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1. Introducéo

A melatonina é um hormonio lipofilico formado a partir do triptofano, tendo sua
maior producdo na glandula pineal. Sua producdo ocorre em quase todos 0s organismos
existentes, principalmente em mamiferos (VOLLRATH, L., 1981; POZA, J.J., et al,,
2022). A glandula pineal é uma pequena estrutura que fica localizada abaixo do corpo
caloso, sendo controlada pelo nucleo supraquiasmatico (NSQ), do hipotalamo. Esta
glandula enddcrina fica fixa ao teto do terceiro ventriculo do encéfalo (ha linha mediana) e
é considerada como principal relégio biolégico humano (BURGOS, F.R.F., et al., 2016).

A producdo enddégena da melatonina ocorre em células denominadas de
pinealdcitos. Primeiramente, para iniciar o processo, o triptofano que é um aminoécido é
captado na circulacdo e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da acdo da
enzima triptofano hidroxilase 1 (TPH1). O 5-HTP, descarboxilado pela enzima 5-HTP
descarboxilase, gera a serotonina, que é metabolizada durante a fase de escuro a N-
acetilserotonina (NAS) pela acdo da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-
NAT). Apos essa etapa, a NAS ¢é utilizada como substrato para a enzima hidroxi-indolO-
metiltransferase (HIOMT) dando como produto a melatonina (SIMONNEAUX &
RIBELAYGA, 2003; SILVA, 2005).

A melatonina € inibida na presenca de luz, dessa forma, a informacdo de luz que
que suspende a liberacdo do horménio € percebida através de fotorreceptores
especializados que estdo presentes na retina, que se transforma em uma informacao visual
que é depois transduzida para o SCN via trato retino-hipotalamico. Assim, o SCN gera
uma sinalizacdo, que vai ser transmitida ao nucleo paraventricular (PVVN) em direcdo as
células da coluna intermediolateral da medula espinhal. Apds isso, através de fibras pré-
ganglionares simpaticas, é lancada ao ganglio cervical superior e por Gltimo, os axénios
simpaticos po6s-ganglionares dos neurénios do ganglio cervical superior enviam o sinal a
glandula pineal (MARONDE & STEHLE, 2007; MOORE, 1996; RIBELAYGA, et al.,
2000).

Nesse momento também, a luz gera a liberacdo do neurotransmissor GABA por
parte do SNC e da hipdfise por parte dos neurdnios, levando a uma adaptacdo da expressao
genes do relogio circadiano ao meio ambiente. Assim, o SNC tem uma regulagdo da
sintese de melatonina, através da liberacdo do neurotransmissor GABA e do glutamato,
para entdo inibir a producdo da melatonina na glandula pineal (MARONDE & STEHLE,
2007; FOSTER & HANKINS, 2007; BENARROCH, 2008).
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Por outro lado, na auséncia de luz a producdo de melatonina suprimida, assim o SCN

envia projecdes noradrenérgicas para as terminacGes nervosas simpaticas pos-ganglionares
que inervam a glandula pineal. A noradrenalina atua despolarizando a membrana pré
sinaptica dos pinealdcitos, introduzindo a producdo de melatonina. Dessa forma, o ciclo
claro-escuro gera alteragdes sanguineas de melatonina que em consequéncia proporciona
mudancas circadianas nos valores do horménio para organizar os ritmos circadianos e
sazonais, como 0 sono e ainda regula o nacleo supraquiasmatico, através da interagdo com
0s receptores MT1 e MT2 (MARONDE & STEHLE, 2007; FOSTER & HANKINS, 2007;
BENARROCH, 2008).

Pesquisas estdo sendo realizadas para investigar a desregulacdo do ritmo circadiano do
ponto de vista da saude mental e como tém aumentado gradualmente nos ultimos anos,
especialmente investigacdes envolvendo transtornos de humor, cognicdo e ansiedade.
Além disso, um défice de producdo de melatonina tem sido relacionado com disturbios do
ritmo circadiano do sono, doencgas neurodegenerativas, depressdo, glaucoma, distarbios
dermatoldgicos, psiquiatricos, cardiovasculares, varios tipos de cancer e alguns transtornos
mentais, como o transtorno de ansiedade (PANDI-PERUMAL, et al., 2008).

