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Resumo:
As repostas comportamentais de camundongos confrontados com novos ambientes sdo
normalmente empregadas em modelos animais de ansiedade. Com objetivo de estudar a
relacdo entre os indices de ansiedade medidos nestes modelos, as variaveis
comportamentais observadas no Labirinto em Cruz Elevado, no Campo Aberto ¢ na Caixa
de Movimenta¢ao Espontanea foram submetidas a uma andlise fatorial de componentes
principais. Em seguida também foi feita uma avaliacdo dos efeitos do diazepam (1 e 2
mg/kg) e do pentilenotetrazol (10 e 20 mg/kg) nestas varidveis comportamentais. Da
analise de componentes principais resultaram 6 fatores. O Fator 1 incluiu inumeros indices
de ansiedade relacionados ao LCE e foi interpretado como Fator ansiedade. As variaveis
numero de entradas no braco aberto, % de entradas no brago aberto, bem como o tempo de
permanéncia no brago aberto foram alteradas pelo diazepam , enquanto a variavel tempo de
permanéncia no brago fechado foi modificada pelo pentilenotetrazol. O nimero de “head-
dipps” foi a tunica varidvel alterada pelas duas classes de drogas. O Fator 2 agrupou o
nimero de entradas no brago fechado e o numero total de entradas, sendo interpretado
como indice de atividade locomotora no Labirinto em Cruz Elevado. Nenhuma destas
variaveis foi modificada pelos tratamentos. O Fator 3 agrupou as variaveis locomo¢ao na
periferia e no centro do Campo Aberto, tempo de imobilidade na periferia do Campo
Aberto. Ressalte-se que a locomogao na periferia do campo aberto é a Unica variavel
associada a locomocdo que foi reduzida pelas maiores doses de ambos os tratamentos. Os
comportamentos exibidos na plataforma central do Labirinto em Cruz Elevado (Fator 4),
geralmente relacionados ao conflito/ avaliacdo de risco, também ndo foram alterados pelo
tratamento com nenhuma das duas drogas, o que levanta duvidas quanto a utilidade destes

parametros no estudo da farmacologia da ansiedade. O Fator 6, que inclui locomogio ¢



rearing na caixa de movimentacdo espontdnea, supdem-se representar a locomogao/
exploracdo em um novo ambiente. Estes dados sugerem que as medidas de ansiedade nestes
modelos representam diferentes facetas, reforcando a visao multidimensional da ansiedade.
Os indices comportamentais de ansiedade do labirinto em cruz elevado podem ser
reduzidos, porém incluindo o tempo no braco fechado e o numero de head-dippings no
brago aberto. Finalmente, ¢ necessario ter cuidado ao considerar o comportamento na

plataforma central como indice de ansiedade.
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Abstract:

The behavioral response of mice confronted with new environment is usually employed in
animal models of anxiety. In order to study the relationship of anxiety index measured in
these models a principal component analysis was carried out for the behavioral variables
obtained in the elevated plus-maze, open-field and locomotor activity cage. In addition, it
was also evaluated the effect of diazepam (1 and 2 mg/kg) and pentylenotetrazole (10 and
20 mg/kg) on these behaviors. A principal component analysis yielded a 6-factor solution.
The first factor included several anxiety index of elevated plus-maze and is interpreted as
an anxiety factor. Interestingly, these variables were affected differently by drug treatment
so some are increased by diazepam (e.g. number/ percentage of entries and time spent in
open arm) while other was altered by pentylenotetrazole (time spent in closed arms). Head-
dips in the open arms are the only variable affect by both drugs. The second factor grouped
the number of closed arm entries and total arm entries and can be interpreted as an index of
locomotor activity in the elevated plus-maze. None of these variables are changed by drug
treatment. Factors 3, which include immobility in the periphery and activity (in the center
and in the periphery) in the open-field, and 4, which grouped central platform behaviors,
could be also related to anxiety but drug treatments fail to change these measures. These
results challenge the anxiety hypothesis to these factors. Factor 6, which includes
locomotion and rearing in the activity cages, is proposed to represents exploration/
locomotion in a new environment. However, it is worth to note that only the locomotion in
the periphery of the open field is reduced by higher dose of both treatments. Thus, it can be
concluded that: the anxiety measures of theses models represent different facets of anxiety,
reinforcing the multidimensionality view of anxiety; the behavioral anxiety indices of

elevated plus-maze can be reduced, but also they must include closed arm time and head-
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dipping in open arms; caution is need with the use of central platform behavior as anxiety

measurcs.
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INTRODUCAO

ANSIEDADE, MEDO E “EMOCIONALIDADE”

Na Clinica a ansiedade ¢ diagnosticada e avaliada principalmente pelo relato dos
pacientes, indicando a natureza subjetiva dos transtornos de ansiedade, o que traz uma
limitacdo aparentemente intransponivel aos modelos animais de ansiedade. Entretanto,
apesar desta limitacdo, o desenvolvimento dos modelos animais recebeu impulso
importante pelo advento de novas drogas ansioliticas ¢ pela compreensido da neurobiologia
da ansiedade.

Em tais modelos, os animais s3o comumente expostos a estimulos externos
(exteroceptivos) ou internos (interoceptivos) capazes de causar ansiedade em humanos
(p.ex. pentilenotetrazol) ou comportamentos defensivos em animais (p.eX. novos
ambientes). Respostas produzidas por tais estimulos e que s3o antagonizadas por
ansioliticos sdo interpretadas como analogas a ansiedade.

A ansiedade pode ser caracterizada como a antecipagdo emocional de uma situagdo
aversiva, de dificil controle e de provavel ocorréncia. Medo, no entanto, pode ser definido
como uma reagdo a uma situagdo perigosa real e bem definida e é visto por varios autores
como entidade independente da ansiedade. Ainda assim, por vezes pode ser dificil uma
separacao entre as duas (RAMOS et al., 1998).

Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposi¢do do animal a
um novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou defensivos, analogos a
manifestagdes ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Por exemplo, animais

expostos ao labirinto em cruz elevado apresentam um comportamento denominado de



avaliacdo de risco (“risk assessment”), o que pode ser relacionado a hipervigilancia,
apresentada por individuos ansiosos (BLANCHARD et al., 2001). A avaliacdo de risco
representa uma antecipagao de um perigo potencial, sendo um comportamento defensivo de
grande valor adaptativo; ainda assim, individuos ansiosos parecem mais freqiientemente
tentar antecipar tal ameaga no intuito de lidar melhor com isto, o que acaba por trazer
prejuizos para 0s mesmos.

A descoberta do primeiro benzodiazepinico (clordiazepoxido), que apresentava
grande eficdcia em termos ansioliticos, abriu uma nova area na pesquisa da ansiedade, pois,
a partir de entdo, os modelos animais puderam ter uma melhor validagdo farmacologica.
Estes modelos foram desenvolvidos com dois objetivos principais: primeiro para se avaliar
os efeitos ansiolitico ou ansiogénico de determinados compostos e, uma vez discriminadas
suas propriedades, identificar seus mecanismos de acdo; e para o estudo da neurobiologia
da ansiedade (FILE et al., 1993, RODGERS, 1992, RODGERS et al., 1997). Para um teste
comportamental ser validado como um modelo animal € necessario que permita quantificar
respostas que variem de maneira previsivel pela agdo de drogas com reconhecidas
propriedades ansiolitica ou ansiogénica em humanos (RAMOS et al., 1998).

Outro ponto importante abordado por diversos autores (BELZUNG et al., 2001, FILE
et al., 1993, RODGERS, 1992, RODGERS et al., 1997, LISTER, 1990), ¢ a distin¢do entre
ansiedade estado (state anxiety) e¢ ansiedade trago (trait anxiety). A ansiedade estado ¢
aquele estado relativo a experiéncias subjetivas num determinado momento e ¢ aumentado
pela presenca de um estimulo ansiogénico. Ansiedade trago, por sua vez, ndo varia de
momento a momento, sendo um quadro persistente e durdvel, refletindo a maneira como o
individuo interage com o ambiente (LISTER,1990). A maioria das pesquisas em

farmacologia comportamental tém abordado mudancas droga-induzidas na ansiedade



estado, onde o animal ¢ confrontado com uma situagao ansiogénica e o efeito da droga em
questao ¢ examinado (LISTER, 1990). Tal abordagem, embora valida, talvez ignore fatores
que contribuem para uma ansiedade traco, que presumivelmente ¢ o alicerce do
desenvolvimento do transtorno de ansiedade generalizada. Segundo o autor, podemos supor
que tratamentos que se mostram efetivos em modelos de ansiedade estado podem reduzir a
ansiedade em individuos em situagdes em que tal estado tenha sido aumentado por alguma
situacdo ansiogénica; entretanto, os mesmos tratamentos podem ndo ter a mesma eficacia
em individuos que sofrem de ansiedade cronica.

Os modelos usualmente utilizados na avaliagdo de propriedades ansioliticas de
drogas incluem tanto os que confrontam roedores com novos ambientes ou os que
envolvem o uso de estimulos nocivos como choque elétrico ou drogas ansiogénicas
(BELZUNG e LE PAPE, 1994). No entanto, varios dos procedimentos envolvidos nestes
modelos podem interferir com o comportamento exibido pelo animal, sem necessariamente
refletir uma a acdo ansiolitica dos compostos (BELZUNG e LE PAPE, 1994). Por exemplo,
drogas analgésicas poderiam falsear resultados ansioliticos em modelos que envolvem
choque nas patas. Assim ¢ que parece hoje haver um enfoque e preferéncia nos testes que
se baseiam na exposi¢ao do animal a um ambiente novo, 0 que por sua vez provoca reagao
de medo e diminui¢do do comportamento exploratorio (BELZUNG e LE PAPE, 1994).
Como exemplo destes ultimos, podemos citar o Labirinto em Cruz Elevado (LCE); o
Campo Aberto (CA) e a Caixa de Movimentacao Espontinea (CME). Além disto, em tais
situagdes, compostos ansioliticos aumentam o comportamento exploratorio, o que sugere
que a “novidade” possa servir como um estimulo ansiogénico. O Labirinto em Cruz
Elevado e o Campo Aberto tém sido considerados modelos experimentais de ansiedade de

estado (“state anxiety”), envolvendo respostas defensivas ndo condicionadas como fuga,



congelamento ou esquiva. A caixa de movimentagao espontanea, tem sido considerado um

modelo experimental que mede atividade locomotora/exploratoria.

O LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Um dos modelos mais largamente utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos ¢
camundongos ¢ o labirinto em cruz elevado, que ¢ baseado em respostas incondicionadas a
ambientes potencialmente perigosos. Derivou do trabalho de Montgomery (1955) e a
premissa basica ¢ que ambientes novos evocam curiosidade e medo, criando desta forma,
um tipico conflito de aproximacao/esquiva. Montgomery constatou ainda que ratos
apresentavam alto grau de exploracdo de espacos fechados em comparacido aos abertos e
numa chance de escolha como num labirinto em Y, preferiam consistentemente os bragos
fechados (RODGERS, 1992, RODGERS et al., 1997, RAMOS et al., 1998). Em seu
estudo, Montgomery interpretou a aversao aos bracos abertos como sendo gerada pela
neofobia (“medo da novidade”, que induziria aversdo e curiosidade) e pela elevagdo do
braco aberto.

Os estudos iniciais com o labirinto em cruz-elevado foram realizados por Handley e
Mithani (HANDLEY e MITHANI, 1984) quando investigavam uma variedade de agonistas
e antagonistas alfa-adrenérgicos. O aparelho situava-se 70 cm acima do solo e apresentava
dois bragos fechados, de face um para o outro, ¢ dois bragos abertos, também
perpendiculares, cada qual medindo 45x 10 cm. Os bragos fechados também apresentavam
paredes laterais com 10 cm de altura. Os autores constataram que ansioliticos como
diazepam aumentavam a proporc¢ao entre entradas nos bracos abertos e o total de entradas,

ao passo que agentes ansiogénicos como a picrotoxina diminuiam esta proporcao,



concluindo portanto, que o Labirinto em Cruz Elevado seria um modelo valido de
comportamento motivado pelo medo (HANDLEY e MITHANI, 1984).

Apesar da premissa inicial associando a aversdo dos bracos abertos a altura,
observou-se posteriormente que a tigmotaxia ¢ um importante fator para a aversao gerada
pelos bragos abertos no Labirinto em Cruz Elevado (TREIT et al., 1993). A tigmotaxia
refere-se a tendéncia de roedores de se esquivarem de areas abertas, desconhecidas e
potencialmente perigosas. Acredita-se que pertenca a uma categoria de reacdes ao medo,
filogeneticamente determinadas (CHOLERIS et al., 2001)

Posteriormente, Lister (1987) validou o modelo para camundongos. Os indices
primarios de ansiedade no labirinto em cruz elevado eram a freqiiéncia de entradas e o total
de tempo gasto nos bragos abertos. O numero de entradas (total de entradas = nimero de
entradas no aberto + numero de entradas no fechado) sendo considerado como indice de
atividade locomotora (RODGERS et al, 1995, RODGERS, 1992). Alguns autores
propuseram que a sensibilidade, confiabilidade e validade etologica de um teste
melhorariam se a aten¢ao do pesquisador fosse voltada para o que os animais fazem de fato
no labirinto e ndo apenas para os itens primarios (GOWER et. al., 1992, RODGERS, 1991;
RODGERS et al., 1992, RODGERS, 1994). Assim, novas medidas foram incorporadas na
avaliagao comportamental do modelo, a saber (RODGERS et al., 1995, RODGERS et al.,
1992): congelamento (freezing), defecacdo, rearing (comportamento exploratério em que o
animal estende acima seu corpo e patas dianteiras, apoiado sobre as traseiras), espreitas
(stretched attend postures - postura em que o animal se estende cautelosamente adiante,
sem, no entanto, retirar do lugar suas patas traseiras, voltando em seguida, & mesma

posicdo), retornos aos bracos fechados, grooming (autolimpeza) e head dippings



(movimentos exploratérios de cabeca e ombro abaixo do chdo dos bragos abertos)
(RODGERS et al., 1995, RODGERS, 1992).

No Labirinto em Cruz Elevado para camundongos, head-dipping, espreitas e
retornos aos bracos fechados parecem preencher os requisitos de uma avaliagdo de risco
(risk assessment). Assim sendo, os animais mais cautelosos se aproximarao vagarosamente
da saida da plataforma central, exibindo alta freqiiéncia de espreitas, de head dippings e de
retornos aos bracos fechados (RODGERS, 1992).

Estudos incluindo estas novas medidas (denominadas de medidas etolégicas) no
labirinto em cruz elevado mostraram que as medidas de avaliagdo de risco (“risk
assessment”) sdo geralmente mais sensiveis a acdo de drogas do que o sdo as medidas de
esquiva do brago aberto (BELZUNG et al., 2001, RAMOS et al., 1997, LISTER, 1987).
Por exemplo, a comparacdo entre BZDs e ansioliticos ndo BZDs (azaspironas) revelaram
diferentes perfis ansioliticos: ambas as classes de drogas se mostraram efetivas em reduzir a
avaliacdo de risco, mas apenas os BZDs reduziram seletivamente (em doses que nao
comprometeram a locomogdo) a esquiva aos bragos abertos. Portanto, estes pardmetros
parecem refletir diferentes dimensdes do comportamento defensivo do animal,

apresentando sensibilidade farmacolédgica distintas.

CAMPO ABERTO

O campo aberto foi desenvolvido por Hall (1934) para o estudo da emocionalidade
em ratos. O aparelho original consiste de uma arena circular bem iluminada com
aproximadamente 1,2 m de didmetro, circundada por uma parede circular de 0,45 m de
altura. Normalmente o procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade do

ambiente ¢ observar comportamentos como locomog¢ao (numero de linhas cruzadas no chao



da arena pelo animal), freqiiéncia de rearings, tempo de autolimpeza (grooming),
defecacdo, tempo gasto para deixar a area central. Os roedores parecem preferir a periferia
ao centro do aparelho, normalmente ambulando em contato com as paredes, ou seja,
apresentam tigmotaxia (RAMOS et al., 1998, LISTER, 1990, PRUT et al., 2003, CAROLA
et al., 2002). Portanto, assim como no Labirinto em Cruz Elevado, a tigmotaxia estaria
relacionada com a ansiedade no Campo Aberto (CHOLERIS et al., 2001).

Inicialmente, Hall propds que quando expostos a um ambiente novo, os roedores
apresentariam um grau alto de defecagdo causado por ativagdo do sistema nervoso
autonomo (RODGERS et al., 1997, LISTER, 1990, PRUT et al., 2003, RAMOS et al.,
1998), sendo que inicialmente se propunha que um baixo grau de ambulacdo também
parecia uma resposta de medo dos animais expostos a um ambiente novo. O termo
emocionalidade foi utilizado por Hall para expressar o fato do animal ficar, por exemplo,
imovel quando exposto a um ambiente novo (LISTER, 1990). Nesta linha, varios estudos
mostraram uma correlagdo inversa (negativa) entre ambulag¢ao e defecagdo (CAROLA et
al., 2002). Outros autores, entretanto, discordam, ja que varios estudos mostraram
decréscimo tanto na ambulagdo quanto na defecacdo e ndo uma correlacdo inversa
(RAMOS et al., 1998). Se por outro lado, atividade motora fosse um indice de ansiedade,
alta ambulacao deveria refletir um baixo grau . Certos benzodiazepinicos, em baixas doses,
aumentam a ambulacdo de animais ndo familiares com a arena, contudo, da mesma forma
como fazem estimulantes motores, que ndo sdo ansioliticos (LISTER, 1990).

Tem sido proposto o emprego deste modelo na avaliagio da ansiedade,
considerando-se que um aumento na ambulagdo do animal e maior permanéncia do mesmo
na regido central seriam indicativos de uma reducdo da ansiedade (LISTER, 1990,

CHOLERIS et al., 2001). Entretanto, esta proposta tem sido criticada por alguns autores,



principalmente pelo fato das medidas avaliadas poderem ser influenciadas por varios
fatores outros além da propria ansiedade, como atividade locomotora e exploracao. A
novidade de uma primeira exposi¢cdo pode gerar imobilidade ou extrema locomog¢ao na

periferia do aparelho (FILE, 2001, HOLMES et al., 1998).

ANALISE FATORIAL DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise fatorial de componentes principais é uma técnica estatistica que, através
do estudo das relagdes entre multiplas varidveis, permite uma redu¢do do nimero de
variaveis e/ou a deteccdo de estruturas nas relagdes entre estas variaveis (chamadas de
fatores). Na primeira situagdo, ao se detectar uma alta correlagdo entre algumas variaveis,
elas poderiam ser substituidas por apenas uma delas. Na segunda situagdo, sdao identificados
fatores que representam o grupamento das variaveis que se correlacionam. Neste caso, este
processo teria por finalidade identificar as relagdes entre indices especificos de um teste ou
varios testes, indicando se estariam representando diferentes fatores (ou dimensdes), como,
por exemplo, ansiedade e atividade locomotora (RODGERS et al.,1995). Portanto, em uma
situacdo em que os indices avaliados no mesmo animal estejam representando um mesmo
comportamento, eles devem estar agrupados em um mesmo fator (Tabela I).

Os resultados finais da analise fatorial sdo expressos pelo peso (loading) das
variaveis em cada fator extraido, sendo que este peso representa o grau de correlagdo entre
a variavel e o fator. Peso 1 representa uma correlagdo perfeita entre a varidvel e o fator em
questdo, enquanto um peso< 0,4 representa uma correlagio pobre (BOERNGEN-

LACERDA e SOUZA-FORMIGONI, 2000).



