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1. JUSTIFICATIVA 

 

Os transtornos de ansiedade constituem estados emocionais patológicos que 

interferem no comportamento normal do indivíduo. A alta prevalência desses 

transtornos vem impulsionando pesquisas a fim de compreender os mecanismos 

neurais envolvidos, bem como para a análise pré-clínica e clínica de potenciais 

fármacos para o tratamento destes transtornos. Assim, o presente estudo investigou 

o uso de um modelo animal, o Teste de Exposição ao Rato (RET, do inglês Rat 

Exposure Test), com intuito de ampliar os conhecimentos envolvidos na 

neurobiologia da ansiedade e do medo e fortalecimento do uso desse modelo como 

ferramenta para a seleção de novos fármacos ansiolíticos. 

Nesse sentido, o presente estudo é parte da série de investigações sobre o 

tema Neurobiologia do Medo e Ansiedade, em andamento no laboratório de 

Neuropsicofarmacologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP de 

Araraquara, sob coordenação do Prof. Dr. Ricardo Luiz Nunes de Souza. Neste 

Trabalho de Conclusão de Curso (TCC) estão expostos resultados de grande 

significância no que abrange os estudos sobre o tema. 
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2. RESUMO 

Com o objetivo de propor mecanismos que auxiliem na compreensão da 

neurobiologia do medo e da ansiedade, diversos modelos animais vem sendo 

utilizados. Dentre eles destaca-se o Teste de Exposição ao Rato (RET), que é um 

modelo etológico de interação presa (camundongo) – predador (rato), conhecido por 

eliciar a expressão de diversos tipos de comportamentos defensivos no 

camundongo, tais como avaliação de risco, esquiva, congelamento, entre outros. 

Com o intuito de aumentar a aversividade do modelo proposto por Yang e 

colaboradores (2004), foi proposto um novo modelo de RET, semelhante ao modelo 

padrão, porém com alterações de algumas variáveis como aumento da 

luminosidade, ausência de maravalha, alteração do local de inserção do 

camundongo no aparato, substituição da tela de arame (usada na separação da 

superfície) por uma tela de acrílico e arame e uma divisão virtual da superfície em 

duas partes, uma distante da tela por 10 cm (superfície proximal) e outra com 13 cm 

até chegar ao túnel (superfície distal).  Um estudo piloto realizado comparando o 

novo teste de exposição ao rato com o modelo padrão demonstrou que no novo 

modelo de exposição há uma maior preferência pela presa às áreas protegidas (toca 

e túnel) e uma maior expressão de avaliação de risco, indicando talvez uma maior 

sensibilidade à expressão de comportamentos defensivos de camundongos e 

possivelmente a fármacos que atuem no sistema de defesa. No presente estudo 

foram investigados os efeitos dos (i) benzodiazepínicos diazepam e alprazolam, (ii) 

dos fármacos ansiogênicos cafeína e pentilenotetrazol e (iii) do antidepressivo 

fluoxetina (aguda e cronicamente). O tratamento com alprazolam resultou num efeito 

antiaversivo mais evidente quando comparado ao diazepam. O tratamento agudo 
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com cafeína, por sua vez, apresentou um efeito ansiogênico bastante sutil, diferente 

do tratamento com pentilenotetrazol, que apresentou um perfil ansiogênico muito 

mais evidente. Já o tratamento com o antidepressivo fluoxetina apresentou uma 

tendência de efeito antiaversivo quando administrado de forma crônica. 
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3. INTRODUÇÃO 

3.1. Ansiedade e Medo 

Em seu habitat natural os animais estão expostos a uma variedade de 

situações ameaçadoras que podem colocar em risco sua integridade e 

sobrevivência. Dentre os tipos de ameaças com as quais os animais podem se 

confrontar destacam-se os estímulos inatos, como predadores ou agressores da 

mesma espécie, e os estímulos condicionados associados com estímulos 

causadores de dor, desconforto ou outras sensações de cunho aversivo. Frente a 

situações de ameaças e fontes de perigo que possam comprometer a integridade 

física ou sobrevivência, os animais exibem um repertório de comportamentos 

defensivos básicos que são importantes na preservação da espécie como fuga, luta 

defensiva, congelamento, imobilidade tônica e posturas de submissão 

(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; MISSLIN, 2003).  

