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RESUMO

O Danio rerio € uma espécie de peixe muito utilizada em modelos de ansiedade devido ao
fato que seu comportamento, anatomia, neuroanatomia e bioquimica estarem bem descritos na
literatura. O Teste de esquiva inibitoria € um modelo de ansiedade ainda em desenvolvimento
para esta espécie, o qual consiste na supressdo de um comportamento exploratério com a
finalidade de evitacdo de um estimulo aversivo. Este experimento realizou o teste do lado
claro como aversivo e a validagdo farmacoldgica da esquiva inibitoria utilizando as seguintes
drogas: antidepressivos — fluoxetina (5, 10 e 20 mg/kg) e imipramina (4, 8 e 16 mg/kg);
ansioliticos — diazepam (0,06, 1,25 e 2,5 mg/kg) e clonazepam (0,02, 0,05 e 1,10 mg/kg); e
estimulantes — dietilpropiona (2,5, 5 e 10 mg/kg) e cafeina (10, 20 e 40 mg/kg). Os resultados
confirmam a aversividade do lado claro no teste de esquiva inibitéria. A fluoxetina,
imipramina, cafeina e dietilpropina possuem efeito ansiogénico, assim impedindo a aquisi¢cdo
da esquiva inibitéria, com excecdo da imipramina 8 mg/kg que facilitou a esquiva. O
diazepam também facilitou a aquisicdo da esquiva, enquanto gue o clonazepam, embora ndo
tenha alterado a aquisicdo da esquiva, apresenta efeito ansiolitico. Conclui-se que o teste de

esquiva inibitoria em Danio rerio é um efetivo modelo para o estudo da ansiedade.

Palavras-Chave: Danio rerio, Ansiedade, Preferéncia Claro/Escuro, Esquiva Inibitoria
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Santos, B.R. (2013). Farmacology Validation of Inhibitory Avoidance in Danio rerio. Belém, (pp. 71),
Doctoral Dissertation. Belém: University of Para, Programa de Pés-Graduacdo em Teoria e Pesquisa do

Comportamento. 59 pages.

ABSTRACT

The Danio rerio is a fish species widely used in emerging models of anxiety due to well
described behavior, anatomy, neuroanatomy and biochemistry. The inhibitory avoidance test
is an anxiety-related parameters in the model development that described a suppressed
behavior emitted to avoid an aversive stimulus. This experiment aimed to describe the
inhibitory avoidance averssiveness of white side and the pharmacological validation of this
test by using the following drugs: antidepressants - fluoxetine (5, 10 and 20 mg/kg) and
imipramine (4, 8 and 16 mg/kg), anxiolytics - diazepam (0.06, 1.25 and 2 , 5 mg/kg) and
clonazepam (0.02, 0.05 and 1.10 mg/kg), and stimulants - diethylpropion (2.5, 5 and 10
mg/kg) and caffeine (10, 20 and 40 mg/kg). The data confirm the aversiveness of the white
side in inhibitory avoidance test. Flouxetine, imipramine, caffeine and dietilpropione have
anxiogenic-like effect and imapaired inhibitory avoidance, excluding imipramine 8 mg/kg
who facilitates its acquisition. Diazepam also facilitates inhibitory avoidance acquisition and
clonazepam show anxiolytic-like effect on this test. These data show the effectiveness of

inhibitory avoidance test as a model to study axiety.

Palavras-Chave: Danio rerio, Anxiety, Light/Dark Preference, Inhibitory Avoidance

Vil



SUMARIO

RESUMO ...ttt st b e s a et bt et e s bt s at et e e bt et e sbeeat et e sbeeneenbesaeenee Vi
ABSTRACT ettt ettt sttt e b e e bt e s bt e s bt e s ae e st e e teenbeesheesaeesaeesateeane Vil
INTRODUGAO ..o ee e es s es e s sees e s sesee s sesseesseenes 1
ANSTEAAAR ...ttt h b bttt ne e 1
Modelos ANIMais de ANSIEAAUE...........coveuerieirieire e 6
Danio rerio como modelo animal de ansiedade.............coceeveireinieiincninceceee e 9
ESQUIVA INIDITOTIA . ..ottt et rs 13
OBUIETIVOS ..ttt st sttt b e b s e s ate s st e e be e sbeesaeesatesabesabeenbeenaeenanes 19
IMETODO ..ottt bbbttt 20
RS0 =] 101 TSSO 20

F N 0L 1 - o S SRRPSR 20
Tratamento FarmMacOlOQICO .....ccuecveiiieiieieeieetee ettt ettt sre et e e 20
PrOCEAIMENTO. ...ttt ettt ettt et b et enes 21
ANALISE ESLALISTICA ......veveeeeeciieeeetee ettt 22
RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt st sbe st st s he et s bt et e bt s atebesbeeabesbeeneenbens 23
Teste de CamPO ADBITO.......eoiceeece ettt et ae s be s be et e ste e e e besreenee e 23
Teste de ESQUIVA INIDITOITA. ......ccuereeieieieeeecese e st eneas 24
Validagdo do Estimulo Claro COmMO AVEISIVO ........eecveriereeereneeieieetete et eeeeee e 24
Validacdo Controle Sem Tratamento VErsus SNam.........ccecceveeeeriineerieneeseseseesieseeneaens 26
ANTIUEPIESSIVOS ....vveevieeeeeeesteeiete sttt e te et e e s e et e te et etesteesestessaessesseessesseessensesseensessenssensens 28
BENZOMIAZEPINICOS. .....viviveeeteieeiete ettt ettt ettt sa et seeteebesbessessensenseneeneesens 31
ESHIMUIBNTES ...t s 33
DISCUSSAD....oucerueemmeesseesseesseesseessee st essseesssesss s sess st et sss s esstsassssenens 36
CONCLUSAD ..coooeeteeiseesseeeseeese s sttt ss sttt 44
REFERENCIAS ... vttmtvertiereiseessessisee st sssse sttt st sssenees 45
APENDICE ....ouvtrmriemriireeiseeise et ssse sttt 56

VI



INTRODUCAO

1. Ansiedade

Os mecanismos relativos a reacdo de defesa dos organismos sdo muito estudados
devido a sua importante funcéo para a sobrevivéncia e o bem estar dos individuos (Markou,
2012). Evidéncias indicam que uma importante parte das patologias psiquiatricas, tais como
Depressao, Transtorno de Ansiedade, Transtorno de Panico, entre outros, estdo de alguma
forma vinculados a estes mecanismos (Graeff, 2007; Graeff & Gumaréaes, 2005).

A reacdo de defesa ocorre em situacdes em que um animal se vé defronte a um perigo
intenso, produzindo assim uma sequéncia previsivel de respostas fisioldgicas, e
comportamentais, os quais apresentam funcéo de retirada ou diminuicdo da aversividade no
ambiente, sendo ambas as sequéncias similares em todos os mamiferos (Blanchard, Yudko,
Rodgers e Blanchard, 1993).

As respostas da reagdo de defesa ocorrem em trés niveis, os quais dependem do valor
de evitabilidade/proximidade da ameaca, ou seja, quando o perigo é (1) evitavel ou distal, (2)
evitavel ou moderado e (3) inevitavel ou proximal (Blanchard e Blanchard, 1988; Graeff,
1994). Os comportamentos estdo ligados a basicamente quatro estratégias: congelamento,
fuga, agressdo defensiva ou submissdo. De modo geral, o congelamento ocorre quando o
sujeito apresenta paralisia frente a ameaca; fuga esta ligada a comportamentos que permitem o
aumento da distancia entre o0 sujeito e a ameaca; agressdo defensiva ocorre quando em
situacdo de encurralamento o sujeito inicia luta; e submissdo refere-se aos comportamentos
que demonstram rendicdo (Blanchard e Blanchard, 1988; Paula, Torricelli, Lopreato,
Nascimento, e Viana, 2012).

Observa-se que os niveis da reacdo de defesa estdo diretamente relacionados a
interacdo entre o0 organismo e os estimulos aversivos, sendo apresentadas respostas diferentes
dependendo de seu valor e distancia (Gouveia Jr., Maximino, e Brito, 2006). Dentre estes
niveis podemos encontrar diversos mecanismos de defesa. Para diferencia-los, é necessario
primeiro 0 entendimento dos conceitos: (1) a distancia defensiva e (2) a direcdo defensiva
(Gray e McNaughton, 2003; McNaughton e Corr, 2004; McNaughton, 2011).

O conceito de distancia defensiva corresponde ao espaco fisico entre o sujeito e uma
ameaca (McNaughton, 2011) e possui trés niveis, cada qual correspondente a uma reagédo de
defesa especifica. O primeiro nivel seria o de ameaca potencial, quando a ameaca ndo esta
presente, mas pode aparecer. O segundo nivel é o de ameaca presente, mas ainda evitavel. E o

terceiro nivel é o de ameaga presente e inevitavel. Para estes niveis, existem comportamentos



respectivos que sdo 0s mais provaveis: exploracdo cautelosa/levantamento de risco, inibigdo
comportamental/congelamento e fuga/luta (Graeff, 2003). Estruturas neurais especificas
também foram observadas, as quais sdo do primeiro para o terceiro nivel: amigdala, septo-
hipocampal e matéria cinzenta pariaquedutal.

A Tabela 1 apresenta os modelos explicativos que apontam o papel da distancia
defensiva na reacdo de defesa.

Tabela 1. Nivel de defesa, comportamento, mecanismo correlato e estrutura neural

relacionada. Baseado na tabela de Graeff (2011).

Ameaca Reacéo de Defesa Mecanismo Estrutura Neural
Levantamento de Risco/ ) Cértex Pré-Frontal/ Septo-
Conflito Incerto L Ansiedade ) i
Inibicdo Comportamental Hipocampal/ Amigdala
Antecipacéo Congelamento Ansiedade Amigdala/ vPAG
(C9S) Esquiva Medo Condicionado Amigdala
Distal (US) Fuga Medo Incondicionado Hipotalamo Medial
) Fuga/ Congelamento/ )
Proximal (US) Lut Panico dPAG
uta

US — Estimulo Incondicionado; CS — Estimulo Condicionado; vPAG — Matéria Cinzenta Pariaquedutal Ventral;

dPAG - Matéria Cinzenta Pariaquedutal Dorsal

Como observado na Tabela 1, quando o estimulo aversivo ou ameaca nao esta
presente, pode-se observar dois tipos de situacdes (1) Conflito Incerto e (2) Antecipacao.
Neste caso para haver antecipacao, o estimulo aversivo deve ser pareado a um estimulo neutro
ou natural, por exemplo, cheiro correspondente, local especifico e etc. Para cada um destes
casos existe um comportamento relacionado a reacdo de defesa, este comportamento é
mediado por uma estrutura especifica. O mecanismo descrito corresponde a emogdo mais
préxima ao um padrdo clinico e que compreende a jungdo entre 0s componentes neurais,
proprioceptivos e comportamentais. Que no caso destas situacbes, € 0 mecanismo de
ansiedade e de medo condicionada (Graeff, 2003).

J& quando a ameaca esté presente e é distal, 0 comportamento mais provavel é a fuga e
0 mecanismo correlato é o de medo incondicionado. Quando a distancia € proxima o
mecanismo é de panico e 0s comportamentos mais provaveis sao congelamento ou fuga. O
que é interessante desta situacdo € que os comportamentos descritos embora apresentem a
mesma topografia, funcdo e nome, estes sdo mediados por estruturas neurais diferenciadas.

Portanto, em um quadro clinico em que o congelamento ocorre, uma droga que age na
2



Matéria Cinzenta Pariaquedutal Dorsal (dPAG) poderd alterar o comportamento, mas o
mesmo pode continuar caso este esteja sendo organizado por outra estrutura. O
comportamento neste caso passa a ser considerado um sintoma que pode indicar diversos
graus e tipos de transtornos (Graeff, 2011).

A partir deste modelo explicativo, observou-se o Duplo Papel da Serotonina (5-HT)
nesses mecanismos de defesa (Graeff, Viana e Mora, 1997). A modulagéo serotoninérgica nas
estruturas neurais tem importante papel para a construgdo dos mecanismos de defesa. O
aumento de serotonina na amigdala facilita a reacdo de defesa relacionada ao mecanismo de
ansiedade e medo, os quais estdo relacionados respectivamente a distancia potencial e distal.
Enquanto isso, a diminuigdo serotoninérgica na dPAG facilita a defesa do mecanismo de
panico relacionada a distancia proximal (Graeff 2007; Graeff, 2003; Graeff, 2002).