A ansiedade esta presente durante toda a vida da pessoa e pode ser entendida como
um sentimento normal e natural do organismo do individuo para ele se preparar para uma
situacdo nova e desconhecida. O comportamento estd presente na resposta adaptativa
sendo importante para alertar o organismo para eventos de risco, ou seja, de luta ou fuga
no ambiente. Todavia, a ansiedade passa a ser patologica quando ela atinge elevados
niveis continuos, fazendo com que se torne prejudicial para o ser humano, causando
desconforto e constante estado de alerta. Assim, quando ela alcanga altos graus de
intensidade em momentos inapropriados e quando prolongada, é possivel considerar um
transtorno. Ficando entre os transtornos psiquicos mais frequentes na populagcdo mundial
(SILVA, A.L.P., 2010; CASTILLO, 2000; ETKIN, 2010).

Estudos ja demonstram que a supressdo de melatonina pode interferir no processo de
memoria e ansiedade (TCHEKALAROVA, et al., 2022; HUANG, et al., 2014). Com isso,
uma alternativa para o tratamento do transtorno é garantir a producdo suficiente de
melatonina reduzindo a polui¢do luminosa a noite, preservando um regime regular de sono
para representar um sistema ansiolitico enddégeno. Uma vez que a melatonina pode ser
considerada um tratamento adicional ou alternativo para diferentes condi¢Ges associadas a
ansiedade, visto que ela atua em varios potenciais mecanismos humorais e de sinalizacdo

que participam do desenvolvimento do transtorno (REPROVA, K, et al., 2021).
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Segundo REPROVA, K., et al., (2022), a melatonina também € liberada diretamente no

liquido cefalorraquidiano (LCR), onde a concentracdo desta indolamina € muito maior no
LCR do que no sangue, fazendo com que funcione como um potente agente antioxidante e
antiinflamatério ap6s se difundir no tecido neural, participando potencialmente da
normalizacdo da reacdo ao estresse e da ansidlise. Contudo, ainda néo esta bem esclarecido
como essa diminuicdo de melatonina na juventude poderia influenciar esses
comportamentos na vida adulta. Sendo assim, a hipotese do trabalho é que a supressao de
melatonina na juventude pode ocasionar prejuizos estruturais e funcionais do cérebro,

surgindo doengas mentais como a ansiedade na fase adulta.

2. Objetivos

Geral

e Avaliar o efeito da supressdo da melatonina no comportamento tipo-ansioso de
ratos.
Especificos
e |dentificar o efeito da supressé@o da melatonina no comportamento exploratério de
ratos adultos;
e Avaliar o comportamento tipo-ansioso em ratos adultos submetidos a supresséo de

melatonina na juventude.
3. Metodologia

Aspectos Eticos

Todos o0s procedimentos realizados no presente estudo foram conduzidos
cuidadosamente de acordo com o0s principios éticos estabelecidos pela Sociedade
Brasileira de Ciéncias e Animais de Laboratdrio (SBCAL), pela lei brasileira para o uso de
animais em pesquisas (Lei Arouca, n° 11.794/2008) e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da UFS (CEUA/UFS) sob protocolo de numero N° 3490280722.
Todos os esforgos foram realizados para minimizar o nimero de animais usados e 0 seu
sofrimento.
Animais para Experimentacao

Foram utilizados 23 ratos machos da espécie Rattus novergicus da linhagem Wistar
com 2 meses, pesando entre 250 a 300 gramas, e 4 meses com peso de 400 a 450 gramas,
provenientes do Biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal

de Sergipe. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 h, temperatura (22
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+ 2° C) e livre acesso ao alimento e agua. Foram alojados em nimero de 4 a5 em gaiolas

de tamanho 33 x 40 x 17 cm, com grade aramada em aco inoxidavel, comedouro e encaixe
para 0 bebedouro. Todos os experimentos foram gravados e a apuracdo dos parametros
avaliados sera feita por meio do software Any-Maze.

Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais:
A. Grupo CTR: Os animais que ndo foram submetidos a cirurgia estereotaxica;
B. Grupo SHAM: Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica, mas nao
ocorreu a retirada da glandula pineal;
C. Grupo PIN: Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para retirada da

glandula pineal.

