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RESUMO

Efeito do enriquecimento ambiental e da lesdo do cortex pré-frontal medial nos niveis de
ansiedade-traco e -estado. Tiago Costa Goes, Aracaju — SE, 2016. No estudo da ansiedade ha
dois conceitos distintos: a ansiedade-estado e a ansiedade-traco. A primeira € uma emocao
que o individuo experimenta quando confrontado com um estimulo ameacador e, a segunda, é
um traco de personalidade relativamente estavel ao longo do tempo e fator predisponente para
0s transtornos ansiosos. Apesar da relativa estabilidade, em animais, a ansiedade-trago parece
ser sensivel a influéncia de um enriquecimento ambiental, quando este é estabelecido apds o
desmame. Entretanto, ndo se sabe se esta influéncia também ocorre quando o enriquecimento
é estabelecido na idade adulta. Também é desconhecido o substrato neural do perfil ansioso,
mas evidéncias cientificas apontam para um possivel envolvimento do cortex pré-frontal
medial (CPFM). Assim sendo, os objetivos do presente estudo foram: 1) avaliar o efeito do
enriquecimento ambiental nos niveis de ansiedade-traco e ansiedade-estado de ratos adultos
(Experimento 1); e 2) avaliar o efeito da lesdio do CPFM nos niveis de ansiedade-traco e
ansiedade-estado de ratos adultos (Experimento I1). Como, por definicdo, a ansiedade-trago
modula a ansiedade-estado, esta também foi avaliada. No Experimento I, 70 ratos Wistar
adultos foram primeiramente avaliados no paradigma da exploragdo livre (PEL — modelo
animal de ansiedade-traco) para serem categorizados de acordo com seus niveis de ansiedade-
traco (alto, médio e baixo). Subsequentemente, metade do nimero de animais de cada
categoria retornou para sua gaiola (grupo condicdo padrdo) e a outra metade foi exposta a um
ambiente enriquecido (grupo condicdo enriquecida). Apds trés semanas, todos 0s animais
foram novamente avaliados no PEL. Sete a dez dias ap0s esta avalia¢do, 50 dos 70 animais
foram avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE — modelo animal de ansiedade-estado). Os
dados obtidos no PEL foram analisados por meio de analise de variancia e teste a posteriori
de Tukey, e os do LCE por teste t de Student. Os resultados mostraram que o ambiente
enriquecido reduziu a atividade locomotora no PEL, independentemente da categoria de
ansiedade e, diminuiu os niveis de ansiedade-trago dos animais com alto traco ansioso. Ja no
LCE, nenhum efeito do enriquecimento ambiental foi observado nos niveis de ansiedade-
estado. No Experimento Il, 66 ratos Wistar adultos foram primeiramente avaliados no PEL
para serem categorizados de acordo com seus niveis de ansiedade-traco. Trés a seis dias ap0s
esta exposi¢cdo, todos 0s animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica. Metade do
numero de animais de cada categoria de ansiedade foi alocada para o grupo lesdo do CPFM e
a outra metade constituiu o grupo falsa lesdo (grupo controle). Sete a nove dias apds a
cirurgia, todos os animais foram novamente testados no PEL. E, oito a dez dias ap0s esta
avaliacdo, foram testados na placa perfurada (PP — modelo animal de ansiedade-estado). Os
dados obtidos tanto no PEL quanto na PP foram analisados por meio de anéalise de variancia e
teste a posteriori de Tukey. Os resultados mostraram que a lesdo do CPFM,
independentemente da categoria de ansiedade, aumentou a atividade locomotora na segunda
exposicdo ao PEL em comparagdo com a primeira exposi¢cdo e, diminuiu 0s niveis de
ansiedade-traco de ratos com alto trago ansioso. Ja na PP, a lesdo do CPFM reduziu os niveis
de ansiedade-estado dos animais de todas as categorias de ansiedade. Assim sendo, o presente
estudo mostrou que o enriquecimento ambiental, estabelecido na idade adulta, foi capaz de
diminuir os niveis de ansiedade-traco sem afetar os niveis de ansiedade-estado, ao passo que,
a lesdo do CPFM diminuiu tanto os niveis de ansiedade-traco quanto de ansiedade-estado de
ratos Wistar adultos.

Palavras-chave: acido quinolinico, labirinto em cruz elevado, paradigma da exploracao livre,
placa perfurada.



ABSTRACT

Effect of environmental enrichment and lesion of the medial prefrontal cortex in the trait and
state anxiety levels. Tiago Costa Goes, Aracaju — SE, 2016. In the study of anxiety, there are
two distinct concepts: state and trait anxiety. State anxiety is the anxiety a subject experiences
at a particular moment in time, it is transitory and may be affected by external stimuli;
whereas trait anxiety is considered an enduring feature of an individual, it is relatively stable
over time and a predisposing factor for anxiety disorders. Despite its relative stability, in
animals, trait anxiety seems to be sensitive to the influence of environmental enrichment
established after weaning. Whether this influence also occurs when the enrichment is
established in adulthood is still unknown. The brain structures implicated in trait anxiety are
also unknown, but scientific evidences point to the medial prefrontal cortex (mPFC) Thus, the
aims of this study were: 1) evaluate the effect of environmental enrichment in the levels of
trait anxiety and state anxiety of adult rats (Experiment I); and 2) evaluate the effect of lesion
of the mPFC in the levels of trait anxiety and state anxiety of adult rats (Experiment 1l). As,
by definition, trait anxiety modulates state anxiety, this was also evaluated. In Experiment I,
seventy adult Wistar male rats were first tested in the free-exploratory paradigm (FEP —
animal model of trait anxiety) in order to be categorized according to their levels of trait
anxiety (high, medium and low). Subsequently, half of the animals from each category
returned to their home cages (standard condition) and the other half was transferred to an
enriched environment (enriched condition). After three weeks, all animals were again tested
in FEP. Seven to 10 days later, 50 of the 70 animals were tested on the elevated plus-maze
test (EPM — animal model of state anxiety). The data from FEP were analyzed using ANOVA
and Tukey's post hoc test, while the data from EPM were analyzed using Student’s t test. In
FEP, environmental enrichment reduced locomotor activity independently of the anxiety
category and, it decreased the levels of trait anxiety of highly anxious rats. In EPM, no effect
of environmental enrichment was observed in the levels of state anxiety. In Experiment I, 66
adult Wistar male rats were first tested in FEP and categorized according to their levels of
trait anxiety. Three to six days after this exposure, all animals were submitted to stereotaxic
brain surgery. Half of the animals from each anxiety category was allocated to the mPFC-
lesioned group and the other half to the Sham-lesioned group. After seven to nine days, all
animals were again tested in FEP. Eight to 10 days later, the animals were tested in the hole
board test (HB — animal model of state anxiety). The data from both FEP and HB were
analyzed using ANOVA and Tukey's post hoc test. In FEP, the mPFC lesion, independently
of the anxiety category, increased locomotor activity in the second exposition to FEP in
relation to first exposition to FEP and it decreased levels of trait anxiety of highly anxious
rats. In HB, the mPFC lesion reduced the state anxiety of the animals of all anxiety categories.
Thus, this study showed that the environmental enrichment, established in adulthood, was
able to was able to decrease the trait anxiety levels without affecting the levels of state
anxiety, whereas the lesion of the CPFM decreased both levels trait anxiety and state anxiety
of adult Wistar rats.

Keywords: elevated plus-maze, free-exploratory paradigm, hole board test, quinolic acid.
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A ansiedade pode ser definida como uma resposta organica de apreensao e aumento da
vigilancia que ocorre em situacGes em que a fonte do perigo é incerta, desconhecida. No
entanto, esta resposta pode persistir além da utilidade e se tornar patoldgica (STEIMER,
2011). Neste caso, a ansiedade é considerada um transtorno psiquiatrico e, como tal, se
apresenta como o transtorno mais prevalente na populacdo geral (KESSLER et al., 2005;
KESSLER et al., 2012; VIANA; ANDRADE; 2012). Além disso, os transtornos de ansiedade
sdo considerados como o terceiro transtorno mental mais caro da Europa, acarretando um
impacto econdmico de bilhGes de euros (OLESEN et al., 2012). Estes fatos tém justificado

um crescente nimero de estudos com o objetivo de melhor compreender essa emocao.

O estudo da ansiedade deve distinguir, conceitualmente e operacionalmente, a
ansiedade como um estado transitério e como um traco de personalidade relativamente
estdvel. Assim sendo, define-se como ansiedade-estado uma emoc¢do que um individuo
experimenta quando confrontado com um estimulo ameagador e, como ansiedade-trago uma

disposicao pessoal a ver o mundo como mais perigoso (SPIELBERGER et al., 1972).

Embora a ansiedade-traco seja um traco de personalidade relativamente estavel ao
longo do tempo (SPIELBERGER et al., 1972), ela parece sofrer influéncias do ambiente.
Chapillon e colaboradores (1999) mostraram que o enriquecimento ambiental, estabelecido
desde o desmame, € capaz de produzir camundongos adultos com menor trago ansioso que

aqueles criados em ambiente padrédo de laboratdrio.

A defini¢do de enriquecimento ambiental seria “um aumento das possibilidades de
estimulagdo e interacdo fisica e social no ambiente” (WILL et al., 2004). No caso de animais
de laboratério, o enriquecimento ambiental refere-se as condicGes de alojamento, consistindo
de gaiolas ou camaras de exploracdo que permitam uma maior estimulacdo sensorial,
cognitiva e locomotora em comparacdo com as gaiolas padrdo (NITHIANANTHARAJAH &
HANNAN, 2006).

Assim, sabe-se que animais que crescem num ambiente de maior estimulacéo fisica e
social apresentam um perfil menos ansioso. No entanto, ainda resta saber se este mesmo
ambiente, dito enriquecido, seria capaz de modificar a ansiedade-traco de animais ja adultos,
ja que é sabido que o cérebro é dotado de plasticidade, ou seja, de uma capacidade de
promover mudancas em suas estruturas e funcdes (MAINARDI et al., 2010; HIRASE;
SHINOHARA, 2014; SCHAEFERS, 2015).
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Vaérios estudos tém demonstrado que estimulagBes ambientais eliciam no cérebro
respostas plasticas, como melhora na memoria e na aprendizagem (HULLINGER et al.,
2015); aumento da neurogénese no hipocampo (GREGOIRE et al., 2014; HAMILTON et al.,
2014; TAKAHASHI et al., 2014 ) e diminuicdo dos niveis de ansiedade (AHMADALIPOUR
et al., 2015). Dessa forma, uma questdo interessante a ser levantada neste ponto seria se 0
traco ansioso de animais criados em gaiolas padrdo, desde o nascimento, poderia ser
influenciado por um meio enriquecido estabelecido na idade adulta. Neste caso, o ambiente
enriquecido estaria promovendo alteracdes plasticas em estruturas encefalicas relacionadas
com o trago ansioso. Contudo, estas estruturas ainda ndo sdo conhecidas, pois ha poucos
estudos na literatura investigando o substrato neural da ansiedade-trago.

Dentre as regifes encefalicas investigadas, a que parece estar envolvida com a
ansiedade-traco é o cortex pré-frontal medial (CPFM). Estudos de imagem em humanos tém
mostrado que o CPFM apresenta uma correlacdo volumétrica inversa com a ansiedade-traco,
de modo que individuos com alto trago ansioso apresentam uma menor espessura do CPFM e,
individuos com baixo traco ansioso uma maior espessura (SPAMPINATO et al., 2009;
GORKA et al., 2014). Além disso, foi observado, em estudos de imagem em animais de
experimentacdo, que individuos com alto trago ansioso apresentam uma maior atividade do
CPFM em comparagdo aos individuos de média ansiedade-traco (PRINSSEN et al., 2012).
Né&o obstante, estudos de lesdo excitotoxica em animais de laboratério constataram que ratos
com lesdo do CPFM apresentavam menores niveis de ansiedade-estado em comparacdo aos
ratos do grupo controle (LACROIX et al., 2000; SHAH; TREIT, 2003). E possivel que esta
reducdo na ansiedade-estado esteja relacionada a uma diminui¢do nos niveis de ansiedade-

traco, ja que, por definicdo, ansiedade-traco modula a ansiedade-estado.

Seria, assim, 0 CPFM parte do substrato neural da ansiedade-traco? Estudos de lesé&o,
que tém por finalidade investigar funcdes cerebrais, por meio da destruicdo de uma regido do
encéfalo e avaliacdo subsequente do comportamento do animal, poderiam responder a esta
questdo (CARLSON, 2013).

Levando tudo isso em consideracgdo, seria de grande interesse, tanto cientifico quanto
clinico, a avaliacdo da influéncia do ambiente no traco ansioso, bem como a investigacdo do
substrato neural deste traco de personalidade, ja que a ansiedade-traco é considerada um fator

predisponente para o desenvolvimento de transtornos ansiosos (STEIMER, 2011).
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Aqui, cabe destacar que, considerando-se que a ansiedade-traco modula a ansiedade-
estado, seria interessante também avaliar os efeitos das intervengdes supracitadas nos niveis

de ansiedade-estado.
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2.1 ANSIEDADE

A ansiedade, apesar de ser amplamente difundida na literatura psicologica, €
considerada um termo confuso, pois hd pouca concordancia entre as diferentes definicGes
apresentadas por varios estudiosos (PESSOTI, 1978), chegando mesmo a ser considerada
como indefinivel (LADER, 1972). Mesmo sem uma definicdo exata, ela pode ser facilmente
notada. No homem, ela é percebida como uma emocéo caracterizada por um alerta tenso e
fisicamente exaustivo, focalizado em um perigo ou emergéncia iminente e inevitavel, ainda
que ndo objetivamente aparente, com uma incerteza dolorosa sobre a possibilidade de se
resolver a situacdo. Sendo esta emocdo também acompanhada por uma ativagdo do sistema
nervoso autdnomo (MARTIN, 1998).

A palavra ansiedade provem do termo grego Anshein, que significa “estrangular,
sufocar, oprimir”. Ja angustia, seu termo correlato, origina-se do latim, sendo que angor
significa opressao ou falta de ar. Alguns autores fazem distin¢do entre ansiedade e angustia,
porém ndo ha consenso. Tais termos remetem, metaforicamente, a experiéncia subjetiva
caracteristica da ansiedade (GRAEFF, 1997).

Tradicionalmente, as manifestacfes de ansiedade sdo divididas em dois tipos
(EDELMANN, 1992): 1) Manifestacbes subjetivas ou psiquicas; e 2) ManifestacOes

objetivas, que sdo passiveis de observacao direta.

As manifestacGes subjetivas ou psiquicas envolvem sensacdes de estrangulamento,
preocupacOes excessivas, dificuldades de concentracdo e insdnia. J& as manifestacbes
objetivas, também denominadas de respostas fisioldgicas ou respostas de estresse’, envolvem
alteracdes do sistema nervoso autbnomo e endécrino. As alteragdes autondmicas produzem
aumento da frequéncia cardiaca, da pressao arterial e da frequéncia respiratéria, sudorese,
urgéncia de miccdo ou defecacdo. Ao passo que, as alteragdes hormonais envolvem a
mobilizagcdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) com aumento dos niveis do
horménio adrenocorticotrofico na corrente sanguinea, resultando no aumento da liberacéo de
corticoides adrenais (GRAEFF et al., 1997; GRAEFF; ZANGROSSI, 2010).

A ansiedade parece estar intimamente relacionada ao medo, uma resposta emocional

béasica frente a um estimulo ameacador, cuja circuitaria neural esta envolvida em alguns tipos

1 O termo estresse, introduzido pela primeira vez em 1914 pelo fisiologista Walter Cannon, refere-se as reagdes
fisioldgicas causadas pela percepgao de situagdes aversivas ou ameagadoras (CARLSON, 2013).
6
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de ansiedade (LeDOUX, 1998). Apesar de relacionados, ansiedade e medo sdo estados
emocionais distintos. Enquanto o medo é uma resposta a uma ameaga externa, conhecida,
definida, a ansiedade, em contraste, € um estado de humor voltado para o futuro, cujas causas
sdo dificeis de especificar, sendo muitas vezes provocada por ameacas menos especificas e
menos previsiveis ou por razdes que sdo fisicamente ou psicologicamente mais distantes e
potenciais, associadas com excitacao e vigilancia (BRANDAO, 2008; DAVIS et al., 2010).

A ansiedade, assim como o medo, apresenta importante valor adaptativo e evolutivo,
uma vez que leva o individuo a evitar danos fisicos ao organismo ou possiveis prejuizos
psicolégicos. Desta forma, ela estimula o organismo a adotar as medidas necessarias para
impedir uma ameaga ou, no minimo, reduzir as suas consequéncias. Além disto, uma certa
dose de ansiedade parece ser necessaria para um bom desempenho em tarefas cognitivas
(BRANDAO, 2008; GRAEFF, 2005). Assim, a ansiedade é uma emoc&o normal sob
circunstancias de ameaca e acredita-se ser parte de uma reacao evolucionaria de sobrevivéncia
de “luta-ou-fuga”. Ao passo que pode ser normal ou ainda adaptativo estar ansioso diante de
situacGes de ameaca a sobrevivéncia ou diante dos estressores da vida moderna, ha muitas
circunstancias nas quais a presenca da ansiedade é mal-adaptativa e se constitui num
transtorno psiquiatrico (STAHL, 2013).

2.1.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

O transtorno mental no qual a ansiedade é a principal manifestacdo sintomatolégica é
denominado como transtorno de ansiedade e, estd presente em 28,8% da populacdo geral
(KESSLER et al., 2005). Em todas as formas deste transtorno, quatro componentes
sintométicos estdo presentes, a saber: 1) manifestacBes cognitivas; 2) manifestacGes
somaticas; 3) manifestagbes comportamentais; e, 4) manifestacbes emocionais. As
manifestacbes cognitivas envolvem pensamentos de apreensdo por algum desfecho
desfavoravel, relacionados com eventos do cotidiano do individuo, sensacdo subjetiva de
tensdo, irritabilidade, nervosismo, mal-estar indefinido, etc. As manifestacbes somaticas
englobam sintomas fisicos ou somaticos relacionados a hiperativacdo do sistema nervoso
autbnomo e do eixo HPA e a tensdo muscular. As manifestacbes comportamentais séo
expressas por meio de sobressaltos, insbnia, inquietacdo e esquiva fobica ou rituais
compulsivos. J& as manifestagdes emocionais englobam vivéncias subjetivas de desconforto e
de desprazer (BERNIK, 1999; BRAGA et al., 2010).
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Os transtornos de ansiedade s6 comecaram a ser considerados entidade clinica no final
do século XIX, quando o psiquiatra norte-americano G. M. Beard denominou o termo
neurastenia para descrever pacientes com graus menores de ansiedade e transtornos
depressivos leves. O termo neurastenia foi separado de “neurose de ansiedade” somente
alguns anos depois, pelo neurologista Sigmund Freud, em sua Ultima classificagdo. Nesta,
Freud também distinguiu ansiedade crénica de ataques de ansiedade; e, foi com ele que o
estudo da ansiedade adquiriu uma grande proeminéncia na Psiquiatria (FIGUEIREDO, 2004;
GRAEFF, 1997).

O desenvolvimento do primeiro sistema de classificagcdo dos transtornos mentais, que
levava em conta a origem organica das doencas psiquiatricas, data do inicio do século XX e é
atribuido ao psiquiatra alemao Emil Kraepelin, que buscou identificar padrdes de sintomas
que permitissem a construgdo de diagndsticos sindrémicos (ARAUJO; NETO, 2013). Na
mesma época, uma nomenclatura psiquiatrica foi desenvolvida pelo Exército norte-americano
(e modificada pela Associagdo dos Veteranos) para aplicacdo nos ambulatérios que prestavam
atendimentos a combatentes e veteranos da Segunda Guerra Mundial. Esta nomenclatura
resultou numa secdo dedicada aos transtornos mentais na Classificacdo Internacional de
Doencas em sua sexta edicdo (CID-6), publicada pela Organizacdo Mundial de Saide em
1948 (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002; ARAUJO; NETO, 2013).