Embora esses comportamentos e a natureza dos sinais de ameaça variem 

com a espécie do animal, algumas estratégias típicas são adotadas em função dos 

diferentes níveis de ameaça com os quais o animal defronta-se no seu meio 

ambiente. Em roedores, por exemplo, a exibição destas respostas defensivas 

depende de alguns fatores específicos, tais como as características do ambiente em 

que o estímulo é apresentado, a experiência prévia do animal com a situação 

aversiva e a distância do estímulo (BLANCHARD; FLANNELLY; BLANCHARD, 

1986; BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). 

 Estudos realizados por Blanchard e Blanchard (1988) analisaram as 

respostas defensivas exibidas por roedores quando em contato com diferentes tipos 
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de ameaça predatória e as classificaram de acordo com o nível de ameaça que o 

estímulo representa ao animal em potencial (ou incerto), distal e proximal. 

No nível potencial, caracterizado pela presença de estímulos ou indícios 

associados ao predador, como a exposição ao seu odor, o animal exibe 

comportamentos exploratórios cautelosos e hesitantes, denominados de 

comportamentos de avaliação de risco. Esse tipo de comportamento permite ao 

animal investigar, identificar e localizar a possível fonte de perigo. No nível de defesa 

distal, quando o perigo está presente, porém distante, o animal apresenta uma 

postura de imobilidade tensa, também chamada de congelamento, ou então, 

comportamento de fuga, caso haja uma rota de saída do ambiente aversivo. Em 

situações em que a presa o encontra-se muito próximo ou diretamente em contato 

com o predador (ameaça proximal), observam-se também tentativas descontroladas 

e não direcionadas de fuga ou luta defensiva (Blanchard e Blanchard, 1988) 

A partir deste princípio, Gray e McNaughton (2000) propuseram modificações 

nos níveis de defesa levantados por Blanchard e Blanchard (1988). Adicionaram-se, 

em particular ao primeiro nível de defesa, componentes da teoria da aprendizagem, 

que incluem estímulos condicionados sinalizadores de punição ou perda de 

recompensa, também dita como frustração, como eliciadores da ansiedade. E ainda, 

destacaram a importância do conflito entre aproximação e esquiva e da direção da 

resposta defensiva para a distinção entre medo e ansiedade. Desta forma, o medo é 

caracterizado por mover o animal em direção oposta à fonte de perigo, eliciando, 

portanto, os comportamentos de fuga, luta e congelamento. Já a ansiedade é 

caracterizada por uma situação de conflito, normalmente do tipo aproximação versus 
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esquiva, que tem a função de mover o animal em direção ao perigo, eliciando 

principalmente comportamentos de avaliação de risco.  

De acordo com a abordagem evolucionária publicada originalmente por 

Charles Darwin (1872 apud GRAEFF, 1990) em seu livro “The Expression of 

Emotions in Man and Animals”, o homem, tendo como ancestrais os animais, 

compartilharia com estes suas emoções básicas, permitindo, portanto, comparações 

entre o comportamento de ambos. Dentro dessa perspectiva, os estados emocionais 

de medo e ansiedade em humanos possuiriam raízes filogenéticas nos 

comportamentos defensivos de animais frente a estímulos que representam perigo 

ou ameaça à sua sobrevivência (GRAEFF; ZANGROSSI Jr., 2002). 

Corroborando esta premissa, a ansiedade em animais pode ser apontada 

como um sentimento responsável pela sobrevivência das espécies (SCHMITT E; 

KAPCZINSKI 2004), uma vez que estados de ansiedade permitem ao animal criar 

estratégias úteis para a sobrevivência (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; 

MISSLIN, 2003). De modo semelhante, em humanos, a ansiedade e o medo são 

considerados estados emocionais essenciais dentro do repertório afetivo, uma vez 

que até determinado grau estas emoções podem favorecer o desempenho em 

tarefas de natureza motora e cognitiva. No entanto, quando superam níveis 

consideráveis de normalidade e afetam negativamente o cotidiano do indivíduo, a 

ansiedade e o medo passam a ser consideradas patologias do sistema de defesa 

humano. A ansiedade patológica é um estado emocional qualificado subjetivamente 

como desagradável, acompanhado por sentimento de apreensão, insegurança e um 

conjunto de alterações fisiológicas e comportamentais (NUTT, 1990).  
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Nesse sentido, um crescente número de estudos tem sido conduzidos 

visando o entendimento das bases neurobiológicas desses estados emocionais. 

Incontestavelmente, a experimentação animal, mais especificamente, os modelos 

animais de ansiedade, têm fornecido importantes contribuições para compreensão 

dos mecanismos neurobiológicos envolvidos nessas psicopatologias. Além de 

possibilitar o estudo dos processos psicofisiológicos e psicopatológicos relacionados 

a essas emoções, os modelos animais são frequentemente utilizados como 

ferramentas para avaliação e desenvolvimento de potenciais novos fármacos para o 

tratamento dessas patologias (GRAEFF; ZANGROSSI Jr., 2002). 