Animais Grupos Testes
' e
o 1 CTR (n=7) Campo Aberto Comportamento
b= —_— 2 —SHAM (n=T) Labirinto em Cruz Elevade ———  tipo ansioso
3 —PIN (n=0) Caixa Claro Escuro

23 Ratos Wistar

Figura 1. Esquema grafico dos grupos comportamentais do experimento. Os animais foram divididos
em 3 grupos: 1 -CTR; 2 SHAM; 3 PIN.

Procedimentos Gerais

E importante ressaltar que antes de qualquer experimento comportamental ou injec&o,
os animais foram submetidos a primeira etapa que foi a manipulacdo que consiste em
sessOes diarias de 5 min de manipulacdo dos ratos pelos pesquisadores envolvidos, em um
periodo de 5 dias antes do inicio dos experimentos. Essa etapa tem finalidade de habituar
0s animais aos experimentadores e reduzir possiveis alteragcbes comportamentais
decorrentes do estresse e da ansiedade causados pelo contato e presenca de pessoas
durante o experimento (SANTOS, et al., 2013). Apds o periodo de manipulacdo, todos o0s
experimentos foram realizados, preferencialmente, no mesmo horario de 8:00 a 12:00 pela
manhd e os animais foram observados alternadamente entre os grupos. Entre as sessdes
comportamentais para diminuir as pistas e rastros de cheiro deixadas pelos animais, 0s
aparatos foram limpos com uma solucdo de etanol a 10% ao término de cada sessdo. Os
parametros comportamentais do teste de campo aberto foram quantificados com o auxilio

do software de rastreamento de animais (Anymaze, Stoelting, USA).
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Delineamento Experimental

Os animais foram inicialmente divididos em trés grupos: grupo PIN, grupo SHAM
e grupo CTR. Sendo o grupo PIN com n= 9 animais, o grupo SHAM com n=7 animais e 0
grupo CTR com n= 7 animais. Na 62 semana de vida dos animais, foi realizada a cirurgia
de pinealectomia, em que o0s animais do grupo PIN foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para retirada da glandula pineal. Os animais do grupo Sham passaram pela
cirurgia estereotaxica, porém ndo ocorreu a retirada da glandula pineal. Os animais do
grupo controle ndo passaram por nenhum procedimento cirargico. Apds a cirurgia, 0s
animais foram devolvidos ao biotério e ficaram em observacdo até completarem 2 e 4
meses de vida. Na 7% semana, quando completaram 2 meses, 0s animais foram
manipulados por 5 dias e na 8% semana eles passaram pelos testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevado. Na 16 e Ultima semana, 0s animais com 4 meses passaram
pelos testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro escuro. Entre 60 e 90

minutos apos cada teste comportamental, os animais foram perfundidos (Figura 2).

®
+

Nascimento

$
O
+
o

| Testes Comportamentais |

Pinealectomia . Campo Aberto

Observagio + Labirinte em Cruz Flevado

Manipulagao

"l" Perfusdo

D Caixa Claro Escuro

Figura 2. llustragdo esquematica do Delineamento Experimental. O experimento teve duracdo de 16
semanas, ou seja, 4 meses. A seta preta indica que os animais ficaram em observacdo durante todo o
experimento. No dia 0 teve o nascimento dos animais. Na 62 semana ocorreu a cirurgia de pinealectomia para

a retirada da glandula. Na 72 semana, quando o0s animais estavam com 2 meses, ocorreu a primeira
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manipulacdo que durou 5 dias. Na 8% semana foram feitos os testes de campo aberto e labirinto em cruz

elevado. Na 16% semana, periodo em que 0s animais ja estavam com 4 meses, foram feitos os testes de

campo aberto, labirinto em cruz elevado, caixa claro escuro e a perfusdo dos animais.

Cirurgia Estereotaxica — Pinealectomia

Os animais foram anestesiados com xilazina 10% (10 mg/kg) e ketamina 10% (100
mg/kg) intraperitonialmente (I.P). Os animais s6 foram submetidos ao procedimento
cirurgico quando ndo estava mais respondendo a estimulos, ou seja, apresentando reflexos
como: tensdo na cauda, movimentagdo de vibrissas e movimentacao de patas.