Tabela I — Distribuicdo teorica dos indices comportamentais observados no Labirinto em
Cruz Elevado, Campo Aberto e Caixa de Movimentagdo Espontanea nos fatores ansiedade

e locomocao.(considerando-se apenas 2 fatores)

MODELO Ansiedade Locomocao

Labirinto em Cruz Elevado
Numero de entradas nos bragos abertos
% de entradas nos bragos abertos
% de tempo nos bragos abertos

Espreitas

XX X )X X

Head dippings
Numero de entradas nos bragos fechados X
Campo Aberto
Ambulagao Total X
Ambulagao Periferica X
Ambulagao Centro (niimero) X
Caixa de Movimentacio Espontinea

Ambulagao X

Empregando-se a analise fatorial, File, 1992 e Belzung e Le Pape, 1994 observaram
que os indices de ansiedade de diferentes testes comportamentais como o Labirinto em
Cruz Elevado, o hole-board, o teste de interagdo social, a livre exploragao e a neofobia se
distribuiam em diferentes fatores, indicando que estes modelos avaliavam diferentes facetas
da ansiedade, o que comegou a esclarecer a inconsisténcia existente na farmacologia

comportamental. Em outras palavras, nos ultimos anos, crescentes evidéncias tém
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suportado o conceito de que a ansiedade avaliada nos varios modelos animais ndo se trate
de uma entidade unidimensional (RAMOS et al., 1997, FILE, 1993, BELZUNG e LE
PAPE, 1994).

No primeiro trabalho de andlise fatorial com o Labirinto em Cruz Elevado e a
atividade locomotora no hole-board, Lister (1987) observou que as variaveis avaliadas em
camundongos eram distribuidas em trés fatores: Fator 1, que incluia a % de entradas, a %
de tempo nos bracos abertos e o numero total de entradas, e que foi denominado de Fator
ansiedade; o Fator 2, que incluia o nimero e o tempo gasto em head-dips no hole-board e
que foi denominado exploracdo direta; e o Fator 3, que incluia o nimero total de entradas e
a atividade no hole-board, denominado locomog¢ao. Tanto a % de entradas nos bragos ¢ a %
de tempo nos bragos tiveram peso de 0,95 (excelente medida de estado de ansiedade). O
total de entradas, conforme proposto como medida de atividade, teve peso 0,67 no fator
atividade, mas também pesou com valor 0,42 no fator ansiedade. Estes dados sugerem que
esta medida de locomogdo esteja contaminada pela ansiedade e qualquer mudanga neste
parametro (um tratamento farmacolédgico, por exemplo), possa estar refletindo mudangas na
atividade locomotora e/ou na ansiedade (FILE, 2001). Por isto é que, a partir destes dados
(e de suas replicacdes), diversos outros autores (RAMOS et al., 1997, LISTER, 1987,
BOERNGEN-LACERDA e SOUZA-FORMIGONI, 2000, FILE, 2001) passaram a
considerar o fator entradas no braco fechado como medida de atividade locomotora no
labirinto em cruz elevado.

Em trabalho posterior, Wall ¢ Meisser observaram que quando a variavel % de
tempo na plataforma central era acrescida aos parametros incluidos na analise fatorial, um
terceiro fator emergiu, que foi denominado de “tomada de decisdo”, sendo associado a

resposta de conflito entre esquiva/aproximac¢ao (WALL e MEISSER, 2001) do brago



11

aberto. Ainda assim, enquanto o fator-1 tém sido interpretado como fator ansiedade
(RODGERS et col., 1995, RAMOS et col.,, 1997, LISTER, 1987, BOERNGEN-
LACERDA e SOUZA-FORMIGONI, 2000, FILE, 2001), outros autores consideram
melhor interpretd-lo como “fator ansiedade/exploracdo de areas desprotegidas do Labirinto
em Cruz Elevado” (WALL e MEISSER ,2001). Estes mesmos autores consideram o fator
2 (que tem sido interpretado como medida de atividade locomotora), como fator
representativo da atividade de exploracdo de regides protegidas( WALL e MEISSER,
2001).

Um trabalho mais recente empregando analise fatorial revelou diferentes
comportamentos de machos e de fémeas no Labirinto em Cruz Elevado, tanto em ratos
quanto em camundongos. Enquanto que para os machos o fator preponderante foi
ansiedade, com atividade motora sendo de importincia relativamente menor, para as
fémeas foi observado o oposto (HOLMES et al., 1998).

File et al. (FILE et. al., 1993, FILE et al., 2001, HOLMES et al., 1998) observaram
que as medidas de ansiedade extraidas da primeira e segunda exposi¢do no Labirinto em
Cruz Elevado pesaram em dois fatores independentes, indicando que diferentes
comportamentos defensivos sdo gerados na 1° e na 2° passagens pelo Labirinto em Cruz
Elevado, que provavelmente estdo relacionados a diferentes facetas da ansiedade (FILE et
al., 1993, FILE et al., 2001, HOLMES et al., 1998. Estes dados, associados a ineficacia dos
benzodiazepinicos na 2 passagem no labirinto em cruz elevado, levaram a File et cols.,
1992 concluirem que uma segunda exposi¢ao gerasse uma ansiedade fobica, ja que estados
fobicos ndo respondem bem a tratamento com benzodiazepinicos.

Aplicando a analise fatorial nos parametros comportamentais de camundongos

testados em cinco diferentes modelos de ansiedade (Labirinto em Cruz Elevado, transi¢ao
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claro/escuro, neofobia, resposta a um novo objeto em ambiente conhecido e hole-board)
Belzung e Le Pape, 1994 encontraram dois fatores: um associado a reagdo a novidade, que
estaria relacionado a ansiedade trago, e outro a exploracdo e locomog¢do, que estaria
relacionado a ansiedade estado. No primeiro fator estariam as variaveis dos testes de
neofobia (livre acesso) e de novo objeto em ambiente conhecido. No segundo fator estariam
as variaveis do Labirinto em Cruz Elevado e do hole-board.

Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni, 2000) observaram que os indices
comportamentais do Labirinto em Cruz Elevado, Caixa de Movimentagdo Espontinea e
Campo Aberto de camundongos se distribuiam em 5 fatores (Tabela II). No Fator I,
denominado ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado, estio incluidos o numero de
entradas e tempo nos bragos fechados, porcentagem e tempo nos bragos abertos e tempo no
centro. No Fator 2, denominado atividade locomotora/ exploratéria, foram agrupados o
numero de entradas nos bracos abertos ¢ nos fechados ¢ o numero total de entradas. O fator
3, denominado atividade motora/ exploratdria vertical no Campo Aberto, contém o rearing
e o freezing. O Fator 4, denominado atividade motora/ exploratéria horizontal no Campo
Aberto, inclui ambulag¢do, grooming ¢ defecacdo. O Fator 5 foi denominado atividade
locomotora no Labirinto em Cruz Elevado ¢ na Caixa de Movimentagdo Espontanea. Os
autores concluem que existe uma grande variabilidade nos resultados das varias analises
fatoriais relatadas na literatura, provavelmente refletindo diferencas metodoldgicas entre os
varios estudos, o que ressalta importancia destes fatores na andlise dos resultados dos
estudos empregando estes modelos. Por outro lado, existem varias similaridades nos
estudos de analise fatorial, particularmente em relagdo aos indices primarios de ansiedade,

como porcentagem de tempo e entradas nos bragos abertos.
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Carola et al., 2002, trabalhando com Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto,
observaram que espécies diferentes de camundongos apresentaram variaveis pesando em
fatores distintos apds analise fatorial. Griebel et al., 2000, também empregaram diferentes
espécies de camundongos no estudo da ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado e no teste
de Transicao Claro-Escuro, verificando discrepancias na responsividade entre as espécies
ao diazepam, assim como diferentes indices comportamentais dentro de uma mesma
espécie quando testadas em cada um dos aparelhos.

A revisdo de Ramos et al.,, 1998, cita estudos com analise fatorial, envolvendo
grande numero de varidveis, produziu trés fatores representando 60% da variancia total, que
foram denominados: fator exploracdo (variaveis de atividade locomotora); medo
(defecagdo) e comportamento deslocado (grooming). Tem sido sugerido também que a
atividade no Campo Aberto tem dois fatores basicos e que a atividade durante os primeiros
minutos ¢ motivada pelo medo mais do que pela exploragdo e vice-versa. A atividade
durante os dois primeiros minutos de teste no Campo Aberto tem sido correlacionada com a
aproximacao dos bracos abertos no Labirinto em Cruz Elevado.

Estes estudos exemplificam a utilidade da andlise fatorial nos estudos
comportamentais, ilustrando como seus resultados podem acarretar alteragdes significativas

nos pressupostos teoricos dos modelos e nos procedimentos praticos para sua execugao.
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Tabela II — Analise Fatorial dos indices comportamentais do Labirinto em Cruz Elevado,

Caixa de Movimentagdo Espontanea e Campo Aberto de camundongos.

Fator1 Fator2 Fator3 Fator4 Fator5

Labirinto em Cruz Elevado

Numero de entradas no Aberto -0,91

% de entradas no Aberto -0,81 -0,48

% de tempo no Aberto -0,98

Tempo no Aberto -0,98

Tempo no Fechado 0,96

Tempo no centro 0,47

Total de Entradas -0,90

Numero de entradas no Fechado 0,62 -0,44 0,57
Campo Aberto

Ambulag¢ao Total -0,74

Rearing -0,80

Grooming 0,55

Detfecacao 0,48

Caixa de Movimentac¢io Espontianea

Ambulagao 0,62

Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni (2000)
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DROGAS ANSIOLITICAS, ANSIOGENICAS, SITIO DE LIGACAO E OS MODELOS

ANIMALIS DE ANSIEDADE

Ansioliticos Benzodiazepinicos (BZDs).

Os benzodiazepinicos sdo drogas que agem sobre o sistema GABA-BDZ-canal de
cloreto, aumentando a afinidade do mediador endégeno GABA pelo receptor GABA-A. O
receptor GABA se apresentam em trés subtipos distintos: o receptor GABAA, o receptor
GABAB ¢ o receptor GABAC. Os ansioliticos benzodiazepinicos possuem afinidade pelo
subtipo GABAA, que constitui o maior sistema de inibi¢ao neuronal do SNC. Apresenta-se
na forma de canal pentamérico de ions cloreto, com sitios de afinidade e ligagcdo para
diversas drogas como barbituricos, anestésicos gerais, neuroesteréides e beta-carbolinas. E
composto por subunidades a, B, v, 9, €, 6 e 1 (KRALIC et al., 2002, KORPI et al., 2002). A
subunidade o tem se mostrado diretamente relacionada a afinidade das drogas
benzodiazepinicas ao receptor GABAA, enquanto que a subunidade y parece estar
diretamente relacionada a eficacia das drogas (GRAEFF, 1999, KRALIC et al., 2002,
KORPI et al., 2002).