Apesar do mérito de ser uma classificacdo internacional, a CID-6 ndo contemplava
alguns quadros importantes como sindromes cerebrais crénicas, varios transtornos de
personalidade e reacdes situacionais transitorias, fato que restringiu sua aceitacdo nos Estados
Unidos e motivou o uso de classificacbes alternativas neste pais. Assim, em 1952 a
Associacdo Americana de Psiquiatria publicou o Manual Diagnostico e Estatistico dos
Transtornos Mentais, conhecido como DSM, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (FIGUEIREDO, 2004).

Em virtude da complexidade dos transtornos mentais e os de ansiedade, em particular,
a CID e o DSM tem passado por uma serie de atualizacdes desde a sua constituicdo, de forma
que, a CID se encontra na décima edi¢do (CID-10) e o DSM na quinta (DSM-V). O quadro 1
lista as principais categorias diagndsticas dessas duas classificagdes, nas quais a ansiedade é o

principal sintoma psicopatologico.
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Quadro 1. Classificag@o dos transtornos de ansiedade de acordo com a CID-10 e 0 DSM-V.

CID-10

DSM-V

F40 Transtornos fobicos-ansiosos
F40.00 Agorafobia sem transtorno de panico
F40.01 Agorafobia com transtorno de panico
F40.1 Fobias sociais
F40.2 Fobias especificas (isoladas)
F40.8 Outros transtornos fobicos-ansiosos
F40.9 Transtorno fébico-ansioso, nao
especificado

F41 Outros transtornos de ansiedade
F41.0 Transtorno de panico
F41.1 Transtorno de ansiedade generalizada
F41.2 Transtorno misto de ansiedade e
depresséao
F41. 3 Outros transtornos mistos de ansiedade
F41.8 Outros transtornos de ansiedade
especificados
F41.9 Transtornos de ansiedade, ndo
especificados

F42 Transtorno obsessivo-compulsivo
F42.0 Predominantemente pensamentos
obsessivos e ruminantes
F42.1 Predominantemente atos compulsivos
(rituais obsessivos)
F42.2 Pensamentos e atos obsessivos mistos
F42.8 Outros transtornos obsessivo-
compulsivos
F42.9 Transtorno obsessivo-compulsivo, ndo
especificado

F43 Reacdo a estresse grave e transtorno de
ajustamento
F43.0 Reacdo aguda a estresse
F43.1 Transtorno de estresse pos-traumatico
F43.2 Transtorno de ajustamento
F43.8 Outras reacdes a estresse grave
F43.9 Reacbes a estresse grave, ndo
especificada

300.00 Transtorno de ansiedade ndo
especificado

300.01 Transtorno de panico sem agorafobia
300.02 Transtorno de ansiedade generalizada
300.21 Transtorno de panico com agorafobia

300.22 Agorafobia sem historico de
transtorno de panico

300.23 Transtorno de ansiedade social (fobia
social)

300.09 Outro transtorno de ansiedade
especificado

300.29 Fobia especifica
309.21 Transtorno de ansiedade de separacao

2.1.2 ANSIEDADE-TRACO

Por muitos anos, a natureza e a quantidade de tragos de personalidade foi uma

controvérsia. Hoje, porém, ja é de comum acordo de que ha cinco principais tracos de

personalidade (denominados de “Big Five”): abertura a experiéncia, consciéncia, socializacao,

9
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extroversdao e neuroticismo ou ansiedade-traco (EYSENCK, 2004). Aqui, o traco de
personalidade abordado sera o de ansiedade, ou seja, a ansiedade-traco.

Importantes contribuicdes para a construcdo do conceito de ansiedade-traco advieram
dos resultados oriundos de dois estudos que mostraram haver uma relacdo entre ansiedade
duradoura e diferencas individuais na propenséo a ansiedade. No primeiro estudo, realizado
por Malmo (1957 apud SPIELBERGER, 1966), foi constatado que pacientes com alto nivel
de ansiedade duradoura apresentavam maior reatividade e variabilidade em diferentes
medidas psicoldgicas e fisiologicas de ansiedade, independentemente da situacdo ser ou nao
estressora, em comparagdo com voluntéarios normais. No segundo estudo, Spence (1958 apud
SPIELBERGER, 1966) demonstrou que, numa populacdo normal, individuos que
apresentavam maiores escores em um questionario de ansiedade se mostraram mais ansiosos

cronicamente do que os individuos com baixo escores.

De posse desse conhecimento e, considerando que o traco de personalidade é uma
caracteristica duradoura, Spielberger propde uma definicdo para o traco ansioso. Segundo ele,
ansiedade-traco € definida como diferencas individuais relativamente estaveis na propenséo a
ansiedade, isto é, diferencas na tendéncia de reagir a situac@es percebidas como ameacadoras
com elevacdes de intensidade no estado ansioso (SPIELBERGER, 1970). Como um conceito
psicologico, a ansiedade-traco parece ter caracteristicas de duas classes distintas de
constructos, uma que Atkinson (1964 apud BIAGGIO et al., 1977) chamou “motivos” e outra
a que Campbell (1963 apud BIAGGIO et al., 1977) se referiu como “disposi¢des
comportamentais adquiridas”. Enquanto motivos sdo definidos como disposicdes que
permanecem latentes até que uma situacdo as ative, as disposi¢cbes comportamentais
adquiridas, envolvem residuos de experiéncias passadas, que predispdem um individuo tanto
a ver o mundo de determinada forma quanto a manifestar reagGes objetivas e realisticas. Seja
como um motivo ou como uma disposicdo comportamental adquirida, a ansiedade-traco
implica uma visdo de mundo no qual uma larga faixa de situacbes & percebida como
ameacadoras e ha uma tendéncia a responder a estas ameacas com aumento das reacfes de
ansiedade (SPIELBERGER, 1966).

A natureza da ansiedade-traco pode ser explicada, basicamente, por duas abordagens:
uma biologica e outra cognitiva. Enquanto a visdo biolégica busca entender como fatores

biolégicos determinam as diferencas individuais na propensdo a ansiedade, a abordagem

10
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cognitiva investiga como 0s vieses sistematicos no processamento da informacao determinam
essas diferencas (CALVO; CANO-VINDEL, 1997).

Historicamente, a proposta de uma abordagem biologica da ansiedade-traco partiu dos
trabalhos de Eysenck (1967) e Gray (1982) ao associarem diferencas individuais na propenséo
a ansiedade a atividade de estruturas encefalicas. De acordo com Eysenck, as diferencgas entre
individuos com alta e baixa ansiedade-trago poderiam ser explicadas em termos de limiar
diferencial de atividade do hipotalamo, em que o alto traco ansioso seria associado a uma
maior reatividade do sistema nervoso simpatico. Ja Gray, afirmou que a propensdo a
ansiedade dependeria de uma maior reatividade de um sistema cerebral que ele denominou de
sistema de inibicdo comportamental (CALVO; CANO-VINDEL, 1997; EYSENCK, 2006).
Como sera visto mais adiante, tanto o hipotalamo quanto as estruturas encefalicas do sistema
de inibicdo comportamental fazem parte, na verdade, do substrato neural da ansiedade-estado.
Por outro lado, hoje ja se sabe, que estas estruturas estdo sob controle modulatério do cortex
pré-frontal (CPF; BRANDAO et al., 2003; RIBAS, 2007), e que individuos com alta
ansiedade-traco apresentam uma deficiéncia neste controle (BISHOP, 2009), o que poderia
acarretar num aumento da reatividade do hipotdlamo e do sistema de inibicdo

comportamental.

No que concerne a abordagem cognitiva, a ansiedade-traco tem sido associada
basicamente a presenca de dois vieses cognitivos, a saber: o viés atencional e 0 Viés
interpretativo. O primeiro diz respeito a tendéncia em dar mais atencdo a um estimulo
ameacador em detrimento de um estimulo neutro, e o segundo, é uma tendéncia do individuo
a interpretar uma situacéo ou estimulo ambiguo como sendo ameacador. Ha varias evidéncias
mostrando que individuos com alta ansiedade-traco apresentam ambos 0s vieses cognitivos,
ao passo que os de baixa ansiedade ndo apresentam. Assim, os individuos com alto traco
ansioso tendem a interpretar estimulos ou situagdes ambiguas como sendo ameacadoras e a
dar mais atencdo a estes em detrimento de estimulos neutros (CALVO; CANO-VINDEL,
1997; EYSENCK, 2004).

Embora alguns tedricos tratem essas duas abordagens como fendmenos distintos, elas
mais parecem ser causa e consequéncia uma da outra. Vieses cognitivos ocorrem por que a
estrutura encefalica envolvida com o processamento cognitivo apresenta alguma alteracdo
funcional. Foi demonstrado, por exemplo, que um aumento da atividade do CPF gera um

aumento de vieses interpretativos (CLARKE et al., 2014). Assim, as diferencas entre
11
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individuos com diferentes niveis de ansiedade-traco poderiam ser explicadas em termos

biolégicos com consequéncia cognitiva.

A busca pelo entendimento das bases psicobioldgicas da ansiedade-traco vem cada vez
mais ganhando espaco no campo da Psicologia e da Psiquiatria, especialmente por que o trago
ansioso é um fator predisponente para o desenvolvimento de transtornos ansiosos (STEIMER,
2011). Estudos tém constatado que pacientes com diferentes quadros ansiosos apresentam
maiores niveis de ansiedade-traco quando comparados a individuos saudaveis (KENNEDY et
al., 2001; BIELING et al., 1998).

Para Spielberger (1972), individuos com alto traco ansioso sdo mais vulneraveis ao
estresse e reagem a uma ampla faixa de situagbes como perigosas ou ameacgadoras. Como
consequéncia disto, tem sido demonstrado que esses individuos sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento de hipertensao arterial (GARCEZ et al., 2014), de dor orofacial (MATOS et
al., 2011) e de ideacdo suicida (SCHAEFER et al., 2012).

2.1.2.1 ANSIEDADE-TRACO X ANSIEDADE-ESTADO

A distincdo de ansiedade como um traco de personalidade de ansiedade como um
estado transitorio emergiu dos estudos de Cattell e Scheier (1958; 1961). Estes pesquisadores,
utilizando uma abordagem analitico-fatorial, identificaram dois fatores distintos na ansiedade
que eles denominaram de ansiedade-traco e ansiedade-estado. O fator ansiedade-traco foi
interpretado como medindo diferencas individuais estaveis numa unidade, uma caracteristica
de personalidade relativamente permanente. Ja o fator ansiedade-estado foi definido como um
estado transitorio ou condicdo do organismo que flutua ao longo do tempo.

Apesar da distincdo entre ansiedade-traco e ansiedade-estado ter sido feita
inicialmente por Cattell e Scheier, ela s6 ganhou notoriedade alguns anos depois com a
publicacdo dos trabalhos de Spielberger, especialmente, com a publicacdo do Inventario de
Ansiedade Trago/Estado (IDATE; SPIELBERGER et al., 1970), considerado, na atualidade,
como um dos questiondrios de autoavaliacdo de ansiedade mais utilizado em todo o mundo
(FERNANDEZ-BLAZQUEZ et al., 2015). Na publicagdo do IDATE, Spielberger apresenta
as definicdes para a ansiedade-trago e a ansiedade-estado. A definicdo da primeira ja foi

anteriormente mencionada. A segunda € definida como sendo um estado emocional
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caracterizado por sentimentos desagradaveis de tensdo e apreensdo conscientemente
percebidos que sdo experimentados por um individuo em um dado momento, e S&o
acompanhados por uma hiperatividade do sistema nervoso autdbnomo. Estados de ansiedade
variam em intensidade e duracdo, e flutuam ao longo do tempo em funcéo da interpretacdo do
individuo sobre as situa¢cGes como pessoalmente perigosas ou ameacadoras (SPIELBERGER,
1972).

Os conceitos de ansiedade-traco e ansiedade-estado podem ser considerados como
analogos, em certos aspectos, aos conceitos fisicos de energia potencial e energia cinética. A
ansiedade-traco, como a energia potencial, indica diferencas na forca de uma disposicao
latente para manifestar um certo tipo de reacdo. Ao passo que, a ansiedade-estado, como a
energia cinética, se refere a um processo ou rea¢do empirica que acontece num dado momento
e a um determinado nivel de intensidade (BIAGGIO; NATALICIO, 1979).

Existe uma relacéo clara entre ansiedade-traco e ansiedade-estado. A figura 1 mostra o
processo pelo qual ocorre a ativagdo das reacOes de ansiedade-estado e como a ansiedade-
traco influencia estas reacdes. As reacOes de ansiedade-estado, tais como sentimentos
subjetivos de apreensdo, expectativa ansiosa, ativacdo do sistema nervoso autdbnomo e do eixo
HPA, sdo desencadeadas a partir do momento que um estimulo é avaliado, conscientemente
ou inconscientemente, como ameacador. A fonte dos estimulos pode ser externa e/ou interna.
A externa € proveniente do ambiente e a interna € fruto da percepcdo das alteracdes
fisioldgicas decorrentes da resposta ansiosa. Quando os estimulos sdo avaliados como néo
ameacadores, as reacdes de ansiedade-estado ndo sdo provocadas. Diferencas individuais na
propensdo a ansiedade (ansiedade-traco) irdo influenciar a avaliagdo do estimulo
(SPIELBERGER, 1966). Assim, individuos com alto traco ansioso, por exemplo, avaliam
uma mais larga faixa de situacbes ou estimulos como perigosos ou ameagadores,
experimentando reacOes de ansiedade-estado mais frequentemente, e muitas vezes com maior
intensidade que os individuos com baixa ansiedade-traco (SPIELBERGER, 1972).
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Estimulo externo

l 7| ANSIEDADE-TRACO
Feedback das respostas fisioldgicas = : (propensap individual a
’ : . . ansiedade)

Estimulo interno < influencia :

Avaliagdo
- Ou -
Consciente <J |—> Inconsciente
Estimulo Estimulo avaliado
ameacador como nao ameagador

\ 4

ANSIEDADE-ESTADO
(sentimentos subjetivos de
apreensdo, expectativa “ansiosa”,
ativacdo do sistema nervoso
autdbnomo e do eixo HPA)

_’[ COMPORTAMENTO ]4—

Figura 1. Ativacdo das reacdes de ansiedade-estado e a influéncia da ansiedade-traco (Modificado de
SPIELBERGER, 1966).

Na concepcdo de Spielberger, a ansiedade-traco € um constructo unidimensional, ou
seja, ha apenas um traco de ansiedade geral o qual é capaz de predispor a um aumento das
reacOes de ansiedade-estado em uma variedade de situagcdes ameacadoras (SPIELBERGER,
1985 apud ENDLER; KOCOVSKI, 2001). No entanto, Endler e colaloradores discordam
desta teoria, j& que para eles a ansiedade-tragco é um constructo multidimensional, sendo
constituida por quatro facetas: avaliacdo social, perigo fisico, ambiguidade e rotina diéria.
Assim, para que haja aumento da ansiedade-estado a situacdo ameacadora deve ser
congruente com a faceta de traco a ser investigada (ENDLER; KOCOVSKI, 2001; ENDLER
etal., 1991).

Embora importante e, até mesmo, testada cientificamente (ENDLER, 1997; FLETT et
al., 1999), a ideia de ansiedade-traco como um constructo multidimensional ndo tem sido

muito explorada pela comunidade cientifica, haja vista que a literatura praticamente ndo tras
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trabalhos recentes com esta abordagem. Entretanto, mesmo a teoria da unidimensionalidade
da ansiedade-traco, que parece ser a mais aceita e a mais explorada pelos pesquisadores, deve
ser empregada com cautela. Por exemplo, um trabalho recente utilizando o IDATE, uma
escala de auto-avaliacdo que adota a abordagem unidimensional, investigou se individuos
com alta ansiedade-traco apresentariam altos niveis de ansiedade-estado em duas situacdes
ansiogénicas distintas, uma de ameaga fisica e outra de ameaga interpessoal. Os pesquisadores
constataram que o traco ansioso s6 modulou a ansiedade-estado apenas na situacdo de ameaca
interpessoal, demonstrando que parece ndo haver apenas um traco de ansiedade geral como
era de se esperar (LEAL, 2013).

2.1.3 SUBSTRATO NEURAL DA ANSIEDADE

O estudo da ansiedade e do medo teve inicio nos relatos de Darwin sobre o caréater
evolutivo do comportamento emocional no homem. Em sua obra “A expressdo das emocoes
no homem e animais” (The Expression of Emotion in Man and Animals), publicada em 1872,
Darwin expressou que o estudo do comportamento de outros animais era 0 caminho para a
compreensdo das emocdes no homem (BRANDAO et al., 2003; DALGLEISH, 2004;
RODGERS et al., 1997).

Embora o estudo do comportamento animal ndo tenha como contribuir para o
entendimento dos componentes subjetivos da ansiedade, ele permite identificar estruturas e
vias envolvidas nos componentes avaliativos e expressivos dessa emoc¢do, 0 que contribui

para o entendimento das suas bases neurais (PRATT, 1992).

Nas Gltimas décadas, houve um avancgo significativo na identificacdo das regides
encefalicas envolvidas na ansiedade gracgas aos estudos de estimulagéo elétrica ou quimica, e
lesdo de estruturas encefalicas em animais de experimentacdo, bem como aos estudos de
neuroimagem funcional em humanos (PHILLIPS et al., 2003; SYLVERS et al., 2011).

Como se acredita que a ansiedade-traco e a ansiedade-estado apresentam substratos
neurais distintos, entdo a descricdo de cada um deles se dara de forma separada. No entanto,
antes desta descricdo, serd apresentada uma secdo sobre uma das técnicas de ablagdo
experimental mais utilizada para a investigagdo de substratos neurais, a lesdo excitotoxica
(KIRBY et al., 2012).
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2.1.3.1 LESAO EXCITOTOXICA

Lesdo excitotdxica ou excitotoxicidade é o termo utilizado para se referir & morte
neuronal causada por uma estimulacdo excessiva dos receptores de neurotransmissores
excitatorios (OLNEY, 1969). Os primeiros pesquisadores a constatarem o efeito neurotoxico
do glutamato, principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso, foram Lucas e
Newhouse (1957). Eles verificaram que a administragdo sistémica de altas doses de glutamato
em camundongos neonatos promovia uma destruicdo das camadas mais internas da retina.
Posteriormente, Olney (1969) corroborou e expandiu os achados de Lucas e Newhouse, na
medida em que mostrou que altas doses de glutamato administrado sistemicamente a
camundongos neonatos além de provocar lesdes retinianas também provocava lesdes
cerebrais disseminadas. Alguns anos mais tarde, Schwarcz e colaboradores (1983)
administraram intracerebralmente &cido quinolinico, um agonista glutamatérgico, e
constataram que 0 mesmo promovia lesdes cerebrais localizadas. Esta descoberta propiciou o
desenvolvimento da lesdo excitotoxica experimental, uma ferramenta que muito tem

contribuido para o campo da neurobiologia.

A lesdo excitotoxica experimental € um método que consiste na administracao
intracerebral de doses de agonistas glutamatérgicos, que superativam 0s receptores de
glutamato, promovendo a morte dos neurdnios na regido de administracdo da substancia, sem
destruir as fibras de passagem (KIRBY et al., 2012).

Embora o mecanismo da lesdo excitotoxica ainda ndo esteja totalmente esclarecido, ha
uma gama de evidéncias sugerindo que o0 excesso de estimulagdo dos receptores
glutamatérgicos produz uma série de efeitos que incluem: perturbacdo da homeostase do
calcio intracelular, comprometimento das funcfes das organelas citoplasmaticas, aumento da
concentracdo de Oxido nitrico e de radicais livres, ativagao persistente de proteases e cinases e
aumento na expressdo de fatores de transcricdo pré-morte (SATTLER; TYMIANSKI, 2001;
WANG:; QIN, 2010).