ApoOs constatacdo do estado anestésico, os animais foram posicionados em decubito
dorsal e seus membros em extensdo. Antes da cirurgia, foi realizada a tricotomia da area
dorsal da cabeca e assepsia com agua, sabdo e soro fisiolégico. Apds a higienizacdo, foi
usado clorexidina na regido. Para o campo cirurgico, o animal foi posicionado em uma
estrutura estereotaxica e uma incisdo longitudinal na linha média foi feita e estendida até a
crista occipital com o bisturi. As suturas sagitais e lambdoide foram feitas por raspagem
do peridsteo. Uma peca retangular da calota craniana foi retirada e a veia sagital superior,
seios transversos e confluens sinuum foram expostos. A dura-mater foi cortada e a
glandula pineal foi exposta abaixo do confluens sinuum e removida com forceps fino. O
procedimento foi concluido reaplicando a calota craniana no local, unindo a pele e
fechando a incisdo. Todo o procedimento foi concluido em 15 minutos (BURGOS,
F.R.N.F., etal., 2016).

A)

Figura 3. Encéfalos de ratos adultos que passaram por cirurgia de pinealectomia e cada um dos encéfalos
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representa um tratamento, sendo o encéfalo (A) o grupo CTR; o encéfalo (B) o grupo SHAM e o (C), o

grupo PIN. Fonte: SANTOS, Tamiris Rodrigues, 2023.

Testes comportamentais
Teste de campo aberto

O teste é empregado para avaliar a atividade exploratéria dos animais, atividade
locomotora e estado de ansiedade em animais experimentais. O campo aberto é um aparato
circular que possui dimensdes de 80 cm de diametro e 60 cm de altura, ndo possui teto e a
parte interna é pintada de preto, para aumentar o contraste e favorecer o reconhecimento
do animal nas gravaces. Os animais foram posicionados no centro do aparato e 0s
parametros observados foram: distancia total percorrida e tempo no centro do aparato com
exploracdo livre por 5 minutos. O aparato foi limpo com solucéo de alcool 10% ap6s cada
sessdo de comportamento. Uma camera digital ficava alojada em cima do aparato para
gravar as sessoes que foram registradas usando um software de rastreamento de animais
(ANY-maze®, Stoelting Co, Wood Dale, IL, EUA) (SOUZA, et al., 2022; SANTOS, et
al., 2013).

Figura 4. Aparato de campo aberto. Fonte: Laboratério de Neurofisiologia (LNFS) e Laboratério de

Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE).
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Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O modelo labirinto em cruz elevado é considerado talvez o teste mais usado para
avaliar o traco de ansiedade nos animais. O aparato consiste em quatro bracos, sendo dois
abertos e dois fechados por paredes laterais, sem cobertura no teto. Os quatro bragos
formam uma cruz e encontram-se elevados 50 cm do solo. Os animais séo colocados em
um dos bracos fechados e observa-se o comportamento por 5- 10 minutos. O teste baseia-
se na tendéncia do animal em explorar o ambiente e evitar ir para o brago menos
desprotegido para eles, que sdo bracos claros e elevados, isto €, 0s bragos abertos e ir para
o lugar mais protegido, os bragos escuros e fechados. O confinamento nos bragos abertos
induz no animal sinais fisioldgicos de estresse, medo e ansiedade, uma vez que ha o
aumento de defecacdo e aumento da frequéncia respiratoria. No teste, foram contabilizados
0s seguintes parametros: tempo nos bragos fechados e tempo nos bragos abertos. Com esse
teste sera possivel avaliar o comportamento tipo-ansioso dos animais (CAMPOS, M.C., et
al., 2013; MORATO, S., 2006).

O labirinto em cruz elevado foi usado pela primeira vez por Handley e Mithani
(1984) e usado para avaliagdo comportamental, fisiologica e farmacoldgica para ratos por
Pellow, Chopin, File e Briley (1985). Neste teste comportamental o nimero de entrada do
animal nos bragos abertos e o tempo gasto sdo utilizados como pardmetros para avaliar o
traco de ansiedade. Assim, quanto maior o traco de ansiedade do rato, menor o tempo
gasto e o numero de entrada nos bracos abertos (HANDLEY, MITHANI, 1984;

PELLOW,

FILE, 1986).
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Figura 5. Aparato do labirinto em Cruz elevado. Fonte: Acervo do Laboratério de Neurofisiologia

