Ainda no neste estudo, ratos que foram submetidos a ambiente de
temperatura constante a 4°C por 1 hora, 2 dias e 5 dias, ndo apresentaram significante
mudanga de comportamento, demosntrando que embora extremos de temperatura ndo sejam
considerados desejaveis, este possivelmente ndo € um fator de influéncia tal qual as variagdes
de temperatura.

O estudo realca a importdncia de se tomar cuidado com atos corriqueiros de
laboratdrio, como transporte dos animais entre ambientes dispares e o ligar ou desligar de ar-

condicionado no ambiente de teste.

27



5.7. Aduracao dos testes

Gonzalez & File (1997) relata que uma exposi¢do de 5minutos ao labirinto em cruz
elevado, é o suficiente para causar desensibilizacdo em ratos aos efeitos ansioliticos de
benzodiazepinicos. Um estudo anterior de Rodgers et al (1996) chegou a sugerir que 3
minutos de exposicdo ao labirinto em cruz elevado sdo suficientes para causar a
desensibilizacdo. Nao ha informacdes definitivas de como isto pode afetar na aficiéncia dos
testes, mas € possivel que esta desensibilizacdo por tempo de exposicéo esteja relacionada aos

efeitos de retestes.

5.8. Tratamentos preé-teste

A forma de tratamento das cobaias antes dos experimentos pode ser um fator de
influéncia nos resultados de teste e, como ja foi dito anteriormente, embora ndo seja mister
descrever o tratamento anterior das cobaias em artigos, é possivel que as condi¢6es dos locais
de armazenamento de cobaias possuema fatores corelatos com os experimentos de avaliacéo

de tratamento pre-teste.

5.8.1. O ressinto de confinamento

Schimitt et al. (1998a), demonstrou que individuos deixados por uma semana em um
campo aberto, em campo aberto enriquecido e em local fechado, demonstravam grande
diferenca entre si na tendéncia exploratoria, no tempo que passavam em movimento e no
tempo que permaneciam nos bragos abertos. Sendo os individuos deixados no campo aberto

enriquecido, 0s que apresetavam maior tendéncia exploratéria. I1sso demonstra a importancia
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de haver padronizagéo clara no tratamento ulterior para os individuos usados em testes, em
especial nos testes com drogas, sob risco de prejudicar o resultado final. Esses resultados sdo

confirmados por um segundo experimento semelhante de Schimitt et al. (1998b).

5.8.2. A forma de transporte

Morato & Branddo. (1996) concluiu que a forma de transporte das cobaias até o
recinto do teste também pode influenciar na ansiedade e no comportamento exploratério.No
estudo, cobaias transportadas em um carrinho demonstrama maior comportamento aversivo
aos bragos abertos do que cobaias transportadas manualmente. Tal resultado demonstra a
necessidade de haver uma padronizagdo também na maneira como as cobaias sao

manuseadas.

5.8.3. O isolamento social

Morato & Branddo. (1997). demonstrou que ratos deixados em isolamento social de
24horas apresentaram aumento no comportamento aversivo quando testado no labirinto

elevado em cruz.

29



6. METODOLOGIA DE ANALISE DE COMPORTAMENTO

O método que € adotado para analisar o comportamento dos animais em labirinto e as
determinantes numéricas em gue as conclusfes se baseiam sdo da méxima importancia para a
determinacéo dos resultados. Normalmente usa-se o tempo de permanéncia nos bragos aberto
e fechados (em geral na forma de percentagem) e, em certos casos, 0 nimero de entradas nos
bracos abertos (Tomkins, D et al, 1990 p/ex). A definicdo do que constitui uma entrada de
braco é muito importante. Pellow et al. (1985); Lister (1987), e muitos outros, afirmam que
uma entrada no brago ocorreu apenas quando o animal passou pela regido central deste braco,
com as quatro patas, embora outros (por exemplo, Vasar, E, et al 1993) afirmem ser
necessaria apenas a passagem das patas dianteiras. E infelizmente, a grande maioria dos
artigos ndo faz mencao ao critério seguido. Tradicionalmente, as entradas e saidas do braco
sdo contados quando um animais ultrapassa 0 comeco de um braco. A parte central é
normalmente considerada em separado de ambos os bracos abertos e fechados, embora haja
excecOes, e as vezes é incluido como parte dos bracos fechados e, excepcionalmente, 0s
bracos abertos (Vasar, E, et al 1993). O quadrante central é considerado por algunas como o
"ponto zero" do labirinto (Bickerdike, M. J. et al 1994; Shepherd, J. K. et al. 1994) esta
classificagdo foi concebida para eliminar o problema da ponto central, embora tenha sido
argumentado que 0s comportamentos que sdo exibidos nesta se¢cdo do EPM sdo criticamente
importantes no comportamento exploratorio do labirinto como um todo. Em parte dos
estudos, o tempo gasto no ponto central é contado separadamente dos calculos de
percentagem totais do labirinto (Fernandes & File, 1996), sendo portanto, descartada na
medida das medidas convencionais de ansiedade.