2.1.3.2 SUBSTRATO NEURAL DA ANSIEDADE-ESTADO

As raizes bioldgicas do estado ansioso residem nas reacdes de defesa dos animais
frente a estimulos que representem uma ameaca a sobrevivéncia ou a integridade fisica
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(GRAY; McNAUGHTON, 2000; PRATT, 1992). Esta relacdo pode ser ilustrada pelo
trabalho desenvolvido pelo casal Robert e Caroline Blanchard, que analisaram o
comportamento de ratos diante de predadores, classificando o tipo de estratégia de defesa
adotada de acordo com o nivel de ameaca (potencial, distal ou proximal) em que os animais se
encontravam (GRAEFF, 2007; GRAEFF; HETEM, 2004).

De acordo com Blanchard e Blanchard (1988), se o nivel de ameaca fosse distal ou
proximal, os animais ou evitavam a situacdo sempre que existia uma rota de fuga disponivel
ou apresentavam um comportamento de congelamento (tornavam-se imoveis de forma tensa)
quando ndo havia saida alguma, caracterizando assim um comportamento de medo. J& se 0
nivel de ameaca fosse potencial, seja porque a situacdo era nova para o animal ou porque o
mesmo ja tinha se defrontado anteriormente com um perigo naquele local, os animais exibiam
comportamento exploratério cauteloso permitindo uma avaliacdo de risco. Isto caracterizaria

um comportamento de ansiedade.

Historicamente, os primeiros estudos que identificaram algumas estruturas encefalicas
relacionadas a organizacdo das respostas defensivas foram realizados pelo neurofisiologista
suico Robert Hess e seus seguidores. Eles demonstraram que a estimulacdo elétrica do
hipotalamo medial de gatos era capaz de desencadear reacdes de luta ou fuga, acompanhadas
por manifestacfes neurovegetativas tais como, midriase, aumento da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial e piloerecdo. Verificaram ainda, que a estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal também desencadeava respostas de luta ou fuga, e que a
estimulacdo da amigdala produzia uma reacdo de defesa afetiva retardada, perdurando apos a
cessacdo do estimulo. Este sistema composto pelo hipotdlamo medial, a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal e a amigdala ficou conhecido com Sistema Cerebral Aversivo (SCA), e €
acionado por situagdes que desencadeiem respostas de medo incondicionado (BRANDAO,
2008; GRAEFF; HETEM, 2004).

Situacdes de perigo potencial e estimulos associados a incerteza, novidade, punicdo e
frustacdo sdo responsaveis por ativar um sistema neural conhecido como Sistema de Inibigéo
Comportamental (SIC), postulado pelo psicologo inglés Jeffrey Gray e publicado no seu livro
intitulado Neuropsychology of Anxiety (1982). A ativagdo do SIC inibiria qualquer
comportamento que estivesse sendo realizado pelo animal e aumentaria o nivel de vigilancia e

de atencdo. O SIC é composto pelo sistema septo-hipocampal, amigdala, nacleo mediano da
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rafe, substancia cinzenta periaquedutal ventral e locus ceruleus (BRANDAO, 2008;
GRAEFF; HETEM, 2004; GRAY; McNAUGHTON, 2000).

Influenciados pelo pensamento cognitivista, Gray e McNaughton publicaram a
segunda edic¢éo do livro Neuropsychology of Anxiety (2000), na qual uma nova versdo para o
SIC, formulada em termos de processamento da informacdo, é apresentada. Nesta nova
versdo, o subiculo, uma regido hipocampal, agiria comparando as informagdes sensoriais,
oriundas do cortex entorrinal, com as expectativas geradas pelo circuito de Papez (corpo
mamilar do hipotalamo, talamo antero-ventral e cortex cingulado) que, por sua vez, integra
informagdes oriundas do coértex pré-frontal, onde se da o planejamento das acGes. Se as
informacdes recebidas sdo compativeis com o esperado, entdo o sistema permanece no modo
de “checagem” e o controle comportamental ndo ¢ exercido pelo SIC. Por outro lado, quando
ha& incompatibilidade entre as informacdes recebidas e o esperado, o SIC passa a operar no
modo de “controle” gerando assim a inibi¢do comportamental (ansiedade), acompanhada do
aumento da atencdo ao meio e do aumento da vigilancia em direcdo aos estimulos
potencialmente perigosos (BRANDAO, 2008; GRAEFF; HETEM, 2004; GRAY;
McNAUGHTON, 2000).

De acordo com essa visdao de Gray e McNaughton (2000), o hipocampo seria a
estrutura responsavel pela avaliagdo do nivel de ameaca enquanto que a amigdala seria
responsavel pelo aumento da excitacdo e da ativacdo autondmica frente a um estimulo
ameacador. Contudo, um grupo de pesquisadores liderados por Davis e LeDoux discorda
desta proposicao de Gray e McNaughton, pois acredita que é na amigdala e ndo no hipocampo
que ocorre o processo de avaliagdo do nivel de ameaca (BRANDAO, 2008; DAVIS;
WHALEN, 2001).

A amigdala, localizada no lobo temporal medial, ¢ composta por pelo menos 13
nacleos distintos, sendo que os nucleos central, medial e basolateral sdo os mais claramente
definidos (AMUNTS et al., 2005). Destes, tem sido demonstrado que os nucleos central e
medial da amigdala se estendem rostral e medialmente, por meio de colunas de neur6nios
dispostas ao longo da estria terminal até o nicleo intersticial da estria terminal, localizado na
porcao posterior do estriado, e caudo-dorsalmente a substancia inominata. Este continuum foi
denominado de amigdala estendida (DAVIS et al., 2010; RIBAS, 2007; SAH et al., 2003).
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Davis (1998) propfe que partes distintas da amigdala estendida podem estar
envolvidas tanto nas respostas de medo quanto de ansiedade. O ndcleo central da amigdala e o
nucleo intersticial da estria terminal possuem alvos semelhantes no hipotalamo e no tronco
encefalico, os quais estdo intimamente relacionados a sinais e sintomas especificos da
resposta de estresse. No entanto, estudos em roedores tém mostrado que o nucleo central da
amigdala é ativado por sinais explicitos de ameaca, ao passo que, o nucleo intersticial da
estria terminal é ativado por sinais abstratos, assim, o ndcleo central da amigdala estaria
relacionado ao medo e o nucleo intersticial da estria terminal a ansiedade (DAVIS et al.,
2010).

Da amigdala estendida partem projecGes eferentes: 1) para o nucleo lateral do
hipotalamo, ativando o sistema nervoso simpatico de forma que respostas galvanicas na pele,
taquicardia, aumento da pressdo arterial e dilatacdo das pupilas sdo observados; 2) para o
nacleo paraventricular do hipotadlamo, que através da secrecdo do hormoénio liberador de
corticotrofina estimula a hipdfise anterior a secretar o horménio adrenocorticotrofico que,
entra na corrente sanguinea e estimula o cértex da adrenal a secretar glicocorticoides; 3) para
0 nucleo parabraquial, produzindo aumento no ritmo respiratorio; 4) para a substancia
cinzenta periaquedutal dorsal, que organiza a resposta de defesa mediando comportamentos
tipicos da espécie; 5) para o locus ceruleus, promovendo aumento da vigilancia; 6) para o
nacleo motor dorsal do vago, que promove ativacdo parassimpatica levando a alteracbes como
miccdo, defecacdo e bradicardia; e, 7) para a area tegmental ventral, que pode mediar
aumentos nos metabolitos da dopamina, induzidos por estresse, no cortex pré-frontal (DAVIS,
1992; DAVIS, 1998; DAVIS et al., 2010; WALKER et al., 2003).

2.1.3.3 SUBSTRATO NEURAL DA ANSIEDADE-TRACO

Diferentemente da ansiedade-estado que possui um substrato neural bem definido,
como Visto na secdo anterior, pouco se conhece a respeito do substrato neural da ansiedade-

traco.

Como a ansiedade-traco € uma predisposicdo individual a perceber certas situaces
como ameagcadoras e a responder a estas situagdes com elevacOes de intensidade no estado
ansioso (SPIELBERGER et al., 1970), entdo é de se supor que o seu substrato neural deva

residir em estruturas que controlem a avaliacdo cognitiva dos estimulos bem como a resposta
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ansiosa a estes. Uma regido encefalica que apresenta tanto a funcdo de processamento
cognitivo quanto a de modulacdo de respostas emocionais e que, portanto, é o alvo de
investigacdo do substrato neural da ansiedade-traco, € o cortex pré-frontal (CPF - SIDDIQUI
et al., 2008).

O CPF é uma regido anterior do lobo frontal, que, no homem, pode ser dividido em
trés regides: orbitofrontal (area 10 de Brodmann), dorsolateral (areas 9 e 10 de Brodmann) e
medial (area 24 de Brodmann — BONELLI; CUMMINGS, 2007; SIDDIQUI et al., 2008). A
regido medial ¢ a que tem sido relacionada a ansiedade-traco (GORKA et al.,, 2014,
SPAMPINATO et al.,, 2009). Em um estudo com voluntarios saudaveis, Spampinato e
colaboradores (2009) investigaram a relagdo entre espessura de areas corticais e subcorticais e
niveis de ansiedade-traco e, constataram que a espessura do cortex pré-frontal medial (CPFM)
apresentava uma correlacdo inversa com 0s niveis de ansiedade-traco, de modo que
individuos com alto traco ansioso apresentava menor espessura do CPFM e, individuos com
baixo traco ansioso uma maior espessura. Ja Gorka e colaboradores (2014), investigando se a
relacdo entre autorrelato de maus-tratos sofridos na infancia e a expressdo de niveis
aumentados de ansiedade-traco, na idade adulta, seria decorrente de modificacbes da
morfologia cortico-limbica, constataram que individuos que relataram ter sofrido maus tratos
na infancia possuiam uma menor espessura do CPFM e esta, estaria relacionada ao aumento

do nivel de ansiedade-traco observado na idade adulta.

Além dessa alteracdo morfoldgica, estudos com roedores tém indicado que individuos
com alto traco ansioso apresentam diferencas funcionais no CPFM em comparacdo a
individuos de média ou baixa ansiedade-traco (ANDERZHANOVA et al., 2013; PRINSSEN
et al., 2012). Prinssen e colaboradores (2012), investigando a atividade cerebral, por meio de
ressonancia magnética funcional, de duas linhagens de ratos, o Fisher 344 e o Sprague-
Dawley, considerados com sendo de alta e de baixa emocionalidade, respectivamente,
constataram que o Fisher 344 apresentava uma hiperatividade do CPFM em comparacao ao
Sprague-Dawley. Por sua vez, Anderzhanova e colaboradores (2013), estudando a
neurotransmissao dopaminérgica em duas linhagens de camundongos consideradas de alta e
de baixa emocionalidade, verificaram que camundongos de alta emocionalidade apresentavam
uma maior concentracdo de dopamina no CPFM em comparacdo aos de baixa

emocionalidade.
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Os estudos supracitados apresentam evidéncias que sinalizam para um possivel
envolvimento do CPFM na ansiedade-traco, porém a confirmagdo deste envolvimento pode
ser obtida por meio de estudos de ablacdo experimental, também denominados de estudos de
lesdo, que tem por finalidade investigar funcGes cerebrais, por meio da destruicdo de uma

regido do encéfalo e avaliagdo subsequente do comportamento do animal (CARLSON, 2013).

Dentre 0s animais, 0s que apresentam o CPFM mais préximo do humano e que,
portanto, seriam os mais indicados para os estudos de lesdo, sdo os primatas (SMAERS et al.,
2011). Contudo, devido a limitagdes éticas tem-se evitado utilizar estes animais neste tipo de
estudo. Uma alternativa que a comunidade cientifica encontrou e que tem funcionado é a
utilizacdo de roedores que, mesmo ndo possuindo essa regido encefélica tdo desenvolvida,
guardam uma homologia da mesma com os primatas (UYLINGS et al., 2003; VERTES,
2006).

De acordo com critérios funcionais e hodoldgicos, o CPFM de roedores é formado por
trés regibes, a saber: cortex cingulado anterior, cortex pré-limbico e cértex infralimbico
(CANTERAS et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2008). Estas regides sdo interconectadas e
também se conectam com outras estruturas corticais, diencefalicas e do tronco encefélico
relacionadas com a resposta ansiosa como a amigdala, o hipotdlamo, a substancia cinzenta
periaquedutal, o nucleo dorsal da rafe e a area tegmental ventral (CERQUEIRA et al. 2008;
CONDE et al., 1995; JONES et al., 2005; VERTES, 2006).

2.1.4 NEUROTRANSMISSORES DA ANSIEDADE

Diversos neurotransmissores estdo envolvidos nas bases bioldgicas da ansiedade.
Dentre eles estdo as aminas biogénicas (noradrenalina, serotonina e dopamina), aminoacidos
(&cido gama-aminobutirico, glutamato e glicina), peptideos (fator de liberagdo de
corticotropina, hormonio adrenocorticotropico, colecistocinina) e esterdides (cortisol, no ser
humano, e corticosterona, nos animais). Aqui sera dado destaque ao acido gama-
aminobutirico, a serotonina, a dopamina e ao glutamato. A abordagem dos dois primeiros
deve-se ao fato de serem o0s neurotransmissores cujo papel tem sido mais investigado nos
transtornos de ansiedade e na acdo de medicamentos. Ja a dos dois ultimos deve-se a

importancia que exercem nos circuitos neurais em que o CPFM esta envolvido.
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2.1.4.1 ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO

O é&cido gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitorio, esta
presente em cerca de 40% de todos os neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC). E
sintetizado a partir do glutamato em reacdo catalisada pela enzima acido glutamico
descarboxilase, encontrada apenas em neurdnios gabaérgicos. Muitos dos neurbnios
gabaérgicos sdo interneurbnios que controlam a excitabilidade de circuitos locais, mas a
grande maioria deles sdo neurénios de projecdo (PETROFF, 2002). Acredita-se que 0s
neurdnios gabaérgicos sirvam como “rédeas” para o SNC, garantindo uma agdo mais

moderada do mesmo (OTTERSEN et al., 1995).

O papel do GABA na ansiedade foi proposto em consequéncia do estudo do
mecanismo de acdo dos benzodiazepinicos (BZD), ansioliticos introduzidos na pratica médica
no inicio dos anos 60 (GRAEFF, 1997). A constatacdo de que os BZD diminuiam a ansiedade
por intensificar a acdo do GABA no SNC, levou os pesquisadores a concluirem que a
ansiedade seria resultante de uma disfuncdo na neurotransmissdo gabaérgica (HAEFELY et
al., 1975). Estudos mostram que ha uma correlacdo entre niveis aumentados de ansiedade e
diminuicdo de receptores gabaérgicos em algumas regides encefalicas (SKORZEWSKA et
al., 2015; WISLOWSKA-STANEK et al., 2013).

Trés tipos de receptores gabaérgicos foram identificados: GABAA, GABAg e GABAC.
Os receptores GABAA e GABA estdo diretamente ligados a canal de cloreto sendo, portanto,
ionotrdpicos. Ja o receptor GABAg esta acoplado, via proteina G, a canal de potassio, sendo,
portanto, metabotropico (ENZ, 2001). Dentre esses trés receptores, 0 que esta envolvida na
ansiedade é 0 GABAA.

O receptor GABAA € uma proteina heteropentamerica que pode ser composta pela
combinagdo multipla de oito subunidades: a1 6, B1-4, y1-3, 9, € 7, 0 € p1.3. Estas maltiplas
combinagOes podem gerar diferentes subtipos de receptores GABAa resultando em uma

diversidade de afinidade farmacologica por seus ligantes (PRITCHETT et al., 1989).

A maioria dos receptores GABAA no SNC é composta de duas subunidades o, duas B e
uma y (ANDERSSON; HALLDIN, 2013). A combinagdo destas subunidades determina as
propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas dos subtipos de receptores. Em particular as
subunidades o e v, ttém sido implicadas no efeito ansiolitico dos BZD (MORRIS et al., 2006),

cujo sitio de ligacdo se encontra na interface entre essas duas subunidades. Ja o sitio de
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ligacdo do GABA se encontra na interface entre as subunidades a ¢ p (ANDERSSON;
HALLDIN, 2013).

O GABA ao se ligar ao receptor GABAA promove a abertura dos canais de cloreto.
Esta abertura resulta no aumento da condutincia de cloreto da membrana, e,
consequentemente, hiperpolarizacdo da célula. Os BZD, por sua vez, se ligam ao receptor
GABA aumentado a afinidade desse receptor pelo GABA (SIEGHART; SPERK, 2002).

2.1.4.2 SEROTONINA

A serotonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano pela acdo da enzima
triptofano hidroxilase que converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano, o qual sofre
descarboxilacdo pela acdo da enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase formando assim a 5-
hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT — CARLSON, 2013). Ela exerce um papel crucial na
ansiedade, porém bastante complexo e pouco entendido. Os corpos celulares dos neurénios
contendo 5-HT situam-se, majoritariamente, no mesencéfalo, ponte e bulbo nos chamados
nucleos da rafe, dai eles projetam seus ax6nios para diversas regides do encéfalo, por meio de
duas vias serotonérgicas ascendentes: a ventral e a dorsal. A ventral origina-se dos nucleos
mediano e dorsal da rafe, com predominio do mediano, e, enquanto projeta-se para 0
hipotalamo posterior e corpos mamilares, envia algumas fibras para o nicleo interpeduncular,
substancia negra e tdlamo, e outras que atravessam o fornix em direcdo ao septo e ao
hipocampo, as quais, acredita-se, serem especialmente importantes na inibicao
comportamental. Ja a via serotonérgica ascendente dorsal origina-se principalmente no ndcleo
dorsal da rafe e distribui-se para a substéncia cinzenta periaquedutal, coliculos superior e
inferior e hipotdlamo, onde se junta a via serotonérgica ventral. A partir dai suas fibras
projetam-se para a amigdala e o neocértex (GRAEFF, 1997; GRAEFF; HETEM, 2004;
JACOBS; AZMITIA, 1992).

Os efeitos da 5-HT sdo mediados por uma familia de pelo menos 13 subtipos de
receptores: 5-HT1a B, b, E F 5-HT2a B, ¢, 5-HT3a, 5-HT3g, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT; (HANNON;
HOYER, 2008). Destes subtipos, 0 5-HT1a € 0 5-HT7 séo os que tém sido mais estudados no
campo da ansiedade (STIEDL et al., 2015).
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O receptor 5-HT;a estd espalhado por todo SNC e pode ser pré-sinaptico ou pos-
sindptico. Ele é pré-sinptico nos corpos celulares e dendritos dos neurbnios serotonérgicos
dos nucleos mediano e dorsal da rafe, agindo, neste caso, como autorreceptor para regular a
atividade serotonérgica (RIAD et al., 2000). Como receptor pds-sinaptico, ele é encontrado
principalmente no septo, hipocampo, amigdala e cortices entorrinal e cingulado anterior
(HANNON; HOYER, 2008). J& o receptor 5-HT; é apenas pds-sindptico e é encontrado
particularmente no ndcleo supraquiasmatico do hipotalamo, no talamo, no hipocampo e no
cortex cerebral (RUAT et al., 1993).

O interesse pela participagdo da 5-HT na ansiedade vem se intensificando com a
descoberta de ansioliticos ndo-BZD, que parecem atuar primariamente sobre a
neurotransmissao serotonérgica (GRAEFF, 1997). Tem sido observado que o blogueio de
receptores serotonérgicos poOs-sindpticos e, consequentemente, a diminuicdo da
neurotransmissdo serotonérgica produz efeito ansiolitico (BELL et al., 2014; KURHE;
MAHESH, 2015). Contudo, h& estudos mostrando que este mesmo efeito também é
observado com o aumento da neurotransmissdo serotonérgica (GUPTA et al., 2014,
KASAHARA et al., 2015). Tais controvérsias devem-se ao papel dual que a 5-HT exerce na

ansiedade (conhecida como teoria de Deakin e Graeff).