McNaughton (2011), McNaughton e Corr (2004) e Gray e McNaughton (2003),
modificaram esse modelo explicativo acrescentando o conceito de direcdo defensiva e
aprimorando a teoria do Duplo Papel da Serotonina no mecanismo de defesa. Neste caso,
direcdo defensiva corresponde ao movimento de afastamento ou aproximacdo realizado pelo
sujeito em relacdo a ameaca. A Tabela 2 apresenta como este modelo explicativo relaciona

distancia e direcdo defensiva, bem como o papel da serotonina na reacéo de defesa.



Tabela 2. Relacdo entre afastamento e aproximacdo defensiva e as respostas neurais e
comportamentais do individuo em funcdo da distancia da ameaca. Tabela baseada nos
trabalhos de McNaughton (2011), McNaughton & Corr (2004) e Gray & McNaughton

(2003).
Disténcia Afastamento Defensivo (Medo) Aproximacéo Defensiva (Ansiedade)
Neural 5-HT Patologia Neural 5-HT Patologia
Cortex Pré- Ansiedade
) Cortex Pré-frontal + TOC + .
(Distal) frontal Social
Cingulado Cingulado .
5 ] + TOC . + Agorafobia
Anterior Posterior
] Septo- Ansiedade
4 Amigdala + Fobia . + .
Hipocampal Generalizada
i ) i Ansiedade
3 Amigdala + Fobia Amigdala + )
Generalizada
Hipotalamo ) Hipotalamo Ansiedade
2 . + Fobia ) ?
Medial Medial Focada
1 . Panico
PAG - Panico PAG ? . ]
(Proximal) Antecipatorio

TOC = Transtorno Obsessivo Compulsivo; PAG = Matéria Cinzenta Periaquedutal; “+” = aumento; “-’=

diminui¢do;“?” = ndo ha informagdes.

Este modelo explicativo, ao invés de comportamento provavel, descreve a patologia
clinica apresentada em situacdo de distancia e direcdo especificas. Na Tabela 2, a coluna de
distancia corresponde a 6 graus, indo do mais distante para 0 mais préximo. O grau 6 sendo o
distal ou evitavel e o 1 proximal ou inevitavel. Para cada grau, h4 sempre uma patologia
clinica definida, bem como uma estrutura neural responsavel.

O afastamento defensivo esta diretamente relacionado ao mecanismo de medo,
enquanto que a aproximagdo defensiva esta relacionada ao mecanismo de ansiedade. Para
ambos 0s casos 0 estimulo aversivo pode ser tanto potencial (condicionado), quanto real
(incondicionado). A primeira situacdo se da em momentos em que a ameaga esta presente e
encontra-se a determinada distancia. Enquanto que a segunda corresponde a momentos em
que ha a concorréncia entre um reforcador que controla o comportamento de seguir em frente
e o estimulo aversivo, que controla a fuga/esquiva. No caso de aproximacao defensiva, 0
comportamento é ser controlado pelo refor¢cador, mas sempre apresenta comportamentos de

avaliacdo de risco ao longo da aproximacao.



O papel duplo da serotonina implica em um aumento (+) ou diminuic¢do (-) da mesma
em areas do sistema nervoso para o desenvolvimento destas patologias. Para os graus 1 e 2 de
aproximacdo defensiva o papel da serotonina é desconhecido.

Os comportamentos mais provaveis descritos sdo mais claros para os graus 4, 3, 2, e 1
do afastamento defensivo, sdo respectivamente a esquiva, prontiddo, fuga e
congelamento/luta. E para os graus 4, 3, 2 e 1 da aproximacdo defensiva, sdo averséo,
prontiddo/susto, levantamento de risco e aquiescéncia defensiva.

McNaugton e Corr (2004) descreveram trés sistemas principais que contribuem para a
formulacéo dos conceitos de aproximacédo defensiva. Esses sistemas sdo o BAS (Sistema de
Aproximacdo Comportamental), o FFFS (Sistema de Fuga, Luta e Congelamento) e o BIS
(Sistema de Inibicdo Comportamental). Em uma situacdo hipotética em que o animal
encontra-se em um dilema entre um reforco e um punidor duas opcdes sdo possiveis: (1)
escapar do punidor, comportamento organizado pelo sistema FFFS, ou (2) ir em direcdo ao
reforcador, organizado pelo sistema BAS. Para ambas opcdes o sistema BIS estara presente.
Este sistema aumenta a atencdo e levantamento de risco, assim possibilitando a deteccdo do
conflito. A informacdo passada pelo BIS pode diminuir os comportamentos produzidos por
FFFS e BAS. Segundo os autores, 0 mecanismo de ansiedade esta envolvido nas a¢des do BIS
e 0 de medo no FFFS. Desta maneira, a ansiedade passa a ser necessaria em momentos de
possibilidade de punicdo propiciando melhor levantamento de risco e aumentando a
possibilidade de fuga ou esquiva. Enquanto que o medo é um sistema complexo de Gltima
instancia que age na necessidade de fuga e esquiva.

Um dos testes comportamentais que tenta descrever esses mecanismos € o teste de
Labirinto em T elevado. Este teste foi validado por Zangrossi Jr & Graeff (1997) e Torrejais,
Rosa, Boerngen-Lacerda, & Andreatini (2008). O Labirinto em T elevado constitui-se de dois
bragos perpendiculares (formando um T) suspensos a 50 cm do chdo, os quais possuem
dimens@es necessarias para um roedor caminhar. Um dos bragos possui uma parede (brago
fechado) e o outro ndo possui parede (braco aberto). Utiliza-se neste caso duas tendéncia
naturais do rato, a de exploragéo e a de evitar a altura permanecendo no braco fechado. Para
este teste, o0 estimulo aversivo utilizado é altura.

O animal é colocado no inicio do braco fechado. Mede-se o tempo entre sua colocagao
na caixa e sua entrada no brago aberto. Sao realizadas trés tentativas (linha de base, esquiva 1

e esquiva 2). Apos essas trés tentativas o animal é colocado no inicio do brago aberto. Mede-



se 0 tempo de entrada do braco aberto para o braco fechado. Para este procedimento é
realizado apenas uma tentativa (escapada).

No primeiro caso, a primeira tentativa (linha de base) tem funcdo de medir a
exploracdo, enquanto que as outras duas tentativas correspondem a medida da ansiedade,
considerando o tempo que o animal leva para ir em direcdo (aproximacdo defensiva) da
ameaca. O animal, neste caso, tende a aumentar o seu tempo de permanéncia no braco
fechado ao longo das tentativas, portanto, drogas que possuem um efeito ansiolitico produzem
a diminuicdo destas laténcias (facilitando a aproximacéo defensiva) e drogas que possuem
efeito ansiogénico produzem um aumento destas laténcias (dificultando a aproximagéo
defensiva). Drogas que possuem apenas efeito sobre o mecanismo de medo ndo produzem
nenhuma alteracdo nesta primeira parte do teste (McNaughton & Corr, 2004). No segundo
teste, o sujeito ao ser colocado diretamente no braco aberto, ja se encontra em situacao de
ameaca, portanto, a saida do mesmo deste local corresponde ao afastamento defensivo.

Assim, construir novos modelos animais de ansiedade pode contribuir para um melhor

desenvolvimento desses modelos explicativos.

2. Modelos Animais de Ansiedade

Assim como o estudo de diversas areas, 0 entendimento dos mecanismos de ansiedade
dependem da utilizacdo de modelos. O termo modelo possui sua raiz no latim modellus que
significa medida, o que por sua vez implica em uma construcdo tedrica simplificada com
funcdo de explicar um determinado fendmeno. Assim, um modelo é um constructo tedrico
capaz de explicar e medir suas propriedades complexas. Mas, para tal, ele precisa possuir,
necessariamente, essas trés caracteristicas: redutividade, pontualidade e Zeitgeist (Gouveia Jr.,
1999).

Redutividade refere-se a propriedade do modelo de selecionar e analisar apenas 0s
elementos representativos do fenémeno, que devem ser selecionados com um recorte
especifico. A este recorte especifico da-se o0 nome de pontualidade. Ja o zeitgeist, caracteriza-
se pelas influéncias tedricas as quais determinam a redutividade e a pontualidade do modelo
(Wilnner, 1991). Assim, pode-se observar que um modelo corresponde a um recorte de um
fendmeno em seus aspectos essenciais com base em um todo tedrico.

Um bom modelo ¢é aquele que é capaz de confirmar hipétese e prever o fendbmeno,
possuir similaridade com o mesmo e ser de facil uso, execucdo e replicacdo. Essas
caracteristicas sdo conhecidas respectivamente como valor preditivo, valor de face e valor de
uso (Gouveia Jr., 1999).



Contudo, um modelo animal é aquele que usa de arranjos experimentais cujos sujeitos
sdo animais, sendo que suas propriedades escolhidas para a analise mimetizam caracteristicas
humanas. Neste sentido, modelos animais de ansiedade sdo procedimentos que utilizam
animais, 0s quais mimetizam sintomas ou comportamentos de ansiedade com a finalidade de
predicdo e analise deste fendmeno (Sanger, 1991).

Os modelos animais de ansiedade podem utilizar em geral dois tipos de
comportamentos: respostas incondicionadas e respostas condicionadas (Kalueff, Wheaton, &
Murphy, 2007; Rodgers, Cao, Dalvi, & Holmes, 1997). Respostas incondicionadas
correspondem a arranjos experimentais que utilizam estimulos aversivos naturais. Testes com
arranjos experimentais vinculados a respostas incondicionadas sdo menos complexos, ja que
sd0 respostas que ndo exigem treino. Também sdo muito utilizados devido ao grau de
estabilidade da resposta. Ja as respostas condicionadas correspondem ao arranjo em que ha o
pareamento de um estimulo aleat6rio ao estimulo aversivo natural, exigindo treino ao longo
do procedimento experimental. Neste caso, 0s arranjos experimentais que utilizam respostas
condicionadas precisam lidar com a variabilidade intersujeitos, mas possibilitam observar a
ecologia do mecanismo de defesa em caso de ameaca potencial e adaptacdo deste mecanismo
ao longo de novas situacdes (Gouveia Jr. et al., 2006; Rodgers, Cao, Dalvi, & Holmes, 1997).

Séo diversos os testes realizados que utilizam esses dois tipos de respostas. Na Tabela
3 encontram-se alguns dos testes que apresentam boa validade (Cryan & Sweeney, 2011) e
que sdo bastante conhecidos no Brasil. Lembrando sempre que testes sdo técnicas ou
procedimentos especificos que se utilizam do constructo do modelo com a finalidade de

estudar e analisar o fenbmeno (Gouveia Jr., 1999).



Tabela 3. Alguns dos modelos animais de ansiedade observados na literatura e uma breve

descricdo dos mesmaos.

Teste*

Aversivo Resposta

Breve Descrigdo

Referencias

Bateria de Teste

Predador Incondicionada

Roedores sdo expostos ao predator

morto/anestesiado. Medidas

(Blanchard, Griebel,
& Blanchard, 2003;

de Reacéo
. Principais: comportamentos de fuga, Griebel et al. 1995;
Defensiva freezing, ataque defensivo, Blanchar et al. 1990)
levantamento de risco
Campo Aberto Ambiente Incondicionada Observa-se a exploracéo livre do (Lamprea, Cardenas,
desconhecido animal a uma arena. Medida Setem, & Morato,
Principal: padrdo de exploragdo 2008; Royce, 1977,
Walsh & Cummins,
1976)
Conflito de Choque Condicionada Roedores privados de 4gua recebem Umezu, 1999
Vogel choque ao lamber bebedouro.
Medida principal: nimero de
choques ou nimero de lambidas
Escototaxia Claridade Incondicionada Em um aparato retangular metade (Maximino, Brito,
branco e metade preto. Medida Dias, Gouveia Jr, &
Principal: o tempo de permanéncia Morato, 2010; Costall
em cada uma das metades et al.,1989; Wojcik,
Mitros, Jastreboff, &
Zielinski, 1975)
Esquiva Ativa Dano em Condicionada Em um aparato especifico o animal (Ahmed, Seguin, &
ou Inibitéria Potencial devera emitir ou suprimir um Gerlai, 2010;
comportamento a fim de evitar um Bammer, 1982)
estimulo aversivo. Medidas
Principais: laténcia de emisséo do
comportamento e numero de
tentativas para aquisicdo da esquiva
Labirinto em Altura Incondicionada Labirinto em cruz a uma altura (Handley & McBlane,
Cruz especifica contendo um braco 1993; Hogg, 1996)
fechado e uma braco aberto. Medida
Principal: tempo de permanéncia em
cada um dos bragos.
Labirintoem T Altura Incondicionada Labirinto em T a uma altura (Graeff, Netto, &

e Condicionada

especifica contendo um brago

fechado e uma braco aberto.