Estudos comportamentais tem revelado importantes diferencas que ndo eram evidentes
com 0s parametros convencionais. Estes aperfeicoamentos mostram-se Uteis, ndo s6 em
estudos farmacologicos, mas também em estudos comportamentais, visto que podem reduzir

o efeito do material do chao do labirinto sobre a analise do comportamento.
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Bracos fechados
Bracos abertos

Centro

llustraco 4: Labirinto em Cruz Elevado. Vista superior.
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7. DOENCAS

Uma série de doencas podem acometer animais de laboratério e comprometer os
resultados de uma pesquisa. Nesse sentido, temos o fator agravante de que, como se vera a
seguir, as condicBes gerais dos biotérios brasileiros sdo propicias para o0 surgimento e
proliferacdo de doencas em roedores. Fator que ajuda a desqualificar as pesquisas nacionais
nas areas que se utilizam de cobaias.

Ratos e camundongos de laboratério podem abrigar uma variedade de agentes virais,
bacterianos, parasitarios e fangicos. Frequentemente, estes organismos ndo causam sinais
patoldgicos evidentes. No entanto, muitos dos agentes patogenicos naturais destes animais de
laboratério podem alterar a fisiologia e as tendéncias comportamentais do hospedeiro,
tornando-o inadequado para muitos usos experimentais. Embora o nimero e a prevaléncia
desses patdgenos tenha diminuido consideravelmente com o tempo, ainda é grande a
prevaléncia de alguns nos animais de laboratorio, 0 que representa uma variavel indesejavel
na investigacao.

As doencas podem alterar os resultados de pesquisas com roedores em diversos niveis,
desde o histoldgico e o fisioldgico até o nivel comportamental. Diversas mazelas podem ser
responsaveis por alterar o comportamento das cobaias, incluindo o comportamento em testes
de labirinto elevado, especificamente o labirinto elevado em cruz. A forma como
determinadas patologias ou patégenos modificam o comportamento e 0 meio utilizado pode
variar grandemente e fugir as expectativas ou previsdes do pequisador. Nos Gltimos ano foram
encontradas evidencias de alteragdes comportamentais no labiritno elevado em cruz
mediadas, principalmente, pela alteracdo na resposta imunitaria, encefalites e danos cerebrais,
dor, diabetes, entre outras causas; muitas destas sendo resultado de doengas e mazelas tipicos
de cobaias roedores, em especial as alteracdes da resposta imunitéria

E oportuno mencionar uma outra razao valida para impedir a entrada de patégenos em
uma instalacdo animal: em alguns casos, os medicamentos usados para patdégenos pode alterar
a fisiologia e/ou o comportamento do anfitrido e interferir com a investigacéo. Por exemplo,

0 uso de organofosfatos, ocasionalmente utilizados para tratar infestacdes de &caros, tem sido
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relatados como redutores a actividade cerebral da acetilcolinesterase em ratos (Hobbiger,
1961).