 

3.2. Modelos Animais de Ansiedade  

Os modelos animais de ansiedade são agrupados em dois grandes grupos: 

modelos baseados em aprendizagem associativa e modelos baseados em medo 

inato ou etologicamente fundamentados. Os modelos de ansiedade que envolvem 

processos de aprendizagem são baseados no condicionamento clássico 

(Pavloviano) e/ou operante (Skinneriano) do medo. Dentre os modelos baseados em 

aprendizagem associativa, tem-se a resposta emocional condicionada, o sobressalto 

potencializado pelo medo, o teste de conflito do beber punido e punição de pressão 

à barra (GELLER; SEIFTER, 1960; VOGEL; BEER; CLODY; 1971). 

Os modelos etologicamente fundamentados usam estímulos que 

desencadeiam respostas inatas de medo em diferentes espécies animais. Lugares 

novos e/ou intensamente iluminados, a presença de co-específicos e o confronto 

com predadores são exemplos de estímulos naturalmente aversivos a roedores 

(PELLOW et al., 1985; LISTER, 1990). Os modelos etologicamente fundamentados 
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mais utilizados no estudo da neurobiologia das reações de defesa são: o Labirinto 

em Cruz Elevado, o Labirinto em T elevado, o Transição Claro-Escuro e o Teste de 

Interação Presa Predador. Além de possibilitar o estudo dos processos 

psicofisiológicos e psicopatológicos relacionados a essas emoções, esses modelos 

são também frequentemente utilizados como ferramentas para avaliação e 

desenvolvimento de potenciais novos fármacos para o tratamento dessas patologias 

(GRAEFF; ZANGROSSI Jr., 2002). Dentre estes, os modelos de interação presa-

predador têm sido amplamente utilizados pelo fato de a exposição ao predador 

eliciar comportamentos defensivos inatos e naturalmente evocados em laboratório. 

Além disso, esses modelos são úteis para a elucidação dos mecanismos 

neurobiológicos envolvidos nas respostas relacionadas ao estresse e emoções 

como medo e ansiedade. 

A grande maioria dos estudos realizados com modelos de interação presa-

predador, o gato é utilizado como predador (KAVALIERS; COLWELL, 1991; 

ADAMEC; SHALLOW,1993; CANTERAS; GOTO, 1999; BELZUNG et al., 2001; 

ADAMEC; WALLING; BURTON, 2004; ADAMEC et al., 2006). No entanto, nos 

últimos anos diversos novos modelos animais vem sendo desenvolvidos com o 

propósito de avaliar respostas defensivas de camundongos quando expostos a outro 

predador natural, o rato (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001; YANG et al., 

2004; BEECKMAN; FLACHSHAMM; LINTHORST, 2005; CARVALHO-NETTO et al., 

2007, 2009). O uso de ratos como predador de camundongos fundamenta-se no fato 

de que ratos têm sido observados tanto na natureza, quanto em laboratório, caçando 

e consumindo camundongos (KARLI, 1956; O'BOYLE, 1974, 1975; MALICK, 1975; 

RYLOV, 1985). Além disso, quando confrontados com um rato, camundongos 
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selvagens e de laboratório demonstram comportamentos defensivos, como fuga, 

congelamento, avaliação de risco (BLANCHARD et al., 1998; ANISMAN et al., 2001; 

HAYLEY et al., 2001; BEECKMAN; FLACHSHAMM; LINTHORST, 2005; 

CARVALHO-NETTO et al., 2007, 2009), bem como redução na locomoção e  

comportamentos não defensivos, tais como comer, beber e explorar (CALVO-

TORRENT; BRAIN; MARTINEZ, 1999; DALM et al., 2009). Outra evidência de que 

camundongos reconhecem ratos como um estímulo aversivo, mesmo sem contato 

prévio, foi demonstrada quando camundongos fêmeas prenhas sofriam aborto 

quando expostas à ratos (DE CATANZARO, 1988).  

O padrão de respostas defensivas de ratos e camundongos de laboratório é 

bastante semelhante, porém, algumas diferenças comparativas nas estratégias 

defensivas dessas espécies ressaltam a importância da utilização de camundongos 

em modelos de interação presa-predador (para uma revisão ver BLANCHARD et al., 

1997, 1998; BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001; CARVALHO-NETTO; 

NUNES-DE-SOUZA, 2004; YANG et al., 2004; MARTINEZ et al., 2008), pois diante 

do confronto com o predador, camundongos de laboratório expressam 

comportamentos de avaliação de risco (orientação e aproximação frente à ameaça) 

com muito maior frequência, quando comparados a ratos. Segundo Blanchard et al. 