De acordo com esta teoria, 0s sinais de perigo estimulariam o sistema de defesa por
meio da amigdala e ativariam neurdnios serotonérgicos situados nos nucleos dorsais da rafe,
0s quais, por vias nervosas diferentes inervam a amigdala e a substancia cinzenta
periaquedutal, facilitando a defesa na primeira e inibindo nesta ultima. Assim, em termos de
emoc0Oes vivenciadas, sugere-se que a serotonina aumenta a ansiedade, atuando na amigdala,
enquanto contém o panico, agindo na substancia cinzenta periaquedutal (GRAEFF, 1997).
Neste sentido, considerando-se a complexidade do sistema serotonérgico, constituido de
maultiplas vias e diferentes tipos de receptores, é pouco provavel que se possa atribuir a 5-HT

um papel unitario na ansiedade (BRAGA et al., 2010).

2.1.4.3 DOPAMINA

A dopamina, um neurotransmissor da familia das catecolaminas, é sintetizada pela
acao da enzima tirosina hidroxilase, que converte o aminoacido tirosina em L-DOPA, e este

ao ser descarboxilado forma a dopamina. Os corpos celulares dos neurénios dopaminérgicos
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encontram-se na regido mesencefélica, especificamente na substadncia negra e na area
tegmental ventral, e no nlcleo arqueado do hipotalamo. Da substancia negra partem projecdes
axonais, principalmente, para o putdmen e o caudado, constituindo a via mesoestriatal ou
nigroestriatal, relacionada a motricidade. Ja da area tegmental ventral partem as projecoes
axonais para 0 nucleo accumbens, o hipocampo, 0 septo e a amigdala, formando a via
mesolimbica, e para o cortex pré-frontal medial, formando a via mesocortical, ambas
relacionadas a aspectos motivacionais, cognitivos e emocionais (OADES; HALLIDAY, 1987,
ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015). Do ndcleo arqueado partem projecdes para a eminéncia
mediana do hipotdlamo médio-basal, formando a via tuberoinfudibular, relacionada ao
controle da secrecdo de prolactina (GRATTAN et al.,, 2015). As vias mesolimbica e
mesocortical apresentam um significativo grau de heterogeneidade quanto as suas origens
anatdmicas e os alvos de suas projecdes. O cortex cingulado anterior, por exemplo, aparece
como parte integrante tanto de uma via quanto de outra (GARDNER; ASHBY Jr, 2000).

Além das funcBes classicas da dopamina, tem sido demonstrado que este
neurotransmissor também desempenha um papel na ansiedade. Estudos tém mostrado que a
exposicdo a estimulos aversivos aumenta a neurotransmissdo dopaminérgica nas vias
mesolimbica e mesocortical e este aumento induz respostas ansiosas (GOMEZ et al., 2010;
SIMON et al., 1993; TRAINOR, 2011). No entanto, 0 aumento observado em cada uma das
vias parece ser dependente do tipo de estimulo aversivo. Bertolucci-D’Angio e colaboradores
(1990) mostraram que a administragdo sistémica de N-metil-f-carbonila-3-carboxamida, um
agente ansiogénico, provocou o aumento dos niveis de dopamina no ndcleo accumbens e em
maior extensdo no CPF, ja a imobilizagdo aumentou a dopamina no nucleo accumbens e em
menor extensdo no CPF, enquanto que o aperto da cauda gerou um aumento de dopamina
apenas no nucleo accumbens. Esta ativagdo diferencial das vias mesolimbica e mesocortical
pode ser atribuida a ativacdo de diferentes populacdes de células dopaminérgicas na area
tegmental ventral em resposta a diferentes estimulos. Neste sentido, Brischoux e
colaboradores (2009) tem mostrado que 0s neurdnios dopaminérgicos da regido ventral da
area tegmental ventral sdo estimulados por estimulos aversivos ao passo que 0s neurénios da
regido dorsal s&o inibidos por este tipo de estimulacdo e estimulados por reforgadores,
indicando assim a existéncia de dois grupos de neurénios funcionalmente distintos na area
tegmental ventral. Este achado poderia explicar o papel da dopamina no processamento de

eventos tanto gratificantes quanto aversivos (UNGLESS, 2004).
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A presenca de diferentes niveis de dopamina também tem sido relacionada a diferentes
niveis de emocionalidade. Anderzhanova e colaboradores (2013) observaram que
camundongos com alta emocionalidade possuem maiores niveis basais de dopamina no
CPFM do que camundongos com baixa emocionalidade. Este achado também é observado em
humanos. Mizuki e colaboradores (1992) mostraram que individuos com alta ansiedade-trago
possuem maiores niveis de dopamina no CPF tanto em situacfes estressoras quanto no

repouso em comparagdo com individuos com baixa ansiedade-traco.

Os efeitos da dopamina sdo mediados por cinco diferentes tipos de receptores, que sao
agrupados em duas familias: D1 (D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4). Os receptores da familia D1
sdo considerados excitatdrios e estdo acoplados a uma proteina G estimulatéria. Ja 0s
receptores da familia D2 estdo acoplados a uma proteina G inibitdria e, consequentemente,
hiperpolarizam a célula, sendo considerados, portanto, inibitorios. Os receptores da familia
D1 estdo localizados apenas pés-sinapticamente, enquanto que os receptores da familia D2
podem estar localizados pré-sinapticamente, agindo como autorreceptor, ou pos-
sinapticamente (CALLIER et al., 2003; ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015).

Os receptores do tipo D1 e D2 estdo presentes tanto nas regides encefalicas de
eferéncia dopaminérgica quanto nas de aferéncia, sendo que a proporcao deles em cada uma
destas regides ndo estd completamente esclarecida. O que se sabe é que na area tegmental
ventral o predominio é dos autorreceptores D2, que regulam a liberacdo de dopamina nas vias
mesolimbica e mesocortical. No hipocampo, na amigdala, no septo e no CPF ha a presenca de
ambos os tipos de receptores, sendo que também tem sido identificada nestas estruturas a
presenca do receptor D4, o qual se apresenta em maior concentracdo no CPF. Este receptor
estd localizado na membrana dos interneurénios gabaérgicos presentes nesta estrutura
(MILLAN, 2003; ZARRINDAST; KHAKPALI, 2015) e, é por meio deste receptor bem como
dos receptores do tipo D1 também presentes nestes neurbnios que a dopamina exerce seus
efeitos inibitorios e facilitatorios, respectivamente, na inibicdo gabaérgica de neurdnios
piramidais corticais (MILLAN, 2003; WANG et al., 2002).
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2.1.4.4 GLUTAMATO

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central, é
sintetizado a partir da transaminacao do a-cetoglutarato, um intermediario do ciclo de Krebs,
ou por meio da hidrélise da glutamina, produzida e secretada pelas células da glia (KANDEL
et al., 2014). Ele estd presente em altas concentragdes no encéfalo, porém apenas uma
pequena parcela se encontra no meio extracelular, pois a grande maioria esta localizada no
interior das células, ja que se ele for mantido em altas concentragdes no meio extracelular
pode levar a morte neuronal num processo denominado de excitotoxicidade (DANBOLT,
2001).

O controle das concentracdes extracelulares de glutamato é realizado por
transportadores de aminoacidos excitatérios (TAE) localizados na membrana plasmatica de
neurénios e de células da glia. Existem cinco tipos destes transportadores que sao dependentes
de sddio e estdo localizados em locais especificos do sistema nervoso. Os tipos TAEL e TAE2
sdo encontrados em células da glia, 0o TAE3 em neurdnios, o0 TAE4 nas células de Purkinje do
cerebelo e 0 TAES na retina (DANBOLT, 2001; FEATHERSTONE, 2010).

O glutamato exerce seu efeito por meio de dois diferentes tipos de receptores: 0s
diretamente ligados a canal i6nico (ionotropicos) ou os acoplados a proteina G
(metabotropicos). Os receptores ionotrdpicos sdo 0 N-metil-D-aspartato (NMDA), o a-amino-
3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e o0 cainato, e medeiam uma
neurotransmissao glutamatérgica rapida. J& os metabotropicos estdo reunidos em trés grupos:
grupo I (mGLU1 e mGLUS), grupo Il (mGLU2 e mGLU3) e grupo Il (mGLU4, mGLUS,
mGLU7 e mGLU8), e medeiam uma neurotransmissdo lenta. Estes tipos de receptores podem
estar localizados pré ou pés-sinapticamente (RIAZA BERMUDO-SORIANO et al., 2012).

O sistema glutamatérgico exerce um importante papel na ansiedade. Regides
envolvidas com esta emogdo como a amigdala, hipocampo, septo e CPFM séo
abundantemente inervadas por neurdnios piramidais glutamatérgicos. A amigdala, por
exemplo, recebe densas projecdes principalmente do CPFM e envia projecdes para outras
areas do sistema limbico e para o proprio CPFM. Exposicao a situacdes estressoras provoca
aumento do glutamato no CPF (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997) bem como aumento da

neurotransmissao glutamatérgica dos neurénios de saida da amigdala (BERGINK et al.,
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2004). Intervengdes com o intuito de diminuir esta neurotransmissdo da amigdala, tais como
administracdo de antagonistas glutamatérgicos dentro da propria estrutura ou diminuicdo da
atividade dos neurdnios glutamatérgicos que até ela chegam tem gerado um efeito ansiolitico
(BERGINK et al., 2004; ZARRINDAST et al., 2012). Além disso, diversas drogas que agem
em receptores glutamatérgicos ionotropicos ou metabotropicos com intuito de diminuir a
neurotransmissdo glutamatérgica geral tém apresentado efeito ansiolitico tanto em estudos
pré-clinicos, utilizando modelos animais de ansiedade, quanto em estudos clinicos, com
pacientes com transtornos ansiosos (AMIEL; MATHEW, 2007; CARBOBREZ, 2003).

O glutamato também apresenta uma estreita relacdo com o GABA, o qual, conforme
anteriormente mencionado, é sintetizado a partir dele. Além disso, em individuos saudaveis ha
uma perfeita harmonia entre a atividade excitatdria e inibitoria do SNC, a qual é perdida nos
pacientes com transtornos ansiosos, 0s quais apresentam uma alta atividade glutamatérgica e
uma baixa atividade gabaérgica (WIERONSKA et al., 2011).

2.2 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

Modelos animais sdo preparacdes experimentais desenvolvidas numa espécie com o
proposito de estudar um fenémeno que ocorre numa espécie diferente (MCKINNEY, 1984).
Para ele ser valido € preciso que tenha a mesma estrutura do comportamento ou da patologia
no ser humano, isto é, sempre que existir uma relacédo entre dois elementos no modelo animal,
uma relacdo correspondente deve haver entre os mesmos elementos do comportamento
humano (KAPLAN, 1973 apud BELZUNG; GRIEBEL, 2001).

Os modelos animais tém sido utilizados para avaliar a acdo de drogas no sistema
nervoso central bem como auxiliar na compreensdo das bases neurofisiologicas dos
transtornos mentais. No entanto, eles sofrem limitagdes em virtude da subjetividade desses
transtornos, ja que se fundamentam na observacdo comportamental dos animais
(ANDREATINI, 2002). Apesar desta limitacdo intransponivel, os resultados experimentais
com esses modelos tém contribuido de forma significativa para o desenvolvimento da
neurociéncia e isso pode ser notado, por exemplo, em fungdo do maior conhecimento da
neurobiologia da depressdo, a qual possui grande numero de artigos publicados envolvendo
modelos animais, em compara¢do a mania, que possui poucos (ANDREATINI et al., 2006),
mesmo ambos 0s quadros coexistindo em pacientes com transtorno bipolar (AMERICAN
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PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002; ANDREATINI, 2002). Assim, de acordo com
Rodgers e colaboradores (1997), os modelos animais constituem a espinha dorsal da pesquisa

preé-clinica em psicofarmacologia.

Para ser adequado, um modelo animal de comportamento deve preencher os critérios
de validade preditiva (correlagdo farmacoldgica), validade de face (isomorfismo) e validade
de construgdo (homologia e similaridade dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos;
RODGERS et al.,, 1997). A validade preditiva refere-se ao conceito de que efeitos
farmacoldgicos observados no ambito clinico devem se comportar da mesma maneira quando
utilizados no modelo animal (BELZUNG; GRIEBEL, 2001). J& a validade de face implica na
similaridade fenotipica entre as expressdes emocionais entre as espécies, exigindo que a
resposta observada no modelo animal deva ser semelhante as respostas comportamentais e
fisiolégicas observadas em humanos. Por fim, a validade de construcdo relaciona-se ao
raciocinio tedrico desenvolvido para 0 modelo animal e o comportamento humano, devendo
estes possuir fatores bioldgicos e comportamentos similares em relacdo a sua etiologia
(BOURIN et al., 2007).

Em decorréncia de a ansiedade ser um conceito que descreve um estado subjetivo, ela
é considerada uma caracteristica humana. Por isso, na melhor das hipoteses, ela pode ser
apenas modelada e ndo reproduzida em animais (MARTIN, 1998). Assim, 0 emprego dos
modelos animais de ansiedade justifica-se quando, partindo de perspectiva evolutiva,
considera-se que a ansiedade humana esteja relacionada com reac6es de defesa que os animais

apresentam em resposta a estimulos ou situacdes de perigo (GRAEFF, 1990).

Certamente os modelos animais séo ferramentas muito Gteis para o conhecimento da
neurobiologia da ansiedade e, por conseguinte dos transtornos ansiosos, pois permitem
estudar fendmenos que nem sempre podem ser investigados no ser humano, como por
exemplo, as regides encefalicas envolvidas nas disfun¢des comportamentais. Além disto, eles
auxiliam na descoberta de novos tratamentos farmacoldgicos e/ou ndo-farmacologicos (VAN
DER STAAY, 2006; STEIMER, 2011).

Existem varios modelos animais utilizados para medir objetivamente o
comportamento ansioso. A maioria deles confrontam os animais com situacdes eliciadoras de

ansiedade, sdo os chamados modelos animais de ansiedade-estado. Além destes, ha os
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chamados modelos animais de ansiedade-traco que sdo aqueles que ndo induzem repostas

ansiosas.

2.2.1 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE-TRACO

A ansiedade-traco pode ser estudada em ratos e em camundongos atraves de: 1)
modelos animais baseados na manipulacdo genética (BELZUNG; GRIEBEL, 2001); 2)
modelos animais baseados na selecdo genética (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; SYLVERS et
al., 2011); e/ou, 3) modelos animais etologicamente fundamentados (GRIEBEL et al., 1993;
TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014).

A importancia e as contribui¢bes advindas do uso de modelos animais geneticamente
modificados ou geneticamente selecionados para o estudo da neurobiologia do tragco ansioso
sdo indiscutiveis (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; CRYAN; SWEENEY, 2011). Contudo, nem
todos os laboratérios de pesquisa dispdem de linhagens geneticamente modificadas para
manifestar altos ou baixos niveis de ansiedade, ou de linhagens isogénicas que
espontaneamente manifestam caracteristica de alto ou baixo traco ansioso. Neste caso, uma
opcdo muito Gtil é o processo de selecdo de animais de linhagens heterogénicas de acordo
com seus niveis de emocionalidade. Este processo de selecdo se da por meio do uso de
modelos animais etologicamente fundamentados (GOES et al., 2013). Até o presente
momento, o Paradigma da Exploracdo Livre é tido como o Unico modelo etoldgico que foi
validado como sendo um modelo animal de ansiedade-traco (GRIEBEL et al., 1993;
TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014; ALMEIDA-SOUZA et al., 2015).

2.2.1.1 PARADIGMA DA EXPLORACAO LIVRE

O paradigma da exploracéo livre (PEL) consiste em dar a oportunidade aos animais de
se movimentar livremente dentro de um ambiente contendo tanto partes familiares quanto
partes novas. Esta abordagem permite uma avaliagdo de respostas neofébicas. Como 0s
animais tém uma escolha entre novidade e familiaridade, entdo, é esperado que os individuos
com baixa ansiedade-traco exibam uma preferéncia pela novidade, enquanto os de alta
ansiedade-traco, pela familiaridade. Este paradigma foi descrito, inicialmente, na década de

60 por Hughes (1965; 1968), que observou que ratos Wistar preferiam o ambiente novo,
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permanecendo mais tempo nele. Alguns anos depois, Misslin e colaboradores (1982; 1986)
observaram que camundongos Swiss, nesta situacdo, ndo apresentavam sinais fisioldgicos de
medo, a ndo ser que fossem forcados a entrar no ambiente novo, indicando que ndo héa
mudanca do estado ansioso durante a realizacdo do teste. N&o obstante, Griebel e
colaboradores (1993), comparando duas linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6,
consideradas com sendo de alta e de baixa emocionalidade, respectivamente, observaram que
os camundongos BALB/c apresentavam uma forte preferéncia pelo ambiente familiar,
enquanto os camundongos C57BL/6 preferiam o lado novo, indicando que o PEL poderia
diferenciar tragos de personalidade. Considerados como um todo, estes resultados indicam
que o PEL avalia o traco e ndo o estado ansioso. Isto foi ainda mais evidenciado pelo fato de
que Belzung e Le Pape (1994), usando analise fatorial, demonstraram que as variaveis
avaliadas no PEL ndo eram descritas pelos mesmos fatores que as varidveis avaliadas em
modelos em que os animais sdo forcados a entrar num ambiente novo, ou seja, em modelos
que confrontam os animais com situacgdes eliciadoras de ansiedade (modelos de ansiedade-
estado). Além disso, foi demonstrado, usando ratos (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009) e ratas
Wistar (OLIVEIRA et al., 2014), que o PEL é estavel ao longo do tempo, uma condi¢éo sine
qua non para qualquer modelo que se propde a medir ansiedade-traco, que, por defini¢do, ndo
varia de momento a momento (SPIELBERGER, 1972)

Além de validado comportamentalmente, o PEL também ¢é capaz, tanto em ratos
guanto em camundongos, de distinguir efeito ansiolitico e ansiogénico de drogas utilizadas na
clinica, caracterizando assim sua validade farmacoldgica (ALMEIDA-SOUZA et al., 2015;
BELZUNG; BERTON, 1997; GRIEBEL et al., 1993).

Os estudos com o PEL tém contribuido enormemente para o entendimento da
psicobiologia da ansiedade-trago. Nestes estudos, ele tem sido utilizado para compreender o
processo pelo qual ocorre a transmissdo da reatividade emocional, de pais para filhos
(CALATAYUD et al.,, 2004) e para avaliar a influéncia do enriquecimento ambiental,
estabelecido no desmame, sobre os niveis de ansiedade-traco (CHAPILLON et al., 1999).
Além disso, o PEL tém sido utilizado para avaliar a correlacdo entre ansiedade-traco e
ansiedade-estado (GOES et al., 2009), verificar a relagdo entre ansiedade-traco e depresséo
(DUCOTTET & BELZUNG, 2005) bem como entre ansiedade-traco e dor orofacial (MATOS
et al., 2011) e entre ansiedade-traco e hipertensao arterial (GARCEZ et al., 2014).
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2.2.2 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE-ESTADO

Estima-se que existam mais de 30 modelos animais utilizados na investigacdo pré-
clinica da ansiedade. Alguns sdo baseados em repostas fisioldgicas e outros em estados
induzidos por drogas, mas a grande maioria recorre a avaliagbes comportamentais. Os
modelos baseados em métodos comportamentais sdo classificados em duas categorias: 1)
testes de repostas incondicionadas; e, 2) testes de repostas condicionadas. Os modelos da
primeira categoria possuem uma alta validade etoldgica, pois envolvem reacdes espontaneas
ou naturais dos animais a estimulos aversivos que ndo implicam em dor ou desconforto
elevado. Ja os modelos da segunda categoria envolvem respostas condicionadas a estimulos
estressantes e dolorosos, como choque elétrico e privacdo de agua e comida (GRIEBEL,
1995; RODERGS et al., 1997; STEIMER, 2011).