7.1. As alteragdes na resposta imunitaria

Um grande nimero de evidéncias demonstra a relacdo entre o estado imunoldgico e o
estado psico-emocional de seres humanos e animais. Ja € bem sabido que o estado emocional
de um individuo é grandemente responsavel pela eficiéncia de sua resposta imunitaria, e que
individuos com severas alteraces emocionais podem apresentar alteracbes danosas na
qualidade de seu sistema imune (Loskutova LV, 2007). Existem evidéncias de que esta
correlacdo entre imunidade e estado emocional é um reflexo do aumento do volume
plasméatico de glucocorticdides que caracterizam estados de estresse e de depressdo,
entretanto, pesquisas recentes tem demonstrado o papel inicial de moléculas do sistema imune
sobre o estado emocional e, por conseguinte, sobre o comportamento de individuos
imunolégicamente alterados (Glaser, 2005; Leonard & Song, 1996).

Em resposta a uma infeccdo periférica, células imunes inatas produzir citocinas pré-
inflamatérias que sdo responsaveis pela acdo inflamatéria e parte da acdo imunoldgica
(Ramshaw et al, 1997), e sdo estas moléculas (as citoquinas) que irdo causar alteracdes
comportamentais tipicas de individuos doentes e que podem alterar seu comportamento no
labirinto em cruz elevado.

Acredita-se que as alteracbes comportamentais causadas pelas citoquinas e outras
moléculas imunitarias tenham uma importante razdo evolutiva, servindo para proteger
individuos doentes atravéz das alteragbes comportamentais que permitam um aceleramento da
recuperacdo da salde ou, a0 menos, garantam a sobrevivencia enquanto o individuo estiver
fisicamente comprometido. Entre as moléculas imunitarias, as que comprovadamente
apresentam papel direto de reguladoras emocionais sdo as citoquinas e o 6xido nitrico. Ainda
s80 necessarias pesquisas mais aprofundadas para elucidar o modo de a¢éo dessas moléculas.

Embora sejam encontradas em maior proporcdo no cerebro de individuos
patologicamente comprometidos, 0 modo como citoquinas periféricas adentram o cérebro
ainda é desconhecido, mas possiveis meios deste processo incluem (i) adentramento por

regides em que a seletividade da barreira ematoencefélica seja mais frouxa, como os orgao
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ciruventriculares, (ii) atravéz de transportadores de citoquinas, presentes no endotélio cerebral
e (iii) atravéz da ativacdo e envio de sinais por fibras aferentes, para o nucleo cerebral (Maier
& Watkins, 1998).

Dentro do cerebro, existe uma rede de resposta aos sinais das citoquinas periféricas,
composta por neuronios e celulas gliais, que expressam receptores e amplificam os sinais das
citoquinas, além de produzirem novas citoquinas, causando efeitos sobre neurotransmissores,
sobre o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e sobre o comportamento em geral
(Raison & Miller, 2003; Dantzer, 2004; Konsman et al 2002).

Estudos com animais de laboratorio fornecem evidéncias convincentes de que
citoquinas inflamatdrias induzem sintomas comportamentais coerentes com a fisiopatologia
da depressdo. Estes comportamentos sdo induzidos por alteragdes nos niveis de citocina, e
estdo associados a alteracBes no metabolismo da serotonina, norepinefrina e dopamina no
cérebro, em regiGes essenciais para a regulacdo da emocdo, incluindo o sistema limbico
(amigdala, hipocampo e ndcleo accumbens), podendo levar a depressdo, anedonia, sono
prejudicado e atividade locomotora reduzida. (Gao et al, 2002; Dunn et al 1999).

De fato, algumas citocinas causam um comportamento ansiogénico. E o caso da
Interleucinal beta (Linthorst et al, 1994; Linthorst et al, 1995) da Interleucina-2 (Pawlak et al,
2003) da Interleucina-6 (Butterweck et al, 2003, Conn et al, 1995), e da IFN-y (Anisman et
al, 2002), que tem um papel importante comprovado na regulacdo da transmisséo
serotoninérgica no cérebro e na producdo de dopamina e norepinefrina (Shitani et al, 1993),
ambos hormdnios que servem como reguladores emocionais (embora Connor et al, (1998)
tenha admitido a influéncia da Interleucinal-beta e do fator de necrose tumoral o, mas nio da
IL-2 ou da IL-6). Os lipopolisacarideos (LPS's) liberados durante as respostas inflamatorias
também colaboram com o processo ansiogénico (Artur et al, 2007). Pawlak et al, (2005) e
Pawlak et al, (2003) mostram que ratos que apresentam maior comportamento ansiogenico
tendem a ter maior quantidade de da citoquina IL-2mRNA no cortex pré-frontal e ratos com
maior nivel de IL-2mRNA na porgdo estriatal, tendiam a ficar menos tempo nos bragos
abertos do labirinto.