Medidas Principais: tempo de
permanéncia ou saida dos bracos e
nimero de tentativas para aquisigao

do da esquiva ou da fuga

Zangrossi Jr, 1998;
Torrejais, Rosa,
Boerngen-Lacerda, &
Andreatini, 2008;

Zangrossi Jr & Graeff,

1997)

* Retirados de: Cryan e Sweeney (2011); Tabach (2011); Forkman, Boissy, Meunier-Salalin, Canali, e Jones
(2007); Kalueff et al. (2007); Kalueff e Tuohimaa (2004); Martin (1998); Cruz, Zangrossi Jr e Graeff (1997);
Rodgers et al. (1997).



A Tabela 3 apresenta os modelos animais de ansiedade mais utilizados na literatura.
Todos estes sdo melhores descritos no Apéndice. Todos os modelos descritos acima utilizam
ratos. Apenas os testes de campo aberto, esquiva inibitdria e escototaxia sdo também modelos
que utilizam peixes.

A maioria dos modelos utilizam respostas incondicionadas pela facilidade do
procedimento e pela consisténcia das respostas. Todos estes testes utilizam a tendéncia natural
de exploracdo dos animais, colocando o animal em situacdo de conflito entre o explorar o
ambiente e a ameaca. Por isso, parte de suas medidas principais sdo laténcia de tempo no
ambiente aversivo e, quando em mamiferos, comportamentos que demonstram levantamento
de risco do ambiente ou relaxamento (limpar-se, cogar e etc.).

Os modelos que utilizam respostas condicionadas utilizam tanto aversivos naturais, 0s
quais ao longo da exposicdo continua ao ambiente ou tratamento farmacoldgico passam a ter
um maior ou menor controle sobre o comportamento exploratério. Ou fazem o pareamento de
estimulos neutros arbitrarios como campainha, lado do aquario/caixa, pressdo a barra, etc.,

com um estimulo aversivo, sendo o choque o mais comumente utilizado.

3. Danio rerio como modelo animal de ansiedade

No geral, o estudo com peixe pode mostrar bastante vantajoso por ser barato,
necessitar de pouco espaco e uma estrutura reduzida. Pode-se armazenar até 20 sujeitos em
um espaco Unico, sendo que a sua alimentacdo e cuidados ndo exigem uma grande
sofisticacdo (Gouveia Jr. et al., 2006; Mdiller, 2005).

Peixes sdao modelos, que apresentam padrdes neurais, bioquimicos e comportamentais
funcionalmente andlogos aos mamiferos, incluindo humanos (Gouveia Jr., Maximino, e Brito,
2006). O telencéfalo do peixe é desenvolvido através da porcdo rostral do tubo neural
embrionario, o qual forma-se com dois hemisférios. Além de telencéfalo, o Sistema Nervoso
Central (SNC) também possui mesencéfalo e diencéfalo tegmentar, cerebelo e corpo e valvula
cerebelar. Pesquisas envolvendo bases olfatdrias, visuais e paladar sdo realizadas devido ao
alto grau de especializacdo destas funcdes no sistema nervoso (Kotrschal, Van Staaden e
Huber, 1998).

Galhardo e Oliveira (2005), em sua revisdo de estudos sobre bem estar em peixes
apontam que existem investigacdes, em diversas espécies que revelam comportamentos
indicadores de atencdo seletiva a estimulos, capacidade de respostas antecipatdrias,
capacidade de possuir expectativas e capacidade de direcionamento flexivel e integrado das
respostas comportamentais. S&o exemplos destas caracteristicas cognitivas: o uso de
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informagdes em interacBes sociais adquiridas a partir de observagdes entre co-especificos;
reconhecimento individual com subsequente alteracdo do comportamento (estratégias de luta
e mudanca de cor); memdria espacial complexa e flexivel, com recursos a diversas estratégias
adaptativas, incluindo formacdo de mapas cognitivos; e associacdo de estimulos distintos e
ndo emparelhados, evidenciando comportamento antecipatério e predicdo das consequéncias
dos seus atos.

Quando se trata do mecanismo de ansiedade em peixes, estudos indicam que
existem estruturas telencefalicas homologas entre mamiferos e peixes teledsteos. Existem
indicios que o pallium medial e o pallium lateral, estruturas telencefalicas dos teledsteos,
podem ser homdlogas a amigdala e hipocampo dos mamiferos, respectivamente (Vargas et
al., 2006; Gomez et al., 2006; Portavella e Vargas, 2005; Portavella, Torres e Salas, 2004;
Portavella et al., 2003; Portavella et al., 2002).

O peixe Paulistinha, Zebrafish ou, nome cientifico, Danio rerio, € um dos peixes mais
utilizados devido a apresentacdo de padrGes de comportamento estaveis, de ter sua
neuroanatomia bem descrita (Flinn, 2008) e sua ecologia conhecida (Subbiah e Kar, 2013;
Bilotta, 2001; Houart, 2001). Desde 1970, este animal vem se desenvolvendo enquanto um
grande modelo de processos comportamentais e fisioldgicos, se estabelecendo e apresentando
grande relevancia nos dias atuais (Meunier, 2012). Contudo, para estudiosos do
comportamento, o que torna o Danio rerio um excelente modelo animal de ansiedade é a sua
consisténcia de respostas e similariadade dos roedores, os quais preserva a validade do
modelo, bem como a validade de constructo e farmacoldgica (Subbiah e Kar, 2013; Stewart et
al., 2012). A Tabela 4 apresenta alguns modelos comportamentais desenvolvidos para Danio

rerio.
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Tabela 4. Testes desenvolvidos com Danio rerio para analise dos mecanismos de ansiedade e

que apresentam validacéo.

Validacao Efeito Ansiolitico Efeito Ansiogénico Referéncia

Modelo

Preferencia E.L. Serrae Fluoxetina (5 e Cafeina (100 mg/kg) ~ Maximino, Silva,
Claro-Escuro Mattioli (1999); 10mg/kg) Goueia Jr., e
Maximino et al. Clorodiazepoxido Herculano (2011);
(2010); (0,2 mg/kqg)
Clonazepam (0,5
mg/kg)
diazepam (1,25 e
2,5 mg/kg)
Buspirona (25 e
50 mg/kg)
Etanol
Clonazepam (0.3 --- Gebauer et al.
mg/L) (2011);
Bromazepam (1.5
mg/L)
Diazepam ( 0.16
mg/L)
Buspirone (1 and
3 mg/L)
Propranolol (3
mg/L)
Ethanol (0.25 and
0.5%)
Campo Aberto  Stewart et al. --- Cocaina (0.12,0.17e  Lopez-Patino, Yu,
(2010); 0.23 mg/L) Cabral, e
Zhdanova ( 2008);
Lopez-Patino, Yu,
Yamamoto, e
Zhdanova (2008);
Esquiva Ahmed, Seguine  Ver Tabela 5 Ver Tabela 5 Ver Tabela 5

Inibitdria Gerlai (2010);
Gerlai, Fernandes,
e Pereira (2009);
Huntingford e
Wright (1989);
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Pode-se observar que o Teste de Preferéncia Claro-Escuro é bem explorado, sendo o
qual apresenta estudos que realizam a sua validacdo farmacol6gica. Maximino et al. (2011),
indicou que doses agudas de fluoxetina aumentaram, enquanto que doses altas de clonazepam
diminuiram a atividade locomotora no Teste de Preferéncia Claro-Escuro. Gebauer et al.
(2011) identificou 0 aumento da atividade locomotora em sujeitos que foram submetidos a
Buspirona (Img/l).

Ja os Testes de Campo Aberto e Esquiva Inibitdria, apesar de serem validados e
utilizados em Danio rerio como modelos animais ainda precisam de maiores estudos e,
principalmente, de uma validacdo farmacoldgica. Outros testes como Teste de
Cardumeamento, Teste de Preferéncia Social e o Teste de Coragem e Aproximacao de
Objetos Novos, também foram validados. Mas novamente, ndo ha validacdo farmacoldgica
para estes modelos (Stewart et al., 2012).

Outro teste bastante utilizado e que apresenta estudos que ja indicam uma validagéo
farmacoldgica € o Novel Tank Test. Neste teste, o animal é colocado em um aquério com
profundidade aproximada de 60 cm, mede-se o tempo de permanéncia no centro, fundo e
superficie. A medida ansiolitica é o aumento do tempo na superficie e a medida ansiogéncia é
0 aumento do tempo no fundo (Stewart et al., 2012). Neste teste, as drogas que apresentaram
efeito ansiolitico neste teste foram: Etanol em doses cronicas, Clordiazapoxido, Diazepam,
Buspirona, Fluoxetina, Desimipramina e Nicotina. Ja Cafeina, Etanol em doses agudas,
apresentaram efeito ansiogénico (Mathur e Guo, 2011; Wong et al., 2010; Becan, Sledge e
Levin, 2009).

Assim, observa-se que, apesar do Danio rerio apresentar grandes possibilidades de ser
um excelente modelo animal para o estudo da ansiedade, grande parte dos modelos
desenvolvidos sdo com estimulos aversivos incondicionados. Para estes testes, sua validagdo
farmacoldgica apresenta resultados proximos aos encontrados na literatura de ratos (Maximo
et al., 2011). Observa-se também que embora exista a validacdo da esquiva inibitoria como
modelo de ansiedade que possui aversivo condicionado, ndo ha validacdo farmacoldgica deste

modelo.
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4. Esquiva Inibitdria

A esquiva inibitdria é um teste muito utilizado como modelo de ansiedade (Forkman,
Boissy, Meunier-Salaiin, Canali, & Jones, 2007; Martin, 1998; Rodgers et al., 1997). Esquiva
consiste na prevencao de um estimulo aversivo por uma resposta (Catania, 1999), portanto o
teste de esquiva reproduz um arranjo ambiental no qual uma resposta deve ser emitida
(esquiva ativa) ou suprimida (esquiva passiva/inibitéria) com funcgdo de evitacdo do estimulo
aversivo (Nahas, 1999; Silva, Batistdo e Castreghini, 1987). Sendo esta resposta
correspondente a um comportamento de defesa que pode ser modificado de acordo com a
exposicdo do organismo as contingéncias ambientais (Bolles, 1970; Dinsmoor, 1977,
Herrstein, 1969). Esta exposi¢do continua ao aversivo possibilita o aumento da emissdo de
comportamentos de evitacdo do mesmo antes mesmo de sua apresentacao.

Faganello e Mattioli (2007), pesquisou o efeito da clorferinamina (16 mg/kg) na
esquiva inibitéria em peixes Carassius auratus que sofreram e ndo sofreram ablagcdo do
Telencéfalo. Para tal, os testes foram realizados em um aquério (15 altura x 15 largura x 25
comprimento cm) sendo metade preto e metade branco. Acima do compartimento preto havia
um peso de 45 g. O teste era iniciado colocando-se o animal no compartimento branco,
separado do preto por uma barreira. Apds 10 min a barreira era retirada e o animal era exposto
a todo aquério. Toda vez que o animal entrava no compartimento preto, o peso de 45 g era
liberado, caindo na &gua e induzindo o animal a voltar para 0 compartimento branco. Neste
ponto o teste encerrava-se. Foram realizados 3 tentativas para cada animal, sendo medidas a
laténcia de tempo entre a retirada da barreira e a liberacdo do peso. A aquisi¢do da esquiva
corresponde desta laténcia ao longo dessas trés tentativas. Neste caso, 0 comportamento
explorar o compartimento preto foi suprimido a fim de evitar o peso (estimulo aversivo).

Neste experimento, os resultados indicam que a clorferinamina (16 mg/kg), que age
sobre o sistema histaminérgico, possui um efeito idéntico ao diazepam (1 mg/kg), droga que
age sobre o sistema GABAEérgico, assim produzindo uma diminui¢do na laténcia de entrada
no compartimento preto. Portanto, a autora conclui que a clorferinamina dificultou a
aquisicdo da esquiva inibitoria ao longo das trés tentativas.

O estudo de Faganello e Mattioli (2007), portanto, encontra-se como exemplo de uma
esquiva inibitoria. Ja os pesquisadores Portavella e Vargas (2005) realizaram um experimento
com esquiva ativa, no qual identificavam a funcdo o Pallium Medial do peixe Carassius

auratus como a area telencefalica responséavel por essa aprendizagem.
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Para tal, Portavella e VVargas (2005), utilizaram uma Shuttle Box, ou seja, um aquério
com as dimensdes (50 x 25 x 14 cm), contendo dois eletrodos em cada ponta, uma barreira
central em formato de trapézio com sensor o qual possibilitava identificar a movimentacdo do
peixe entre 0s compartimentos esquerdo e direito, bem como uma lampada verde. O teste
consistia em 20 sessdes de 10 tentativas cada, distribuidas ao longo de 20 dias de
experimento. Cada tentativa era separada por um intervalo de tempo variavel de 1 a 2
minutos.