Independentemente da categoria a qual pertencam, esses modelos expdem os animais a
situacdes eliciadoras de ansiedade, modelando, assim, a ansiedade-estado (GOES et al.,
2009). Os modelos animais de ansiedade-estado mais comumente utilizados sao listados no

quadro 2.

32



REVISAO DA LITERATURA

Quadro 2. Relagdo dos modelos animais de ansiedade-estado mais comuns.

Modelos baseados em respostas
incondicionadas

Modelos baseados em respostas
condicionadas

(1) Testes de exploracéo

Labirinto em cruz elevado
Placa perfurada

Campo aberto

Labirinto em T elevado
Labirinto em zero elevado

(2) Transicéo claro/escuro

Caixa de transicao claro/escuro

(3) Testes sociais

Teste de vocalizagOes ultrassénicas
induzidas pela separacao (filhotes)
Teste de vocalizagdes ultrassdnicas

(1) Testes de conflito

Geller-Seifter
Vogel

(2) Testes de esquiva

Esquiva passiva
Esquiva ativa
Esquiva inibitéria

(3) Outros

Teste de sobressalto
potencializado pelo medo
Teste de enterrar defensivo

induzidas pelo estresse (adultos)
Teste de interacdo social

(3) Defesa anti-predatdria

Bateria de testes de ansiedade
Teste de exposicao ao odor do
predador

(4) Outros

Teste de hiponeofagia
Teste de hipertermia induzida pelo
estresse

Extraido de: STEIMER, 2011.

Existe uma grande diversidade de aplicacBes possiveis para o LCE. Investigagdes do
efeito ansiolitico e ansiogénico de agentes farmacoldgicos, de drogas de abuso e de
hormonios tém sido realizadas (DE MELLO SCHIER et al., 2014; MORRISON et al., 2015;
SLAMBEROVA et al., 2015). Além disso, o LCE tem sido utilizado para investigar os efeitos
da exposicdo a fatores estressantes no periodo pré ou poés-natal (GRUNDWALD;
BRUNTON, 2015; VEY et al, 2015), bem como na investigagdo da influéncia do
enriquecimento ambiental nos niveis de ansiedade de ratos e camundongos
(AHMADALIPOUR et al., 2015; AKILLIOGLU et al., 2015; GOES et al., 2015). Néo
obstante, varios trabalhos sobre éareas encefélicas (amigdala, hipocampo, substancia cinzenta
periaquedutal, etc.) e neurotransmissores (GABA, glutamato, 5-HT, neuromoduladores do

eixo hipotalamo-hipdfise-supra-renais, etc.) envolvidos no comportamento subjacente a
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ansiedade tém sido identificados com o auxilio do LCE (ARIZA TRASLAVINA et al., 2014;
BATISTA etal., 2015; CARVALHO et al., 2015; LIU et al., 2015; YEUNG et al., 2015).

2.2.2.2 PLACA PERFURADA

O teste da placa perfurada (PP) tem ganhado popularidade dentre os modelos animais
de ansiedade, tanto por se tratar de um método simples para medir resposta de um animal
frente a um estimulo aversivo, quanto por possibilitar a quantificacdo e observacdo de varios
comportamentos nos roedores (TAKEDA et al., 1998). Ele foi originalmente idealizado para
camundongos (BOISSIER; SIMON, 1962), mas uma versdo modificada foi

subsequentemente proposta para ratos (FILE, 1973).

O aparato da PP consiste numa arena quadrada com dezesseis buracos no chdo. Os
animais sdo colocados no aparato e é registrado o nimero de vezes que o animal mergulha a
cabeca nos buracos bem como o tempo de permanéncia neste mergulho. Estes parametros séo
inversamente proporcionais ao estado ansioso e foram validados como medidas de ansiedade.
Assim, drogas ansioliticas aumentam o nimero e o tempo de mergulhos da cabeca, ao passo
que drogas ansiogénicas diminuem estes parametros (CAMPOS et al.,, 2013, FILE;
WARDILL, 1975; TAKEDA et al., 1998).

Trabalhos tém sido publicados utilizando a PP para investigar o efeito ansiolitico ou
ansiogénico de drogas de abuso (MANZO et al., 2014), de extratos de plantas (IBIRONKE;
UGEGE, 2014; SOLLOZO-DUPONT et al., 2015) e de outros agentes farmacoldgicos
(AMIRI et al., 2015; KURHE; MAHESH, 2015). Ademais, a PP vem sendo empregada nos
estudos que visam avaliar o mecanismo de acdo de novas drogas ansioliticas (HAN et al.,
2011; LEE et al., 2013; NASEHI et al., 2013), bem como nos processos de investigacdo de
regides encefalicas envolvidas na manifestacdo desta emog¢do (ADAMEC et al., 2012;
MEYZA et al., 2009).

2.3 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Entende-se por enriquecimento ambiental, no caso de animais de laboratdrio, como

condi¢des de alojamento, quer sejam gaiolas ou camaras exploratdrias, que proporcionem
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maior estimulacdo sensorial, cognitiva e/ou motora em comparagdo com as das gaiolas padréo
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

O primeiro pesquisador, no contexto neurocientifico, a trabalhar com enriquecimento
ambiental foi Donald Hebb, no final da década de 40. Ele comparou ratos que viviam
livremente em sua casa com aqueles mantidos em gaiolas no laboratério e, constatou que os
primeiros apresentavam melhor desempenho num teste de labirinto do que aqueles mantidos
no laboratorio. Como este experimento foi realizado com uma amostra pequena de animais e
sem um controle preciso, alguns anos depois, Bernard Hymovitch, seu aluno de doutorado,
repetiu esse experimento com uma amostra maior de animais e com um controle mais
adequado. Hymovitch comparou animais mantidos em gaiolas padrdo com animais mantidos
em gaiolas maiores contendo tuneis sem saida, pistas inclinadas e pequenas areas fechadas.
Ele observou que os animais mantidos nesta ultima condicdo apresentavam melhor
desempenho num teste de labirinto do que aqueles mantidos em gaiola padréo, corroborando
assim o achado de Hebb. Pouco tempo depois desta confirmagéo, os pesquisadores Donald
Forgays e Janet Forgays, também alunos de Hebb, verificaram que animais mantidos em um
ambiente maior que a gaiola padrdo contendo diversos objetos apresentavam um melhor
desempenho num teste de labirinto do que aqueles mantidos em um ambiente maior que a
gaiola padrdo e sem a presenca de objetos, mostrando assim que o0 uso de objetos é importante
para a obtencdo dos efeitos benéficos do enriquecimento ambiental (FORGAYS; FORGAYS,
1952; HYMOVITCH, 1952; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

Ja na década de 60, um grupo de pesquisadores da Universidade da Califérnia
liderado por Mark Rosenzweig comecgou a fornecer as primeiras evidéncias cientificas de que
um enriquecimento ambiental poderia levar a alteracfes estruturais e quimicas no encéfalo
bem como melhorar a capacidade cognitiva dos animais (KRECH et al., 1960,
ROSENZWEIG et al., 1962, ROSENZWEIG et al., 1978). A partir de entdo, varios trabalhos
tém sido publicados utilizando o enriquecimento ambiental. Para se ter uma ideia do
quantitativo destes trabalhos foi realizado um levantamento na Web of Science, por meio do
Portal de Periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
utilizando a expressao “environmental enrichment” num periodo compreendido entre 1962 e

2016 e foram encontrados 5224 artigos.

Para construir um ambiente enriquecido, os laboratérios de pesquisa tém utilizado

diversos protocolos, que variam no tamanho da gaiola (desde gaiolas ligeiramente maiores
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que a padrdo até gaiolas muito maiores que a padréo), nos objetos (forma, textura e cor), no
tempo de exposicdo (de trés a treze semanas), na idade de exposi¢do (ao nascimento, no
desmame ou na idade adulta), no nimero de animais expostos em conjunto (de cinco a doze),
entre outras variacdes (SIMPSON; KELLY, 2011). Nao ha um consenso em relacéo a qual
protocolo de enriquecimento é o ideal para a obtencao de efeitos benéficos. O fato € que um
aumento da complexidade e da novidade do ambiente juntamente com a atividade fisica
propicia aos animais maiores niveis de estimulacdo (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN,
2006).

Os efeitos do enriquecimento ambiental foram extensivamente revisados nos trabalhos
de Hannan (2014), Nithianantharajah e Hannan (2006), Sale e colaboradores (2009), Simpson
e Kelly (2011) e Van Praag e colaboradores (2000). Nestes é possivel constatar que a
exposicdo de animais a um ambiente enriquecido elicia efeitos benéficos em modelos de
depressdo, memoria, ansiedade, Parkinson, Alzheimer, Huntington, epilepsia, esquizofrenia,
esclerose multipla, autismo, dentre outros. Em vista destes achados, Reynolds e colaboradores
(2010) sugerem que estudos translacionais podem ser delineados a fim de se desenvolver
recursos terapéuticos com aplicabilidade na espécie humana. Ainda de acordo com estes
autores, a terapia de integracdo sensorial, um tipo de terapia que utiliza elementos chaves do
enriquecimento ambiental, como estimulagdes cognitivas, sensoriais e motoras, pode ser um
meio Util de expor individuos com desordens de desenvolvimento neurolégico a um ambiente
enriquecido e, avaliar o efeito desta intervencdo em humanos. Nesse sentido, Woo e
colaboradores (2015) compararam criancas autistas que receberam uma terapia de integracédo
sensorial com aquelas que ndo receberam e, constataram que a terapia de integracéo sensorial
melhorou varios aspectos das criangas autistas, tais como desempenho cognitivo, reatividade
sensorial, linguagem receptiva, dentre outros, demonstrando assim o uso do enriquecimento

ambiental como uma terapia para o tratamento do autismo.

2.3.1 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL E ANSIEDADE

Embora o efeito do enriquecimento ambiental na ansiedade ndo seja um consenso na
literatura (AHMADALIPOUR et al., 2015; PAEZ-MARTINE et al., 2013; SILVA et al.,
2011), a maioria dos estudos indica que este tipo de manipulacdo ambiental reduz os niveis de

ansiedade.
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Animais expostos a um ambiente enriquecido expressam um nivel reduzido de
medidas relacionadas a emocionalidade tais como defecacdo e “congelamento”
(SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2013; BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004), passam mais
tempo e fazem mais entradas nos bracos abertos do LCE (AHMADALIPOUR et al., 2015;
AKILLIOGLU et al., 2015), fazem mais mergulhos da cabeca no teste da PP (MESA-GRESA
et al., 2013), exploram mais a area central de um campo aberto (HUGHES; OTTO, 2013),
passam mais tempo na zona clara durante um teste de transicdo claro/escuro (DURAIRAJ;
KOILMANI, 2014) e apresentam menores niveis de corticosterona quando expostos a
estimulos aversivos (RAVENELLE et al., 2013). Tudo isto sinaliza um efeito ansiolitico do
enriquecimento ambiental, o qual parece ser de longa duragédo, uma vez que ele continua a ser
observado mesmo quando os animais sdo avaliados cerca de dois meses depois de serem
retirados dessa condicdo ambiental (MOSAFERI et al., 2015).

Além de reduzir as respostas ansiosas frente a um estimulo aversivo, o enriquecimento
ambiental estabelecido no desmame também é capaz de reduzir a propensdo do individuo a
ansiedade (CHAPILLON et al., 1999).

Os mecanismos pelos quais o enriquecimento ambiental atua na ansiedade ainda nao
foram totalmente esclarecidos. Uma hipotese é que o enriquecimento ambiental exerca seu
efeito ansiolitico por meio da modulacdo do eixo HPA. Tal modulacdo pode dar-se através de
mecanismos relacionados a neurogénese hipocampal (SCHLOESSER et al., 2010), ou através
da modulacdo da expressdao dos receptores do hormonio liberador de corticotrofina na
amigdala (SZTAINBERG et al., 2010). Baseados em estudos anteriores, que mostraram que a
supressdo da neurogénese hipocampal em animais adultos gera sintomas ansiosos (REVEST
et al., 2009) e leva a um aumento da ativacdo do eixo HPA (SCHLOESSER et al., 2009),
Schloesser e colaboradores (2010) mostraram que animais expostos ao enriquecimento
ambiental apresentavam menores niveis de ansiedade e uma neurogénese hipocampal
preservada em comparagao aos animais mantidos em gaiolas padrdo, de forma que o efeito
ansiolitico do ambiente enriquecido, para esses autores, seria decorrente da modulacdo do
eixo HPA via neurogénese hipocampal. Ja para Sztainberg e colaboradores (2010), a
diminuicdo dos niveis de ansiedade decorrentes da exposi¢cdo a um enriquecimento ambiental
¢ atribuida a uma diminuicdo na expressdo dos receptores para o hormonio liberador de

corticotrofina na amigdala.
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Além dessa modulagdo do eixo HPA, estudos mais recentes tém mostrado que a
exposicdo a um enriquecimento ambiental aumenta os niveis de GABA (CONNORS et al.,
2015) e 5-HT (LEGER et al., 2014) no cértex pré-frontal, o que também poderia explicar o

mecanismo pelo qual este tipo de manipulacdo ambiental reduz os niveis de ansiedade.

38



3. OBJETIVOS

39



OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do enriquecimento ambiental e da lesdio do CPFM nos niveis de

ansiedade-traco e ansiedade-estado de ratos Wistar adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a possibilidade de se modificar os niveis de ansiedade-traco de ratos Wistar

adultos expostos a um ambiente enriquecido;

2) Avaliar a possibilidade de se modificar os niveis de ansiedade-estado de ratos

Wistar adultos expostos a um ambiente enriquecido;

3) Investigar o envolvimento do CPFM na predisposicdo do individuo a ansiedade

(ansiedade-traco);

4) Estender a investigacdo da participacdo do CPFM na resposta ansiosa a um

estimulo ameacador (ansiedade-estado).
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4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, adultos (10 semanas de idade), oriundos do
minibiotério do Laboratorio de Fisiologia do Comportamento da Universidade Federal de
Sergipe (LAFICO da UFS). Eles foram mantidos em gaiolas (41 cm x 34 cm x 17,5 cm) com,
no maximo, cinco animais, com livre acesso a agua filtrada e a ragdo prépria para roedores, no
minibiotério de origem, com temperatura controlada entre 22 e 24°C, ciclo claro/escuro de

12h e exaustao do ar.

4.2 Modelos animais de ansiedade

4.2.1 Paradigma da exploracao livre — modelo animal de ansiedade-traco
O modelo foi configurado conforme descrito por Antunes e colaboradores (2011).

O aparato (fabricacdo artesanal, Aracaju-SE, Brasil; Figura 2) consistiu de uma caixa
de madeira, dividida em duas partes, sendo que cada parte se subdividiu em trés unidades
exploratdrias de 20 x 20 cm. As duas metades foram separadas por uma divisoria removivel,
e o chdo foi coberto por zedlitas (Zoocel Biotério®, Celta Brasil, Cotia-SP, Brasil).
Aproximadamente 24h antes do teste, um animal foi colocado em uma das metades da caixa,
com livre acesso a agua e comida, a fim de se familiarizar com o ambiente. No dia do teste, a
divisoria entre 0 ambiente familiar e o novo foi removida, e o animal foi observado por 15
minutos sob luz infravermelha (ALMEIDA-SOUZA et al., 2015; GRIEBEL et al., 1993,
OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA-SILVA et al., 2009).

Os parametros avaliados foram: distancia total percorrida (DTP) e o tempo de
permanéncia em cada compartimento, de modo que a porcentagem de tempo no lado novo
(%TLN) foi calculada — um pardmetro considerado uma medida confidvel de ansiedade-traco
em ratos Wistar (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014). Estes parametros
foram registrados através de um sistema computadorizado de rastreamento de animais —
Anymaze®© (Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA).

O aparato do PEL foi limpo com uma solucdo de alcool etilico 10% apds cada teste,

antes de introduzir um novo animal para avaliagao.
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Figura 2. Aparato do paradigma da exploracéo livre. A: vista lateral do aparato. B:
vista superior do aparato contendo um animal explorando o lado novo (lado direito).
O lado esquerdo representa o lado familiar.

Fonte: arquivo pessoal.

4.2.2 Labirinto em cruz elevado — modelo animal de ansiedade-estado

O modelo foi configurado conforme descrito por Pellow e colaboradores (1985),

exceto pela iluminacéo, em que se optou pela luz vermelha (CHAPILLON et al., 1999).

O aparato (fabricacdo artesanal, Aracaju-SE, Brasil; Figura 3) consistiu em um
labirinto de madeira com dois bracos fechados (50 x 10 x 50 cm) e dois bracos abertos (50 x
10 cm). Os quatro bracos eram arranjados em cruz, conectados por uma area central aberta
(10 x 10 cm), de forma que bragos do mesmo tipo se opuseram. O labirinto foi elevado do
ch&o numa altura de 50 cm. Cada animal foi colocado no centro do labirinto e podia explorar

todo o aparato por 5 minutos.

Os parametros avaliados foram: distancia total percorrida (DTP), porcentagem de
tempo nos bragos abertos (%TBA) e porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA).
Estes parametros foram registrados através de um sistema computadorizado de rastreamento
de animais — Anymaze®© (Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA).
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O aparato do LCE foi limpo com uma solucéo de alcool etilico 10% ap6s cada teste,

antes de introduzir um novo animal para avaliagao.

Figura 3. Aparato do labirinto em cruz
elevado, contendo um animal explorando
um dos bracos abertos.
Fonte: arquivo pessoal.

4.2.3 Placa perfurada — modelo animal de ansiedade-estado

O modelo foi configurado conforme descrito por File e Wardill (1975), exceto para o
registro dos pardmetros comportamentais, para o qual foi utilizado um sistema automatizado
(MONTAGUD-ROMERO et al., 2014).

O aparato (fabricacdo artesanal, Aracaju-SE, Brasil; Figura 4) consistiu de uma caixa
de madeira (66 x 56 x 47 cm), cujo chdo continha 16 orificios com 3,8 cm de diametro cada,
equidistantes um dos outros. Abaixo destes orificios havia fotocélulas que estavam conectadas
a um sistema computadorizado e eram sensiveis ao mergulho da cabe¢a do animal. O aparato
foi elevado do ch&o numa altura de 50 cm. Cada animal foi colocado em um dos cantos do
aparato e podia explora-lo por 5 minutos.

Os pardmetros avaliados foram: distdncia total percorrida (DTP), nimero de
mergulhos (NM) e o tempo de mergulho (TM). Estes pardmetros foram registrados através de
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um sistema computadorizado de rastreamento de animais — Anymaze© (Stoelting Co., Wood
Dale-IL, EUA).

O aparato da PP foi limpo com uma solucdo de alcool etilico 10% ap0s cada teste,

antes de introduzir um novo animal para avaliacao.

Figura 4. Vista superior do aparato da placa perfurada, contendo
um animal mergulhando a cabeg¢a em um dos buracos.
Fonte: arquivo pessoal.

4.3 Experimento I: Influéncia do enriquecimento ambiental nos niveis de ansiedade-

traco e -estado de ratos Wistar adultos
4.3.1 Enriquecimento ambiental

O ambiente enriquecido (Figura 5) consistiu de uma arena circular de polietileno (100
cm de diametro e 70 cm de altura), contendo diferentes objetos (tanel, escada, roda giratdria,
blocos e cubos de madeira e de plastico, de varios tamanhos e cores) e material para ninho,
que foram trocados trés vezes por semana. A cada troca, 0s animais recebiam uma barra de
plastico, quatro blocos de madeira e trés cubos de plastico de varios tamanhos e cores. Eles
também recebiam material para ninho e um tunel, feito com tubos de PVC, interconectados de
diversas formas. A roda giratoria ficou disponivel para os animais o tempo todo. O ch&o da
arena foi coberto por maravalha e os animais tinham livre acesso a agua e comida.
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A arena foi mantida na mesma sala onde os animais estavam desde o nascimento.
Somente cinco animais de cada vez foram colocados na arena para a permanéncia por quatro

Semanas.