A acdo ansiogénica das IL's e dos LPS's € responsavel pelo decréssimo de entradas das
cobaias nos bragos abertos de labirintos elevados e de um menor tempo de permanéncia
nestes bracos, efeitos considerados parte do processosso asiogénico, também causam a
reducdo no numero total de entradas nos labiritos elevados, sugerindo queda da atividade
motoral geral (Artur et al 2007). Além disso, as alteracfes que tais substancias causam na
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producéo de serotonina e noradrenalina, sdo suficientes para causar alteragcdes na emotividade
e na ansiedade (Swiergiel & Dunn, 2007).

A exposicdo a NO extracelular também aumenta significativamente a atividade
exploratéria nos bracos abertos do labirinto em cruz, conforme medida pelo nimero de
entradas nos bragcos abertos e o tempo gasto nos bragos abertos em Caton et al, (1994).
Obviamente isso € um fator a ser ponderado tendo em vista que o Oxido nitrico é uma
importante molécula associada a respostas imunes.

Infeccbes virais, principalmente, sdo apontadas como agentes de cascatas de
citoquinas fortes o suficiente para, frequentemente, colaborar com o quadro geral das
patologias virais (Chan et al, 2012). O processo se da pela infeccdo de macrofagos pelo
agente viral, que liberam citoquinas como parte do processo inflamatério para ativar as
células NK (Sirén et al 2004).

Processo semelhante ocorre com infecgBes bacterianas (Rossi-George et al, 2004).
Superantigenos bacterianos, tais como enteroxinas estafilococicas A e B (SEA / SEB),
estimulam as células T para produzir elevados niveis de citocinas no sangue. Anteriormente,
havia sido demonstrado que estas toxinas sdo capazes de estimular a atividade neuroendécrina
e um aumento na reatividade comportamental para determinados estimulos. Por isso, foi
sugerido que estes superantigénios podem promover um comportamento semelhante a
ansiedade. De fato, individuos em avancado estado de resposta imunitaria mostram um maior

comporamento ansiolitico (Nielsen & Crnic, 2002).

7.2. Prevaléncia de doencas em cobaias no Brasil

Alguns estudos foram realizados a fim de investigar as condigdes ambientais e
sanitarias dos viveiros de cobaias em alguns centros de pesquisa no Brasil e para determinar a
prevaléncia geral de algumas doencas e infeccdes.

Um estudo foi conduzido por Andrade et al (2002) comparando machos wistar adultos
de dois biotérios da UFMG com os dados da literatura de spf (free from specific patogens) e
ratos domesticos que nao pertenciam a criagdes experimentais. Os ratos dos biotérios nao
mostraram sinais clinicos de enfermidades, entretanto, quando comparados com ratos que néo

eram dos biotérios ou com o padrdo do spf, mostraram um ndmero significativamente maior

35



na contagem de leucocitos. Posteriores exames de fezes e histologicos detectaram moléstias
parasitarias. O estudo concluiu que nenhum dos viveiros possuia a adequagado necessaria para
a manutencdo da saude dos animais.

Outro estudo foi realizado por Gilioli et al, (2000) para verificar as condi¢Ges de satde
de 15 colbnias de camundongos e 10 col6nias de ratos produzidos em 18 biotérios de
instituicOes brasileiras que fornecem animais para ensino, pesquisa e producdo de
imunobioldgicos de uso médico ou veterinario. Métodos parasitolégicos foram utilizados para
diagnostico de acaros, piolhos, helmintos e protozoarios parasitos. Um questionario foi
respondido pelas instituigdes com o intuito de obter informacgdes sobre a existéncia de
barreiras contra infec¢Oes e programa de fiscalizagdo sanitéria de suas coldnias. Os dados do
questionario mostraram que a maioria dos biotérios analisados ndo possui um sistema de
barreiras sanitarias eficiente. Infeccbes por ecto e endoparasitos sdo generalizadas nas
coldnias e a associacdo de infecgdes multiplas foi comum na maioria dos animais dos
biotérios analisados.