Os BZDs, ligando-se ao seu sitio especifico, aumentam a afinidade do mediador
endogeno GABA (4cido y-amino butirico), aumentando a freqiiéncia de abertura do canal e
conseqliente entrada dos ions cloreto, levando a uma hiperpolarizacdo da membrana,
acarretando uma diminui¢ao da atividade neuronial (GRAEFF, 1999, KRALIC et al., 2002;
KORPI et al., 2002). Os efeitos causados por estas acdes dos BZDs sdo ansidlise, sedagdo,
hipnose, amnésia. anterdgrada, miorrelaxamento e atividade anticonvulsivante. No

tratamento da ansiedade, insonia e da abstinéncia alcodlica, sdo drogas eficazes, embora
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causem efeitos indesejaveis como sedacdo, prejuizo de memoria, tolerancia ao efeito
sedativo (quando do tratamento da insénia) e dependéncia fisica (KRALIC et al., 2002,

KORPI et al., 2002).

Ansioliticos ndo-benzodiazepinicos.

As azaspironas (p.ex. buspirona) apresentam atuacdo no sistema de
neurotransmissao serotonérgica, ¢ ndo no sistema GABA-érgico. De um modo geral, tem
sido proposto que um aumento na atividade serotonérgica em determinadas regides (p.ex.
amigdala) esteja associada a ansiedade. Nesta linha, estas drogas atuariam como agonistas
parciais do receptor 5-HT1a pos-sinapticos e/ou como agonistas plenos nos receptores 5-
HT1a pré-sinapticos. Na primeira situagdo, as azaspironas, quando do excesso de
serotonina, apresentariam, funcionalmente, um efeito antagonista. J4 na segunda situacao,
as azaspironas, atuando nos receptores pré-sindpticos, promoveriam uma reducdo da
quantidade de serotonina na fenda sinaptica. No entanto, tais drogas apresentam muita
variabilidade de resultados comportamentais, com alguns grupos tendo detectado efeito
ansiolitico, enquanto outros relatando falta de atividade ansiolitica ou até mesmo atividade
ansiogénica. E interessante notar que alguns estudos mostraram eficacia dos BZDs em
diminuir a aversao aos bracos abertos e nas medidas de avaliagdo de risco (p.ex. espreitas)
no Labirinto em Cruz Elevado, enquanto que drogas serotonérgicas mostraram-se mais

efetivas em reduzir espreitas do que a aversao aos bracos abertos (GRIEBEL et al., 1997).

Drogas ansiogénicas — Pentilenotetrazol
O pentilenotetrazol (PTZ) é uma droga ansiogénica, que, em humanos, foi

inicialmente utilizada como uma droga convulsivante, sendo constatado posteriormente
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que, em doses subconvulsivantes, produzia intensa ansiedade e ataques de panico (JUNG et
al., 2002). A propriedade ansiogénica do PTZ tem sido demonstrada em varios modelos
animais, incluindo Labirinto em Cruz Elevado, sendo utilizada em alguns modelos como
um estimulo ansiogénico interoceptivo. E interessante notar que animais treinados a
reconhecer os efeitos do PTZ, generalizam a reposta comportamental (geralmente a pressao
a uma barra) a outras drogas ansiogénicas, como, por exemplo, ioimbina e cocaina. Da
mesma forma, outras situagdes ansiogénicas, como retirada de um benzodiazepinico,
assemelham-se a um estimulo induzido pelo PTZ. Em geral, drogas ansioliticas conhecidas
antagonizam tais efeitos com poténcia similar a relatada clinicamente (JUNG et al., 2002,
HANSEN et al., 2004). Estad claro que os efeitos especificos do PTZ sdo largamente
mediados pelo receptor GABA-A, embora o mecanismo de bloqueio do receptor pelo PTZ
ainda nao esteja esclarecido (JUNG et al., 2002, HANSEN et al., 2004). Sabe-se que age
via sitio da picrotoxina (situado no interior do canal de cloreto) no complexo receptor
GABA-A-benzodiazepinico-canal de cloreto, reduzindo o influxo de ions cloreto. Estudos
posteriores com “patch clamp” em receptores GABAA recombinantes demonstraram que
PTZ e picrotoxina agem por sobreposi¢do (“overlapping”), mas em sitios diferentes (JUNG

et al., 2002).

HIPOTESE

Considerando-se que os modelos animais pressupdem eliciagdo de uma resposta de
ansiedade, os indices representativos de ansiedade nos animais testados nestes modelos
deveriam se concentrar em um mesmo fator extraido de analise fatorial, o mesmo
ocorrendo com os indices de atividade locomotora (conforme a distribuicao tedrica descrita

na tabela I). Além disto, os indices associados a um fator de ansiedade devem ser sensiveis



18

a drogas que induzam ansidlise ou ansiogénese. Assim, no Labirinto em Cruz Elevado,
espera-se que os ansioliticos aumentem a porcentagem do tempo de permanéncia e/ou
entradas nos bragos abertos (RODGERS et al., 1994, LISTER, 1990) diminuicdo no
comportamento de avaliagdo de risco (GRIEBEL et al., 1997, RAMOS et al., 1997,
BELZUNG et al., 1994). No caso de uma droga ansiogénica, espera-se um perfil contrario

(LISTER, 1990).

OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo foram:

1. Replicar o estudo realizado por Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni (2000) com o
Labirinto em Cruz Elevado, o Campo Aberto ¢ a Caixa de Movimentagao
Espontanea, incluindo indices etologicos como espreitas e head-dippings, e
considerando a locomog¢do no Campo Aberto em central e periférica para analise
fatorial;

2. A partir desta analise fatorial, escolher indices comportamentais representativos dos
fatores detectados e avaliar sua sensibilidade a drogas ansioliticas (diazepam) e

ansiogénicas (pentilenotetrazol).

MATERIAL E METODO
Animais

Foram utilizados 126 camundongos Swiss machos, com peso médio de 30 gramas,
nascidos e criados no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do

Parand. Os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (21 £ 1 ° C);
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ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h); comida e agua a vontade. Todos os
experimentos foram realizados no periodo entre 13:00 e 19:00 h.
Drogas e grupos experimentais.

Foram utilizados Diazepam (Cristalia, Brasil) e pentilenotetrazol (Sigma, EUA).
Solucdo de NaCl a 0,9% (salina) foi utilizada como veiculo e todas as drogas foram
injetadas por via intra-peritoneal em volume constante de 10 ml/kg.

Trinta minutos antes dos testes da sessdo tratamento, os animais, divididos
randomicamente em grupos, foram injetados da seguinte maneira:

A- Grupo A: Recebendo salina (salina)

B- Grupo B: Recebendo pentilenotetrazol na dose de 10,0 mg/kg (PTZ 10)

C

Grupo C: Recebendo pentilenotetrazol na dose de 20,0 mg/kg (PTZ 20)
D- Grupo D: Recebendo diazepam na dose de 1,0 mg/kg (DZP 1)

E- Grupo E: Recebendo diazepam na dose de 2,0 mg/kg (DZP 2)

Aparelhos
Caixa de Movimentagao Espontanea

Consiste de uma caixa retangular (60x20x30cm) com paredes laterais e posterior
de ago e com a parede anterior de vidro. O piso ¢ constituido de barras de ago ¢ marcas por
onde eram contados os cruzamentos do animal. Este era colocado na porg¢do central do
aparelho e observado durante 3 minutos. Os comportamentos registrados tanto durante os
testes basais quanto nos na sessao tratamento foram os seguintes: nimero de cruzamentos;
numero de rearings (elevagdes nas patas posteriores); tempo de imobilidade; tempo de

grooming (autolimpeza); e numero de bolos fecais.
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Campo Aberto

Consiste em uma arena circular com 1m de didmetro, parede lateral de aco com 50
cm de altura e piso consistindo de madeira pintada de branco com linhas pretas, estas
consistindo em dois circulos concéntricos divididos por linhas radiais formando areas de 20
cm’. O numero de 4reas invadidas com as quatro patas pelo animal foi quantificado
(ambulagdo). O aparelho ¢ iluminado com 4 lampadas de 100 watts cada. O animal era
colocado na porg¢do central do aparelho e os seguintes comportamentos eram registrados
durante 3 minutos (tanto na sessdo basal quanto na sessdo tratamento): nimero de
ambulacdes na periferia (dreas com paredes laterais); nimero de ambula¢des no centro
(areas sem contato com paredes laterais); tempo de imobilidade na periferia; tempo de
imobilidade no centro; niimero de rearings (elevagdes nas patas traseiras); tempo de
grooming (autolimpeza); nimero de espreitas no centro; nimero de espreitas na periferia;

laténcia para sair do centro; nimero de bolos fecais.

Labirinto em Cruz Elevado:

Feito em madeira com revestimento de tinta 6leo cinza que se constitui de dois
bragos abertos ¢ opostos, medindo 50x10 cm, e dois fechados em suas trés faces externas
por paredes de 40 cm de altura, e as plataformas com a mesma medida dos bracos abertos,
cruzando-os perpendicularmente, o que delimita uma 4area central de 10 cm”. O aparelho
dista 50 cm do solo e possui iluminagdo proveniente de lampada branca de 60 watts, situada
120 cm acima do mesmo. Os bragos abertos ndo possuem bordas. Note-se que, apesar da
utilizagdo de camundongos, foi feita a op¢do da utilizacdo do labirinto em cruz elevado
para rato, pois resultados anteriores evidenciaram que nesta situacdo ndo ha o

desenvolvimento de “one-trial tolerance”, que consiste na ineficacia de drogas ansioliticas
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em animais pré-expostos ao labirinto. Tendo em vista que os mesmos animais seriam
testados com e sem tratamento (ver abaixo), este aspecto ¢ fundamental. Além disto, este
foi o procedimento utilizado por Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni (2000).