O animal era exposto ao aquario por um periodo de 2 min. Apoés este tempo, uma luz
verde era acesa e 0 animal tinha até 10 segundos para trocar de compartimento,
independentemente ao qual compartimento ele se encontrava ao acender a luz. A troca de
compartimento neste periodo de 10 segundos era seguida apenas pelo desligamento da luz, ja
a ndo troca era seguida por um choque. Assim, pode-se observar uma esquiva ativa, na qual
houve a evitacdo do estimulo aversivo pela emissdo da resposta de mudar de compartimento.
Neste experimento, 0s animais que sofreram ablacdo do Pallium Medial apresentaram maior
dificuldade para adquirir esta resposta.

Desta forma, o teste de esquiva possui uma grande abrangéncia e pode ser utilizado de
maneira adequada para o estudo dos mecanismos de medo e ansiedade. Observa-se em ambos
0s casos de esquiva inibitoria ou ativa, o pareamento de estimulos neutros (lado do aquério e
luz) ao estimulo aversivo, possibilitando assim que o controle do comportamento de evitacdo
ocorresse a partir de um estimulo condicionado que indicava a potencialidade do aversivo.

A Tabela 5 apresenta a validacdo farmacologica do teste de esquiva.

14



Tabela 5. Efeito de drogas encontradas na literatura no teste de esquiva inibitoria em roedores

ou peixes
Droga Acéo Teste (Animal) Esquiva Referencia
Amitriptilina Inibi¢do da Esquiva Inibitoria 0 Arenas et al.
Captura de NA/5-  (Roedores) (2006)
HT
Fluoxetina Inibidor Seletivo Esquiva Inibitoria 0 Arenas et al.
de Recaptacdo de  (Roedores) (2006)
5-HT Esquiva Inibitoria — Monleon et al.
(Roedores) (2002)
Esquiva Inibitoria 0 Gomes et al.
(LTE - Roedores) (2009)
Imipramina Inibicdo da Esquiva Inibitdria Crénico: — Gomes et al.
Captura de NA/5-  (LTE - Roedores) Agudo: + (2009)
AT Esquiva Inibitoria Cronico: — Dombrowski e
(LTE - Roedores) Andreatini (2006)
Esquiva Inibitoria Cronico: — Teixeira,
(LTE - Roedores) Agudo: — Zangrossi Jr., e
Graeff (2000)
Maprotilina Inibidor Seletivo Esquiva Inibitoria 0 Arenas et al.
de Recaptacdo de  (Roedores) (2006)
Noradrenalina
Paroxetina Inibidor Seletivo Esquiva Inibitdria 0 Selaetal. (2011)
de Recaptacdo de  (LTE - Roedores)
5-HT
8-OH-DPAT Impede Liberacdo  Esquiva Inibitoria + Viana, Zangrossi
de 5-HT (LTE - Roedores) Jr., e Onusic
(2008)
Esquiva Inibitoria — F.G. Graeff,
(LTE - Roedores) Guimaraes,
Andrade, e
Deakins (1996)
Midazolam Liga-se ao Esquiva Inibitoria — Bueno, Zangrossi
receptor GABA/ (LTE - Roedores) Jr, e Viana (2007)
Benzodiazepinicos  Esquiva Inibitdria - Viana et al. (2008)
(LTE - Roedores)
Diazepam Liga-se a0 Esquiva Inibitoria — Echeverry et
receptor GABA/ (LTE - Roedores) al.(2001)
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Benzodiazepinicos

Esquiva Ativa

(Roedores)

Jung, Depoortere,
e Oglesby (2001)

Esquiva Inibitoria

(Roedores)

Faganello e
Mattioli (2007)

Buspirona

Agonista 5-HT1A

Esquiva Ativa

(Roedores)

Jung et al. (2001)

Esquiva Inibitoria
(LTE - Roedores)

Graeff et al.
(1998)

Clorferinamina

Inibidor

Histaminérgico

Esquiva Inibitdria
(Goldfish)

Faganello e
Mattioli (2007)

DOl

Agonista 5-HT2A

Esquiva Inibitdria

Paula et al. (2012)

(LTE - Roedores)

Ketanserina Antagonista 5- Esquiva Inibitoria 0 Paula et al. (2012)
HT2A (LTE - Roedores)
MK-212 Agonista 5-HT2C  Esquiva Inibitoria 0 Paula et al. (2012)

(LTE - Roedores)

Sibutramina Inibidor da Esquiva Inibitoria - Jorge et al. (2004)
Recaptacdo de 5-  (LTE - Roedores)

HT, DA e NA

Legenda: 5-HT = Serotonina; NA= Noradrenalina; DA = Dopamina; Esquiva Inibitdria (LTE) = teste de esquiva

inibitéria realizado no teste de Labirinto em T Elevado; “+” = facilitou; “—* = impediu; “0” = sem efeito.

Pode-se observar na Tabela 5 que a maioria dos testes farmacoldgicos foram
realizados com esquiva inibitoria, sendo grande parte destas pesquisas vinculadas ao Teste de
Labirinto em T Elevado com roedores. Estas pesquisas resumem-se em descrever as fungoes
serotoninergica e GABAEérgica para 0 mecanismo de ansiedade.

Em peixes grande parte dos estudos ocorreram com Carassius auratus, sendo parte
deles vinculados a validacdo do modelo e organizacgdo das estruturas neurais que coordenam a
esquiva em peixes (Vargas et al., 2006; Gomez et al., 2006; Portavella e Vargas, 2005;
Portavella, Torres e Salas, 2004; Portavella et al., 2003; Portavella et al., 2002). Apenas 0s
estudos de Faganello e Matioli (2007) buscou validar a esquiva inibitéria em Carassius
auratus para a clorferinamina, um inibidor histaminérgico. Nao ha outros estudos em peixes
que indiquem a validacdo farmacoldgica da esquiva inibit6ria, implicando assim em um
modelo de ansiedade peixes que ndo apresenta dados acerca do efeito de drogas
serotoninergicas e GABAergicas. Implicando assim na impossibilidade da comparacdo entre

este modelo em peixes e roedores.
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Deve-se lembrar de que os Benzodiazepinicos (midazolam, diazepam e clonazepam)
sdo farmacos que atuam seletivamente sobre os receptores de GABAA, assim intensificando a
resposta do GABA e, conseqiientemente, facilitando a abertura de canais de cloreto, os quais
possuem um efeito inibitorio do sistema nervoso central. Seus efeitos sdo: diminuicdo da
ansiedade e agressividade, perda de tonus muscular e aumento de sono (Rang, Dale, Ritter, &
Flower, 2007). Enquanto que os inibidores seletivos de serotonina (fluoxetina e paroxetina) e
0s inibidores de captacdo de dopamina e noradrenalina (imipramina, amitriptilina e
maprotilina) produzem o aumento destes neurotransmissores na fenda sinaptica. (Rang et al.,
2007).

Os dados acima indicam que no teste de esquiva inibitéria em roedores, drogas
benzodiazepinicas e buspirona, apresentam efeito ansiolitico, assim impedindo ou
dificultando a aquisicdo da esquiva inibitoria, com exce¢do do diazepam em dose alta. Os
antidepressivos também apresentam efeitos ansioliticos, a imipramina (antidepressivo
triciclico) em doses cronicas e a fluoxetina (Monleon et al., 2002) apresenta um impedimento
na aquisicdo deste comportamento. Apenas a imipramina em dose aguda apresenta efeito
ansiogénico, facilitando a aquisi¢do da esquiva inibitoria.

Poucos sdo os estudos acerca do efeito de estimulantes, inibidores de captagcdo de
dopamina ou noradrenalina, com excecdo daqueles farmacos conhecidos como
antidepressivos triciclicos (imipramina, amitriptilina e maprotilina). Observa-se que, com
relacdo a estas drogas, os dados encontrados ainda ndo apresentam consisténcia que permitem
a afirmacdo acerca das funcbes dopaminérgicas e noradrenérgicas no teste de esquiva
inibitéria. Embora dados encontrados na literatura indiqguem que ambos neurotransmissores
produzam efeitos ansiogéncos em doses elevadas (Rodgers et al., 1997).

Desta maneira, esse trabalho pretende identificar e realizar a validacdo farmacologica
da do teste de esquiva inibitéria utilizando o Danio rerio como modelo animal. A tabela 6

apresenta as drogas que serdo utilizadas e seus mecanismos de acao
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Tabela 6. Drogas que serdo avaliadas neste trabalho, com seu uso clinico mais comum

e tipo de mecanismo de acdo. Baseado em Rang e Dale (2011).

Droga Uso clinico Mecanismo de Acéo

Fluoxetina Antidepressivo Inibitor Seletivo de Recaptagéo
de Serotonina

Imipramina Antidepressivo Triciclico Inibidor da Captura de
Serotonina e Noradrenalina

Clonazepam Calmantes/ Ansioliticos Benzodiazepincos que
potencializam a a¢do do GABA

Diazepam Calmantes/ Ansioliticos Benzodiazepincos que

potencializam a a¢do do GABA

Dietilpropiona

Estimulante anoréxico

Anoréxico que atua na liberacéo
de Noradrenalina

Cafeina

Estimulante

Metil-xantina antagonista de
receptores de adenosina.
Aumenta ligeiramente a acdo de

noradrenalina e dopamina

Portanto, esta validacdo sera realizada utilizando antidepressivos, benzodiazepinicos e

estimulantes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Realizar a Validagdo Farmacoldgica do Teste de Esquiva Inibitoria para Danio rerio
com antidepressivos (imipramina e fluoxetina), benzodiazepinicos (diazepam e clonazepam) e

estimulantes (cafeina e dietilpropiona).

Objetivos especificos

- Verificar a aversividade do compartimento branco no Teste de Esquiva Inibitoria
para Danio rerio.

- Descrever os efeitos de antidepressivos (imipramina e fluoxetina), benzodiazepinicos
(diazepam e clonazepam) e estimulantes (dietilpropiona e cafeina) no teste de esquiva esquiva
inibitdria para Danio rerio.

- Compreender a relacdo entre esquiva inibitdria e 0s mecanismos de ansiedade. Bem

como a sua interacdo com antidepressivos, benzodiazepinicos e estimulantes.
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METODO

Sujeitos

Foram utilizados Danio rerio (N= 184), sexo indeterminado, com peso médio de 0,33
g, mantidos em aquarios coletivos (N= 60). Todos os animais foram comprados em Pet Shops
Locais (Belém-PA) e sofreram aclimatacdo por 15 dias antes do inicio dos experimentos com
iluminacdo de 14/10h (inicio 6:00 h), Ph 7,0+1 e temperatura média de 24°+2 °C.

Aparato

Para o Teste de Aversividade do Claro, utilizou-se outros 4 aquarios, todos de mesma
dimensdo (45x10x15 cm) e com uma porta guilhotina separando o aparato em dois
compartimentos sendo um menor com 10 cm e outro maior com 35 cm. No primeiro aquario
0 compartimento menor é preto e 0 maior branco, ja no segundo aquario ha a inversdo destes
com 0 menor branco e o maior preto. Nos terceiro e quarto aquarios 0s compartimentos
possuiam as mesmas cores, sendo respectivamente, todo preto e todo branco. A coluna de
agua foi mantida em 7 cm.

Para o Teste de Esquiva Inibitoria foi utilizado apenas o primeiro aquario branco e
preto (45x10x15 cm) dividido por uma porta guilhotina, a qual separava o aparato em dois
compartimentos, sendo o menor da cor preta (10 cm) e o maior da cor branca (35 cm). Neste
experimento também era realizado com uma coluna de agua de 7 cm.

Para o Teste de Campo Aberto foi utilizado um aquario redondo (r = 8cm) com uma

coluna de agua de 3 cm.

Tratamento Farmacoldgico
Todas as drogas foram injetadas intraperitonialmente, no volume de 10 pl com o
auxilio de uma seringa Hamilton. Todas as drogas foram dissolvidas em agua destilada. A

tabela 7 indica as drogas utilizadas, com seu uso clinico e as doses administradas.
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Tabela 7. Drogas utilizadas, seu uso clinico e as doses® (mg/kg) administradas.
Uso Clinico Droga Dose Dose Dose
Fluoxetina 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Antidepressivos i i
Imipramina 4 mg/kg 8 mg/kg 16 mg/kg
Diazepam 0,06 mg/kg 1,25 mg/kg 2,5 mg/kg
Ansioliticos
Clonazepam 0,02 mg/kg 0,05 mg/kg 0,10 mg/kg
Dietilpropiona 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
Estimulantes
Cafeina 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg

O Teste de Campo Aberto foi iniciado 5 minutos apds a administracdo das respectivas

drogas. Este era seguido pelo Teste de Esquiva Inibitoria, portanto, 10 minutos apos a

administragao.

