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RESUMO: Os benzodiazepinicos sdo frequentemente prescritos pelos seus efeitos ansiolitico e
hipnético. Estudos anteriores com roedores tém demonstrado experiéncia reprodutiva
(gestacdo, parto e lactagdo), pode alterar a sensibilidade a certas drogas, incluindo o
diazepam. Ao mesmo tempo, tem-se demonstrado que uma redugéo da ansiedade no labirinto
em cruz elevado em fémeas experientes. O objetivo do presente estudo é avaliar a influéncia
do diazepam em ratas nuliparas e primiparas submetidas ao estresse. Dois grupos de
individuos serdo gerados, um grupo de primiparas (gestacao + 21 dias de lactagao) e pareados
por idade, o grupo de nuliparas. Apés a obtencéo de fémeas nuliparas e primiparas, 0s grupos
experimentais serdo submetidos ao estresse por contengéo durante 25 minutos, seguido de 5
minutos para descanso, e logo apds submetida a avaliagdo do comportamento no labirinto em
cruz elevado durante 5 min. O reteste é realizado 24 horas apés o teste inicial. Todos os
individuos serao testados com diferentes doses de diazepam (0,5, 2,0 e 2,5 mg/kg). Logo apds
o término da avaliagdo comportamental, sera aferida a temperatura corporal das ratas. O
presente 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, assim como com
relagéo aos efeitos do diazepam.
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INTRODUCAO

A experiéncia reprodutiva (ER), i.e., 0 conjunto de gestacdo, parto e lactagao, esta
associada a alteragdes na secrecdo de hormoénios reduzindo as concentragdes séricas de
esterdides e prolactina (MUSEY, 1987 a,b; BYRNES e BRIDGES, 2005), possivelmente pelo
resto da vida da fémea. Como conseqiiéncia da mudanca de secrecao hormonal, provoca a
redugdo da incidéncia de cancer de mama em mulheres e ratas (MUSEY, 1987 a,b; KINSLEY e
BRIDGES, 1988; MANN e BRIDGES, 1992). Assim também, a ER prévia induz mudancas tanto
no perfil neuroquimico (FELICIO et al., 1996; HUCKE et al., 2001; SERAFIM e FELICIO, 2002)
quanto comportamental (HUCKE et al., 2001; BYRNES et al., 2001).Uma das drogas utilizadas
no teste do labirinto em cruz elevado sdo os benzodiazepinicos. Esse tipo de estudo
comportamental tem sido realizado de maneira que interferéncias com relacdo a ansiedade sao
possiveis de serem detectadas (PELLOW et al., 1985; FILE, 1993). No entanto, esse modelo
experimental pode também ser relacionado a respostas ao estresse, uma vez que essa
resposta desencadeia um comportamento no labirinto em cruz elevado semelhante ao aumento
da ansiedade (MORILAK et al., 2005; KARL et al., 2005; MITRA et al., 2005).Portanto, o
estresse, tem efeito ansiogénico no labirinto em cruz elevado (FILE, 1993; PELLOW et al.,
1985; MORILAK et al., 2005; MITRA et al., 2005).

Assim, este projeto de pesquisa tem o objetivo de dar continuidade a estudos
anteriores em nosso laboratoério a cerca da ER e sua relagdo com a ansiedade e o estresse
(BOCHINI et al., 2005; LEITE et al., 2006, LEITE et al., 2007), assim como com relacao aos
efeitos do diazepam nesse contexto (HUCKE et al, 2009), por meio do estudo do
comportamento de ratas nuliparas e primiparas no labirinto em cruz elevado.

MATERIAIS E METODOS

Serao utilizadas ratas Wistar obtidas no Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria
da UNIFEOB. Os animais serdo alojados em biotério de temperatura controlada por meio de



aparelhos de ar condicionado, com ciclos de luz de 12 h de claro/escuro, com luz ligada as
6:00 h. 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, i.e., gestacédo (+ ou — 21 dias), parto
e lactacao (21 dias), desmame (21° dia) e finalmente um periodo de descanso de 15 dias antes
do inicio do procedimento experimental. O grupo de nuliparas ficara aguardando durante o
periodo de preparagdo das primiparas.

A fase do ciclo estral escolhida sera o proestro, uma vez que a participagao dos
esterdides e da prolactina pode interferir sobre as respostas comportamentais.Pretende-se
utilizar fémeas na manha e na tarde do proestro. O diagnostico do ciclo estral sera realizado
por microscopia Optica do lavado vaginal, realizado sempre no mesmo horario, pois o ciclo
estral sofre influéncia de picos hormonais e dos ritmos circadianos..