(LNFS) e Laboratdrio de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

Caixa Claro Escuro

O modelo animal de teste caixa claro escuro é baseado na aversdo de inata dos
animais a locais com luz forte, o teste é utilizado para avaliagdo do comportamento tipo
ansioso dos animais. O aparato é formado por uma caixa de acrilico 40 x 20 cm. O aparato
é constituido por um lado claro e outro escuro, apresentando uma abertura entre os dois
compartimentos, no qual permite a passagem do animal de um lado para o outro. Para
realizacdo do teste, utiliza-se uma luz branca que incide sobre a parte clara da caixa. A
luminosidade é controlada pelo luximetro, com o valor em torno de 500-600 luxs. Os
animais tendem a explorar e se esquivar de ambientes que ndo séo familiares. O ambiente
novo e a iluminagcdo constituem o estimulo aversivo para 0 comportamento do animal.
Ambientes altamente iluminados representam uma ameaca natural aos roedores, pois estes
apresentam habitos noturno, possuindo a tendéncia de explorar mais o lado escuro do
aparato. Em ratos, esse modelo gera um conflito inerente entre o impulso exploratério e a
evitacdo para permanecer no compartimento luminoso. Animais tratados com ansioliticos
tendem a passar mais tempo no compartimento claro, quando comparado a animais
controles que ndo foram tratados. O animal € entdo posicionado no lado claro de frente
para o lado escuro e é avaliado a laténcia para ele ir para o outro lado. E avaliado também
0 tempo que o animal fica no lado claro e a frequéncia de cruzamento entre os dois lados.
O teste tem duracdo de 5 minutos, para avaliacdo dos pardmetros utiliza-se uma camera
acoplada ao aparato e o rastreio do animal é feito através do ANYMAZE. Ao término dos
5 minutos o aparato é limpo com alcool 10% para que ndo fique pistas de cheiro para o
proximo animal (BOURIN, HASCOET, 2003; CAMPOS, A.C.; FOGACA, M.V,
AGUIAR, D.C.; GUIMARAES, F.S., 2013).
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Figura 6. Aparato da caixa claro escuro. Fonte: Acervo do Laboratorio de Neurofisiologia (LNFS) e

Laboratério de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

Perfusdo dos animais e Descarte do material bioldgico

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina via intramuscular (I.M.) nas
doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. Com o animal completamente
anestesiado com sobredose de anestésico e imobilizado, foi realizado um acesso a
cavidade tordcica, intracardialmente, seccionando a pele e partes moles, expondo a
cavidade abdominal e fazendo-se a incisdo do musculo diafragma para que o coracao fique
exposto. Posteriormente, foi inserida uma agulha no &pice do ventriculo esquerdo,
posicionando a agulha na direcdo da aorta. Depois foi realizada uma pequena incisdo no
atrio direito. Um volume de 350 ml de solucéo salina 0,9% em tampéo fosfato 0,1 M, pH
7,4 heparinizado 0,2% foi injetado com auxilio de uma bomba peristaltica para lavagem
dos vasos por 5 minutos.

Apos esta etapa, foram injetados 350 ml de uma solugdo de paraformaldeido a 4% em
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 por 10 minutos. Apos a perfusdo, os cérebros foram
removidos atraves de craniotomia e mergulhados em uma solucdo de paraformaldeido a
4% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4°C por 24 horas. Depois deste periodo, 0s
cerebros foram crioprotegidos por 48 horas em sacarose 30%, tambem a 4°C. Apés a
perfusdo dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e

armazenadas no freezer de coleta de material bioldgico situado no biotério do
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Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior recolhimento durante a coleta de lixo

especializada. Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e

levados até o hospital universitario para descarte junto ao material do hospital.

Anélises Estatisticas

Os testes estatisticos utilizados foram bastante variados, pois o presente estudo buscou
a obtencdo de diferentes parametros a serem analisados. Inicialmente os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foram utilizadas analises de
variancia (ANOVA) de uma ou mais vias. Para os testes de campo aberto e caixa claro
escuro foram utilizados ANOVA de uma via e para o teste de labirinto em cruz elevado,
foi usado ANOVA de duas vias. As analises foram seguidas pelo pés-teste de Fisher
(LSD). Foram consideradas estatisticamente significativas, diferengas quando P < 0,05 e
0s dados sdo expressos em Média + Erro padrdo da média (x E. P. M.). O programa usado
para a realizacdo dos testes estatisticos foi o GraphPad Prism versdo 9.0 (Graph Pad
Prism Software Inc., San Diego, CA, USA).