Figura 5. Vista superior do ambiente enriquecido contendo cinco
animais e diversos objetos (tGnel, roda giratéria, blocos e cubos de
madeira e de plastico, de varios tamanhos e cores).

Fonte: arquivo pessoal

4.3.2 Procedimento (Figura 6)

Setenta animais foram primeiramente testados no PEL (PEL1). Os resultados da
%TLN (Tabela 1) foram utilizados para categorizar os animais em alta (< 1° quartil), média (>
1° quartil e < 3° quartil) ou baixa (> 3° quartil) ansiedade-trago. Trés a seis dias ap6s o PEL1,
metade dos animais de cada categoria permaneceu em suas gaiolas (condicdo padrdo: CP),
enquanto a outra metade foi transferida para o ambiente enriquecido (condi¢do enriquecida:
CE). Apds trés semanas, todos os animais foram novamente testados no PEL (PEL2) e, em
seguida, retornaram para seus respectivos ambientes. Este intervalo foi estabelecido para
garantir a confiabilidade do PEL que é de quatro semanas para ratos Wistar (TEIXEIRA-
SILVA et al., 2009). Sete a dez dias apds o PEL2, 50 dos 70 animais foram testados no LCE.

Os testes foram realizados na fase escura do ciclo claro/escuro, entre 19 e 20 horas.
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Alta ansiedade-traco
CP Média ansiedade-tragco

Baixa ansiedade-traco

Alta ansiedade-traco
CE {Média ansiedade-trago Cp
Baixa ansiedade-traco
CE
Condicéo l o l
. adrdo (CP
3a6dias P P \ 3 semanas % 7210 dias
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l Condicio / CE
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Alta ansiedade-traco

Média ansiedade-traco
Baixa ansiedade-traco

Figura 6. Desenho experimental do experimento |. PEL: paradigma da exploragdo livre; LCE: labirinto em cruz
elevado. *Calculada com base nos valores do primeiro e do terceiro quartil do pardmetro porcentagem de
tempo no lado novo (%TLN), assim animais com valores de %TLN menores que o primeiro quartil foram
considerados de alta ansiedade-trago, com valores de %TLN maiores que o terceiro quartil de baixa ansiedade-
traco e os demais como sendo de média ansiedade-traco.

4.3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos no PEL foram analisados por meio de ANOVA de trés vias para
medidas repetidas [fator 1: Ambiente (CP ou CE); fator 2: Nivel de ansiedade (alta, média ou
baixa); fator 3: Tempo (PEL1 ou PEL2)]. No caso de interacdo significativa dos trés fatores,
as analises seguiram-se com a fixacdo do fator Nivel de ansiedade para a realizacdo de
ANOVA de duas vias para medidas repetidas nos outros dois fatores. Ainda no caso de
interacdo significativa, as analises seguiram-se com a fixacdo do fator Ambiente para a
realizacdo de ANOVA de uma via para medidas repetidas no fator Tempo. Na auséncia de
interacdo significativa, os fatores foram analisados individualmente e teste a posteriori de

Tukey foi realizado, quando apropriado.

A comparagdo entre os efeitos das duas condi¢bes ambientais no LCE foi realizada
através de test t de Student, considerando-se todas as categorias juntas, j& que um previo
estudo realizado no LAFICO da UFS mostrou ndo haver concordancia entre o PEL e 0 LCE

em relacdo aos niveis de ansiedade em ratos (GOES et al., 2009).

Todos os testes foram bicaudais e com nivel de significancia de 5%.
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Um z-score foi calculado para todos os pardmetros e, animais apresentando valores
fora do intervalo entre média + dois desvios-padrdo foram excluidos das analises. Apos este

calculo, o tamanho da amostra para cada grupo foi apresentado nas Tabelas 1 e 2.

4.4 Experimento I1: Avaliacdo do efeito da lesdo do CPFM nos niveis de ansiedade-traco
e —estado de ratos Wistar.

4.4.1 Cirurgia estereotaxica

Para realizacdo da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados com ketamina
(90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). Em seguida, foram submetidos a tricotomia da
parte superior da cabega, assepsia com alcool iodado, profilaxia antibidtica (0,1 mL de
Pentabiotico Veterinario para animais de Pequeno Porte / peso corporal, i.m.) e adaptacdo ao

aparelho estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA).

Com um bisturi foi feita uma incisdo na regido superior da cabeca do animal,
afastando-se 0s musculos e expondo-se a calota craniana. Em seguida foram localizadas as
coordenadas para o CPFM: i) anteroposterior (AP): +3,0 mm, médio-lateral (ML): 0,7 mm,
dorsoventral (DV): -3,0 mm, ii) AP: +3,0 mm, ML: £0,7 mm, DV: -4,0 mm e iii) AP: +4,0
mm, ML: £0,7 mm, DV: -3,0 mm (LACROIX et al., 2000). Tomando-se como referéncia o
bregma e a sutura sagital foram calculadas as coordenadas AP e ML, respectivamente. Apos a
localizagdo destas coordenadas, o crénio foi perfurado, bilateralmente, com uma broca
dentaria e a linha média e a superficie do encéfalo foram expostas. A partir da linha média
foram localizadas definitivamente as coordenadas ML. Isto foi necessario para minimizar
erros de coordenadas decorrentes de variagcdes anatbmicas da sutura sagital. Ja as coordenadas
DV foram localizadas a partir da superficie do encéfalo. Subsequentemente, uma agulha 30
gauge foi introduzida no CPFM. A agulha estava conectada a um tubo de polietileno adaptado
a uma microsseringa Hamilton de 10 pL cujo embolo foi impulsionado por uma bomba de
microinfusdo (Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA). Um volume de 0,2 pL de &cido
quinolinico 0,09 m (Sigma-Aldrich, Brasil) dissolvido em tampéo fosfato salina (TFS) 0,1 M
pH 7,4 foi injetado em cada sitio. Ap6s o término da infusdo, foram aguardados trés minutos
antes da retirada da agulha para evitar refluxo. Ao final da cirurgia, a pele foi suturada e o
animal, entdo, foi removido do aparelho estereotaxico e colocado individualmente numa

gaiola, onde permaneceu até a sua completa recuperacdo. Neste periodo ele recebeu
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administracdo do analgésico flunixina meglumina (1,1 mg/kg, s.c.) de 12/12 horas, durante
dois dias, sendo que a primeira administracdo foi realizada imediatamente apds a cirurgia.

Estes animais constituiram o grupo Lesé&o.

Os animais que constituiram o grupo Falsa lesdo (grupo controle) foram submetidos
ao mesmo procedimento do grupo Lesdo, mas foram infundidos com TFS 0,1 m pH 7,4 ao

invés de &cido quinolinico.

4.4.2 Analise histoldgica

Os animais foram previamente anestesiados com ketamina (90 m/kg, i.p.) e xilazina
(10 mg/kg, i.p.). Aproximadamente 50 mL de TFS 0,1 m pH 7,4 foram perfundidos
transcardiacamente, seguidos de 300 mL de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M pH
7,4. Os encéfalos foram removidos e mantidos em uma solucdo de sacarose 30% em tampéao
fosfato 0,1 M pH 7,4. Posteriormente, os encéfalos foram fatiados em criostato com cortes
com espessura de 40 um, fixados em laminas e corados com corante de Nissl para analise

histoldgica (LACROIX et al., 2000).

A extensdo da lesdo, em cada animal, foi verificada por meio do atlas de Paxinos e
Watson (1998), e a respectiva area foi calculada por meio do programa de processamento
digital de imagens Image J (National Institute of Health, NIH, Estados Unidos). Os animais
que ndo apresentaram lesdo no CPFM foram excluidos das analises estatisticas.

Cabe aqui destacar que, a andlise histologica foi realizada por um pesquisador que ndo

tinha conhecimento dos resultados comportamentais.

4.4.3 Procedimento (Figura 7)

Sessenta e seis animais foram primeiramente testados no PEL (PEL1). Os resultados
obtidos da %TLN foram utilizados para categorizar os animais em alta (% TLN < 51), média
(51 < %TLN < 80) ou baixa (%TLN > 80) ansiedade-traco?, de acordo com prévia

categorizacao realizada no LAFICO da UFS (GOES et al., 2013). Trés a seis dias apds o

2 Para a categorizagdo dos animais do experimento Il foram utilizados os valores do primeiro (51%) e terceiro
(80%) quartis obtidos num prévio estudo realizado no LAFICO da UFS (GOES et al., 2013). Estes valores nao
foram utilizados para categorizar os animais do experimento I, pois quando este experimento foi realizado o
prévio estudo ainda ndo tinha sido concluido.
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PEL1, todos os animais foram submetidos & cirurgia estereotaxica, sendo que metade dos
animais de cada categoria foi alocada no grupo Lesdo e a outra metade no grupo Falsa les&o.
Sete a nove dias ap0s a cirurgia, todos os animais foram novamente testados no PEL (PEL?2).

Oito a dez dias ap6s o PEL2 foram testados na PP.

As avaliagOes comportamentais na PP e no PEL foram, respectivamente, realizadas na

fase clara (entre 14 e 16 horas) e escura (entre 19 e 20 horas) do ciclo claro/escuro.

O aparato do PEL foi limpo com uma solucéo de alcool etilico 10% apds cada teste.

Alta ansiedade-traco
Falsa lesdo < Média ansiedade-trago
Baixa ansiedade-traco

Alta ansiedade-traco
Leséo Média ansiedade-traco

Baixa ansiedade-traco

A

3 a6 dias 7a9 dias 8 a 10 dias 1 dia

Cirurgia Andlise
— 7 — —> | PP . L.
PEL estereotaxica PEL histolégica

Categorizagdo*: Eal ll .
Alta ansiedade-tragco alsa [esao

Média ansiedade-traco Lesdo
Baixa ansiedade-traco

Figura 7. Desenho experimental do experimento Il. PEL: paradigma da exploragéo livre; LCE: labirinto em
cruz elevado; PP: placa perfurada. ~Calculada com base em valores previamente estabelecidos e publicados
(GOES et al., 2013), assim animais com porcentagem de tempo no lado novo (%TLN) inferior a 51% foram
considerados de alta ansiedade-trago, com valores de % TLN maiores que 80% de baixa ansiedade-traco e 0s
demais como sendo de média ansiedade-trago.

4.4.4 Andalise estatistica

Os dados da analise histologica foram analisados por meio de ANOVA de duas vias
para medidas repetidas [fator 1: Nivel de ansiedade (alta, média ou baixa); fator 2: Seccéo
(AP +4,20; AP +3,70; AP +3,20; AP +2,70; AP +2,20)]. No caso de interacéo significativa, as
analises seguiram-se com a fixag&o do fator Nivel de ansiedade para a realizagdo de ANOVA
de uma via para medidas repetidas no fator Sec¢do. Na auséncia de interacdo significativa, os
fatores foram analisados individualmente e teste a posteriori de Tukey foi realizado, quando

apropriado.
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Os dados obtidos no PEL foram analisados por meio de ANOVA de trés vias para
medidas repetidas [fator 1: Tratamento (Lesdo ou Falsa lesdo); fator 2: Nivel de ansiedade
(alta, média ou baixa); fator 3: Tempo (PEL1 ou PEL2)]. No caso de interacdo significativa
dos trés fatores, as analises seguiram-se com a fixacdo do fator Nivel de ansiedade para a
realizacdo de ANOVA de duas vias para medidas repetidas nos outros dois fatores. Ainda no
caso de interacdo significativa, as analises seguiram-se com a fixacdo do fator Tratamento
para a realizacdo de ANOVA de uma via para medidas repetidas no fator Tempo. Na auséncia
de interacdo significativa, os fatores foram analisados individualmente e teste a posteriori de

Tukey foi realizado, quando apropriado.

Os dados obtidos da PP foram analisados por ANOVA de duas vias para medidas
independentes [fator 1: Tratamento (Lesdo ou Falsa lesdo); fator 2: Nivel de ansiedade (alta,
média ou baixa)]. No caso de interacdo significativa entre o fator 1 e o fator 2 foi conduzido
um teste a posteriori de Tukey para a interacdo. Na auséncia de interagdo significativa, 0s
fatores individuais foram analisados e teste a posteriori de Tukey foi realizado, quando

apropriado.
Todos os testes foram bicaudais e com nivel de significancia de 5%.

O z-score foi calculado para todos os parametros e, animais apresentando valores fora
do intervalo entre média + dois desvios-padrdo foram excluidos das analises. Apds este
calculo, o tamanho da amostra para cada grupo foi apresentado nas Tabelas 3 e 4.

4.5 Etica

Ambos 0s experimentos respeitaram 0s principios éticos em pesquisa com animais de
laboratdrio estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos e, pelas Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA, e
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da Universidade Federal
de Sergipe sob o protocolo CEPA 47/12.

Aqui, cabe destacar, que todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o nimero e o

sofrimento dos animais utilizados.
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5.1 Experimento I: Influéncia do enriquecimento ambiental nos niveis de ansiedade-

traco e -estado de ratos Wistar adultos
5.1.1 Paradigma da exploracéo livre
5.1.1.1 Distancia total percorrida (Tabela 1)

N&o houve interagdo significativa dos fatores Nivel de ansiedade, Ambiente e
Tempo (F,ss= 0,04; p= 0,96). Uma interacéo significativa foi observada apenas para 0s
fatores Ambiente e Tempo (F1 5= 6,60; p= 0,01). Fixando-se o fator Ambiente, a analise
do Tempo como fator Unico mostrou que a CE reduziu a DTP no PEL2 em relacdo ao
PEL1 (Fy1 3= 17,31; p< 0,01), mas nenhuma diferenca foi observada para a CP (Fy31=0,60;
p=0,44).

Tabela 1. Resultados do parametro DTP no PEL

- DTP (m)
Nivel de ansiedade T'p(.) de
ambiente PEL1 PEL2
Alta CP (n=9) 17,04+1,76 17,33+2,33
(%TLN < 69,53) CE (n=8) 17,65 +1,90% 14,60 + 1,59
= =+ +
Média CP(n=14) 2056+1,18 19,67 +117

(6953<%TLN<83,14) CE(n=16) 21,60+1,24* 16,50 +0,74°

Baixa CP(n=9) 2051+155 19,12 +1,20

(%TLN > 83,14) CE (n=8) 2358+ 2,72° 17,86 +2,32°

PEL: paradigma da exploragdo livre; DTP: distdncia total percorrida; %TLN:
porcentagem de tempo no lado novo; CP: condi¢do padrdo; PEL1: primeira exposicao
ao paradigma da exploracdo livre; PEL2: segunda exposicdo ao paradigma da
exploragdo livre CE: condico enriquecida. Dados com a mesma letra foram analisados
Como um grupo, ja que o fator Nivel de ansiedade ndo interagiu com os demais fatores
(Ambiente e Tempo). avs b: p <0,01.

Dados representados por média + e.p.m.

5.1.1.2 Porcentagem de tempo no lado novo (Figura 8)

A interacdo dos fatores Ambiente, Nivel de ansiedade e Tempo foi significativa
(F258= 3,94; p= 0,02). Fixando-se o fator Nivel de ansiedade, foi observada uma interacao
significativa dos fatores Ambiente e Tempo para os animais de alta ansiedade (F; 15 = 8,42;

p= 0,01). Fixando-se o fator Ambiente, a analise do Tempo como fator Gnico mostrou que
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os animais da CE passaram mais tempo no lado novo no PEL2 em comparagdo ao PEL1
(F17= 19,51; p< 0,01), enquanto que nenhuma diferenca foi observada para os animais da
CP. Para as outras categorias de ansiedade, ndo foi observada interacdo significativa dos
fatores Ambiente e Tempo, portanto, os dois fatores foram analisados individualmente. O
efeito do Ambiente ndo foi significativo em categoria alguma, enquanto que o efeito do
Tempo foi significativo apenas para os animais de média ansiedade-traco (F1 2= 8,45; p<

0,01), sendo que o tempo passado no lado novo foi maior no PEL2 do que no PEL1.

-—CP -a—-CE

Alta ansiedade-trago Média ansiedade-traco Baixa ansiedade-traco
100

0 T .
. /
60 [ // g

N4
!

40

Porcentagem de tempo no lado novo

30

PEL1 PEL2 PEL1 PEL2 PEL1 PEL2

Figura 8. Interacdo dos fatores Ambiente (CP e CE), Nivel de ansiedade (alta, média e
baixa) e Tempo (PEL1 e PEL2). CP: condi¢do padrdo; CE: condigdo enriquecida; PEL1:
primeira exposicdo ao paradigma da exploracdo livre; PEL2: segunda exposi¢cdo ao
paradigma da exploracéo livre. *Diferenca significativa em relacdo ao Tempo, somente
para CE (p< 0,01). “Diferenca significativa em relacdo ao Tempo (p< 0,01) sem efeito do
Ambiente. Dados representados por média £ e.p.m.

5.1.2 Labirinto em cruz elevado
5.1.2.1 Distancia total percorrida (Tabela 2)

N&o houve diferencas significativas entre CP e CE (t= 1,03; p= 0,56).
5.1.2.2 Porcentagem de tempo nos bracos abertos (Tabela 2)

N&o houve diferencas significativas entre CP e CE (t= 0,58; p= 0,40).
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5.1.2.3 Porcentagem de entrada nos bracos abertos (Tabela 2)

N&o houve diferencas significativas entre CP e CE (t= 0,88; p= 0,60).

Tabela 2. Resultados dos parametros avaliados no LCE.

Tipo de DTP (m) %TBA %EBA
ambiente
CP (n=22) 1001+039  974+146 19,97 + 256
CE (n=22) 045+045  842+176  16,96+2,29

LCE: labirinto em cruz elevado; DTP: distancia total percorrida; %TBA:
porcentagem de tempo nos bragos abertos; %EBA: porcentagem de entradas
nos bragos abertos; CP: condigdo padrdo; CE: condicdo enriquecida.

Dados representados por media + e.p.m.

5.2 Experimento Il: Avaliacdo do efeito da lesdo do CPFM nos niveis de ansiedade-

traco e —estado de ratos Wistar
5.2.1 Resultado histoldgico

A lesdo provocada pelo acido quinolinico se concentrou nos cortices prelimbico,
infralimbico e cingulado anterior, mas também atingiu, em pequena extensdo, outras
regides como a area peduncular dorsal, a orbital medial, a ventral medial e a frontal 2
(figura 9). Fotomicrografias de sec¢do coronal do CPFM sdo apresentadas na figura 10.

Dois animais de cada categoria de ansiedade foram excluidos da analise estatistica,
pois a extensdo da lesdo foi muito pequena e/ou ndo atingiu o CPFM em ambos 0s
hemisférios cerebrais. Os seus respectivos controles tambem foram excluidos. Desta
forma, o nimero de animais por grupo em cada categoria de ansiedade é apresentado nas

tabelas 4 e 5.

A homogeneidade das lesdes entre os grupos de alta, média e baixa ansiedade-traco
foi verificada por meio de ANOVA (tabela 3), a qual revelou ndo haver interacéo
significativa dos fatores Nivel de ansiedade e Seccdo (Fggs= 0,52; p= 0,83).

Subsequentemente, os dois fatores foram analisados individualmente. Houve diferenca
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significativa entre as sec¢bes (Fsgs = 6,71; p< 0,01), sendo que a &rea da lesdo na sec¢do
coronal AP +4,20 mm foi menor do que nas demais sec¢bes (p< 0,01), mas ndo houve

diferenca entre os niveis de ansiedade (F,gs= 0,01; p = 0,98).
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Tabela 3. Resultados da area da lesao.

