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RESUMO: A experiéncia reprodutiva (ER), ou seja, o conjunto de gestagao, parto e lactagéo,
esta associada a alteragfes na secrecao de hormédnios reduzindo, como por exemplo, os
esterdides e a prolactina, possivelmente para o resto da vida de uma fémea. Tem-se
demonstrado que as respostas ao estresse relacionam-se a expressdo comportamental da
ansiedade no labirinto em cruz elevado, uma vez que o estresse tem um efeito ansiogénico
nesse modelo experimental, e que ambas as respostas, ao estresse e a ansiedade, podem ser
modificadas em funcdo da ER de maneira permanente. Além disso, j& foi demonstrado
anteriormente que a sensibilidade de fémeas primiparas ao estresse pode ser reduzida. Assim,
este projeto de pesquisa tem o objetivo de dar continuidade a estudos anteriores em nosso
laboratério a cerca da ER e sua relagdo com a ansiedade e o estresse, por meio do estudo do
comportamento de ratas no labirinto em cruz elevado, avaliando o efeito do diazepam.
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Reprodutiva.

INTRODUCAO

A experiéncia reprodutiva (ER), ou seja, o conjunto de gestacao, parto e lactacao, esta
associada a alteracoes na secreg¢do de horménios reduzindo, por exemplo, as concentragdes
séricas de esterdides e prolactina (MUSEY et al.,, 1987; BYRNES e BRIDGES, 2005),
possivelmente pelo resto da vida da fémea. Como conseqiiéncia da mudanga de secregéo
hormonal, alguns autores comentam sobre a redugédo da incidéncia de cancer de mama em
mulheres e ratas (MUSEY et al., 1987). Além disso, a ER prévia induz mudangas tanto no perfil
neuroquimico quanto comportamental (HUCKE et al., 2001).

Recentemente, tem-se demonstrado que a ER parece reduzir a expressao
comportamental da ansiedade no labirinto em cruz elevado e no campo aberto (BYRNES e
BRIDGES, 2006a). A ansiedade € uma emogao semelhante ao medo, porém, enquanto no
medo hd uma ameaga definida, na ansiedade, a fonte do perigo é incerta ou desconhecida. A
ansiedade manifesta-se em diferentes planos: psicolégico, fisiolégico e comportamental
(GRAEFF, 1997). No estudo da psicobiologia da ansiedade os modelos animais séo Uteis,
auxiliando na compreensao da sua fisiopatologia e tratamento. No modelo do labirinto em cruz
elevado, é possivel verificar 0 grau de “ansiedade” do animal, que é corroborado pela
verificagdo de um grande nimero de drogas ansioliticas, que aliviam a ansiedade no homem e
parecem ter efeito semelhante nos ratos e camundongos neste modelo animal (DAWSON e
TRICKLEBANK, 1995). As drogas mais utilizadas nos teste no labirinto em cruz elevado séo os
benzodiazepinicos, de acdo agonista gabaérgica, que inibe a neurotransmissdo excitatoria,
amplamente prescritos na clinica médica no tratamento da ansiedade por suas propriedades
tranquilizante, ansiolitica e antidepressiva, além de serem indicados no alivio de distdrbios
passageiros causados por situagbes estressantes, tanto no homem como em animais. A
atividade ansiolitica dos benzodiazepinicos também influencia outros sistemas de
neurotransmissao, tais como, o noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico, mostrando
que a atividade desses farmacos depende da ativagdo de neurotransmissores mediada via
sistema gabaérgico. Também foi observada sua acdo, provavelmente periférica, que induz
aumento dos niveis de corticosterona em ratos (PAULINO, 1997).

Ja foi demonstrado que a ER é capaz de modificar a expressdo do receptor
gabaérgico, sendo que esta modulagdo é dependente do ciclo estral e da regido cerebral, o
que poderia explicar a modificagcdo do efeito dos benzodiazepinicos em fémeas experientes



(BYRNES et al.,, 2007). Em primiparas, os efeitos ansioliticos das drogas podem ser
aumentados, enquanto que os efeitos sedativos sdo diminuidos (BYRNES e BRIDGES, 2006
a,b). Ainda, a ER pode modificar o comportamento no labirinto em cruz elevado (BYRNES e
BRIDGES, 2006 a,b; LEITE et al., 2006), sendo que durante o proestro, fémeas primiparas
gastam mais tempo e tendem a caminhar maiores distdncias nos bragos abertos quando
comparadas as nuliparas de mesma idade. Desta maneira, a expressao comportamental da
ansiedade pode ser diminuida durante o proestro nas fémeas experientes, um efeito contrario é
observado nas fémeas primiparas mais velhas. Estudos anteriores tém sugerido que ambos o
estradiol e a prolactina podem ser ansioliticos, 0 que poderia estar relacionado a reducao da
ansiedade em fémeas primiparas na tarde do proestro, considerando que esta fase do ciclo
ocorre em apenas um dia, em periodos da manha e tarde. O fato de a ovariectomia abolir este
efeito em ambas as fémeas jovens e de meia-idade, certamente sugere que os ovarios tém um
papel neste fendmeno (BYRNES e BRIDGES, 2006 a,b).