O animal era posicionado na plataforma central de frente para um dos bracos
abertos e observado durante 3 minutos. Os comportamentos registrados (tanto no momento
basal quanto na sessdo tratamento) foram: numero de entradas nos bragos abertos; nimero
de entradas nos bracos fechados; tempo de permanéncia nos bragos abertos; tempo de
permanéncia nos bragos fechados; numero de rearings; tempo de grooming; niimero de
espreitas nos bragos fechados; nimero de espreitas nos bragos abertos; numero de head-
dips nos bragos abertos. A partir destes parametros foram calculados: % de tempo nos
bragos abertos [= (tempo no aberto X 100)/180]; % de tempo nos bragos fechados [=
(tempo no fechado X 100)/180]; niamero total de entradas {= entradas fechado + entradas
no aberto); % entradas nos bragos abertos [=(nimero de entradas no aberto X 100)/ nimero
total de entradas]; % entradas nos bragos fechados [=(ntimero de entradas no fechado X
100)/ numero total de entradas]; e tempo de permanéncia na plataforma central [=180 —

(tempo no aberto + tempo no fechado)].

Procedimento Experimental

Os camundongos foram submetidos aos testes na seguinte ordem, sem qualquer
intervalo de tempo entre eles: Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Caixa de
Movimentagdo Espontanea. O intervalo entre a sessdo basal ¢ a sessdo tratamento

farmacoloégico foi de 24 h.
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Analise Estatistica

Os dados dos testes basais de cada animal foram incluidos na andlise de
componentes principais com rotacdo pela maximizagdo da variancia (varimax), obtendo-se
assim os fatores de correlacdo das variaveis. O numero de fatores selecionados foi
determinado segundo o critério de Kaiser, incluindo apenas os fatores com eigenvalue
acima de 1. O emprego da analise fatorial pressupde que os dados apresentem distribuicao
normal; entretanto, muitas varidveis nao apresentaram esta distribuicdo, tendo sido
necessaria sua transformacdo matematica antes de submeté-las a analise estatistica. As
variaveis que mesmo apés as transformagdes ndo mostraram distribui¢do normal foram
excluidas da analise.

Os dados das varidveis que tiveram peso significante na analise de componentes
principais foram submetidos a ANOVA de 2 vias (um fator a sessdo experimental e o outro
o grupo de tratamento), seguido de ANOVA de 1 via e teste de Duncan quando apropriado.

Todas as analises foram realizadas no programa Statistica 5.5 (StatSoft, Inc).

RESULTADOS

Primeiramente todas as varidveis foram testadas quanto a sua distribui¢do. Das 28
variaveis quantificadas nos testes sem droga, apenas 16 apresentaram distribui¢do normal
que foram:
No Labirinto em Cruz Elevado: nimero de entradas no brago aberto; % de entradas no
brago aberto; tempo de permanéncia no brago aberto; % de tempo no brago aberto; tempo
no brago fechado; total de entradas.

No Campo Aberto: ambulagdo na periferia.
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Na Caixa de Movimentagao Espontanea: ambulacao total; rearing.
Além destas variaveis, as seguintes variaveis apresentaram distribuicao normal apos
transformagao (entre parénteses estao as respectivas féormulas utilizadas):

No Labirinto em Cruz Elevado: espreitas no bracgo aberto [= Log (x +1)]; head dippings no
braco aberto [= Jx ]; tempo de permanéncia na plataforma central [= Jx ]; nimero de
entradas no brago fechado [= Jx ].

No Campo Aberto: ambulagdo no centro [=\/;]; tempo de imobilidade na periferia

[=4/x+05]

Na Caixa de Movimentagdo Espontanea: Grooming [ =+/x ].
Nao foi possivel normalizar as demais variaveis, as quais foram excluidas da analise

de componentes principais.

Analise Fatorial — Componentes Principais

Seis fatores foram extraidos da anélise de componentes principais, cujas variancias
podem ser vistas na Tabela III, assim como os pesos das varidveis acima de 0,40, valor
considerado significante

Os fatores obtidos estao interpretados a seguir, assim como a descrigdo das varidveis
representativas do fator:

e Fator 1 - “Resposta de ansiedade/esquiva no labirinto em cruz elevado”, O niimero de
entradas nos bragos abertos apresentou o maior peso (0,90) seguido pela variavel % de
tempo nos bragos abertos (0,87). Esta ultima tem sido o principal indice de ansiedade
empregado na literatura. Nota-se que praticamente todos os indices avaliados no

labirinto em cruz elevado, exceto tempo na plataforma central e nimero de entradas nos
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bracos fechados, pesaram nesse fator de maior variancia (fator 1), evidenciando a
importancia dessas medidas para a avaliacdo da dimensdo “ansiedade” em animais e
que classicamente sao utilizadas para avaliar o efeito de drogas ansioliticas e

ansiogénicas. As duas excegdes serao analisadas em seus respectivos fatores.
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Tabela III — Analise Fatorial dos indices comportamentais de camundongos submetidos ao

Labirinto em Cruz Elevado, Caixa de Movimentagdo Espontanea e Campo Aberto de

camundongos (n= 126). Estdo representados os pesos de cada indice nos fatores.

Modelo — Indice Fator 1 Fator2 Fator3 Fator4 Fator5 Fator6
Variancia  32% 12% 9% 8% 8% 7%
Labirinto em Cruz Elevado
Numero de Entradas no Aberto 0,90
% de Tempo no Aberto 0,87
Tempo no Aberto 0,86
% de Entradas no Aberto 0,79 -0,44
Head Dipping no Aberto 0,73
Total de Entradas 0,70 0,57
Tempo no Fechado -0,70 0,44
Espreitas no Aberto -0,66
Tempo na Plataforma Central -0,67
Numero de Entradas no Fechado 0,94
Campo Aberto
Tempo de Imobilidade na Periferia -0,78
Ambulagdo na Periferia 0,69
Ambula¢do no Centro 0,45 0,43
Caixa de Movimentagdo Espontinea
Ambulacao Total 0,73
Rearing 0,82
Grooming -0,90

Apenas pesos acima de 0,4 estao mostrados na Tabela. Os pesos com maior valor para cada

fator estdo destacados em negrito.
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Fator 2 - “Atividade locomotora/ exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado”. A
atividade exploratoria no labirinto em cruz elevado se manifesta principalmente nos
bragos fechados, onde a aversividade ¢ considerada menor. Assim o fato do nimero de
entradas nos bragos fechados ter apresentado o maior peso neste fator (0,94) determina
a sua interpretacdo como dimensdo do comportamento animal. O fato do total de
entradas ter pesado nesse fator (0,57), mas também no fator 1 (0,70) sugere que essa
medida contribui para as duas dimensdes. No fator 1, tal medida ¢ fortemente
influenciada pelo numero de entradas nos bragos abertos e no fator 2, relaciona-se
apenas com o numero de entradas nos bragos fechados.

Fator 3 —*“Atividade locomotora/exploratéria no Campo Aberto”. A varidvel com
maior peso foi o tempo de imobilidade no campo aberto (-0,78) que normalmente ¢
interpretada na literatura como medida de reagdo de medo aos espacgos abertos deste
aparelho e que se correlaciona negativamente com as outras medidas como ambulagdo
no centro (peso 0,45), comumente associada com ansiedade, e ambulagao na periferia
do aparelho (peso 0,69), freqiientemente relacionada com locomogao/ exploragao.

Fator 4 - “Conflito exploragdo/ esquiva dos bragos abertos” ou “Tomada de decisdao/
Avaliagdo de Risco”. A varidvel tempo de permanéncia na plataforma central
apresentou o maior peso (-0,67) e se relacionou com a variavel nimero de espreitas no
brago aberto (-0,66), que também tem sido sugerida na literatura como indice de
ansiedade. O fato destas varidveis pesarem juntas num mesmo fator , mas nao no fator
(1) que agrupa outras variaveis classicamente relacionadas a ansiedade, pode levar a
interpretacdo deste fator como comportamento de “conflito entre explorar e esquivar os

espacos abertos”.
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e Fator 5 - “Autolimpeza”- varidvel “grooming”’na Caixa de Movimentagdo Espontianea
(peso - 0,90) e ambulagdo no centro do Campo Aberto (peso 0,43).

e Fator 6 - “Atividade exploratoria horizontal/vertical na Caixa de Movimentagdo
Espontanea”. As varidveis que avaliam atividade exploratéria horizontal (ambulagdo) e
vertical (rearing) obtidas na caixa de movimentacao espontanea pesaram igualmente

nesse fator (pesos 0,73 e 0,82 respectivamente)..

Efeito do diazepam e do pentilenotetrazol no comportamento de camundongos

Os efeitos destes tratamentos estdo descritos de acordo com os fatores extraidos da
analise de componentes principais enumerados na se¢do anterior. Primeiramente, serao
discutidos os efeitos das duas drogas sobre os valores das variaveis representativas de cada
fator e em seguida as outras variaveis que pesaram juntas num fator, quando algum efeito

significante tiver sido observado (tabela IV).

Fator 1

Numero de Entradas nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 1).

ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento (Fs103= 2,977;
p= 0,022) , mas nao para o fator sessdo (F 103= 0,398 p = 0,52) e detectou diferenga para a
interagdo entre estes fatores (Fii03= 15,533; p< 0,001). ANOVA de 1 via ndo detectou
diferenca para essa variavel nos animais testados sem droga na sessao basal (Fs103= 1,816;
p= 0,13), mas detectou diferenca na segunda sessao quando os animais foram tratados

(Fa103 = 12,528; p< 0,001). As duas doses de diazepam aumentaram o numero de entradas
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nos bragos abertos em relacdo ao grupo salina e aos tratados com pentilenotetrazol (p<

0,005).

% de Entradas nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 2)

Os resultados foram muito semelhantes aos encontrados para o nimero de entradas nos
bragos abertos. A ANOVA de duas vias ndo detectou diferenga estatistica para o fator
tratamento (F4,103= 2,260; p= 0,067), mas sim para o fator sessao (F; 103= 4,695; p=0,032) e
para a interagdo entre os fatores (Fa103= 10,641; p< 0,001). ANOVA de 1 via ndo mostrou
diferenca estatistica para a sessdo basal (F4103= 2,030; p = 0,095), mas mostrou diferenca
entre os grupos na sessao tratamento (Fa103= 8,541; p<0,001). A porcentagem de entradas
nos bragos abertos foi maior nos grupos tratados com diazepam, nas duas doses, em relacao

aos grupos salina e tratados com pentilenotetrazol (p<0,005).