O estudo mostrou que a maioria das instalacbes mantinha col6nias em condi¢bes
inadequadas e em prédios que ndo foram planejadas para dar suporte aos protocolos sanitarios
(specific pathogen free, SPF) animais, as vezes, com diferentes espécies no mesmo quarto.

Poucos dos biotérios também possuiam um programa de fiscalizacéo sanitaria. Apenas
dois biotérios tinham um conjunto completo de barreiras sanitarias e s6 um deles tinha uma
fiscalizacdo sanitaria periddica para controlar infec¢des de virus, parasitas e bactérias.

A prevaléncia de infeccdes parasitarias geralmente é intensificada devido a mistura de
varias espécies diferentes na mesma sala em condi¢des convencionais, além da auséncia de
programas de quarentena e sistemas eficazes de barreira sanitaria (Boot; Van Herck; Van Der
Logt, 1996; Rehg e Toth, 1998). Levantamento de varias casas de laboratério animais
brasileiros no passado mostraram que nenhuma instalacdo animal era capaz de produzir
animais de acorodo com os requisistos do SPF (Rosenkranz et al., 1978). No artigo (Gilioli et
al., 1996), constatou-se que apenas um criadouro no Brasil tinha condi¢des de produzir ratos e
outros roedores livres de parasitas e virus. Ndo h& maiores dados sobre as criagdes dos
criadouros e biotérios brasileiros no Gtlimos anos. Apesar do alerta da situacdo dos biotérios
brasileiros, os resultados do estudo ndo foram muito diferentes dos obtidos no passado, com
estudos semelhantes em outros paises (ex: Weisbroth & Scher, 1971; Tanaka; Ohshima;
Fujinami, 1974,.Casebolt et al, 1988).
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Moléstias parasitarias tem infectador rodedores e animais de laboratorio em todo o
mundo, geralmente em alta prevaléncia de doengas contagiosas assintomaticas (Flynn, 1973;
Tanaka et al, 1974;. Baker, 1998). Essas infeccdes apresentam varios efeitos adversos para as
pesquisas com roedores, inclusive alterando as respostas imunoldgicas das cobaias.

Bhatt et al. (1986), Hamm (1986) e Kraft (1985) coadunam com a concluséo de que
infeccOes parasitarias e virais podem alterar o resultado de estudos que dependam da resposta
fisioldgica dos roedores. Muitas infeccBes virais podem comprometer pesquisas a longo
prazo, principalmente quando os resultados dependem das reacdes imunoldgicas das cobaias.
(Lussier, G., 1988)

Embora a maioria dos institutos de pesquisa atualmente estejam adquirindo animais
dentro dos padrdes de SPF, (Kraft & Meyer, 1990), Homberger & Thomann (1994) mostra
gue mesmo em institutos que adquirem animais sadios, € comum encontrar casos de infeccédo
viral ou fangica. Parte da dificuldade no controle das doencas reside no fato de que nem
sempre 0s sinais das doencas sdo claros, e a maioria das infecgdes pode ser causada por
agentes oportunistas ou comensais, ndo necessariamente patégenos (Moskophidis; Battegay;

Van den Broek; Laine; Hoffmann-Rohrer; Zinkernagel, 1994).

7.3. Doengas que afetam o sistema nervoso central

Ratos com lesdo cerebelar rpovocada artificialemnte, possuem maior atividade motora
espontanea, além de demosntrarem desatencdo em relagdo a distratores ambientais e
cerebrais dausadas por doencas, a depender da regido atingida do cerebro, podem alterar o
comportamento de um individuo no labirinto elevado (Bobée et al, 2000). Exemplos de
doenacs que podem provocar danos cerebrais séo: O virus LCMV, com lesdes no cerebelo
relatadas apos inoculacdo em ratos em periodo de amamentagdo (Monjan; Cole; Nathanson,
1974) e o MHV, que em estirpes sensiveis induz modificacdes histoldgicas do timo
caracterizada por uma destruicdo rapidamente progressivo do cortex (Virelizier; Virelizier;
Allison, 1976).
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7.4. Bacterioses