) SECCAO
NIVEL DE
ANSIEDADE
AP +4,20 (mm?) AP +3,70 (mm?) AP +3,20 (mm?) AP +2,70 (mm?) AP +2,20 (mm?)
Alta 317,02 £ 9,12 381,36 + 21,13° 393,26 + 18,53° 375,45 + 51,32¢ 396,09 + 53, 25°
Média 311,23 + 29,56 ° 383,67 + 16,09° 395,68 + 12,79° 369,34 + 54,12¢ 386,32 + 56, 45°
Baixa 310,36 + 13,242 359,45 + 10,17" 374,71 +9,34° 416,05 + 14,23°

416,65 + 11,03°

AP: anteroposterior. Dados com a mesma letra foram analisados como um grupo, j que o fator Nivel de ansiedade ndo interagiu com o fator Seccéo. a vs b;
avsc;avsd;avse: p<0,01. Dados representados por média + e.p.m.
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Alta ansiedade-traco

Meédia ansiedade-traco

Baixa ansiedade-traco

AP +4,20 mm

AP +3,70 mm

AP +3,20 mm

AP +2,70 mm

AP +2,20 mm

AP +4,20 mm

AP +3,70 mm

AP +3,20 mm

AP +2,70 mm

AP +2,20 mm

AP +4,20 mm

AP +3,70 mm

AP +3,20 mm

AP +2,70 mm

AP +2,20 mm

Figura 9. Diagrama esquematico de secgdes coronais do encéfalo de ratos ilustrando a extensdo da lesdo em cada nivel de ansiedade-traco (alta, média e baixa)
produzida pelo &cido quinolinico. A area em cinza claro representa a extensdo maxima e, a area em cinza escuro representa a extensdo minima. Cgl, cortex
cingulado anterior; DP, area dorsal peduncular; IL, cortex infralimbico; PrL, cortex prelimbico; M2, area frontal 2; MO, area medial orbital; VO, area ventral

orbital. Modificado do atlas de Paxinos e Watson, 1998.
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Figura 10. Fotomicrografias de sec¢do coronal do CPFM tratadas pelo método de coloracéo de Nissl. (A)
Falsa lesdo; (B) Lesdo. As setas indicam o local da lesdo. A barra equivale a 0,5 mm

5.2.2 Paradigma da exploracéo livre
5.2.2.1 Distancia total percorrida (Tabela 4)

N&o houve interagdo significativa dos fatores Nivel de ansiedade, Tratamento e
Tempo (F244= 2,03; p= 0,14). Uma interacdo significativa foi observada apenas para 0s
fatores Tratamento e Tempo (Fi144= 8,27; p< 0,01). Fixando-se o fator Tratamento, a
analise do Tempo como fator Unico mostrou que a lesdo aumentou a DTP no PEL2 em
relacdo ao PEL1 (Fy24= 10,99; p< 0,01), mas nenhuma diferenca foi observada para o

grupo Falsa lesdo (F124=1,07; p=0,31).

5.2.2.2 Porcentagem de tempo no lado novo (Figura 11)

A interacdo dos fatores Tratamento, Nivel de ansiedade e Tempo foi significativa
(F2.44=3,95; p= 0,02). Fixando-se o fator Nivel de ansiedade, foi observada uma interacao
significativa dos fatores Tratamento e Tempo para os animais de alta ansiedade (F1 16 =
9,14; p < 0,01). Fixando-se o fator Tratamento, a analise do Tempo como fator Unico
mostrou que os animais do grupo Lesdo passaram mais tempo no lado novo no PEL2 em
comparacdo ao PEL1 (Fig = 28,60; p < 0,01), enquanto que nenhuma diferenca foi
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observada para os animais do grupo Leséo falsa (F1s = 0,43; p = 0,53). Para os animais de
média ansiedade-traco, ndo foi observada interagdo significativa dos fatores Tratamento e
Tempo (F114=0,06; p = 0,81); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente.
O efeito do Tempo foi significativo (F114= 13,15; p < 0,01), sendo gue o tempo passado no
lado novo no PEL2 foi maior do que no PELL. O efeito do Tratamento n&o foi significativo
(F114 = 0,64; p = 0,44). Para os animais de baixa ansiedade-trago, ndo foi observada
interacdo significativa dos fatores Tratamento e Tempo (F114=0,24; p = 0,63); portanto, 0s
dois fatores foram analisados individualmente. O efeito do Tempo foi significativo (Fy 14 =
8,86; p = 0,01), sendo que o tempo passado no lado novo no PEL2 foi menor do que no
PELL. O efeito do Tratamento n&o foi significativo (F114=1,02; p = 0,33).

Tabela 4. Resultados do pardmetro DTP no PEL.

DTP (m)
Nivel de ansiedade Tratamento
PEL1 PEL2
Falsa lesdo (n=9) 12,61 + 2,50 12,37 £ 1,76
Alta Lesdo (n=9) 1232+1838 1471+187°

Falsa lesdo (n = 8) 18,68 + 1,07 19,55+ 1,59
Média .
Leséo (n=8) 18,84 +1,11% 20,73 £ 0,87

Falsa lesdo (n = 8) 17,43+ 1,49 13,59 £ 1,04

Baixa . )
Lesédo (n=8) 18,91 + 1,67 22,07 +£2,74

PEL: paradigma da exploracéo livre; DTP: distancia total percorrida; PEL1: primeira passagem
pelo paradigma da exploragdo livre; PEL2: segunda passagem pelo paradigma da exploracdo
livre; Falsa lesdo (grupo controle): animais submetidos a cirurgia estereotaxica sem leséo do
cortex pré-frontal medial; Lesdo: animais submetidos a cirurgia com lesdo do cortex pré-frontal
medial. Dados com a mesma letra foram analisados como um grupo, ja que o fator Nivel de
ansiedade ndo interagiu com os demais fatores (Tratamento e Tempo). a vs b: p < 0,01.

Dados representados por média + e.p.m.
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Figura 11. Interacdo dos fatores Tratamento (Falsa lesdo e Lesdo), Nivel de ansiedade (alta,
média e baixa) e Tempo (PEL1 e PEL2). PEL1: primeira passagem pelo paradigma da
exploracdo livre; PEL2: segunda passagem pelo paradigma da exploragdo livre; Falsa lesdo
(grupo controle): animais submetidos a cirurgia sem lesdo do cértex pré-frontal medial;
Lesdo: animais submetidos a cirurgia com lesdo do cortex pré-frontal medial. *Diferenca
significativa em relagdo ao Tempo, somente para o grupo Lesdo (p < 0,01). *Diferenca
significativa em relagdo ao Tempo (p < 0,01) sem efeito do Tratamento. Dados representados
por média + e.p.m.
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5.2.3 Placa perfurada
5.2.3.1 Distancia total percorrida (Tabela 5)

N&o houve interacdo significativa dos fatores Tratamento e Nivel de ansiedade
(F2.44=1,43; p = 0,25); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente. Nem o
efeito do Tratamento (F1 44 = 2,09; p = 0,15), nem do Nivel de ansiedade (F244=0,23; p =
0,79) foram significativos.

5.2.3.2 Numero de mergulhos (Tabela 5)

N&o houve interacdo significativa dos fatores Tratamento e Nivel de ansiedade
(F244 = 0,82; p = 0,45); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente. O
efeito do Tratamento foi significativo (F144 = 23,42; p < 0,01), sendo que o nimero de
mergulhos do grupo Lesao foi maior que o do grupo Falsa lesdo. O efeito do Nivel de

ansiedade néo foi significativo (F,44=0,31; p = 0,73).
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5.2.3.3 Tempo de mergulho (Tabela 5)

N&o houve interacdo significativa dos fatores Tratamento e Nivel de ansiedade
(F244 = 0,21; p = 0,81); portanto, os dois fatores foram analisados individualmente. O
efeito do Tratamento foi significativo (F144 = 6,28; p = 0,01), sendo que o tempo de
mergulho do grupo Les&o foi maior do que o grupo Falsa lesdo. O efeito do Nivel de

ansiedade néo foi significativo (F244 = 0,64; p = 0,53).

Tabela 5. Resultados dos parametros avaliados na PP.

Tratamento a':]';‘i’eeésge DTP (m) NM T™ (s)
Alta(n=9)  6,23+0,87 13,11+159* 12,97 +2,19°
Falsalesio  Média(n=8) 4,18 +1,13 10,38+ 159* 12,76+ 2,68°
Baixa (n=8) 749+262 13,75+215% 17,78 +4,39°
Alta(n=9)  7,34+107 19,11+1,73" 19,94 +2,75°
Les&o Média (n=8) 8,44+116 19,63+1,99" 21,74 +3,95°
Baixa (n=8)  7,05+0,83 18,75+0,92° 2235+ 3,88"

PP: placa perfurada; DTP: distancia total percorrida; NM: ndmero de mergulhos; TM:
tempo de mergulho; m: metros; s: segundos; Falsa lesdo (grupo controle): animais
submetidos a cirurgia sem lesdo do cértex pré-frontal medial; Lesdo: animais submetidos a
cirurgia com lesdo do cortex pré-frontal medial. Dados com a mesma letra foram analisados
como um grupo, ja que o fator Nivel de ansiedade ndo interagiu com o fator Tratamento.
avshb; cvsd: p<0,01. Dados representados por média + e.p.m.
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O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do enriquecimento ambiental e da
lesdo do CPFM nos niveis de ansiedade-traco e ansiedade-estado de ratos Wistar adultos. O
efeito do enriquecimento ambiental foi avaliado no experimento | e, o da lesdo do CPFM no
experimento Il. J& que, por definicdo, a ansiedade-traco é uma predisposicao individual a
perceber certas situagdes como ameacadoras e a responder a estas situagcdes com elevacdes de
intensidade no estado ansioso (SPIELBERGER et al., 1970), algo que afete a ansiedade-trago
poderia hipoteticamente também afetar a ansiedade-estado e, por isso, esta também foi

avaliada nos dois experimentos.

Os resultados do experimento | mostraram que a exposi¢do ao ambiente enriquecido
diminuiu os niveis de ansiedade-traco de ratos com alto traco ansioso. A influéncia do
enriquecimento ambiental na ansiedade-traco ja havia sido demonstrada em animais mantidos
nesta condicdo ambiental desde o desmame (CHAPILLON et al., 1999), contudo nunca havia
sido investigada em animais expostos a este tipo de ambiente quando adultos. O resultado do
presente estudo mostra que o enriquecimento ambiental é capaz de modificar um perfil
ansioso até mesmo quando introduzido na idade adulta. Aqui cabe considerar que 0s animais
expostos ao ambiente enriquecido tiveram mais oportunidades de se moverem do que 0s
animais mantidos em gaiolas padrdo, o que poderia justificar o efeito ansiolitico aqui
observado. De fato, tem sido demonstrado que a atividade fisica pode diminuir a ansiedade
(DUMAN et al., 2008; SALAM et al., 2009), porém, o efeito oposto também ja foi reportado
(FUSS et al., 2010). Duman e colaboradores (2008) mostraram que camundongos com livre
acesso a roda de atividades, num periodo de 3 a 4 semanas, apresentaram menores niveis de
ansiedade em comparacao aqueles que ndo a receberam. O mesmo resultado também foi
observado por Salam e colaboradores (2009) ao compararem camundongos com livre acesso a
roda de atividades, por duas semanas, com aqueles com livre acesso a uma roda de atividades
travada. Por outro lado, Fuss e colaboradores (2010), utilizando a mesma linhagem de
camundongos e 0 mesmo tempo de exposi¢do a roda de atividades do estudo de Duman e, 0
mesmo grupo controle do estudo de Salam, observaram um resultado oposto, mesmo 0s
animais apresentando uma média de atividade fisica diaria semelhante a dos estudos
anteriores. De qualquer modo, um estudo comparando dois tipos de ambientes enriquecidos,
com e sem roda de atividade fisica, mostrou que o efeito ansiolitico do ambiente enriquecido
ndo foi devido ao efeito da atividade fisica per se (HENDRIKSEN et al., 2010). Portanto,
parece razoavel acreditar que o efeito ansiolitico do enriquecimento ambiental observado aqui
ndo foi devido simplesmente a atividade fisica.
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Independentemente do tipo de ambiente, ratos de média ansiedade-traco apresentaram
uma aparente reducdo da ansiedade na segunda exposi¢cdo ao PEL. Este resultado contrasta
com o de um estudo anterior (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009), em que foi demonstrado que
ndo ha diferencas significativas entre a primeira e a segunda exposicdo ao PEL para o
parametro %TLN, quando os animais sdo retestados quatro semanas apds a primeira
exposicao. Contudo, diferentemente do presente estudo, a analise dos resultados ndo levou em
consideracdo as diferentes categorias de ansiedade. Assim, é possivel que 0s animais com
diferentes niveis de ansiedade-traco apresentem diferentes repostas a uma prévia “experiéncia
fora da gaiola”, de forma que os diferentes efeitos anular-se-iam mutuamente na analise

conjunta dos resultados, explicando a aparente discordancia entre os estudos.

Quanto a avaliacdo da ansiedade-estado no experimento I, optou-se pela utilizacdo do
LCE por se tratar de um dos modelos animais de ansiedade mais utilizados em todo mundo. O
teste do LCE foi inicialmente executado com o aparato iluminado por uma luz branca,
conforme proposto por Pellow e colaboradores (1985). Contudo, durante a avaliagdo dos
primeiros 20 animais, foi observado que os ratos da CE ndo estavam explorando o aparato,
escolhnendo um dos cantos dos bragos fechados e nele permanecendo parados por
praticamente todo o tempo. Esta observacdo levou-nos a levantar a hipétese de que os ratos da
CE tivessem desenvolvido uma fotossensibilidade, ja que ao contrario dos animais da CP,
tinham a oportunidade de, durante o dia, ficarem dentro de tuneis opacos, escondendo-se da
luminosidade. Para solucionar este problema, o teste do LCE passou a ser realizado sob luz
vermelha ao invés de luz branca. Embora tal procedimento exclua um dos fundamentos deste
modelo, que é a aversdao a espacos iluminados (PELLOW et al., 1985), ele ndo estd
plenamente em desacordo com a literatura (CHAPILLON et al., 1999; ZHU et al., 2006),
além de ndo alterar a preferéncia dos animais pelos bracos fechados. Desta forma, foi

possivel realizar uma avaliacdo mais fidedigna do comportamento dos animais.

Os resultados dos parametros avaliados no LCE mostraram que 0 enriquecimento
ambiental estabelecido na idade adulta ndo foi capaz de influenciar a ansiedade-estado
avaliada neste modelo animal. Esta discrepancia entre os resultados do PEL e do LCE néo foi
completamente inesperada. Embora se acredite que individuos que apresentem alto traco
ansioso experimentem reacOes de ansiedade-estado em maior intensidade e frequéncia do que
os individuos com baixa ansiedade-traco (SPIELBERGER et al., 1972), ja foi demonstrado

que, pelo menos em modelos animais, esta correlagdo ndo é necessariamente verdadeira
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(BELZUNG; LE PAPE, 1994; GOES et al., 2009). Em contrapartida, um recente estudo
(SAMPEDRO-PIQUERQO et al., 2013) demonstrou que ratos adultos mantidos num ambiente
enriquecido por oito semanas apresentaram menores niveis de ansiedade no teste do Labirinto
em Zero Elevado (LZE), quando comparados a animais mantidos em gaiolas padrédo. O LZE é
um modelo animal derivado do LCE e muito semelhante a este em termos de detecgéo de
efeito ansiolitico e/ou ansiogénico de drogas em ratos (BRAUN et al., 2011). Assim, €
possivel que quatro semanas de exposi¢cdo ao ambiente enriquecido, utilizada no presente
estudo, ndo tenham sido suficientes para influenciar a ansiedade-estado avaliada no LCE. Néo
obstante, é importante ressaltar que os resultados dos estudos que avaliaram o efeito do
enriquecimento ambiental no LCE sdo controversos, até mesmo quando o enriquecimento
ambiental é iniciado logo apo6s o nascimento ou o desmame. Os efeitos observados variam de
ansiolitico a ansiogénico, em diferentes linhagens de camundongos e com diferentes tipos
enriquecimento e duracdo de exposicdo. Por exemplo, Zhu e colaboradores (2006)
observaram que um ambiente enriquecido composto por uma gaiola, um pouco maior que a
padrdo, contendo diversos objetos (tlneis, esconderijos e rodas de atividade), trocados duas
vezes por semana, apresentava efeito ansiogénico. Ja Chapillon e colaboradores (1999),
utilizando um ambiente enriquecido composto de trés ou quatro gaiolas unidas por taneis,
com diversos objetos (rodas de atividade e pecas de plastico) trocados trés vezes por semana,
observaram uma diminuicdo da ansiedade nos animais. Menores niveis de ansiedade também
foram observados em outros trabalhos que expuseram 0S animais a um enriquecimento
ambiental por seis (BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004) ou oito semanas (CHAPILLON
et al., 1999). No entanto, um trabalho de Okva e colaboradores (2013), utilizando duas
linhagens de camundongos, uma considerada mais emocional (BALB/c) e outra menos
emocional (C57BL/6), demonstraram que, independentemente do tempo de exposi¢do, 0
ambiente enriquecido diminuiu os niveis de ansiedade apenas dos camundongos da linhagem
C57BL/6. Portanto, futuros estudos devem ser delineados para melhor compreender o efeito
do enriquecimento ambiental na ansiedade avaliada no LCE.

De uma forma ou de outra, o presente protocolo experimental mostrou que o ambiente
enriquecido, estabelecido na idade adulta, foi capaz de influenciar a ansiedade avaliada pelo
PEL, sugerindo que este modelo seja mais sensivel as influéncias do enriquecimento
ambiental que o LCE. E possivel também que o protocolo do ambiente enriquecido aqui
estabelecido tenha promovido alteragdes neuroquimicas e neuroanatdbmicas em determinadas
estruturas encefélicas envolvidas na predisposicdo a ansiedade de individuos altamente

66



DISCUSSAO

ansiosos e que ndo estejam envolvidas na resposta ansiosa eliciada pelo LCE. Como pouco se
conhece a respeito do substrato neural da ansiedade-traco, entdo torna-se mais dificil
especular esta possibilidade. Foi pensando na caréncia de dados a respeito do substrato neural

da ansiedade-traco que, entdo, o experimento Il foi realizado.

Neste experimento, assim como no primeiro, os niveis de ansiedade-estado também
foram avaliados, mas por meio do teste da PP. A mudanca de modelo animal deu-se em
virtude de ter sido constatado, em um prévio estudo realizado no LAFICO da UFS, que dentre
trés modelos animais de ansiedade-estado (caixa de transicdo claro/escuro, campo aberto e
PP), a PP foi o que melhor se correlacionou com o PEL, ainda que esta correlacdo tenha sido
fraca (dados ndo publicados). Desta forma, com o uso da PP seria mais facil verificar se um

efeito na ansiedade-traco poderia resultar num efeito na ansiedade-estado na mesma direcéo.