Proced

imento

Os grupos foram submetidos aos seguintes testes:

Teste de Aversividade do Claro: Para este teste forma utilizados 32 animais,

segundo 0 aquério usado (os quatro aquarios descritos anteriormente foram
utilizados). Cada grupo (N=8) foi exposto a um aquario diferente.
Primeiramente, o sujeito era colocado no compartimento menor, isolado pela
porta guilhotina, a qual impedia 0 acesso ao compartimento maior. Apds 300s
de habituacdo a porta guilhotina era aberta. Foi medido o tempo de
permanéncia no compartimento menor em segundos, que corresponde a
laténcia de tempo entre abertura da guilhotina e a entrada do sujeito no
compartimento maior. O teste € composto em 5 tentativas, sendo que cada uma
terminava quando o sujeito entrava no compartimento maior ou permanecia
300 s ininterruptos no compartimento menor. Em ambas as opgdes, o animal
era retirado do aquario com uma rede prépria e reinserido no compartimento

menor ja isolado pela guilhotina. Entendeu-se que a entrada ao compartimento

' Para cada dose foi produzida uma solucdo maior de 25 ml, a qual era retirada a quantidade
de 10 pl contendo a quantidade da dose descrita na Tabela 6. A quantidade de droga
dissolvida na solucdo maior de 25 ml é, portanto, a dose descrita acima multiplicada pela
quantidade de solucdo (25 ml), dividido pela quantidade que seria retirada (10 pl). O resultado
deste calculo seria o valor da droga dissolvida para um sujeito de um quilograma, o valor

corrigido para

um animal de aproximadamente 0,33 g era exatamente o total que seria

dissolvido na solucdo maior.
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maior ocorria quando todo o corpo do animal estava neste compartimento. O
teste encerrava-se ao final das 5 tentativas.

e Teste de Esquiva Inibitéria: Para este estudo foram utilizados 160 animais,

segundo dose da droga e tipo da droga descritos acima. Os sujeitos de cada
grupo (N=8) eram expostos apenas ao aquario cujo compartimento menor é
preto e o compartimento maior é branco. O teste consistia em 5 tentativas, as
quais possuiam 0 mesmo procedimentos das tentativas na validacdo do teste de
esquiva inibitéria. Foi medido o tempo de permanéncia no compartimento
preto. O experimento era encerrando ao final das cinco tentativas.

e Teste de Campo Aberto: Os sujeitos eram 0s mesmo do experimento de Teste

de esquiva Inibitéria. Os sujeitos de cada grupo (N=8) foram expostos
individualmente ao aparato de campo aberto. Os sujeitos eram colocados ao
centro do aparato, permanecendo por 300 s em nado livre para exploragédo do
mesmo. Foram medidas a ambulag&o total e o tempo de permanéncia no centro
durante os 300 s de nado livre. Cada teste foi filmado e suas imagens foram
transcritas com o software X-Plot-Rat. Os animais expostos a ao Teste de
Aversidade do Claro ndo foram submetidos ao teste de campo aberto, os

demais grupos foram.

Cada dose descrita na Tabela 6 constituiu um grupo experimental (N=8), o qual foi
exposto aos testes de esquiva inibitoria e campo aberto. Com a finalidade de controle, dois
grupo, um Sem Tratamento (N=8) e outro Sham (N=8), foram expostos aos mesmos testes,
sendo respectivamente, o primeiro sem injecdo e o segundo com administragéo intraperitonial

de 10pug de salina.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Komorovv-
Sminoff, sendo que, em caso de normalidade, a analise estatistica foi realizadas com ANOVA
com Pds-Teste de Tukey, quando necessario, em caso de nao apresentarem normalidade, foi

utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn quando necessario.
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RESULTADOS

Teste de Campo Aberto
A Tabela 8 descreve o resultado do Tempo de Permanéncia no Centro (Média + Erro
Padrdo) em segundos e Ambulacéo Total (Média + Erro Padrao) de todos os Tratamentos, em

suas respectivas doses, para o Teste de Campo Aberto.

Tabela 8. Média (x Erro Padrdo) das medidas de Tempo de Permanéncia (segundos) no
Centro e Ambulacao Total para cada tratamento no Teste de Campo Aberto.

TRATAMENTO

DOSE (MG/KG) TEMPO CENTRO (S) AMBULACAO TOTAL

0 148,29 (+ 38,86) 142,38 (+ 32,09)
CONTROLE
SHAM Salina 91,80 (+ 19,18) 122,38 (+ 10,98)
5 93,86 (+ 16,43) 150,50 (+ 15,21)
FLOXETINA
10 93,68 (+ 20,30) 156,13 (+ 23,13)
20 68,23 (+ 11,76) 113,00 (¢ 17,96)
4 62,03 (+ 20,26) 48,75 (+ 11,57)
IMIPRAMINA
8 99,59 (+ 15,66) 140,50 (+ 32,93)
12 74,18 (+ 16,62) 121,25 (+ 18,11)
01 77,02 (+ 20,56) 131,63 (+ 18,97)
CLONAZEPAM
0,05 66,66 (+ 9,75) 113,25 (+ 19,39)
0,25 67,16 (+ 17,56) 156,00 (+ 18,47)
0,06 98,85 (+ 26,78) 201,50 (+ 23,08)
DIAZEPAM
1,25 97,31 (+ 20,59) 143,13 (+ 38,62)
2,5 98,03 (+ 16,50) 142,00 (+ 20,03)
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2,5 52,00 (+ 14,72) 133,63 (+ 19,94)

DIETILPROPIONA 5 77,58 (+ 12,60) 160,50 (+ 26,38)
10 69,89 (+ 20,97) 114,38 (+ 17,79)

5 96,71 (+ 14,72) 136,25 (+ 16,58)

CAFEINA 10 92,85 (+ 20,17) 146,75 (+ 13,74)

20 95,18 (+ 23,88) 146,75 (+ 32,70)

A andlise estatistica indica que ndo ha diferencas significativas nem no Tempo de
Permanéncia no Centro [H7;=9,067, p=0,248], nem para Ambulacdo Total [F7159=1,507,
p=0,169]. Assim indicando que no Teste de Campo Aberto, ambos 0s comportamentos,
guando comparamos aos grupos controle e sham com os demais, mantiveram-se equivalentes,
ndo sofrendo alteracdo de injecdo salina ou da administracdo de drogas em todas as suas
dosagens.

Teste de Esquiva Inibitéria

Para melhor andlise do Teste de Esquiva Inibitoria, os resultados serdo apresentados
em duas partes principais, sendo a primeira referente a validacdo do estimulo claro com
aversivo no Teste de Esquiva Inibitoria. E na segunda, serdo apresentados os resultados dos
tratamentos: Sham, Fluoxetina, Imipramina, Clonazapam, Diazepam, Cafeina e

Dietilpropiona.

Validagéo do Estimulo Claro como Aversivo

Abaixo estd o resultado da Validacdo do estimulo claro com aversivo no Teste de
Esquiva Inibitoria para os aquarios Preto/Branco (PB), Preto/Preto (PP), Branco/Branco (BB)
e Branco/Preto (BP). Cada aquario possui dois compartimentos, um menor e outro maior
(verificar medidas em método), sendo o compartimento menor correspondente a primeira cor

descrita no nome do aquéario. Assim, para o aquario PB, o compartimento menor corresponde

24



a cor preta. Para os demais aquérios PP, BB e BP, o compartimento menor corresponde

respectivamente as cores preto, branco e branco.

AQUARIO PB AQUARIO BB
250 BP 250
BB
#
200 - 200
BB
150 150
100 100
BB BB
# BB PB PB
50 50 - -
m
0 0
T1 T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5
AQUARIO PP AQUARIO BP
250 250
200 200
150 150
100 PB 100 PB
| T
50 50
0 0 i
T1 T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 1. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco
tentativas. PB = Preto e Branco; BB = Branco e Branco; BP = Branco e Preto; e PP = Preto e Preto. Quando
colocado sobre as barras, indica diferenca entre o dado observado e o dado obtido no aquério citado. ‘“#” indica

diferencas entre tentativas T1 e T5.

No GRAFICO 1, os fatores analisados sdo ao tempo de permanéncia (média + erro
padrdo) No compartimento menor em segundos em relagdo a cada tentativa realizada nos
aquarios PB, BB, PP e BP. Como se pode observar na linha de tendéncia do aquéario PB, o
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tempo de permanéncia no compartimento menor aumenta ao longo das tentativas, chegando a
apresentar diferenca estatisticamente significante entre as tentativas [H1=4,438, p=0,038],
indicando diferencas entre T1 e T5 no pds-teste. Ja para os outros aquarios, a linha de
tendéncia ndo indica um aumento gradual do tempo de permanéncia ao longo das tentativas.
A anélise estatistica confirma este dado, apresentando que ndo ha diferencas significativas
entre as tentativas nos aquarios BB [H4=3,541, p=0,472], PP [H4=4,290, p=0,368] e BP
[H,=7,501, p=0,112].

Quando comparadas cada uma das tentativa do aquario PB com as respectivas
tentativas dos demais aquarios, encontrou-se diferencas significantes entre todas as tentativas
dos aquérios BB e PB, T1 [H;=5,625, p=0,015], T2 [H;=3,980, p=0,05], T3 [H;1=8,136,
p<0,01], T4 [H,=4,711, p=0,028], T3 [H1=6,689, p<0,01]. O aquario PP apresentou diferenca
em T4 dos demais [H1=4,029, p=0,05], enquanto que o aquario BP apresentou diferenca em
T5 dos demais [H1=6,20, p=0,01]. Todas as diferencas apresentadas sdo decorrentes um

menor do tempo de permanéncia no compartimento menor em relacéo a PB.

Validagéo Controle Sem Tratamento versus Sham

Abaixo estdo os resultados dos grupos Controle: Sem Tratamento (ST) e Sham

(injecdo com salina).

GRUPO CONTROLE

300
250
200

150 osT
# W SHAM

100

50

T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 2. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no Compartimento Preto em segundos para
cada uma das tentativas realizadas nos grupos Sem Tratamento (ST) e Sham. “#” indica
diferenca entre T1 e T4 no grupo SHAM; “----*“ indica diferengas entre T1 e T5 para o grupo ST
e Tle T5 para o grupo SHAM.
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No GRAFICO 2, sdo analisados dois fatores o primeiro correspondente aos fatores
Tempo de Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas realizadas em
cada um dos grupos ST e Sham (andlise intragrupos). A segunda andlise corresponde aos
fatores tempo médio de permanéncia nas tentativas e 0s grupos (analise intergrupos).

Embora o tempo de permanéncia médio para o Grupo Sham € maior que para 0 Grupo
ST, a andlise estatistica ndo apresentou diferencas significativas intergrupos [H;=0,011,
p=0,959]. Ja a andlise intragrupos apresentou diferencas no Grupo ST [H1=4,438, p=0,038], o
pos-teste indicou diferenca entre T1 e T5. Enquanto para o Grupo Sham [H4=14,44, p<0,01],
0 pos-teste indicou diferencas entre T1 e as tentativas T4 e T5, ndo ha diferencas entre T4 e
T5. Para ambos 0s grupos, a média do tempo de permanéncia aumenta ao longo das
tentativas.

A partir destes dados e com a finalidade de comparar os sujeitos do Grupo ST e do
Grupo Sham, formou-se um novo grupo, agora apenas denominada Grupo Controle (CTL),
que € o resultado da média (z erro padrdo) do tempo de permanéncia no compartimento preto

destes 16 sujeitos em relacdo ao nimero de tentativas. Abaixo encontram-se os resultados.

CONTROLE

250

#*

200

150

100

50

T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 3. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no Compartimento Preto em segundos para cada

uma das tentativas realizadas no novo Grupo Controle. “#” e “*” indicam diferengas entre tentativas.

No GRAFICO 3, os fatores analisados foram Tempo de Permanéncia no
Compartimento Preto e Tentativas realizadas do Grupo Controle. Observa-se pela linha de
tendéncia um aumento no tempo de permanéncia ao longo das tentativas. A anélise estatistica

indicou diferencas significativas entre os fatores analisados [H4=18,551, p<0,01], indicando
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no pds-teste a auséncia de diferenca entre T1 e T2, mas a diferenca significante entre T1/T2 e

TS.

Antidepressivos

Abaixo estdo descritos os resultados dos tratamentos dos grupos Fluoxetina 5 (FL 5)
mg/kg, Fluoxetina 10 mg/kg (FL 10) e Fluoxetina 20 mg/kg (FL 20).