Tempo nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 3)

A ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento (Fs j03=
4,129; p= 0,003), para o fator sessao (F;103=4,255; p= 0,041) e para a interacdo entre os
fatores (Fa4,103= 10,615; p< 0,001). ANOVA de 1 via ndo detectou diferenga estatistica entre
os animais no momento basal (F4103= 0,496; p= 0,738), mas mostrou diferenca entre os
grupos na segunda sessdo (Fgjo3= 8,840; p< 0,001). As duas doses de diazepam
aumentaram o tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao grupo salina (p<

0,03) e aos grupos tratados com pentilenotetrazol (p <0,05).

%de Tempo nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 4)
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A ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento
(F4,103=3,892; p< 0,005) e para a interagdo entre os fatores (F4 103=9,159; p<0,001), mas
sem diferenca estatistica para o fator sessdo (F 103=2,257; p=0,136). ANOVA de 1 via ndo
mostrou diferenca estatistica entre os animais no momento basal (F4 103=0,2787; p= 0,891),
revelando diferenga estatistica apenas entre os grupos quando tratados (F4 103= 8,095; p<
0,001). A porcentagem de tempo no brago aberto foi maior para os animais tratados com
diazepam, nas duas doses, em relagdo ao grupo salina (p< 0,05) e em relagdo aos tratados

com pentilenotetrazol (p < 0,005).

Head-dipping nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 5)

A ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento (Fs103= 2,928
p= 0,024), para o fator sessdo (F 103= 4,698; p= 0,032) e para a interacao entre os fatores
(Fa.105= 2,095; p= 0,025). ANOVA de 1 via ndo mostrou diferenga estatistica entre os
animais no momento basal (F4103= 1,622; p= 0,17), mas indicou diferenca entre os grupos
quando tratados (Fs103= 4,664; p< 0,002). Os animais tratados com diazepam 1 mg/kg
apresentaram maior numero de head-dippings comparados aos tratados com salina e com as
doses de 10 e 20 mg/kg de pentilenotetrazol (p<0,05; p<0,02 e p<0,005 respectivamente).
A dose maior de diazepam nao alterou o nimero de head dippings, em relagdo aos animais
do grupo salina (p>0,10), mas aumentou este pardmetro em relacdo aos animais tratados
com a dose maior de pentilenotetrazol (p< 0,05). Houve uma tendéncia a redugdo na
variavel em relacdo aos animais tratados com a dose menor de diazepam (0,10 > p > 0,05).
Por outro lado, a dose maior de pentilenotetrazol causou diminui¢do significativa desta

medida em relacdo ao grupo salina (p<0,05).
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Tempo nos Bracos Fechados do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 6)

A ANOVA de duas vias detectou diferenca estatistica para o fator tratamento (Fg 03=
2,456; p= 0,05) e para a interacdo entre os fatores (F4 103= 10,128; p< 0,001), mas ndo para
o fator sessdo (Fi103= 1,360; p= 0,246). ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca entre
os animais no basal (F4103= 0,553; p= 0,69), mostrando, porém diferenga entre os grupos
quando tratados (F4,103= 7,036; p< 0,001). O tratamento com pentilenotetrazol aumentou o
tempo de permanéncia nos bragos fechados em relagdo ao grupo salina (p<0,03) e aos

grupos tratados com diazepam (p<0,005).

Total de Entradas nos Bracos do Labirinto em Cruz Elevado (presente nos fatores 1 e 2).

(Fig.7)

A ANOVA de duas vias detectou diferenca estatistica para o fator tratamento (F4 j03=
2,801; p=0,029) e para a interagdo entre os fatores (F 4103= 6,350; p< 0,001), mas ndo para
o fator sessdo (Fy 103= 2,801; p= 0,09). ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca entre os
animais no momento basal (Fs103= 0,847; p= 0,49), mas apenas entre os grupos quando
tratados (F 4,103= 6,366; p< 0,001). O tratamento com pentilenotetrazol 20 mg/kg diminuiu
o total de entradas em relagdo ao grupo salina (p< 0,01) e aos grupos tratados com
diazepam na dose de 1 mg/kg (p< 0,005) e de 2 mg/kg (p< 0,02). A dose menor de

diazepam apresentou uma tendéncia em aumentar este parametro (0,10> p> 0,05).

Fator 2

Numero de Entradas nos Bracos Fechados do Labirinto em Cruz Elevado. (Fig. 8)
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A ANOVA de duas vias ndo detectou diferenga estatistica para o fator tratamento
(F4,103=0,957; p= 0,43), nem para o fator sessdo (F; 103= 2,232; p= 0,13) e nem intera¢do

entre os fatores (F4103=1,173; p=0,32).

Fator 3

Tempo de Imobilidade na Periferia do Campo Aberto (Fig. 9)

A ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator sessao (F4,103= 107,440;
p<0,001) e para interacdo (Fs103= 8,395; p <0,001), mas ndo para o fator tratamento
(F4.103=1,917; p=0,10). ANOVA de 1 via ndo mostrou diferenca entre os animais no
momento basal (Fs103= 1,153; p=0,33), mas houve diferenca entre os grupos quando
tratados (F4.103= 5,840; p<0,001). Os grupos tratados com as duas doses de diazepam e
com a dose maior de pentilenotetrazol ficaram mais tempo imoveis em relagdo aos animais
do grupo salina (p< 0,04 para diazepam 1 mg/kg ; p<0,005 para diazepam 2 mg/kg e

pentilenotetrazol 20 mg/kg).

Fator 4

Tempo na Plataforma Central do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 10)

A ANOVA de duas vias detectou diferenca estatistica para o fator sessdo (Fy ;3= 3,958; p=
0,049) e para a interagdo entre os fatores (F 4103= 6,350; p< 0,001), mas ndo para o fator
tratamento (Fs103= 3,545; p< 0,01). A ANOVA de uma via ndo mostrou diferenga entre os
animais no momento basal (F4 103= 1,091; p= 0,36), nem entre os grupos quando tratados (F

4,103~ 2,424, = 0,052)

Espreitas no Brago Aberto do Labirinto em Cruz Elevado (Fig. 11)
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A ANOVA de duas vias ndo detectou diferenca estatistica para o fator tratamento (F4 j03=
1,090; p= 0,36), nem para o fator sessdo (F j03= 1,384; p= 0,24) e nem interagdo entre os

fatores (Fa,103= 0,892; p=0,47).

Fator 5

Grooming na Caixa de Movimentacdo Espontanea (Fig. 12)

ANOVA de duas vias detectou diferenca estatistica para o fator tratamento (F4103= 4,211;
p<0,005) e para o fator sessdo (F;103= 5,161; p< 0,024), mas ndo houve interacio entre os
fatores (F4103=2,298; p= 0,06). A ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca entre os
animais no momento basal (F4,03= 1,117; p< 0,352). Por outro lado, houve diferenca entre
os grupos quando tratados (F4 103= 5,261; p< 0,001). A dose maior de diazepam apresentou
o efeito de diminuir o tempo de grooming quando comparado com os demais grupos,
assim como a maior dose de pentilenotetrazol teve o efeito de aumentar o tempo com

relacdo ao grupo salina.

Ambulacio na Area Central do Campo Aberto (Fig. 13)

A ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento (F4 j03=
2,724; p= 0,03), para o fator sessdo (Fj j03= 28,005; p< 0,001) e para interagdo entre os
fatores (Fa4105= 4,042; p< 0,005). ANOVA de uma via ndo mostrou diferenga entre os
animais no momento basal (F403= 0,745; p= 0,56), mostrando, no entanto, diferenca entre
os grupos sob os tratamentos (F4 103= 5,261; p< 0,001). As doses maiores de diazepam ¢ de
pentilenotetrazol causaram diminui¢do desse pardmetro com relagdo ao grupo salina. Em
relacdo ao grupo diazepam 2 mg/kg, observou-se uma diminui¢do na ambulagdo, se

comparado aos grupos salina, diazepam 1 mg/kg , pentilenotetrazol 10 mg/kg (p < 0,005 e
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pentilenotetrazol 20mg/kg (p<= 0,05). Nos animais tratados com a dose maior de
pentilenotetrazol, se observou uma tendéncia a redu¢do na ambulagdo, se comparados aos

grupos salina diazepam 1 mg/kg e pentilenotetrazol 10 mg/kg (0,10 > p > 0,05).

Fator 6

Rearing na Caixa de Movimentacdo Espontanea (Fig.14)

ANOVA de duas vias detectou diferenga estatistica para o fator tratamento (Fs103=
3,116; p< 0,02) e para o fator sessdo (Fy 103= 29,669; p< 0, 001), mas ndo para interagao
entre os fatores (F4103= 0,234; p= 0,91). Entretanto, a ANOVA de uma via ndo indicou
significancia estatistica com relagdo a este parametro na sessdo basal (Fsj03= 2,158; p=
0,07), nem na sessdo na qual os animais receberam seus tratamentos (Fsj03= 2,315; p=

0,06).

Ambulacdo na Caixa de Movimentacdo Espontanea (Fig.15)

A ANOVA de duas vias detectou diferenga para o fator sessao (F; 03= 36,896; p<
0,001), mas ndo para o fator tratamento (Fsi03= 0,145; p= 96), nem interagcdo entre os

fatores (Fa,103= 0,898; p= 0,46).