O estudo de Gioli et al, (1996) encontrou a seguinte prevalencia de parasitas nas
colonias investigadas: Myocoptes musculinus (46,6%), Myobia musculi(26,6%), Radfordia
ensifera (13,3%), Syphacia obvelata (86,6%), Aspiculuris tetraptera (60,0%), Hymenolepis
nana (53,3%), Spironucleus muris (80,0%), Tritrichomonas muris (80,0%), Giardia muris
(66,0%), Entamoeba muris (20,0%), Eimeria sp. (13,3%), Hexamastix muris (26,6%),
Poliplax spinulosa (30,0%), Poliplax serrata (10,0%), Radfordia ensifera (30,0%), Syphacia
muris (80,0%), Hymenolepis nana (40,0%), Trichosomoides crassicauda (55,5%),
Spironucleus  muris  (90,0%), Tritrichomonas muris  (80,0%), Giardia muris
(60,0%),Entamoeba muris (80,0%), Eimeria sp. (60,0%) e Hexamastix muris (60,0%).

Um apanhado geral de bacterioses e seus efeitos estimados na resposta imune pode ser

visto no National Research Concil (1991)

7.5. Viroses

N&o existem dados completos da prevalencia de virus nas colonias de roedores no
brasil, entretanto, foram encontrados alguns artigos espar¢os sobre o tema.

Entre as viroses, existem algumas tipicas do territorio brasileiro que foram isoladas de
roedores de laboratério. E o caso da Vaccinia Virus, isolada de um roedor em Belo Horizonte
(Trindade et al, 2004). LeDuc et al, (1986). encontrou uma das maiores prevaléncia de
anticorpos do virus Hantaan em roedores do estado do Pard, principalmente da espécie Rattus
novergicus.

Embora hajam abundantes dados sobre a prevalencia e a contaminagéo viral recente de
roedores de laboratorio em algumas regides do planeta, como Estados unidos, Canada e
Europa (Pritchett-Corning et al, 2009), tais dados néo sdo facilmente encontrados no Brasil, e
aqui faltam pesquisas sobre a prevaléncia viral em roedores, dificultando a pesquisa e a

andlise das reais condi¢des dos nossos biotérios atualmente.
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Alguns dos virus mais comuns detectados em colonias de roedores (no mundo) séo: O
Virus Theiler de encefalomielite murina (TMEV) (Theiler, 1934, 1937, 1941), com uma
prevaléncia de até 5% nas criacGes de colonias comerciais e de reproducao (Lindsey et al.,
1986) e 62% de outras populacGes de ratos (Parker, 1980), nos Estados Unidos.; 0 Sendai
Virus (Parker & Richter, 1982; National Research Council, 1991), responsavel por efeitos
duradouros sobre as respostas imunes (Kay et al, 1979). e elevado aumento na resposta por
citoquinas (Lida, 1989) causando o "comportamento de doenca” (Mo et al, 1995). O MHV
(Mouse Hepatitis Virus) (Parker et al, 1965;. Carthew & Verstraete, 1978; Gannon &
Carthew, 1980; Lussier & Descoteaux, 1986); O LCMV (Lymphocytic choriomeningitis
virus) (Traub, 1935; Parker et al., 1976); o Kilham rat virus (Kilham, 1966; Robey;
Woodman; Hertick, 1968; Robinson; Nathanson; Hodous, 1971), causador da "encefalopatia
hemorragica" (El Dadah et al., 1967), altamente prevalente em coldnias de ratos (Parker et al,
1970,. Lussier & Descoteaux, 1986); O MCMV (Osborn & Me, 1967; Osborn et al, 1968;.
Howard & Najarian, 1974; Booss e Wheelock, 1975; Tinghitella & Booss, 1979); o RCMV
(Rabson et al, 1969); o MMTV (National Research Council. 1991), o Reovirus tipo 3
(Barthold et al, 1993), o MPV-1 (Jacoby et al, 1996) e 0 MTV (Tucek; Desaymard; Papiernik,
1993) .