4. Resultados e discussoes
Campo Aberto

Observou-se por meio da ANOVA de uma via para 0s animais com dois meses,
diferenga dos grupos [F (2,32) = 7; P=0.0024] seguido do pos-teste de Fisher (LSD). No
tempo no centro, observa-se diferenca significativa entre os grupos CTR e PIN (P=
0.0007); SHAM e PIN (P=0.0149). O grupo pin passou mais tempo no centro em relagédo
aos seus controles e o grupo pin passou menos tempo no centro quando comparados com
0s seus controles. Na distancia total percorrida, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (Figura 7).

Por meio de ANOVA de uma via para 0s animais com quatro meses, diferenca dos
grupos [F (2,32) = 5; P=0.012] seguido do pds-teste de Fisher (LSD). No tempo no centro,
observa-se diferenca significativa entre os grupos CTR e PIN (0.0039); SHAM e PIN (P=
0.0491). O grupo pin passou mais tempo no centro em relacdo aos seus controles e 0 grupo
pin passou menos tempo no centro quando comparados com o0s seus controles. Na
distancia total percorrida, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 7).

Analisando através da ANOVA de uma via para 0s animais com dois meses, com
tratamento [F (2,20) = 5; P=1.899] seguido do pos-teste de Fisher (LSD). No numero de

rearing, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 7).



()

SERVICO ICO FEDERAL
UNIVERSIDAD ERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

A)
30- -é- 25_
=~ T
z | L S s
2 =
£ 201 ;
°’ # o 15-
. :
o % 10-
g- 10 =
o ©
- ‘5 5=
o
0 I a 0 1
CTR SHAM PIN CTR SHAM PIN
30
> T
= 20—
@©
3]
(14
3
o 10-
pd
0 I

CTR SHAM PIN



()

SERVICO ICO FEDERAL
UNIVERSIDAD ERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
B)

£ 201 25—

(3]

T T ? 20

£ 154 i:— 20 T

8 L g

) c 154
Q

2 10- o 1

3 E

S S 10+ 4
o

.g B =

< - 57

)

= 0 1 1 0

CTR SHAM PIN 1

CTR SHAM PIN

Figura 7. Teste Campo Aberto. A) Com dois meses foi observado uma diferenca significativa do grupo
PIN em relacdo ao grupo SHAM e o CTR em relagdo ao tempo no centro. Os valores foram expressos como
média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado PIN x SHAM; #p < 0,05 quando comparado PIN x CTL. Néo
teve diferenga significativa no pardmetro de distancia percorrida. Observa-se que ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao ndmero de rearing. B) Com quatro meses, foi observado uma diferenca
significativa do grupo PIN em rela¢do ao grupo SHAM e o CTR. Os valores foram expressos como média +
E. P. M. *p < 0,05 quando comparado PIN x SHAM; #p < 0,05 quando comparado PIN x CTL. Néo teve
diferenca significativa no pardmetro de distancia percorrida. A ANOVA de uma via com medidas repetidas
seguida pelo pds-teste de Fisher (LSD). CTR = controle; SHAM = sham; PIN = pineal.

Labirinto em Cruz Elevado
Observou-se através da ANOVA de duas vias para 0s animais com dois meses o efeito
de interacdo entre 0s grupos experimentais [F (2,40) = 10.74; P=0.0002] e diferenca dos
grupos F (1,40)= 101.5; P<0.0001] seguido do pds-teste de Fisher (LSD), observa-se
diferenca significativa entre o CTR braco aberto e PIN braco aberto (P= 0.0276); SHAM
braco aberto e PIN braco aberto (P= 0.0009); CTR brago fechado e PIN brago fechado (P=
0.0127); SHAM braco fechado e PIN bracgo fechado (P= 0.0170). O grupo pin passou mais
tempo nos bragos fechados em relacdo aos seus controles e 0 grupo pin passou menos
tempo nos bragos abertos quando comparados com 0s Seus controles.
Por meio da ANOVA de duas vias para 0s animais com quatro meses o efeito de

interacdo entre 0s grupos experimentais [F (2,40)=16.61; P<0.0001] e diferenca dos
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grupos [F (1,40)=50.80; P<0.0001] no pés-teste de Fisher (LSD), revelou diferenca entre o