CONTROLE (CTL) FLUOXETINA 5 mg/kg
250 250
# *
200 500
150 150
100 * 100
#
50 50
oL HE N BN B oL N WS =N =N =
T T2 T3 T4 TS m 12 1 T4 T
FLUOXETINA 10 mg/kg FLUOXETINA 20 mg/kg
250 250
200 200
150 150
100 100
O 7 . = _— e 0 — — I I |

T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 4. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco

tentativas nos grupos que foram tratados com fluoxetina.
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O GRAFICO 4 apresenta novamente duas analises, a primeira correspondente aos
fatores Tempo de Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas
realizadas nos grupos FL5, FL10 e FL20 (analise intragrupos). A segunda analise corresponde
aos fatores tempo médio de permanéncia nas tentativas e os grupos (analise intergrupos).

A anédlise estatistica ndo indicou diferencas entre a tentativas intragrupos FL 5
[H4=7,501, p=0,112], FL 10 [F439=1,214, p=0,322]e FL 20 [F439=1,505, p=0,222], embora a
linha de tendéncia indique um aumento na média do tempo de permanéncia ao longo das
tentativas. Ndo houveram também diferencas entre as tentativas T1 [H3=5,082, p=0,166], T2
[Hs=3,938, p=0,268], T3 [H3=2,10, p=0,552], T4 [H3=0,572, p=0,903] e T5 [H3=0,178,
p=0,981] na comparacao intergrupos, incluindo o Controle.

A seguir serdo descritos os resultados encontrados para os grupos Imipramina 4 mg/kg

(IP 4), Imipramina 8 mg/kg (IP 8) e Imipramina 12 mg/kg (IP 12).

CONTROLE (CTL) IMIPRAMINA 4 mg/kg
350 350
300 300 1L cTL
250 H* 250 CTL
200 P4 P4 200
P4 |p12 IP8
150 P12 P12 150
*
1
00 4 100
50 50
0 0
T1 T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5

29




IMIPRAMINA 8 mg/kg IMIPRAMINA 16 mg/kg

350 350

# CcTL

300 300 | |pg

CTL CTL
250 250 CTL
200 | P12 200
150 # 150
100 100
50 50
0 0
T1 T2 T3 T4 5 T1 T2 T3 T4 TS

GRAFICO 5. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco

tentativas nos grupos que foram tratados com imipramina.

No GRAFICO 5, novamente foram realizadas anélises intra e intergrupos entre 0s
fatores Tempo de Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas
realizadas para IP 4, IP 8 e IP 16. Observa-se, de acordo com a linha de tendéncia que apenas
0 grupo IP 8 apresenta ascensdo das médias de permanéncia no compartimento preto ao longo
das tentativas. Enquanto que IP 4 ndo ha alteracdo e IP 16 apresenta diminuicdo deste tempo.
A analise estatistica apresenta indica que IP 4 [H;=1,642, p=0,801] e IP 16 [H4=2,598,
p=0,627] ndo apresentam diferencas significativas ao longo das tentativas, enquanto que IP 8
apresenta [F439=3,306, p=0,021] diferencas indicada nos pos teste ente T1 e T5.

Quando analisados as tentativas intergrupos, encontrou-se diferencas entre estas
tentativas T1 [F339=10,49, p<0,01], T2 [H3=13,907, p<0,01], T3 [H3=8,587, p=0,035]. Em
T1, as diferencas se deram entre o Grupo CTL e IP 4/IP 16, ha diferenca também entre IP 8 e
IP 12. Para T2, as diferencas estdo entre o Grupo CTL e IP 4/IP 16. Ja em T3 a diferenca esta
entre o Grupo CTL e os demais grupos.

De acordo com a anélise estatistica, ndo foram encontradas diferengas intergrupos para
T4 [H3=3,614, p=0,306] e T5 [H3=6,006, p=0,111].
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Benzodiazepinicos

Abaixo estdo descritos os resultados dos sujeitos dos grupos tratados com Diazepam
0,6 mg/kg (DZ 0,6), Diazepam 1,25 mg/kg (DZ 1,25) e Diazepam 2,5 mg/kg (DZ 2,5).

CONTROLE (CTL) DIAZEPAM 0,6 mg/kg
300 300
250 250
200 200
150 150
100 100
#
50 50
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T1 T1 T2 T3 T4 T5
DIAZEPAM 1,25 mg/kg DIAZEPAM 2,5 mg/kg
300 # 300 #
250 250
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150 150
100 100 #
#
50 50
0 j || | | | 0
T1 T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 6. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco

tentativas nos grupos que foram tratados com diazepam.

O GRAFICO 6 apresenta a analise intra e intergrupos dos fatores Tempo de
Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas realizadas para DZ 0,6, DZ

1,25 e DZ 2,5. A analise estatistica ndo apresentou diferencas intergrupos em T1 [H3=4,621,
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p=0,202], T2 [H3=4,00, p=0,261], T3 [H3=3,187, p=0,364], T4 [H3=4,425, p=0,219] e T5
[H3=1,641, p=0,650]. Mas apresentou diferenca entre as tentativas nos grupos DZ 1,25
[H4=12,23, p=0,016] e DZ 2,5 [H4=9,678, p=0,046]. Para o grupo DZ 1,25 o pos-teste indicou
diferenca ente T1 e T5, enquanto que para DZ 2,5 houve diferenca entre T1 e T4. Enquanto

que o grupo DZ 0,6 [Hs=7,354, p=0,118] ndo apresentou diferenca entre as tentativas

intragrupo.

A figura abaixo demonstra o resultado dos sujeitos dos grupos Clonazepam 0,05

mg/kg (CL 0,05), Clonazepam 0,1 mg/kg (CL 0,1) e Clonazepam 0,25 mg/kg (CL 0,25).

CONTROLE (CTL) CLONAZEPAM 0,05 mg/kg
300 300
#
250 250
200 200
150 150
100 100
#
50 50
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T1 T2 T3 T4 5 T1 T2 T3 T4 5
CLONAZEPAM 0,1 mg/kg CLONAZEPAM 0,25 mg/kg
300 #* 300
250 250
200 200
150 150
100 100
50 50
0 0
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T1 T2 T3 T4 T5

GRAFICO 7. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco

tentativas nos grupos que foram tratados com clonazepam.
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O GRAFICO 7 apresenta a analise intra e intergrupos dos fatores Tempo de
Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas para CL 0,05, CL 0,1 e CL
0,25. Observa-se nesta figura através da linha de tendéncia a ascensdo das médias de tempo de
permanéncia ao longo em todos os grupos. Isto também é detectado pela anéalise estatistica a
qual presenta diferencas estatisticamente significativas entre as tentativas nos grupos CL 0,05
[F430=3,478, p=0,017], CL 0,1[F439=4,118, p<0,01] e CL 0,25 [H4=9,843, p=0,043]. Sendo
que o pos-teste indicou diferencas entre T1 e T5 no grupo CL 0,05, T1 e T5 para o grupo CL
0,25. Ja o grupo CL 0,1 apresentou diferenca entre T1 e T4/T5, bem como T3 e T4.

Na analise destes fatores intergrupos, ndo houveram diferencas entre T1 [H3=6,872,
p=0,076], T3 [H3=1,183, p=0,757], T4 [H3=6,704, p=0,082] e T5 [H3=0,417, p=0,937].
Enquanto que a T2 [H3=8,556, p=0,036] do grupo CL 0,25 apresentou diferenca em relacéo

aos demais grupos.

Estimulantes

Segue abaixo os resultados dos grupos tratados com Cafeina 5 mg/kg (CF 5), Cafeina
10 mg/kg (CF 10) e Cafeina 20 mg/kg (CF 20).
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CAFEINA 10 mg/kg CAFEINA 20 mg/kg
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GRAFICO 8. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco
tentativas nos grupos que foram tratados com cafeina.

O GRAFICO 8 apresenta a analise intra e intergrupos dos fatores Tempo de
Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas para CF 5, CF 10 e CF 20.
Embora a linha de tendéncia indica um aumento no tempo de permanéncia para CF 10 e CF
20, a analise estatistica ndo apresentou diferencas significativas entre este tempo ao longo das
tentativas para CF 5 [H4=2,238, p=0,692], CF 10 [H4=6,334, p=0,176] e CF 20 [H4=6,039,
p=0,196]. Também ndo foram encontradas diferencas na analise intergrupos em T1
[H3=3,451, p=0,327], T2 [H3=4,964, p=0,174], T3 [H3=2,896, p=0,408], T4 [F339=1,852,
p=0,155] e T5 [H3=0,947, p=0,814].

A figura abaixo descreve os resultados dos sujeitos tratados com Dietilpropiona 2,5
mg/kg (DP 2,5), Dietilpropiona 5 mg/kg (DP 5) e Dietilpropiona 10 mg/kg (DP 10).
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GRAFICO 9. Tempo de Permanéncia (Média + EP) no compartimento menor (segundos) ao longo das cinco

tentativas nos grupos que foram tratados com dietilpropiona.

O GRAFICO 9 apresenta a analise intra e intergrupos dos fatores Tempo de

Permanéncia no Compartimento Preto em segundos e a Tentativas para DP 2,5, DP 5 e DP

10. Assim como na figura anterior, a linha de tendéncia dos grupos DP 5 e DP 10 indica um

aumento no tempo de permanéncia, mas andlise estatistica ndo apresentou diferencas

significativas entre este tempo ao longo das tentativas para DP 2,5 [H4=3,171, p=0,530], DP 5
[H,=8,961, p=0,0,062] ¢ DP 10 [H4=8,109, p=0,088]. Também ndo foram encontradas
diferencas na analise intergrupos em T1 [H3=3,009, p=0,390], T2 [H3=3,549, p=0,314], T3
[Hs=2,226, p=0,519], T4 [H3=3,769, p=0,287] e T5 [H3=5,556, p=0,135].
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DISCUSSAO

Como apontado anteriormente, a ansiedade e 0 medo ndo podem ser estudados apenas
como um conjunto de reacBes do corpo que controlam o aumento ou diminuicdo da
frequéncia de determinados comportamentos de defesa, mas sim enquanto um conjunto de
mecanismos complexos que formam uma rede interdependente entre o ambiente, o valor da
ameaga, Mmecanismos quimicos, neuroldgicos, motores e comportamentais (Gray e
McNaughton, 2003; McNaughton e Corr, 2004).

Para esse conjunto de elementos complexos da-se 0 nome de reacdo de defesa
(Blanchard e Blanchard, 1988). Assim, um bom modelo animal de ansiedade deve ser aquele
capaz de mimetizar elementos reduzidos das propriedades que compde esta reacdo de defesa
(Gouveia Jr., 1999). A esquiva inibitdria apresenta esta caracteritica. Neste teste, o
compartimento branco apresenta-se com carater aversivo, mimetizando assim a situacdo de
um ambiente aberto em que existe uma ameca potencial do predador (Maximino et al., 2010).

Quando exposto a um novo ambiente, o Danio rerio apresenta institivamente o
comportamento de exploracdo deste ambiente, assim ativando o sistema de aproximacéo
BAS. Mas, juntamente com este comportamento, o sistema inibicdo BIS é ativo, com a
finalidade de inibir essa aproximacdo em caso de apresentacdo de alguma ameaca. O
mecanismo de ansiedade estd vinculado a acdo do sistema de inibicdo BIS no sistema de
aproximacdo BAS (McNaughton e Corr, 2004). Portanto, o teste de esquiva inibitdria
mimetiza um ambiente novo que pode apresentar reforcadores (fonte de alimento, fémeas,
etc.), mas que possui um grau de aversidade. Assim, a primeira tentativa representa uma linha
de base, na qual o animal é controlado pelo sistema de aproximagéo, mas quando 0 mesmo
ndo é reforcado ao entrar neste novo ambiente o sistema de inibicdo passa gradualmente a
substituir o sistema de aproximagao.

Pode-se verificar esta hipOtese quando observa-se os dados apresentados pelo
Experimento de Aversividade do Claro. Os dados apontam que houve aquisi¢do da esquiva
inibitdria ao longo das 5 tentativas no Aquéario PB. A aquisi¢cdo do comportamento de esquiva
para este teste ocorre com sucessivas re-exposi¢des a possibilidade de entradas no novo
ambiente branco, que, devido a sua aversividade, gera um aumento de laténcias de entrada
que reforca a inibicdo do comportamento exploratério. Esta aversividade passa entdo a

controlar o comportamento.
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Quando observa-se as tentativas realizadas no Aquério BB e PP, observa-se a ndo
aquisicdo da esquiva inibitdria, com uma diminui¢do da média de tempo de permanéncia no
compartimento menor estatisticamente ao longo de todas as tentativas, quando comparado ao
grupo do aquério PB. Bem como a manutencdo do tempo de permanéncia ao longo de todas
as tentativas do aquario PP, implicando apenas na diferenca entre a tentativa 4 entre 0s grupos
PB e PP. Tanto para BB, quanto para PP, ndo h& diferencas entre T1 (linha de base) e T5.