7.6. O exemplo do Influenza

Apesar de ser uma virose muito comum em roedores e considerada de baixa
periculosidade e, geralmente, pouco danosa, durante uma infeccdo por Influenza, as
citoquinas ativadas podem mediar visiveis alteragfes de comportamento (Conn et al, 1995;
Reeth 2000). Entretanto, testes com camundongos infectados foram realizados por Beraki et
al, (2004) e constatou que, apesar das reacOes imunes, as cobaias infectadas tendem a
apresentar um comportamento visivelmente menos ansioso que os ndo-infectados, com maior
namero de entradas e tempo de permanencia nos bracos abertos. Supde-se que tal mudanca
seja devida a alteracdes no funcionamento da amigdala, provocadas pela propria virose. A
infeccdo por Influenza € uma das poucas viroses analisadas do ponto de vista comportamental

do hospedeiro no Labirinto Elevado em Cruz.
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7.7. Medidas Preventivas

Para minimizar problemas com doengas (Kraft et al., 1994) recomenda que a
introducdo de animais apenas de unidades SPF, que estejam sob monitoramento constante
para as infecgdes mais comuns de roedores. Registros de sadde fornecidos com os animais
devem ser padronizados (Kraft et al. 1994) e o estado de salde dos animais devem ser
avaliados. Como isso ndo exclui a introducdo ocasional de infecgdes, 0s animais ainda devem
ser alojados em condicGes apropriadamente isolantes e deve-se manter cuidados especiasi na
manipulacdo (Eaton, 1987). Tais medidas podem impedir o contdgio por microorganismos
(incluindo aqueles que sdo comumente considerados ndo patogénicos) que possam invalidar
os resultados experimentais. A avaliagdo do estado microbioldgico dos animais durante os
estudos pode ser Util para avaliar o sucesso destas medidas higiénicas preventivas (Boot; Van
Herck; Van Der Logt, 1996; Baker 1998)

7.8. Diabetes

Diabetes pode produzir disfuncdo cognitiva em ratos, alterando seu desempenho no
labirinto em cruz elevado (Bhuva & Addepalli, 2011), embora a forma exata como a diebates
atue sobre o comportamento ainda néo tenha sido decifrada, estudos mostraram que roedores
diebéticos possuem sineis de aumento do estresse oxidativo nas células cerebrais (Kodl &
Seaquist, 2008; Alvarez et al, 2009). Sabe-se que a diabetes mellitus pode possuir um fator
viral tanto em seres humanos como em roedores (Craighead, 1981), apesar disso, ndo foram
encontrados estudos reveladores da prevalencia e causa de diabetes em roedores de

laboratorio.
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8. ANSIEDADE 'NORMAL' E ANSIEDADE 'PATOLOGICA!

Duas concepcdes bastante opostas tém sido propostos quanto a relacdo entre o ‘normal’
e estado "patoldgico” de um sujeito. Na verdade, a patologia pode ser descrito ou como uma
variagdo quantitativa de um normal estado, ou como uma variagéo qualitativa. De acordo com
a primeira concepcdo, a ansiedade "patoldgico” pode ser considerado como um excesso de
ansiedade "normal”. o segundo concepcdo da relacdo entre a normalidade e patologia propde
que existe uma qualitativa, em vez do que uma varia¢do quantitativa quando se passa do um
estado para o outro. Esta ultima concepcdo corrobora a proposta por Canguilhem
(Canguilhelm G. 1999). Na verdade, esta parece ser 0 caso nos transtornos de ansiedade como
a ansiedade “patoldgico” raramente inclui o excesso de ansiedade "normal” e como

transtornos de ansiedade nao sdo liberados pelo mesmo tratamento de ansiedade 'normal’'.
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9. DISCUSSAO

O labirinto elevado em cruz, geralmente é tido como extensivamente validado em
ratos (Handley & Mithani, 1984) e em camundongos (Lister, 1987), com seus mais de 3mil
artigos publicados (web of science). Entretanto, é notavel o grande nimero destes artigos que
ndo relata de forma consistente os procedimentos e as condi¢fes experimentais exatas, bem
como o grande nimero de artigos que alcancam resultados contraditorios entre si, por razdes
diversas que incluem, possivelmente, algumas das citadas nesta reviséo, entre outras tantas.