Ambulagdo na Periferia do Campo Aberto (Fig. 16)

A ANOVA de duas vias detectou diferenca estatistica para o fator tratamento
(F4.105= 3,173; p= 0,016), para o fator sessdo (F;03= 24,792; p< 0,001) e para interagdo
entre os fatores (Fs103= 6,496; p< 0,001). A ANOVA de uma via revelou diferenca entre os
animais no momento basal (F4103= 3,431; p= 0,01) e entre os grupos quando tratados

(F4.103=4,683; p< 0,001). Na sessdo basal, os animais alocados para o grupo que receberia a
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dose maior de pentilenotetrazol mostraram niveis superiores de ambulagao na periferia em
relacdo aos outros grupos experimentais (p<0,05), mas apenas uma tendéncia em relacao
ao grupo salina (0,10 > p > 0,05). Na segunda sessdo, os animais tratados com as duas
doses de diazepam e com a dose maior de pentilenotetrazol se locomoveram menos na
periferia do que os animais tratados com a dose menor de pentilenotetrazol (p <0,02) e com
salina (p>0,10) Em fun¢do da diferenca encontrada entre os grupos na sessdao basal, foi
realizada ANOVA de uma via para comparar os valores diferenciais entre as duas sessdes
(delta), calculando-se a diferenca entre as duas sessdes para cada animal de cada grupo
(locomogao periférica na sessdo tratado — locomocao periférica na sessdo basal). O valor de
F encontrado para essa analise foi Fy4 j03= 6,496; p< 0,001. Tanto a dose maior de diazepam
como a de pentilenotetrazol causaram uma reducao significante em relacdo ao grupo salina

(p<0,02 e p<0,001, respectivamente) e ao grupo tratado com 10 mg/kg de pentilenotetrazol

(p<0,001) A dose menor de diazepam ndo alterou a locomoc¢ao em relagdo ao grupo salina.
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Figura 1 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mgkg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em
cruz elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
Os simbolos representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ
10; # PTZ 20; +DZP1). O ntmero de simbolos representa diferentes niveis de
significancia: 1 simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo

entre parénteses (— 0,10 > p > 0,05).
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Figura 2 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina na % entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10>p>0,05.
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Figura 3 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no tempo (s) nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10>p>0,05.
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Figura 4 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina na % de tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os
simbolos representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10;
# PTZ 20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de
significancia: 1 simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo

entre parénteses — 0,10 >p > 0,05.
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Figura 5 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no nimero de head-dips nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
Os simbolos representam diferencas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ
10; # PTZ 20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de
significancia: 1 simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo

entre parénteses — 0,10 >p > 0,05.
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Figura 6 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no tempo nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado
em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10>p>0,05.
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Figura 7 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mgkg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no numero total de entradas no labirinto em cruz elevado em
camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significincia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10 > p > 0,05.
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Figura 8 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20

respectivamente) e salina no nimero entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz

elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
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Figura 9 — Efeito da administragdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mgkg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no tempo de imobilidade na periferia do campo aberto em
camundongos. As barras representam meédia + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10>p>0,05.
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Figura 10 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no tempo (s) de permanéncia na plataforma central do

labirinto em cruz elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n=

17-25/ grupo).
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Figura 11 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 e DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no numero de espreitas nos bragos abertos no labirinto em

cruz elevado em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
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Figura 12 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no tempo de grooming na caixa de movimentacao espontianea
em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos
representam diferengas significativas quando comparado a: *salina; $ PTZ 10; # PTZ
20; + DPZ 1. O nimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1
simbolo - p<0,05; 2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses

~0,10>p>0,05.
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Figura 13 - Efeito da administra¢do aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina na ambulacdo central no campo aberto em camundongos. As
barras representam média = epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos representam
diferencas significativas quando comparado a: *salina; $§ PTZ 10; # PTZ 20; + DPZ 1.
O niimero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1 simbolo - p<0,05;

2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses — 0,10 > p > 0,05.
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Figura 14 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina no nimero de rearings na caixa de movimentacao espontanea

em camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
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Figura 15 — Efeito da administracdo aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mg/kg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina na ambulacdo na caixa de movimentacdo espontinea em

camundongos. As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo).
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Figura 16 — Efeito da administragao aguda de diazepam (1 ou 2 mg/kg, DZP 1 ¢ DZP 2
respectivamente), pentilenotetrazol (10 ou 20 mgkg, PTZ 10 e PTZ 20
respectivamente) e salina na ambulagdo na periferia do campo aberto em camundongos.
As barras representam média + epm (n= 17-25/ grupo). Os simbolos representam
diferencas significativas quando comparado a: *salina; $§ PTZ 10; # PTZ 20; + DPZ 1.
O numero de simbolos representa diferentes niveis de significancia: 1 simbolo - p<0,05;

2 simbolos - p<0,01 e 3 simbolos - p<0,005; simbolo entre parénteses — 0,10 > p > 0,05.
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DISCUSSAO

No presente trabalho os mesmos camundongos foram submetidos a trés modelos
comportamentais que sdo utilizados normalmente para avaliar atividade locomotora e
exploratoria (caixa de movimentagdo espontanea), emocionalidade e atividade exploratoria
(campo aberto) e ansiedade (labirinto em cruz elevado). Através da analise fatorial foram
avaliadas as correlagdes entre estes comportamentos observados nos diferentes aparelhos
com o objetivo de se determinar os diferentes componentes do comportamento de
camundongos ou dimensdes comportamentais. Para se testar o padrdo de resposta dos
camundongos quando se consideram esses componentes, foram utilizadas uma droga
ansiolitica (diazepam) e uma ansiogénica (pentilenotetrazol).

Na analise fatorial empregada nos dados da sess@o basal, observou-se que no Fator
1 correlacionaram-se varios indices que normalmente sdo usados para avaliar ansiedade no
Labirinto em Cruz Elevado, como o numero de entradas no brago aberto, o tempo no brago
aberto, % de tempo no braco aberto ¢ % de entradas no brago aberto. Portanto, este fator foi
denominado Ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado, o que estd de acordo com os dados
da literatura (LISTER, 1987; RODGERS et al., 1995; FERNANDES et al., 1996; RAMOS
et al., 1997; BOERNGEN-LACERDA e SOUZA-FORMGONI, 2000; WALL et al., 2001).
(LISTER, 1987; RODGERS e JOHNSON, 1995; FERNANDES e FILE, 1996; RAMOS et
al., 1997; BOERNGEN-LACERDA e SOUZA-FORMIGONI; 2000, WALL e MEISSER,
2001). Este fator parece estar relacionado a resposta defensiva, ou seja, entre o conflito
esquiva-exploracdo em relagdo ao brago aberto (ou areas desprotegidas, na proposta de
WALL e MEISSER, 2001), pois as variaveis nele incluidas podem ser interpretadas como
aproximacao a esta regido (p.ex. nimero de entradas nos bragos abertos) ou esquiva dessa

regido (tempo no fechado). E interessante notar que, apesar dos 3 modelos apresentarem
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aspectos similares (um novo ambiente com areas protegidas, como as areas laterais da caixa
e do campo aberto e os bracos fechados do labirinto, e areas desprotegidas, como as areas
centrais do campo aberto e os bracos abertos do labirinto), envolvendo, portanto, neofobia e
tigmotaxia, as medidas avaliadas nestes modelos foram distribuidas em fatores diferentes.
Portanto, estes dados refor¢gam a idéia de que estes indices expressam diferentes dimensoes
do comportamento (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000,). Uma
possivel diferenca, que talvez contribua para a diversidade comportamental entre os
modelos, isto é, para o fato de apenas o labirinto em cruz elevado ter expressado
nitidamente medidas de ansiedade, seja a existéncia da plataforma central no labirinto em
cruz elevado e a oportunidade de escolha que esse aparelho oferece entre as areas
protegidas e desprotegidas.

Em relacdo ao efeito das drogas nos indices do Fator Ansiedade (Fator 1) parecem
existir parametros que sdo mais sensiveis ao tratamento ansiolitico (p.ex. numero de
entradas no aberto) e outros mais sensiveis ao tratamento ansiogénico (tempo no brago
fechado). Estes resultados sdo similares ao da literatura, pois embora o efeito dos
benzodiazepinicos seja consistentemente observado na porcentagem de tempo ou de
entradas nos bracos abertos, o efeito ansiogénico do pentilenotetrazol nem sempre ¢
observado nestes parametros (p.ex. PELLOW et al., 1985). Lembrando que um dos
objetivos do emprego da analise fatorial ¢ a reducdo de variaveis redundantes, observa-se
que varios itens incluidos no Fator Ansiedade (1) parecem ser repetitivos (numero de
entradas e % de entradas, tempo ¢ % de tempo nos bragos abertos) e apresentaram a mesma
intensidade de resposta aos tratamentos farmacoldgicos. Poder-se-ia, portanto, sugerir a
reducdo no numero destas variaveis, o que poderia facilitar operacionalmente a observacao

de outros comportamentos. Além disso, o unico pardmetro do Fator Ansiedade sensivel aos
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dois tipos de drogas e com respostas em sentido contrario foi o nimero de head-dippings
no braco aberto. Portanto, a escolha do parametro depende do tipo de efeito que se deseja
estudar, sendo interessante a inclusdo do tempo no brago fechado e do niimero de head-
dippings no brago aberto, indices pouco empregados na literatura, na rotina de avaliacdo do
labirinto em cruz elevado.

Outros fatores aparentemente também relacionados a ansiedade seriam os fatores 3
(tempo de imobilidade na periferia ¢ ambulagao no Campo Aberto) e 4 (espreitas no brago
aberto e tempo na plataforma central( com pesos maiores?), além da % de entradas nos
bragos abertos e do tempo nos bragos fechados — este tltimo com sinal contrario). Como
essas variaveis pesaram em fatores diferentes, isso pode ser interpretado como duas outras
dimensodes da ansiedade (Fator 3: atividade locomotora/ exploratéria no Campo Aberto;
Fator 4: ansiedade/ conflito no labirinto em cruz elevado).