Sera utilizado 20pl de solugéo salina (NaCl 0,9%), aplicada com auxilio de pipeta na
vulva das fémeas previamente contidas. O liquido aplicado sera aspirado logo em seguida e
colocado sobre uma lamina e avaliado sob microscépio 6ptico. Serdo identificadas as células
tipicas de cada fase do ciclo estral.

O labirinto em cruz elevado é constituido de dois bracos 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 (PELLOW et
al., 1985). O piso do labirinto € 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 braco aberto proximal durante
os registros. O labirinto em cruz elevado fica 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 utilizagdo de um crondmetro.
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 alcool a 5% apéds a retirada de cada animal, de
maneira que o0 odor ndo interfira nas respostas comportamentais. Serdo realizados dois dias
consecutivos de observagdes comportamentais, i.e., o teste e o reteste.Os resultados obtidos
apdés as avaliagbes comportamentais serdo os numeros de entradas nos bracos abertos
(NEBA) e fechados (NEBF) e os tempos de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e
fechados (TPBF). O tempo de permanéncia na area central do labirinto serd descontado dos
anteriores. Estes dados serdo utilizados para calcular o percentual de entradas nos bragos
abertos {%EBA; [NEBA/(NEBA+NEBF)] X 100}, o percentual de tempo nos bragos abertos
[%TPBA; (TPBA/300)X 100] e nos bragos fechados [%TPBF; (TPBF/300)X 100]. Importante
ressaltar que o critério para se caracterizar entrada ou saida dos bragos, na maioria dos
estudos, é definido como a colocagédo das quatro patas nos bracos ou no quadrado central
(RODGERS e COLE, 1994). Além disso, serd registrado o pardmetro de risk assessment, ou
seja, 0 animal coloca as patas anteriores para explorar com a cabecga os bracos abertos e logo
apés, retorna ao brago fechado.

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

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Experimento 1: Efeitos do diazepam sobre o comportamento de ratas no labirinto em
cruz elevado apods o estresse por contencao

Esse experimento tem como objetivo avaliar se as respostas comportamentais estdo
relacionadas a dose de diazepam. Serdo utilizadas 3 doses de diazepam em ratas nuliparas e
primiparas, quais sejam, 0,5, 1,0 e 1,5 mg/kg s.c. ou veiculo (salina) de acordo com estudos
anteriores (BYRNES e BRIDGES, 2006 b). Apds a obtengéo de fémeas nuliparas e primiparas,
estas serdo divididas em 6 grupos experimentais (n=8) submetidas ao estresse por contengao
durante 25 minutos, seguido de 5 minutos para descanso, e apds submetida a avaliagdo do



comportamento no labirinto em cruz elevado durante 5.0 reteste é realizado 24 horas apés o
teste inicial, durante os mesmos 5 minutos, porém sem uma nova contengéo do animal e nem
a injecao de diazepam.

Experimento 2: Efeitos do diazepam sobre a temperatura corporal de ratas nuliparas e
primiparas

A temperatura corporal das ratas submetidas ao experimento 1 sera aferida logo apds
o final do teste realizado no labirinto em cruz elevado, utilizando um termémetro digital retal
(ETI Thermometer 2001, ETI Ltd., UK).

ANALISE ESTATISTICA

Para obtencdo das estatisticas descritivas e para verificagdo da normalidade,
assimetria, curtose e homogeneidade de variancia entre os grupos comparativos, sera utilizado
o procedimento PROC UNIVARIATE do programa Statistical Analysis System, versao 6.12
(SAS, 1995). O delineamento experimental a ser utilizado sera o inteiramente casualizado,
sendo que, cada grupo comparativo (GC) representara um tratamento. Para essas andlises
estatisticas, sera utilizado o procedimento PROC do programa supracitado, de acordo com o
seguinte modelo estatistico:

Yii= WL +dCi + €
em que,

y;j = valor observado da mensurag¢éo do j-ésimo animal, no i-ésimo grupo comparativo;

| = média geral;

gi = efeito do i-ésimo grupo comparativo, sendo 1= estresse mais diazepam; 2= estresse mais
salina; 3= experiéncia reprodutiva;

e; = erro aleatodrio inerente a observagéo y; .

Quando for verificado efeito significativo (P<0,05) na andlise de variancia entre os
grupos comparativos para as diferentes varidveis estudadas, sera utilizado o Teste de Tukey
para discriminar as diferengcas e/ou igualdades entre as médias dos diferentes grupos
avaliados.
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