Os resultados do experimento Il mostraram que a lesdo do CPFM diminuiu a
predisposicdo a ansiedade de ratos altamente ansiosos, bem como reduziu a resposta ansiosa
destes animais frente a uma situagcdo ameacadora, indicando um envolvimento do CPFM na
ansiedade-traco e, sugerindo que o seu efeito na ansiedade-estado seria consequéncia do seu
envolvimento no traco ansioso. Por outro lado, a mesma lesdo ndo afetou o perfil ansioso de
ratos de média e de baixa ansiedade-traco, embora tenha diminuido os niveis de ansiedade-
estado destes animais. Uma possivel explicacdo para estes resultados seria uma diferenca de
sensibilidade entre os dois modelos animais de ansiedade aqui utilizados, de forma que a PP
seria mais sensivel do que o PEL. Como a PP é um modelo que induz respostas ansiosas, por
confrontar os animais com situacdes eliciadoras de ansiedade, uma redu¢do ou uma prevencgao
no aumento dos niveis ansiosos de todas as categorias de ansiedade seriam mais facilmente
observadas neste modelo do que no PEL. Este, por ndo provocar uma resposta ansiosa, torna a
observagdo da diminuicdo dos niveis basais de ansiedade mais dificil para os animais com
baixo traco ansioso, em virtude de um efeito ch@o, ou seja, em virtude de os niveis de
ansiedade basal destes animais j& serem o0s mais baixos possiveis (GRIEBEL et al., 1993).
Além disto, € sabido, de estudos em humanos, que um efeito ansiolitico é mais evidente em
uma populacao ansiosa do que em voluntarios normais, que aqui corresponderiam aos ratos de
alta e média ansiedade-trago, respectivamente. Portanto, é possivel que a lesdo do CPFM
tenha tido um efeito sobre todos os niveis de ansiedade-traco, mas que tenha sido observavel

somente nos animais altamente ansiosos expostos ao PEL.
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Outra possivel explicagdo dos resultados do experimento Il é que a lesdo do CPFM
afetou tanto a ansiedade-traco quanto a ansiedade-estado, porém de forma independente.
Como o CPFM ndo € uma estrutura anatomicamente homogénea, ja que é composta por trés
sub-regiGes: o cortex cingulado anterior, o cortex prelimbico e o cortex infralimbico
(CANTERAS et al. 2009; CERQUEIRA et al. 2008; DALLEY et al. 2004), que apresentam
diferentes padrdes de laminagdo (PALOMERO-GALLAGHER; ZILLES, 2004) e, estdo
conectadas com diferentes estruturas corticais e subcorticais (CERQUEIRA et al. 2008;
CONDE et al., 1995; JONES et al., 2005; MCDONALD et al., 1996), é possivel que as
diferentes sub-regides do CPFM exercam diferentes papéis funcionais, sendo que uma sub-
regido poderia estar envolvida na predisposicdo a ansiedade, enquanto outra sub-regido
poderia estar envolvida na resposta ansiosa a um estimulo ameacador. De fato, estudos tém
demonstrado uma relacdo entre alta ansiedade-traco e atividade do cértex cingulado anterior
(PRINSSEN et al., 2012; MODI et al., 2014) e entre ansiedade-estado e atividade dos cortices
prelimbico e infralimbico (MAASWINKEL et al., 1996, RESSTEL et al., 2008; STERN et
al.,, 2010). Prinssen e colaboradores (2012) mostraram que ratos altamente ansiosos
apresentam uma hiperatividade do cortex cingulado anterior em comparacdo aos ratos de
média ansiedade-traco. Da mesma forma, Modi e colaboradores (2014) observaram que
voluntarios com alta ansiedade-traco apresentam maior excitagdao do cortex cingulado anterior
quando comparados a voluntarios com baixa ansiedade-traco. Por sua vez, Maaswinkel e
colaboradores (1996) e Stern e colaboradores (2010) verificaram que lesdo do coértex
prelimbico diminui a resposta ansiosa frente a uma situacdo ameacadora. Este mesmo
resultado também foi observado por Resstel e colaboradores (2008) por meio da inibi¢do do

cortex infralimbico.

A luz destes achados, os resultados do experimento Il parecem menos intrigantes. O
efeito da lesdo do CPFM na ansiedade-traco foi provavelmente devido a lesdo do cortex
cingulado anterior, que é hiperativo nos individuos altamente ansiosos, enquanto o efeito na
ansiedade-estado foi provavelmente devido a perda funcional dos cortices prelimbico e

infralimbico em todos os animais lesionados.

De posse destes resultados, é tentador especular que o efeito aqui observado do
enriquecimento ambiental tenha sido devido a alteracbes neuroanatdmicas e/ou neuroquimicas
no cortex cingulado anterior, tais como aumento do numero de dendritos e de novas sinapses,

bem como aumento da atividade de neurbnios gabaérgicos e serotoninérgicos, ou ainda,
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diminuicdo da atividade de neurdnios glutamatérgicos. E possivel também que, dentro do
CPFM, somente o cdrtex cingulado anterior tenha sofrido as alteragBes promovidas pela
exposicdo ao ambiente enriquecido, ja que esta exposicdo diminuiu apenas 0s niveis de
ansiedade-traco dos ratos altamente ansiosos e, um prévio estudo demonstrou que 0s niveis
diminuidos de ansiedade-estado apresentados por animais submetidos a um enriquecimento
ambiental estdo relacionados a uma menor atividade do cortex infralimbico (SAMPEDRO-
PIQUERO et al., 2013). Portanto, futuros estudos poderiam ser delineados para melhor

investigar estas especulacdes.

Ainda de acordo com os resultados do experimento Il, independentemente do
tratamento, ratos com média ansiedade-traco apresentaram uma aparente reduc¢do, enquanto
ratos com baixa ansiedade-traco apresentaram um aparente aumento da ansiedade na segunda
exposicdo ao PEL. Esta aparente reducdo da ansiedade dos animais de média ansiedade-traco
foi também observada no experimento I, sugerindo que talvez estes animais apresentem este
comportamento por serem mais sensiveis a experiéncia fora da gaiola-moradia. J& o aparente
aumento da ansiedade observado nos animais de baixa ansiedade-traco pode estar relacionado
ao fato de que, como individuos com baixo traco ansioso apresentam um comportamento de
alta procura pela novidade (GUNNARSDOTTIR et al., 2000), a segunda exposi¢édo ao PEL
provavelmente diminui o fator novidade, o que poderia gerar uma diminuicdo do interesse
destes animais em explorar o lado novo do aparato na segunda exposic¢ao. Assim, € altamente
provavel gque ao invés de uma ansiedade aumentada, 0s animais tenham apresentado uma

diminuicdo da curiosidade.

Embora a exposicdo a um ambiente enriquecido e a lesdio do CPFM tenham
apresentado resultados similares para o parametro % TLN no PEL, o mesmo né&o pode ser dito
em relacdo a atividade locomotora. Enquanto a exposicao ao ambiente enriquecido diminuiu a
ambulacgdo no PEL, a lesdo do CPFM aumentou essa ambulagdo. No entanto, este achado néo
foi surpreendente ja que estudos anteriores tém demonstrado que animais expostos a um
enriquecimento ambiental apresentam menor ambulacdo do que aqueles mantidos em gaiolas
padrdo (HUGHES; COLLINS, 2010; GARRIDO et al., 2013) e que, a leséo do CPFM
aumenta a atividade locomotora (JASKIW et al., 1990a; BRAUN et al., 1993; LACROIX et
al., 1998). De acordo com Hughes e Collins (2010) e Garrido e colaboradores (2013), a maior
estimulacdo motora, promovida pelo ambiente enriquecido, leva os animais a uma rapida

habituacdo aos ambientes novos o que poderia explicar a diminuigdo da atividade locomotora
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observada nos testes comportamentais. Ao passo que, 0 aumento da atividade locomotora
decorrente da lesdo do CPFM pode ser atribuido as altera¢des, induzidas por esta lesdo, no
sistema dopaminérgico subcortical, especialmente no estriado medial e no nucleo accumbens,
levando a um aumento de dopamina nestas regides (JASKIW et al., 1990a,b; BRAUN et al.,
1993). Aqui cabe mencionar que este aumento da atividade locomotora né&o foi observado na
PP, e isto pode ser devido ao proprio desenho do seu aparato, que por possuir diversos

orificios no chéo, restringe a area livre do aparato para locomocao.

Em suma, os resultados do presente estudo mostraram que tanto o enriquecimento
ambiental estabelecido na idade adulta quanto a leséo do CPFM foram capazes de diminuir os
niveis de ansiedade-trago de ratos altamente ansiosos. O primeiro achado é um indicativo de
que a plasticidade do cérebro adulto responde as alteracdes ambientais a ponto de modificar
um traco de personalidade. E o segundo, fornece evidéncias do envolvimento do CPFM na

predisposicéo individual a ansiedade.
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A partir dos resultados do presente estudo é possivel concluir que o enriquecimento
ambiental, estabelecido na idade adulta, foi capaz de diminuir os niveis de ansiedade-traco
sem afetar os niveis de ansiedade-estado, ao passo que, a lesdo do CPFM diminuiu tanto os

niveis de ansiedade-traco quanto de ansiedade-estado de ratos Wistar adultos.

Além disto, estes achados fornecem novos rumos na busca por novos agentes
ansioliticos. O primeiro achado sugere que terapias ocupacionais possam ser desenvolvidas
para o tratamento de transtornos ansiosos, ja que a ansiedade-traco é um fator predisponente
para 0 desenvolvimento dos mesmos (STEIMER, 2011). E o segundo, abre caminho para a
exploragdo mais detalhada do envolvimento do CPFM nos transtornos de ansiedade, e para
futuras manipulagbes do substrato neuroanatdbmico do alto traco ansioso, a fim de se

desenvolver novos tratamentos para o controle da ansiedade patoldgica.
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Environmental enrichment for adult rats: Effects on trait and state @cMsMﬂk
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HIGHLIGHTS

* The effects on anxiety of late-life environmental enrichment were investigated in adult rats.

* Both trait (free-exploratory paradigm) and state (elevated plus-maze test) anxiety were tested.
* Environmental enrichment decreased trait anxiety of highly anxious rats.

* Environmental enrichment did not affect state anxiety.

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 6 August 2014

Received in revised form 2 October 2014
Accepted 3 October 2014

Available online 12 October 2014

Keywaords:

Enriched environment
Anxiety

Free-exploratory paradigm
Elevated plus-maze

Experimental evidence indicates that enriched environment (EE) induces neurobiological and
behavioural alterations. EE in early life improves learning and memory and reduces trait and state anx-
iety. However, the effect of EE established in adulthood has rarely been investigated. Thus, the aim of
this study was to evaluate the possibility of meodifying the levels of trait and/or state anxiety of adult rats
exposed to EE. Seventy adult Wistar male rats were first tested in the free-exploratory paradigm (FEP)
and were categorized according to their levels of trait anxiety (high, medium and low). Subsequently, half
of the animals from each category returned to their home cages (standard condition: SC) and the other
half was transferred to an enriched environment (enriched condition: EC). After three weeks, all animals
were again tested in FEP. Seven to 10 days later, fifty of the seventy animals were tested on the elevated
plus-maze test (EPM). In FEP, EE reduced locomotor activity in the second exposition independently of
the anxiety category and, it decreased the levels of trait anxiety of highly anxious rats. No effect of EE
was observed on EPM. In conclusion, EE established in adulthood was able to reduce high trait anxiety, a
major risk factor for anxiety disorders.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Comportamento de ratos Wistar no Paradigma da Exploragdo
Livre
T. C. Goes, F. D. Antunes, T. H. Almeida-Souza, F. R. C. Ursulino, F. B. Garcez,
A. L. L. Melo, F. Teixeira-Silva
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Sergipe, 49100-000, Sdo Cristovdo — SE, Brasil.
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(Recebido em 12 de junho de 2013, aceito em 20 de dezembro de 2013)

O Paradigma da Exploragio Livre (PEL) tem sido proposto como um modelo animal de ansiedade-trago
e, portanto, um modelo de escolha para categorizar os roedores de linhagens heterogénicas de acordo com
o seu perfil ansioso. Para tanto se faz necessario conhecer o comportamento destes roedores no referido
modelo. Assim, o objetivo do presente estudo foi descrever os parimetros comportamentais de ratos
Wistar, machos, no PEL. Trezentos e sessenta ratos Wistar, machos, foram submetidos ao PEL. Os
seguintes parametros foram avaliados: porcentagem de tempo no ambiente novo (% TAN), porcentagem
de “rearing” no ambiente novo (%eRAN), porcentagem da distdncia no ambiente novo (%DAN), nimero
de tentativas de aproximacdo do ambiente novo e distdncia total percorrida. Os dados foram expressos em
mediana e intervalo interquartil e, média + desvio padrdo. A preferéncia pela novidade foi avaliada por
teste t para uma amostra, em que se comparou a média da %TAN, da %RAN e da %DAN a 50%. Os
resultados mostraram que os parimetros %TAN, %RAN e %DAN apresentaram uma meédia
significativamente maior que 50%, demonstrando uma preferéncia dos animais pelo ambiente novo,
conforme descrito na literatura referente a este modelo. Além disso, os valores aqui obtidos do pardmetro
%TAN serdo muito Uteis para futuros estudos que necessitem categorizar os animais de acordo com seu
perfil ansioso.

Palavras-chave: ansiedade-traco, paradigma da exploragio livre, ratos Wistar.
Behavior of Wistar rats in the free-exploratory paradigm

The free-exploratory paradigm (FEP) has been proposed as an animal model of trait anxiety and thus a
model of choice to categorize heterogeneous strains of rodents, according to their anxious profile. In this
context, it is important to identify and measure the behavior of these rodents on the FEP. Therefore, the
aim of this study was to describe the behavioral parameters of male Wistar rats exposed to FEP. Three
hundred and sixty drug-naive, adult, male Wistar rats were tested on FEP and the following parameters
were evaluated: percentage of time in the novel side (%TNS), percentage of time rearing in the novel side
(%RNS), percentage of distance travelled in the novel side (%DNS), attempts to enter the novel side and
total distance travelled. The data obtained were expressed as median and interquartile range and as mean
+ standard deviation. The preference of novelty was assessed by one sample t test. The analysis revealed
that %TNS, %RNS and %DNS were significantly higher than 50%, showing a preference for novelty, as
described in the literature. Furthermore, the values of the behavioral parameters %TNS obtained here will
be very useful for future studies requiring to categorize animals according to their anxious trait.

Keywords: free-exploratory paradigm, trait anxiety , Wistar rats.
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The free-exploratory paradigm as a model of trait anxiety in female
rats: Test-retest reliability

Débora Ramiro de Oliveira, Tiago Costa Goes, Flavia Teixeira-Silva*
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@ CrossMark

HIGHLIGHTS

* The free-exploratory paradigm (FEP) has been proposed as a model of trait anxiety.
* FEP has been proven stable over time, but only for male rats.

* There are sex influences at all levels of the nervous system.

* This study assessed the stability over time of FEP for female rats.

* Stability over time was found for three of the four evaluated parameters.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Artic ‘_9 history: The free-exploratory paradigm has been proposed as a model of trait anxiety and as such has been proven
Received 25 March 2014 stable over time, which is a sine qua non condition for any model proposing to evaluate a personality trait.
Received in revised form 6 July 2014 However this stability has only been shown for male rats. Considering that anxiety disorders are most
Accepted 4 August 2014

Available online 12 August 2014

Keywords:
Free-exploratory paradigm
Trait anxiety

prevalent in women, it's crucial that females are tested in animal models. With this in mind, the stability
over time of female rats in the free-exploratory paradigm was evaluated using a test-retest procedure.
The behaviour of drug-naive, adult, female, Wistar rats was measured in the free-exploratory apparatus
on two occasions two months apart. The following parameters were evaluated: percentage of distance
travelled in the novel compartment; number of attempts to enter the novel compartment; percentage

Animal models of time spent in the novel compartment; and percentage of time rearing in the novel compartment.
Tesr-retest Subsequently, the intraclass correlation coefficient (ICC) and the kappa index (k) were calculated for each
Female rats of these parameters. The “percentage of time spent in the novel compartment™ (ICC=0.727; k = 0.457), the

“percentage of distance travelled in the novel compartment” (ICC=0.680; x =0.370), and the “percentage
of time rearing in the novel compartment” (ICC=0.648; «=0.309) were found to be stable over time.
Analysis of these parameters indicated fair to substantial reliability over time in two-month inter-trial
interval. Therefore, our results support the idea of the free-exploratory paradigm as an animal model of

trait anxiety for female rats.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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The influence of trait anxiety on the elevation of arterial pressure
induced by L-NAME in rats

Flavia Barreto Garcez, Fabio Ursulino Reis Carvalho, Ana Paula dos Santos Soares,
Tiago Costa Goes, Marcio Roberto Viana dos Santos, Flavia Teixeira-Silva*

Departamento de Fisiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satide, Universidade Federal de Sergipe, 49100-000 Sdo Cristovdo, SE, Brazil

HIGHLIGHTS

# The relationship between anxiety and elevated blood pressure was investigated in rats.
* |-NAME (20 mg/kg/day - 7 days) increases blood pressure only in high trait anxiety rats.
* Blood pressure elevation (short term) does not affect trait anxiety.

* The higher the trait anxiety, the higher the blood pressure peak in response to .L-NAME.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Amf{é‘hisfary-' ) Due to the high prevalence of anxiety disorders and hypertension comorbidity in the general popula-
Received 17 April 2014 tion, the establishment of anxiety as a risk factor for elevated blood pressure, or the reverse, is of great
Received in revised form 5 August 2014 relevance. In this context, animal models can be of great scientific value, as they permit the control of

Accepted 2 September 2014
Awvailable online 16 September 2014

several variables. Bearing this in mind, the influence of anxiety, not as a state, but as a personality trait
(trait anxiety), on blood pressure elevation and vice versa were investigated for the first time in rats,
using the free-exploratory paradigm (FEP). Sixty adult male Wistar rats were evaluated on FEP and cat-

'Ilfgi‘::ug::{si-e(y egorized aclcordilng to their levels of anxiety. From this sample, 24 animals withl high (n =_1.2) and low
Hypertensian (n=12) trait anxiety were allocated to two treatment groups: (1) L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl
L-NAME ester, 20mg/kg, p.o., for 7 days to increase blood pressure; n=6fanxiety category); (2) CTRL (tap water,
Rats p.o., for 7 days; n=6/anxiety category). During treatment, measurements of systolic blood pressure (SBP)
Free-exploratory paradigm were taken daily. After treatment, the animals were again tested on FEP. SBP and trait anxiety levels
Blood pressure were compared pre- and post-treatment. Additionally, correlations between trait anxiety levels and SBP

increases (L-NAME group) were analyzed. The results showed that L-NAME was able to induce significant
SBP elevation, but only for the high-anxious animals, while SBP elevation did not significantly interfere
with anxiety levels. A significant correlation between anxiety levels and SBP peaks in response to L-NAME
was also shown. No differences were observed between the levels of anxiety before and after treatment.
These findings suggest that individuals with high trait anxiety are more susceptible to increases in blood

pressure, but that high blood pressure does not affect the levels of trait anxiety.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Pharmacological validation of the free-exploratory paradigm in male @mssm
Wistar rats: A proposed test of trait anxiety

Thiago Henrique Almeida-Souza !, Tiago Costa Goes !, Flavia Teixeira-Silva *

Departamento de Fisiologia, Centro de Ciéncias Biologicas e da Sailde, Universidade Federal de Sergipe, 49100-000 Sdo Cristévdo, SE, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The free-exploratory paradigm (FEP) has been proposed as a model of trait anxiety for both mice and rats. How-
Received 9 December 2014 ever, its pharmacological validation has only been carried out for the mice. Thus, the aim of the present study was

Received in revised form 18 March 2015
Accepted 27 March 2015
Available online 28 May 2015

to pharmacologically validate FEP for Wistar rats, by testing the effects of clinically established anxiolytic and
anxiogenic drugs, in four different experiments. In all experiments, male Wistar rats were first tested in FEP to
be categorized according to their levels of trait anxiety (high, medium and low). Then, only medium trait anxiety
rats were selected to be tested again in FEP, two weeks later, after being pharmacologically treated, according to

g?ﬂ;:ﬁ each experiment as follows: Experiment I: 0.5 mg/kg of diazepam (DZP) or vehicle; Experiment II: 20 mg/kg of
Fluoxetine pentylenetetrazole (PTZ) or vehicle; Experiment IlI: 5 mg/kg of fluoxetine (FLX5) or vehicle: and Experiment
Pentylenetetrazole IV: 0.5 mg/kg of fluoxetine (FLX0.5) or vehicle. As a group, the results showed that PTZ and FLX5 increased levels
Animal model of trait anxiety and reduced locomotor activity, whereas DZP and FLX0.5 decreased levels of trait anxiety, without
Trait anxiety impairing locomotor activity. These results demonstrate that FEP for rats is able to predict clinical anxiolytic and

anxiogenic activities of different drugs, including fluoxetine, which is believed to present a dual effect on anxiety.
Therefore, this paradigm can be proposed as an effective method for testing potential trait anxiety-reducing
drugs, in rats.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
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