Todos estes dados apontam que a aversividade do lado claro possui um papel
importante para a aquisicdo da esquiva inibitdria neste teste. Indicando assim, a substitui¢éo
do sistema de aproximacéo BAS, vinculado ao comportamento de exploragéo, pelo sistema de
inibicdo comportamental BIS, vinculado ao comportamento de esquiva. Neste sentido, tando
o efeito ansiolitico impedira a aquisi¢do da esquiva, diminuindo o tempo de permanéncia no
compartimento escuro nas ultimas tentativas, quanto o efeito ansiogénico, o qual aumentara o
tempo de permanéncia neste compartimento ja na linha de base.

Sendo o0 mecanismo de defesa de ansiedade vinculado a dindmica de aproximacéo e
inibicdo comportamental (Mcnaughton, 2011), pode-se apontar que a esquiva inibitéria
descrita apresenta a mimetizacdo de uma situacdo conflitante, vinculado a aproximacdo
defensiva e consequencia aversiva, 0 que torna este teste um modelo animal efetivo para o
estudo de ansiedade.

Mas ao pensar na possibilidade de utilizacdo da esquiva inibitéria em peixes como
modelo para estudo famacologico, ha a necessidade, sendo este um teste que utiliza elementos
motores dependentes a inibicdo do comportamento de exploracdo, de verificar se as drogas
utilizadas no teste possuem efeito sobre ansiedade, sobre atividade motora ou sobre ambos.
Para isso, antes de cada um dos testes de esquiva inibitoria, os animais foram expostos ao
teste de campo aberto.

O teste de campo aberto € um procedimento de exploracdo livre em um tanque, sendo
que dependendo dos objetivos dos experimentos, pode utilizar diversas medidas (Royce,
1977; Walsh & Cummins, 1976). Para este experimento, utilizou-se apenas tempo de
permanéncia no centro do aparato (medida de ansiedade) e ambulagdo total (medida de
atividade locomotora).

Os resultados apontam que ndo houveram diferencas em nenhuma dessas medidas
entre o grupo controle e os demais grupos experimentais. Para o teste de campo aberto, 0
grupo Controle Sem Tratamento e o Grupo Sham ndo apresentaram diferencas, indicando
assim que a injecdo ndo é um fator capaz de alterar o desempenho dos sujeitos para este teste.
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Em testes de campo aberto em roedores, antidepressivos, tanto moduladores de
recaptacdo de serotonina (fluoxetina), quanto triciclicos (imipramina), possuem efeito
ansiolitico em doses cronicas, mas ndo em doses agudas (Dulawa et al., 2004; Prut e Belzung,
2003; Bodnoff et al., 1998; Crawley, 1985; Kulkarni e Dandiya, 1973). Antidepressivos ndo
apresentam diminuigdo na atividade locomotora (Dulawa et al., 2004; Kulkarni e Dandiya,
1973). Porsolt et al., 1978, indica o efeito de antidepressivos triciclicos e IMAO na
diminuicdo da atividade locomotora em ratos, mas isso apds teste de nado forcado. Estes
trabalhos indicam que, em Zebrafish, os resultados acerca do afeito da fluoxetina e da
imipramina em dose aguda no teste de campo aberto, tanto no que se refere a medidas de
ansiedade, quanto de atividade locomotora, apresentam os mesmos resultados encontrados na
literatura de roedores.

O mesmo ocorre com relacdo aos benzodiazepinicos, 0s quais ndo apresentam
alteracdo nas medidas de ansiedade e de atividade locomotora em roedores (Rex, Stephend e
Fink, 1996; Stefanski et al.1992). Para Hard et. al (1985), o o diazepam apresentou penas um
pequeno efeito na atividade locomotora na dose de 0,1 mg/kg. J& Prut e Belzung (2003)
indicam efeito ansiolitico no campo aberto quando administrados diazepam e clonazepam em
doses crénicas. De acordo com esta literatura, os dados de campo aberto em Zebrafish obtidos
nesse trabalho com benzodiazepinicos, 0s quais apontam que estas drogas ndo produziram
efeito, em nenhuma das doses, no teste de campo aberto, estdo equivalentes aos dados
apresentados em roedores.

Ja dados com cafeina e dietilpropiona sdo mais raros na literatura. A cafeina, metil-
xantina, diminui a atividade locomotora (Bhattacharya, Satyan, & Chakrabarti, 1997; Shi et
al.,1994; Synder et al., 1981) e também apresenta efeito ansiogénico (Bhattacharya, S.K.,
Satyan, K.S. & Chakrabarti,1997) no teste de campo aberto em roedores. Estes dados séo
contrarios aos resultados apresentados, nos quais o0 campo aberto em Zebrafish ndo apresenta
efeitos sobre a atividade locomotora ou ansiedade.

Ja a dietilpropiona, assim como a anfetamina, atua na liberacdo de noradrenalina.
Testes de campo aberto em roedores com anfetamina indicam que esta substancia altera o
padrdo de locomogdo centro/periferia, indicando assim um efeito ansiogénico, mas sem
alteracdo da ambulagédo (Mueller et al.,1989; Schiorring, 1979).

Como observado em roedores, apenas a cafeina apresentou alteracdo na atividade
locomotora, enquanto que as outras substancias ndo modificam esta medida. A atividade
locomotora do teste de campo aberto no Danio rerio, ndo sofreu alteracdo de nenhuma das
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substancias e doses administradas. Estes dados indicam que o campo aberto apresenta uma
boa congruéncia com os dados da literatura em roedores, sendo necessarios mais estudos
acerca das metil-xantinas e seus respectivos efeitos na atividade locomotora no teste de campo
aberto em Zebrafish.

Com relacdo as medidas de ansiedade apresentadas, a literatura de ratos apresenta
diversas outras medidas que ndo o tempo de permanéncia no centro e periferia, 0os quais
podem ser frequéncia de levantamento de risco, cocar, limpar-se, defecar, entre outros. Na
literatura apresentada acima acerca das medidas de ansiedade no teste de campo aberto,
apenas Mueller et al. (1989) e Schiorring (1979), que estavam medindo o padrdo de
locomogdo destes animais utilizaram tempo no centro/periferia para indicar medida de
ansiedade, os demais autores utilizaram levantamento de risco e nimero de fezes encontradas
no aparato.

Mesmo assim, o teste de campo aberto desenvolvido neste experimento indica que o
mesmo ainda possui pouca sensibilidade ao efeito de drogas quando realizado em Danio
rerio. Pode-se obervar esta pouca sensibilidade, quando compara-se seus resultados aos da
esquiva inibitdria, o qual diversas drogas apresentam efeitos dose-dependente respectivos
sobre 0 mecanismo de ansiedade.

Com relacdo aos resultados da esquiva inibitoria, observa-se primeiramente que a
injecdo ndo possui efeito sobre 0 mesmo, possibilitando assim a agregacdo do grupo Sem

Tratamento com o grupo SHAM.

Antidepressivos

A fluoxetina é um antidepressivo e que atua na inibicdo da recaptacdo seletiva de
serotonina, assim aumentando a quantidade de serotonina na fenda sinadptica. No teste de
esquiva inibitoria, esta substancia nas 3 dosagens impediu a aquisicdo. O aumento
serotoninergico pode ter produzido uma maior acdo do mecanismo de inibigéo
comportamental no Danio rerio, assim aumentando o tempo de permanéncia deste no
compartimento preto na primeira tentativa. Este resultado indica um efeito ansiogénico da
fluoxetina nas dosagens de 5, 10 e 20 mg/kg.

Contudo esse efeito ansiogénico da fluoxetina ocorre de maneira bem sutil, pois ndo
sdo encontradas diferencgas estatisticas entre a primeira tentativa das doses com 0 grupo

controle. O que indica um comportamento ndo muito diferente em relagdo aos grupos
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experimentais adiminstrados com fluoxetina (FL5, FL 10 e FL20) e grupo controle. Além
disso, ndo h& diferengas entre as primeiras e ultimas tentativas, indicando assim um efeito
ansiogénico sutil capaz de alterar a aquisi¢do da esquiva. Este efeito sutil da fluoxetina no
teste de esquiva inibitoria pode ser observado na literatura em roedores, o qual apresenta tanto
efeito ansiogénco da fluoxetina (Monléon et al., 2002), quando o ndo efeito efeito da mesma
(Gomes et al, 2009; Arenas et al, 2006).

Ja a imipramina, inibidor da recaptacédo de serotonina e noradrenalina, apresentou um
resultado diferente entre os tratamentos. Na dose de 4 mg/kg (IP4) e 12 mg/kg (IP 12), a
imipramina apresenta efeito ansiogénico, pode-se observar isso pelas diferencas entre as
tentativas 1 (linha de base), 2 e 3 destes grupos e do grupo controle. Este dado indica um
maior controle do sistema de inibicdo comportamental tanto na linha de base (T1), quanto nas
demais tentativas, as quais ndo apresentram diferenca com relagcdo a T1. Indicando assim, a
apresentacdo do mesmo comportamento de permanecer no compartimento preto ao longo das
tentativas e, consequentemente, impedindo a aquisi¢édo da tarefa de esquiva.

Ja na dose de 8 mg/kg (IP 8), a imipramina ndo impediu a aquisi¢do da esquiva
inibitdria, observa-se isso na diferenca entre a linha de base (T1) e a quinta tentativa. Mesmo
assim, existe indicacdo de um sutil efeito ansiogénico ja que h4 um aumento do tempo de
permanéncia a partir da terceira tentativa, apontata pela diferenca entre esta tentativa do grupo
IP 8 e do grupo controle. Possivelmente, o sistema de inibicdo passa a controlar o
comportamento de esquiva mais rapidamente para este grupo.

A literatura de roedores que descreve o efeito da imipramina na esquiva inibitéria
ainda indicam que esta substancia apresenta efeito ansiogénico principalmente quando
ministrado de maneira crénica (Gomes et al., 2009, Dombroswski e Andreatini, 2006;
Teixeira, Zagrossi Jr. E Graeff, 2000) e aguda (Teixeira, Zagrossi Jr. E Graeff, 2000). Assim
como apresentado pelos grupos IP 4 e IP 12 que apresentam efeito ansiogénico em tratamento
agudo. Enquanto que os dados apresentados pelo grupo IP 8 apontam para uma possivel
facilitacdo da aquisicdo da esquiva, mas isto devido ao efeito ansiogénico da imipramina, 0s
quais estdo de acordo com os dados de facilitacdo da esquiva inibitoria pelo tratamento agudo
de imipramina apresentados por Gomes et al. (2009). Para estes pesquisadores, as doses
agudas de imipramina ndo impediu a aquisicdo da esquiva, sendo este comportamento
apresentado a partir da terceira dentre cinco tentativas.

Os resultados com antidepressivos apontam para o efeito ansiogéncio tanto da

imipramina, quanto da fluoxetina, possivelmente vinculado ao aumento de serotonina na
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fenda sinaptica. Sendo que para o teste de esquiva inibitoria, a fluoxetina em suas trés doses e
a impramina em doses baixa e alta impediram a aquisi¢do da esquiva inibitdria, enquanto que
a imipramina em dose intermedidria facilitou esta aquisicao.

Benzodiazepinicos

Os dois benzodiazepinicos utilizados neste experimento foram o diazepam e o
clonazepam. Ambos potencializam a acdo do GABA, neurotransmissor responsavel pela
inibicdo sinéptica do sistema nervoso, sendo utilizado clinicamente como ansiolitico ou
calmante (Rang e Dale, 2011).

Como néo se encontrou estudos acerca da acdo do clonazepam no teste de esquiva
inibitoria, seus resultados serdo discutidos juntamente com a literatura de midazolam e
diazepam. Para tal, a analise de todos os grupos tratados com benzodiazepinicos sera realizada
conjuntamente.

Os resultados com clonazepam indicam que todos os tratamentos (CL 0,05, CL 0,1 e
CL 0,25) ndo alteraram a aquisicdo da esquiva inibitéria, quando comparada ao grupo
controle. Todas as doses apresentam curva de aprendizagem. Dois resultados diferentes
ocorreram com o tratamento CL 0,1 e CL 0,25. O tratamento CL 0,1 apresentou uma
facilitagdo da aquisicdo do comportamento de esquiva inibitoria, indicando diferengas entre a
linha de base (T1) e as ultimas tentativas T4 e T5. Esses dados indicam um sutil efeito
ansiogénico deste tratamento neste teste. Este efeito ndo é confirmado, pois as tentativas T4 e
T5 deste grupo ndo apresentam diferencas entre as mesmas tentativas do grupo controle.