No mesmo sentido, a avaliacdo do comportamento geral em campo aberto e no
labirinto em cruz elevado sugere que as fémeas experientes sdo menos sensiveis ao estresse
(BYRNES e BRIDGES, 2006a; LEITE et al.,, 2006). O estresse, por sua vez, tem efeito
ansiogénico no labirinto em cruz elevado (MORILAK et al., 2005). O estresse é um agente
causador de modificagdes adaptativas no sistema nervoso central, que eleva a liberagdo do
horménio adrenocorticotropico ou corticotropina (ACTH), estimulando o cértex adrenal, que por
sua vez, secreta glicocorticbides em resposta a varios tipos de agentes estressores. O
organismo responde a uma demanda fisica ou psiquica pela liberagdo de ACTH da hipdfise
anterior, glicocorticéides pelo cortex adrenal, adrenalina a partir da medula adrenal e
noradrenalina originada dos nervos simpaticos. Estes hormdnios servem para adaptar o
organismo aos agentes estressores que podem induzir desde leves alteragdes psicoldgicas até
intensas agressdes fisicas, afetando os sistemas cardiovascular, imune e a producao
energética (FRANCI, 2005). Em ratas, sabe-se que o ciclo estral pode interferir na resposta ao
estresse, fato que pode ser relacionado a alteragdes na secrecao de esterdides e prolactina.
Na manha do proestro, observa-se um aumento na secre¢do de prolactina induzida pelo
estresse, que coincide com o pico diurno de secregcdo deste hormdnio. Ja no final da tarde,
coincidindo com o pico noturno de secrecao deste horménio, observa-se uma diminuicdo da
secrecao de prolactina, tanto em ratas ciclando como em fémeas castradas tratadas com
estradiol. Este fenébmeno paradoxal parece depender, pelo menos em parte, da secrecdo de
corticosterdides adrenais. De fato, a secrecdo de prolactina induzida pelo estresse é marcada
pela atuacdo do estradiol, que exerce um papel estimulatorio sobre a secregdo desse
hormonio, assim como sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (GALA e HAISENLEDER,
1986).

Estes fatos tomados em conjunto sdo sugestivos que as respostas ao estresse
relaciona-se a expressao comportamental da ansiedade e que essas podem ser modificadas
em fungédo da ER de maneira permanente. Assim, este projeto de pesquisa tem o objetivo de
dar continuidade a estudos anteriores em nosso laboratério a cerca da ER e sua relacdo com a
ansiedade e o estresse (LEITE et al., 2006), por meio do estudo do comportamento no labirinto
em cruz elevado, avaliando os efeitos do diazepam em ratas nuliparas e primiparas submetidas
ao estresse por contencdo. O presente trabalho ndo é estatico e pode ser complementado de
acordo com os resultados obtidos ou dados novos de literatura.

MATERIAIS E METODOS

Serao utilizadas ratas Wistar obtidas no Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria
da UNIFEOB. Agua e comida serdo fornecidas ad libitum. Para o estudo do comportamento
serdo utilizadas ratas nuliparas e primiparas da mesma idade, obtidas a partir de um grupo
inicial de animais, que sera dividido em dois, sendo um deles acasalado com machos,
passando por uma ER, ou seja, gestacdo (+ ou — 21 dias), parto e lactacdo (21 dias), desmame
(212 dia) e finalmente um periodo de descanso de 15 dias antes do inicio do procedimento
experimental. O grupo de nuliparas ficara aguardando todo este periodo de preparagéo das
primiparas. Todos os procedimentos experimentais observaréo as normas éticas para o uso de
animais de experimentagdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Curso de
Medicina Veterinaria da UNIFEOB e esta de acordo com normas internacionais (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, 1996, National Academy of Science/USA).