Em relagdo ao Fator 3, existe a sugestdo do emprego da ambulagdo central no
Campo Aberto como indice de ansiedade neste aparelho, proposta que tem sido criticada
(RAMOS et al., 1998, LISTER, 1990, CHOLERIS et al., 2001), uma vez que medidas de
ansiedade se confundem com medidas de locomog¢do. Por exemplo, um alto grau de
locomogdo na periferia pode tanto representar alto grau de ansiedade, representado pela
locomogdo em uma regido protegida ou efeito estimulante de uma droga. Os dados do
presente estudo também ndo reforgam a proposta do emprego da ambulagdo central no
Campo Aberto como indice de ansiedade, uma vez que este pardmetro apresentou um peso
baixo no fator (0,45) e também ndo foi alterado consistentemente pelos tratamentos
empregados no presente estudo. Notou-se que as doses maiores tanto do diazepam como do
pentilenotetrazol causaram diminui¢do deste parametro, sendo que também diminuiram a

ambulacdo na periferia, o que sugere que nessas doses maiores o efeito possa ser
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inespecifico. Assim, o diazepam estaria sedando (depressdo motora generalizada) e o
pentilenotetrazol poderia estar causando alteragdes fisiologicas que se confundiriam com
manifestagdes pré-convulsivantes competindo com outros comportamentos. Por outro lado
File (2001), encontrou, através do emprego da anéalise fatorial, que a variavel locomog¢ao na
porcao central do Campo Aberto contribui para o0 mesmo fator no qual estdo as medidas de
ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado, para ratos machos, enquanto que para as fémeas,
estas mesmas varidveis pesaram mais no fator locomog¢do. Portanto, o emprego da
ambulacdo central no Campo Aberto como indice de ansiedade ¢ uma questdo ainda em
aberto. O estudo de File (2001) também alerta para o sexo como fator importante no
comportamento dos animais com relagao aos indices de ansiedade e locomogao em diversos
aparelhos.

O Fator 4 tem sido freqiientemente associado a tomada de decisdo ou conflito de
aproximacao-esquiva, pois teria a inclusao do tempo gasto na plataforma central e espreitas
no brago aberto, que seriam indicativos do conflito associado a situacdo e a avaliagdo de
risco. Assim como em outros estudos (TRULLAS; SKOLNICK, 1993, RODGERS;
JOHNSON, 1995), no atual um item deste fator (tempo nos bragos fechados) também
contribuiu para o Fator Ansiedade. Diante disto, WALL ¢ MEISSER (2001) consideram
este fator como instavel e ambiguo, provavelmente refletindo elementos de outros fatores e
ndo um fator que represente um construto separado. Nesta linha, enquanto vérios itens do
Fator 1 foram sensiveis ao tratamento farmacoldgico, nenhuma medida do Fator 4 foi
alterada pelo diazepam ou pentilenotetrazol. Este resultado ¢ similar ao obtido em outros
estudos (p.ex., COLE e RODGERS, 1994) e alerta para a dificuldade do emprego destes

parametros em estudos farmacologicos, pelo menos destas drogas utilizadas como gold
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standard. Seria interessante testar estas medidas para outras drogas que sdo eficazes em
certos transtornos de ansiedade em humanos, que nao respondem aos benzodiazepinicos.

Tabela IV — Indices comportamentais distribuidos de acordo com os fatores obtidos na
andlise fatorial e o respectivo efeito do tratamento com diazepam (DZP) ou

pentilenotetrazol (PTZ)

DzZP1 DZP2 PTZ10 PTZ20

FATOR 1
Labirinto em Cruz Elevado
Numero de Entradas no Aberto
% de Tempo no Aberto
Tempo no Aberto
% de Entradas no Aberto
Total de Entradas
Tempo no Fechado (-) )
Head Dipping 1
FATOR 2
Labirinto em Cruz Elevado
Numero de Entradas no Fechado
Total de Entradas 1 l
FATOR 3
Campo Aberto
Ambulagao no Centro
Tempo de imobilidade na periferia 1
Ambulacao na Periferia
FATOR 4
Labirinto em Cruz Elevado
Tempo no meio (-)
Espreitas no Brago Aberto (-)
Tempo no Fechado ) 1
FATOR 5
Campo Aberto
Ambulacao no Centro )
Caixa de Movimentagdo Espontdnea
Grooming
FATOR 6
Caixa de Movimentag¢do Espontanea
Rearing
Ambulacao Total

— — — —
— — — —

— >

— — —
~
— — —
N

|=diminuic¢do 1 = aumento em relagdo ao grupo salina; em branco = sem alteragao

indices em ordem decrescente segundo o peso no respectivo fator; (-): peso negativo

DZP 1: diazepam Img/kg; DZP 2: diazepam 2,0 mg/kg; PTZ 10: pentilenotetrazol 10
mg/kg; PTZ 20: pentilenotetrazol 20 mg/kg
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A posigao de Wall e Messier de exigir que os itens de um fator ndo contribuam para
outros (WALL e MESSIER, 2001) para estabelecer uma dimensao ou componente pode ser
considerada excessiva em termos comportamentais, pois, assim como na psicologia
humana, os construtos comportamentais provavelmente nao sao unitarios e isolados, mas
resultantes de uma complexa inter-relagdo de motivagdes. Nesta linha, ndo seria esperado
se obter fatores puros na analise fatorial destes comportamentos.

O Fator 2, que inclui o namero de entradas no brago fechado e o nimero total de
entradas, pode ser denominado de atividade locomotora/exploratéria no Labirinto em Cruz
Elevado. Assim como observado em outros estudos (LISTER, 1987; RODGERS;
JOHNSON, 1995, FERNANDES; FILE, 1996) o numero total de entradas também foi
incluido no Fator 1 (Ansiedade) dando suporte a proposta do emprego do numero de
entradas nos bragos fechados como uma medida mais pura de locomogao/exploragao neste
aparelho. Desta forma, a auséncia de efeito do diazepam ou do pentilenotetrazol no nimero
de entradas nos bragos fechados ¢ na ambulagdo avaliada na caixa de movimentagao esta de
acordo com a auséncia de efeito destas drogas na locomocgao. Por outro lado, o indice de
ambulacdo na area central do Campo Aberto, deve pertencer a outra dimensdo do
comportamento, pois pesou em fator diferente do numero de entradas nos bragos abertos).
Além disso, esse indice apresentou uma reducdo com as doses maiores de diazepam e
pentilenotetrazol. Wall e Meisser (2001) questionam a freqiiente associa¢ao deste fator 2
com a atividade locomotora, propondo que seria melhor descrevé-lo como atividade
exploratdria, o que estaria de acordo com a proposta original de Montgomery de um
componente motivacional de exploragdo do aparelho, em contraposicdo ao componente
aversivo ao brago aberto de seu labirinto em Y, o que geraria o conflito no modelo entre

explorar e esquivar. Ressaltam ainda que este fator também pode ser considerado ambiguo
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e instavel, pois, como descrito acima, em alguns estudos o numero total de entradas
contribui para o fator ansiedade, enquanto em outros o numero de entradas nos bracos
fechados também contribui para o mesmo fator (TRULLAS; SKOLNICK, 1993, ESPEJO,
1997, BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000). Entretanto, pode-se
argumentar que, mesmo que este fator esteja relacionado a exploragado, ele provavelmente
seria influenciado por uma droga que altere a locomocao, constituindo-se, portanto, em um
indicador indireto de locomogao.

E interessante notar que os indices propostos que avaliam a locomogo nos varios
modelos ndo se concentram em um mesmo fator ¢ ndo respondem da mesma forma ao
tratamento farmacolégico. Por exemplo, o Fator 2 parece representar a locomog¢do no
Labirinto em Cruz Elevado, enquanto o Fator 3 poderia, além da locomog¢ao no Campo
Aberto, representar ansiedade. O Fator 6 por sua vez, representou a locomocgao/ exploracao
na Caixa de Movimentagdo Espontanea. Além disto, a ambulag¢do na periferia do Campo
Aberto (Fator 3) foi reduzida pela maior dose de diazepam e de pentilenotetrazol. Este
efeito do diazepam no Campo Aberto foi similar ao observado por Choleris et al (2001),
que verificaram uma diminui¢do da tigmotaxia em camundongos, ou seja, reducdo da
ambulacdo em contato com as paredes laterais apos tratamento com diazepam 1,5 mg/kg.
Por outro lado, tanto o diazepam como o pentilenotetrazol ndo alteraram os indices do Fator
2. Portanto, embora estes fatores possam estar medindo atividade locomotora, fazem-no em
diferentes dimensdes deste comportamento. Podemos concluir que, frente a estas
incertezas, parece importante a inclusdo de outros modelos que avaliem de modo mais
consistente a influéncia dos tratamentos farmacoldgicos na atividade locomotora, tais como

a caixa de movimenta¢do espontanea ¢ o Campo Aberto. Este tltimo, embora contenha
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muito dos estimulos relacionados ao labirinto em cruz elevado, apresenta uma ampla
validagao de seu emprego na avaliagdo da locomogao.

O fator 6 inclui a ambulagao total e rearing na Caixa de Movimentagao Espontanea.
Este fator pode ser descrito como atividade exploratéria/ locomogao em um novo ambiente,
podendo existir, contudo, a influéncia da ansiedade neste fator (BOERNGEN-LACERDA;
SOUZA-FORMIGONI, 2000). J& o Fator 5, que agrupa o grooming na caixa de
movimentagdo espontdnea e a ambulacdo no centro do Campo Aberto, ¢ de dificil
interpretagao.

Deve ser lembrado, entretanto, que o fato de que muitas variaveis originalmente
estudadas ndo terem apresentado uma distribui¢do normal, com os dados brutos ou
transformados, impediu sua inclusdo na analise fatorial e que a inclusdo destas variaveis

poderia revelar um padrio distinto do obtido.
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CONCLUSOES

O Labirinto em Cruz Elevado, o Campo Aberto e a Caixa de Movimentagdo Espontanea
avaliam diferentes aspectos comportamentais de ansiedade e locomocgao/ exploragao,
refor¢ando a proposta de multidimensionalidade da ansiedade.

Os parametros comportamentais basicos do Labirinto em Cruz Elevado devem incluir o
tempo de imobilidade e o numero de head-dips no braco aberto; por outro lado, pode
haver uma reducao nos outros parametros associados a exploragao do braco aberto.

Até o momento, deve-se ter cautela no emprego das variaveis relativas aos
comportamentos na plataforma central do Labirinto em Cruz Elevado.

Quando do Labirinto em Cruz Elevado para avaliacdo de drogas que alterem a
ansiedade ¢ necessario o emprego de outros modelos para avaliagdo da atividade

locomotora.
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