CTR brago aberto e PIN braco aberto (P 0.0057); SHAM braco aberto e PIN braco aberto
(P=0.0016); CTR braco fechado e PIN braco fechado (P= 0.0012); SHAM braco fechado
e PIN braco fechado (P= 0.0003). O grupo pin passou mais tempo nos bragos fechados em
relagdo aos seus controles e 0 grupo pin passou menos tempo nos bragos abertos quando

comparados com os seus controles (Figura 8).
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Figura 8. No teste de labirinto em cruz elevado, com dois meses foi observado uma diferenga significativa
do grupo PIN em relacdo ao grupo SHAM e o CTR. Os valores foram expressos como média + E. P. M. *p <
0,05 quando comparado PIN x SHAM; #p < 0,05 quando comparado PIN x CTR. Com quatro meses, foi
observado uma diferenga significativa do grupo PIN em relag¢do ao grupo SHAM e o CTR. Os valores foram
expressos como média + E. P. M. *p < 0,05 quando comparado PIN x SHAM; #p < 0,05 quando comparado
PIN x CTR. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Fisher’s LSD. CTR =
controle; SHAM = sham; PIN = pineal.

5.3 Caixa Claro Escuro

Observou-se através da ANOVA de uma via para 0s animais de quatro meses a
diferenca dos grupos [F (2,20) = 4.709; P=0.0211]. O pdés-teste de Fisher (LSD), revelou
diferenca significativa entre o grupo CTRe PIN (P =0.0117) e PIN e SHAM (P= 0.0266)
(Figura 9).
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Figura 9. No teste caixa claro escuro, com quatro meses, foi observado uma diferenca significativa do
grupo PIN em relaco ao grupo CTR e SHAM. Os valores foram expressos como média + E. P. M. #p < 0,05
quando comparado PIN x CTR e *p < 0,05 quando comparado PIN x SHAM. A ANOVA de uma via com
medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Fisher (LSD). CTR = controle; SHAM = sham; PIN = pineal.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia no comportamento tipo-
ansioso de ratos adultos induzidos pela supressdo de melatonina na juventude. Desse
modo, existem varios testes descritos na literatura para medir esses comportamentos em
roedores de laboratério (LISTER, 1990) que foram validados com base na semelhanca
relativa das respostas comportamentais, fisiologicas e farmacoldgicas frente a situacfes
ameacadoras em roedores e seres humanos (PELLOW, et al., 1985; LISTER, 1990). Neste
trabalho, foi possivel observar o comportamento tipo-ansioso nos animais quando
submetidos a trés testes comportamentais (Labirinto em cruz elevado; Campo aberto e
Caixa claro-escuro).

O teste labirinto em cruz elevado (LCE), é um instrumento confiavel e valioso utilizado
primeiramente para avaliar o efeito de drogas ansioliticas e ansiogénicas em roedores, a
compreensdo das bases bioldgicas relacionadas a aprendizagem e memoria, dor,
hormonios, a varios subtipos de transtorno de ansiedade investigando aspectos
comportamentais, fisiologicos e farmacoldgicos (HALLER & ALICKLI, 2012;
CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; PELLOW, et al., 1986).

No teste de labirinto em cruz elevado no parametro de tempo de permanéncia nos
bragos, observou-se que ap0Os a cirurgia, com dois meses, 0s animais do grupo pineal

passam menos tempo no brago aberto quando comprados com o grupo controle e sham.
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Além disso, pode-se avaliar que os animais passam mais tempo no brago fechado quando

comparados com o seu controle e sham.

Esses dados demonstram uma alteracdo no comportamento tipo-ansioso de ratos na
juventude e a ansiedade continua na fase adulta quando os animais ja estdo com quatro
meses, uma vez que os animais do grupo pineal passam menos tempo no brago aberto
quando comprados com o grupo controle e sham e os animais do grupo pineal passam
mais tempo no braco fechado quando comparados com o seu controle e sham.

Dessa forma, esses resultados estédo de acordo com os dados vistos na literatura onde
apontam que 0s animais com comportamento tipo-ansioso tendem a ficar mais no braco
fechado que para eles é protegido, do que explorar o braco aberto que para eles é
desprotegido. Esses resultados sdo similares aos obtidos em outros estudos (WALL &
MEISSER, 2001) segundo os autores, 0s animais permanecem mais no brago fechado pois
esta relacionado a uma resposta defensiva entre o conflito de exploragdo em relagéo ao brago
aberto.