Ja o grupo CL 0,25, apresenta a aquisicdo do comportamento de esquiva inibitdria,
mas desta vez observa-se um leve efeito ansiolitico indicado na diferenca de T2 deste grupo
em relagdo ao grupo controle. Verifica-se também a diminui¢do das ultimas tentativas T4 e
T5, mas estas ndo apresentam diferencas com o grupo controle.

Os grupos tratados com diazepam (DZ 0,6, DZ 1,25 e DZ 2,5) apresentaram
resultados diferentes de acordo com seus tratamentos. O grupo DZ 0,6 ndo apresentou
aquisicdo da esquiva inibitoria devido ao leve aumento do tempo de permanéncia no
compartiemnto preto na linha de base (T1). Este resultado indica um possivel efeito
ansiogénico, mas este efeito é tdo sutil que a T1 do grupo DZ 0,6 ndo apresenta diferenca
quando comparado ao T1 do grupo controle.

O grupo DZ 1,25 nao indica nenhum efeito do tratamento de diazepam em dose de
1,25 mg/kg na aquisicdo do comportamento de esquiva inibitoria. Seus resultados indicam
diferenca no tempo de permanéncia no compartimento escuro entre linha de base (T1) e a
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ultima tentativa (T5), o qual aumenta ao longo das tentativas. Além disso, ndo ha diferenca
entre a curva de aquisicdo de esquiva entre este grupo e o grupo controle. J& para o grupo DZ
1,25, ocorre o processo de aquisicdo da esquiva ja na tentativa T4, indicando assim um efeito
ansiogénico facilitador desta aquisicdo, nas mesmas condi¢des apresentadas pelo grupo CL
0,1. Um dado interessante para este grupo é a diminuicdo do tempo de permanéncia no
compartimento escuro na ultima tentativa (T5), a qual ndo possui diferenca estatistica com a
linha de base (T1).

Embora os dados dos grupos clonazepam 0,01 mg/kg, diazepam 0,6 mg/kg e diazepam
2,5 mg/kg, quando comparados ao grupo controle, ndo confirmem a acgdo ansiogénica desses
tratamento, alguns detalhes indicam esta acdo de maneira sutil no comportamento do Danio
rerio neste teste. Mas pode-se observar o efeito ansiolitico do tratamento de clonazepam 0,25
mg/kg, o qual é confirmado pela diminui¢cdo no tempo de permanéncia no compartimento
preto na segunta tentativa (T2), quando comparada ao grupo controle e, embora ndo apresente
diferenca estatisticamente significante, hd uma diminuicdo neste tempo de permanéncia nas
tentativas T4 e T5.

Na literatura, todos os resultados encontrados indicam acdo ansiolitica no teste de
esquiva inibitoria tanto com diazepam (Echeverry et al., 2001; Faganello e Mattioli, 2001 e
Jung, Depoortere e Oglesby, 2001), quanto com midazolam (Viana et al., 2008; Bueno,
Zangrossi Jr. E Viana, 2007). Nao é possivel uma explicacdo acurada acerca do possivel
efeito ansiogénico apresentados pelos tratamentos de diazepam e clonazepam, principalmente
por estes serem inibidores do sistema nervoso, mas pode-se talvez indicar o tempo de acédo da
droga, o qual pode ter sido curto para o efetivo efeito das drogas durante o tratamento. Essa
hipdtese pode ser obervada no grupo DZ 2,5, no qual a ultima tentativa apresenta uma queda
do tempo de permanéncia no compartimento escuro, indicando que talvez a droga estivesse

iniciando seu efeito sobre o comportamento de esquiva.

Estimulantes

As duas drogas estimulantes utilizadas foram a cafeina — metil-xantina antagonista de
receptores de adenosina, a qual aumenta ligeiramente a acdo de noradrenalina e dopamina — e
dietilpropiona — anoréxico que atua na liberacdo de noradrenalina.

Os grupos administrados com cafeina foram CF 5, CF 10 e CF 20 e com dietilpropiona
foram DP2,5, DP 5 e DP 10. Em todos os seis grupos ndo houve a curva de aquisi¢cdo da
esquiva inibitoria, ndo apresentando diferencas entre a linha de base (T1) e as demais
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tentativas, bem como ndo ha diferencas entre nenhuma das tentativas destes grupos em
relagdo ao grupo controle. Nos grupos tratados com cafeina observa-se um efeito ansiogénico
decorrente do aumento de permanéncia no compartimento escuro nas tentativas 1 de todos os
grupos e tentativas 2 e 3 para CF 20. J& os grupos tratados com dietilpropiona apresentaram
aumento do tempo de permanéncia na linha de base (T1), ficando esta medida praticamente
estavel ao longo das demais tentativas em DP 2,5. Para os grupos DP 5 e DP 10 é a indicagéo
de um sutil efeito ansiogénico indicado pelo aumento no tempo de permanéncia nas demais
tentativas.

Né&o ha estudos de cafeina ou outras metil-xantinas no teste de esquiva inibitéria em
roedores ou peixes, sendo estes dos primeiros indicios do seu efeito no teste de esquiva
inibitéria. Também néo foram encontrados estudos com dietilpropiona, mas pode-se comparar
seus resultados com o estudo de Jorge et al. (2004), os quais encontraram um efeito
ansiogénico da sibutramina, que também € um anoréxico que atua na liberacdo de
noradrenalina, o qual impediu a aquisicdo do comportamento de esquiva inibitéria.

Tanto a cafeina, quando a dietilpropiona aumenta a noradrenalina em suas respectivas
proporcOes. A noradrenalina é responsavel pela ativacdo do sistema simpatico (Rang e Dale,
2011), o qual é o sistema de alerta para luta do organismo e que, possivelmente, esta ligado a
ativacdo do sistema de inibicdo comportamental, implicando assim em um efeito ansiogénico
de ambas as substancias.

Para concluir, observa-se que o teste de esquiva inibitéria possui sensibilidade a
drogas que possuem efeito sobre o mecanismo de ansiedade relacionadas a serotonina, mas
ndo ao sistema GABAergico. O Danio rerio, no geral, € um bom modelo animal de
ansiedade, apresentando as reacOes de defesa estaveis capazes de desenvolver testes de

ansiedade adequados ao seu modelo.

43



CONCLUSAO

A partir dos resultados descritos acima, pode-se concluir, portanto que:

1. O compartimento branco é aversivo para o Danio rerio no teste de esquiva
inibitoria;

2. A injecdo IP nédo altera de forma significativa o desempenho do animal na
Esquiva inibitdria;

3. As drogas e dosagens utilizadas neste experimento ndo alteram a atividade
locomotora do Danio rerio, mas sim possuem efeito sobre o mecanismo de
ansiedade;

4. Fluoxetina em todas as doses impede a curva de aquisicdo da esquiva
inibitdria, indicando um possivel efeito ansiogénico;

5. Imipramina em dose baixa e alta apresentam efeito ansiogénico e impedem a
curva de aquisicdo da esquiva inibitoria, enquanto que em dose moderada ha a
facilitacdo da aquisicdo da esquiva.

6. O diazepam em dose alta facilita a aquisi¢do da esquiva inibitoria, e apresenta
um possivel efeito ansiogénico;

7. O clonazepam em dose alta apresenta efeito ansiolitico no teste de esquiva
inibitdria, ndo apresentando efeito na curva de aquisicdo deste comportamento;

8. A cafeina e a dietilpropiona em todas as doses impedem a curva de aquisi¢do

da esquiva inibitoria, apresentando um possivel efeito ansiogénico;
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ANEXO

MODELOS EXPERIMENTAIS DE ANSIEDADE

Bateria de Teste de Reacéo de Defesa

e Animal utilizado: Roedores.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo.

e Equipamento:Uma caixa de aproximadamente 6 metros de comptimento, 40
cm de largura e 30 cm de altura.

e Procedimento: Aproxima-se uma ameaca em direcdo ao animal observando-se
velocidade de aproximacéo e distancia de aproximacao.

e Parametros Analisados: Fuga, esquivam congelamento, levantamento de
risco e luta defensiva.

e Referéncias: Griebel et al. 1995.
Campo Aberto

e Animal utilizado: Roedores e Peixes.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo.

e Equipamento: Uma arena quadrada ou redonda que permita exploracéo livre.

e Procedimento: O animal é colocado no centro da arena e mede-se exploragdo
livre do animal neste aparato ao longo de um perido de tempo determinado,
geralmente de 5 a 15 minutos, dependendo do objetivo do experimento.

e Parametros Analisados: Tempo de permanéncia no centro ou na periferia,
ambulacdo total, ambulacdo no centro. Apenas para roedores também sdo
analisados, limpeza, congelamento, defecacdo e levantamento de risco.

e Referéncias: Tabach, 2011.

Escototaxia ou Preferéncia Claro-Escuro

e Animal utilizado: Roedores e Peixes.
e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Caixa de Claro-Escuro adaptada para roedores ou peixes.
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e Procedimento: Apo6s 300 segundos de habituacdo no centro, o animal é
exposto a todo o aparto para exploracéo livre por 900 segundos.

e Parametros Analisados: Tempo de laténcia do primeiro movimento, nimero
total de cruzamentos, tempo de permanéncia em cada lado. Apenas para
roedores, s&o analisados levantamento de risco e limpeza nos dois
compartimentos.

e Referéncias: Tabach, 2011; Maximino, et al., 2010.
Labirinto em Cruz Elevado

e Animal utilizado: Roedores.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Labirinto em Cuz Elevado.

e Procedimento: O animal é coloca na parte central do aparato com o focinho
voltado para o brago fechado. Permite-se exploracgéo livre por 5 minutos.

e Parametros Analisados: Entradas no brago aberto e fechado, tempo de
permanéncia nos bracos aberto e fechado.

e Referéncias: Tabach, 2011; Gouveia Jr. e Morato, 2002.
Labirinto em T Elevado

e Animal utilizado: Roedores.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Labirintoem T.

e Procedimento: O animal é colocado no inicio do braco fechado. Observa-se o
animal até ele entrar no braco aberto. Séo realizadas 3 tentativa (linha de base,
esquiva 1 e esquiva 2). Apos essas 3 tentativas o animal é colocado no inicio
do braco aberto. Observa-se a passagem dele do brago aberto para o braco
fechado. Para este procedimento € realizado apenas uma tentativa (escapada).

e Parametros Analisados: Laténcia de saida do brago fechado para o braco
aberto, laténcia de saida do braco aberto para o braco fechado, frequencia de
comportamentos como levantamento de risco, cogar, limpar e fezes.

e Referéncias: Zangrossi e Graeff, 1997.
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Novel Tank Test

e Animal utilizado: Peixes.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Um tanque de 1,5 litros.

e Procedimento: O tanque é dividido em 2 ou 3 compartimentos iguais
indicando profundidade. A animal fica por 5 minutos em exploracao livre.

e Parametros Analisados: tempo no compartimento de cima, do meio e de
baixo, nUmero de cruzamentos entre compartimentos.

e Referéncias: Stwert et al., 2012.
Teste de Preferéncia Social e Cardumeamento

e Animal utilizado: Peixes.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Tanque de 40 litros.

e Procedimento: Um grupo de animais sdo colocados no tanque e é observado o
padrédo de cardumeamento destes.

e Pardmetros Analisados: Padrfes de cardumeamento, comportamento
individual no cardumeamento, tempo de cardumeamento, cor do animal e cor
do animal ao lado.

e Referéncias: Stwert et al., 2012.
Teste de Preferéncia Social e Cardumeamento

e Animal utilizado: Peixes.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Tanque de 40 litros.

e Procedimento: Um grupo de animais séo colocados no tanque e é observado o
padréo de cardumeamento destes.

e Parametros Analisados: PadrGes de cardumeamento, comportamento
individual no cardumeamento, tempo de cardumeamento, cor do animal e cor
do animal ao lado.

e Referéncias: Stwert et al., 2012.
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Teste de Conflito de Vogel

e Animal utilizado:Roedores.

e N minimo recomendado: 8 a 10 animais por grupo

e Equipamento: Shuttle Box.

e Procedimento: O roedor privado de agua serd exposto a um aparato no qual
lambidas ao bebedouro libera d4gua. Na primeira sessdo o animal permanecera
40 minutos no aparato podendo consumir a quantida de dgua que desejar. Apos
essa primeira exposicdo o animal serd re-exposto ao aparato, mas desta vez
sera emitido um choque a cada 20 lambidas.

e Parametros Analisados: Numero de choques levado ou numero de lambidas;

e Referéncias: Umezu, 1999.
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