Como resultado, a vasta literatura sobre o labirinto em cruz elevado rendeu conclusdes
discrepantes. Por exemplo, um certo nimero de grupos de investigacdo tém encontrado que
0s agonistas selectivos do receptor 5-HT1A (por exemplo, 8-OHDPAT, buspirona) exibem
efeitos ansioliticos neste teste (Belzung C, Agmo A. ,1997; Bhattacharya SK, Acharya SB,
1993;Lee C, Rodgers RJ, 1991; de Souza et al 2000; Rodgers RJ et al, P. 1992), enquanto
outros relataram auséncia de qualquer efeito (Seale; Niekrasz; Garrett, 1996) ou mesmo efeito
ansiogénico (Micheau J, van Marrewijk B, 1999).

A despeito de todos os dados incorretos, sabe-se que o labirinto elevado em cruz é
extremamente eficiente na avaliagdo dos efeitos de compostos benzodiazepinicos, que agem
sobre os receptores GABAa, sobre a ansiedade. (Hogg, 1996), eficiencia esta que ndo é
encontrada com testes no labirinto elevado em cruz, com qualquer outro composto e, hem
com os benzodiazepinicos em qualquer outro teste com cobaias, explicitando assim uma
funcdo para a qual o labirinto elevado em cruz &, até o presente momento, indispensavel. A
importancia do labirinto ndo reside apenas no grande ndmero de artigos e conhecimento
gerado com seu uso, mas também no grande nimero de laboratotios e institutos de pesquisa
que ainda o utilizam, bem como seu uso na pesquisa de industrias farmaceuticas e o grande
avango que provocou no entendimento da psicobiologia ansiedade.

Embora as diferencas no modus operandi dos compostos quimicos e do labirinto
elevado em cruz possam ser responsavel por discrepancias nos resultados, € pouco provavel
gue todas as discrepancias sejam causadas exclusivamente por particularidades do préprio
teste e ndo por falta de padronizacdo experimental adequada, em especial tendo em vista as

pesquisas com resultados contraditorios. Para resolver este problema, Hogg (1996) propoem
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um questionario (anexo) a ser utilizado para padronizar e descrever claramente as condi¢es
experimentais nos testes do lebibirnto elevado em cruz. Este questionario seria importante na
determinacdo de dados experimentais que sdao com frequencia, excluidos dos relatorios
publicados. O principal objetivo do questionario seria investigar quais resultados poderiam
ser realmente atribuidos a diferencas farmacoldgicasse diferencial farmacolégico e
correlacionadas com aspectos do proprio labirinto ou dos procedimentos experimentais
utilizados.

Apesar de o comportamento geral no Labirinto poder ser afetado por tracos
particulares de caracter técnicos, ou por variantes experimentais diversas que, eventualmente
fogem ao controle do experimentador, os efeitos farmacoldgicos ainda sdo perceptiveis,
principalemnte para compostos ansioliticos, embora a intensidade destes efeitos ndo possa ser
seguramente medida, (Cryan & Holmes, 2005) sugere que, embora 0s mecanismos exatos dos
processos da ansiedade ndo sejam bem conhecidos, os modelos animais ainda sdo importantes
em grande parte devido a possibilidade de criacdo de animais modificados que possam,
eventualmente, ajudar a entender processos que ndo eram bem compreendidos no modelos

normais, abrindo novas perspectivas, antes impossiveis, para o entendimento da ansiedade.

43



CONCLUSAO

Como sugerido pela maioria dos autores, todos os problemas metodoldgicos e
dificuldades associadas ao uso do labirinto elevado em cruz, podem e devem ser suprimidas
ou minimizadas. Alguns cuidados bésicos e padronizacdo adequada no ambiente e no
tratamento das cobaias pode aumentar em muito a acuracidade do trabalho, eliminando
fatores indesejaveis. Da mesma forma o tratamento correto de biotérios e da salde das
cobaias.

Além disto, embora hajam estudos com conclusdes ambiguas e disparatadas
envolvendo este mecanismo, o histdrico sugere sua eficacia (e superioridade sobre outros
métodos) nos testes com benzodiazepinicos, bem como sua utilidade na correto entendimento

de comportamentos relacionados a ansiedade e depresséo.
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