No trabalho de (PELLOW, et al., 1985) eles demonstraram que ao explorar
espontaneamente o aparato de labirinto em cruz elevado na auséncia de um reforco
explicito, os ratos entravam menos e permaneciam por menos tempo nos bracos abertos,
quando comparado aos bragos fechados, indicando o carater aversivo dos bragos abertos
no aparato. O teste no LCE é considerado um modelo animal incondicionado, por envolver
a exploracdo espontanea do ambiente e por envolver situacdes etologicamente aversivas ao
animal. Entretanto, alguns comportamentos aprendidos ocorrem e influenciam o
desempenho durante o teste, gerando um aumento gradual do comportamento de evitar o
compartimento aversivo (bragos abertos) e a decisdo de permanecer no local mais seguro
(bracos fechados). Assim, é possivel dizer que o LCE envolve a combinacdo de
mecanismos aversivos condicionados, inatos, proximais e distais, de tal forma que sinais
detectados a distancia atuam como estimulo aversivo, mantendo o animal distante dos
bracos abertos (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

Em relagdo ao teste de campo aberto, foi utilizado pela primeira vez por Calvin Hall,
quando ele criou o teste com o objetivo de avaliar o comportamento exploratério dos
animais (AUGUSTSSON, et al., 2004). Dessa maneira, pode-se afirmar que os resultados
do teste de campo aberto nesse trabalho corroboram com os estudos realizados na
literatura, uma vez que € observado o comportamento tipo-ansioso dos animais com dois
meses, pois 0s animais do grupo pineal passam mais tempo na periferia e menos tempo no

centro quando comprados com o grupo controle e sham que ficam menos tempo na
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periferia e mais tempo no centro. Com quatro meses € reforcado novamente o

comportamento tipo-ansioso, demonstrado que os animais do grupo pineal passam mais
tempo na periferia e menos tempo no centro quando comparados com 0 grupo controle e
sham que ficam menos tempo na periferia e mais tempo no centro.

Assim, os roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho, normalmente
ambulando em contato com as paredes, ou seja, apresentam tigmotaxia (PRUT, et al.,
2003). Em relacdo a distancia total percorrida, é visto que ndo tem diferenca significativa
entre 0s grupos, mas esses dados mostram que 0s animais apos a cirurgia de pinealectomia
ndo tiveram comprometimento na atividade locomotora. Além disso, observa-se que ndo
teve diferenca significativa no nimero de rearing para 0s animais com dois meses, esse
resultado mostra que a cirurgia de pinealectomia ndo afetou o comportamento exploratorio
nem a atividade locomotora, esses dados corroboram os achados da literatura
(TCHEKALAROVA, et al., 2016).

De acordo com os trabalhos (LISTER, 1990; CHOLERIS, et al., 2001) tem sido
proposto 0 emprego do teste para verificar comportamento tipo-ansioso, considerando-se
que um aumento na ambulacdo do animal e maior permanéncia dele na regido central
seriam indicativos de uma reducdo da ansiedade, uma vez que o teste de campo aberto,
tornou-se usado em trabalhos que avaliem o comportamento exploratério e o
comportamento tipo-ansioso, considerando-se que um aumento na ambulacdo do animal
indica reducéo de fatores estressantes (CHOLERIS, et al., 2001; LISTER, 1990).

Referente ao teste caixa claro escuro, € um dos testes mais utilizados para avaliar o
comportamento tipo-ansioso dos animais. Para CRAWLEY E GOODWIN (1980), o teste
se baseia na aversdo natural dos ratos para areas iluminadas brilhantemente e em seu
comportamento espontaneo exploratério em ambientes novos. Assim, os resultados da
literatura estdo de acordo com os dados obtidos com o teste, uma vez que 0s animais do
grupo pineal demoram mais para iniciar o tempo de laténcia no lado claro para o escuro
quando comparados com 0s animais sham e controle passaram que demoram menos tempo

para iniciar o movimento de laténcia do lado claro para o escuro.

5. Conclusoes
No presente estudo, foi observado que a retirada da glandula pineal causou aumento do
comportamento tipo ansioso em ratos Wistar, sem prejudicar o0 comportamento

exploratorio dos animais.
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6. Perspectivas

Para as perspectivas futuras do trabalho, pretende-se realizar analises neuroquimicas,
por meio de imuno-histoquimica, para posteriormente observar as alterag@es plasticas com

a supressdo do hormonio.
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