Avaliacao do comportamento no labirinto em cruz elevado. O labirinto em cruz elevado é
constituido de dois bragos abertos, opostos, medindo 50 x 10 cm e dois bracos fechados,
medindo 50 x 10 x 40 cm com o teto aberto colocados de tal forma que os bragos fechados e
abertos ficam dispostos em angulo de 90 graus. O piso do labirinto é de madeira pintada de
cinza e o equipamento fica numa sala iluminada artificialmente por meio de lampadas
fosforescente (1200 lux). O experimentador permanece na sala a uma distancia de 1,5 m da
extremidade do brago aberto proximal durante os registros. O labirinto em cruz elevado fica
suspenso a uma altura de 50 cm do assoalho da sala através de um suporte de madeira. As
ratas sdo colocadas no centro do labirinto e avaliadas durante 5 minutos, quando sao
registrados os parametros com a utilizacdo de um crondmetro, quais sejam, o ndmero de
entradas nos bracos abertos e nos bracos fechados. Os testes serdo realizados durante a fase
clara do ciclo de luz, no periodo da tarde, sempre a mesma hora. O labirinto sera limpo com
solugéo de élcool a 5% apds a retirada de cada animal, de maneira que o odor n&o interfira nas
respostas comportamentais. Serdo realizados dois dias consecutivos de observacoes
comportamentais, i.e., 0 teste e o reteste (24 horas ap6s o teste). Os resultados obtidos apds
as avaliagdes comportamentais serdo os numeros de entradas nos bracos abertos e fechados
e os tempos de permanéncia nos bragos abertos e fechados. O tempo de permanéncia na area
central do labirinto sera descontado dos anteriores. Importante ressaltar que o critério para se
caracterizar entrada ou saida dos bracgos, na maioria dos estudos, é definido como a colocagéao
das quatro patas nos bragos ou no quadrado central. Além disso, sera registrado o parametro
de risk assesment, ou seja, o animal coloca as patas anteriores para explorar com a cabega os
bracos abertos e logo apos, retorna ao brago fechado.

Estresse por imobilizacdo. Cada animal sera imobilizado para indugdo do estresse
colocando-o dentro de um tubo plastico de 5,5 cm de didmetro e 10 cm de comprimento, sendo
suas extremidades tampadas e com orificios para permitir a respiracao dos animais. Ao final
das sessOes de estresse, de acordo com o delineamento experimental, os animais serdo
submetidos a observacao comportamental no labirinto em cruz elevado.

Citologia Vaginal. A determinacédo do ciclo estral sera realizada com o objetivo de padronizar
a fase do ciclo estral durante os procedimentos experimentais. A fase do ciclo estral escolhida
serd a manha do proestro, uma vez que a participacdo dos esterdides e da prolactina pode
interferir sobre as respostas comportamentais (BRIDGES e BYRNES, 2006a). O diagndstico da
fase do ciclo estral sera realizado por observagbes microscopicas diarias do lavado vaginal,
que sera realizado sempre no mesmo horario, pois o ciclo estral sofre influéncia de picos
hormonais e dos ritmos circadianos, responsaveis pelas diferengas histolégicas entre as fases
e que ocorrem em intervalos regulares de tempo. Sera utilizado 20ul de solugao salina (NaCl
0,9%), aplicada com auxilio de pipeta na vulva das fémeas previamente contidas. O liquido
aplicado serd aspirado logo em seguida e colocado sobre uma lamina para ser avaliado sob
microscopio éptico.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO 1: Efeitos do diazepam sobre o comportamento de ratas no labirinto em cruz
elevado apos o estresse por contengcao. Apds a obtencdo de fémeas nuliparas e primiparas,
estas foram divididas em 4 grupos experimentais, quais sejam: Nuliparas submetidas ao
estresse por imobilizagdo durante 1 hora, seguida da avaliagdo do comportamento no labirinto
em cruz elevado durante 5 min apés a inje¢do de diazepam (n=10; 2,0 mg/kg) ou salina (n=10);
ambas pela via subcuténea (SC). Primiparas submetidas ao estresse por imobilizagdo durante
1 hora, seguida da avaliagdo do comportamento no labirinto em cruz elevado durante 5 min
apéds a injecao de diazepam (n=10; 2,0 mg/kg) ou salina (n=10); ambas pela via SC. O reteste
serd realizado 24 horas ap6s o teste inicial, durante os mesmos 5 minutos, porém sem uma
nova imobilizagdo do animal e nem a injegdo de diazepam. O reteste tem o objetivo de avaliar o
efeito do estresse inicial induzido, sem que haja o efeito da novidade, que ocorre no primeiro
dia.



ANALISE ESTATISTICA

Para obtengdo das estatisticas descritivas, bem como, para verificacdo da normalidade,
assimetria, curtose e homogeneidade de variancia entre os grupos comparativos, serd utilizado
o procedimento PROC UNIVARIATE do programa Statistical Analysis System, verséo 6.12
(SAS, 1995). O delineamento experimental a ser utilizado sera o inteiramente casualizado,
sendo que, cada grupo comparativo (GC) representard um tratamento. Quando for verificado
efeito significativo (P<0,05) na andlise de varidncia entre os grupos comparativos para as
diferentes variaveis estudadas, sera utilizado o Teste de Tukey para discriminar as diferencas
e/ou igualdades entre as médias dos diferentes grupos avaliados.
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