(1995, 1998) e Blanchard, et al. (2001), esse comportamento é comumente exibido 

por camundongos, inclusive em situações altamente ameaçadoras, como na 

presença proximal do predador (gato ou rato) ou até mesmo quando perseguido por 

ele. Entretanto, tal comportamento não é tão freqüentemente observado em ratos, 

sendo mais comum, nessas situações, a exibição do comportamento de 

congelamento. 



17 

 

 

 

Desse modo, esses dados sugerem que o camundongo é uma espécie 

adequada para o estudo tanto de comportamentos defensivos exibidos diante de 

ameaça proximal (como fuga e luta), relacionados ao estado de medo, como 

aqueles frente à ameaça potencial (avaliação de risco), relacionados à ansiedade 

(para uma revisão, ver BLANCHARD et al., 1997; BLANCHARD; GRIEBEL; 

BLANCHARD, 2001, 2003). 

Partindo dessa premissa, um grupo liderado por Robert e Caroline Blanchard, 

da Universidade do Havaí, desenvolveu um modelo etológico de interação presa-

predador, utilizando camundongos como presa e ratos como predador: o teste de 

exposição ao rato (RET – do inglês Rat Exposure Test).  O aparato RET é uma caixa 

de plástico transparente, dividida em dois compartimentos de igual tamanho por uma 

tela de arame. O primeiro compartimento é dividido em duas partes, uma onde 

encontra-se o predador isolado por uma tela de arame, e outra, chamada de 

superfície, onde o camundongo é colocado durante o teste, permitindo a 

aproximação da presa ao compartimento do predador. A superfície está conectada 

através de um túnel de plástico transparente o acesso a outro compartimento menor, 

a toca, que serve como abrigo para a presa (ex. camundongo) durante o período de 

exposição ao predador (rato). O modelo em questão permite que a presa escolha 

aproximar-se ou afastar-se do predador e, portanto, possibilita a expressão de 

diferentes comportamentos defensivos, como esquiva, avaliação de risco, 

congelamento, comportamento de ocultação defensiva (caracterizado pelo ato do 

camundongo acomodar a maravalha sobre a entrada de um túnel que comunica a 

toca do camundongo à área de contato com o rato) e autolimpeza (YANG et al., 

2004). Esse modelo elicia respostas marcantes de avaliação de risco na presa, uma 



18 

 

 

 

de suas principais vantagens quando comparado a outros testes de ansiedade, 

como o labirinto em cruz elevado e o de transição claro-escuro. 

Uma série de estudos tem sido realizada utilizando o RET no intuito de 

investigar os efeitos de compostos ansiolíticos e ansiogênicos nos comportamentos 

defensivos de camundongos (TOVOTE et al., 2006; CARVALHO-NETTO et al., 

2007, 2009; FARROKHI et al, 2007; LITVIN et al., 2007). Martinez e colaboradores 

(2008) demonstraram, através da técnica de marcação de proteína fos, que a 

exposição de camundongos ao rato no aparato do RET resultou em aumento da 

atividade neuronal de núcleos pertencentes ao sistema hipotalâmico de defesa, tais 

como o núcleo hipotalâmico anterior, a parte dorsomedial do núcleo ventromedial e o 

núcleo premamilar dorsal. Um padrão similar de ativação dessas mesmas estruturas 

foi observado na exposição de ratos ao gato ou ao seu odor (CANTERAS et al., 

1997; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001). Esses resultados demonstram 

que camundongos e ratos, quando confrontados com o predador natural (rato ou 

gato), apresentam aumento na marcação da proteína fos em áreas envolvidas na 

modulação das respostas defensivas inatas. Corroborando estes dados, resultados 

obtidos em nosso laboratório (AMARAL; GOMES; NUNES-DE SOUZA, 2009) 

demonstraram um aumento significativo nos níveis plasmáticos de corticosterona de 

camundongos expostos ao rato no RET. A exposição de camundongos ao seu 

predador no RET promoveu uma pronunciada ativação do eixo hipotálamo-pituitária-

adrenais (HPA), sendo que os níveis mais expressivos de corticosterona foram 

observados após 5 min da exposição. Ainda nesse estudo, foi observado um 

aumento robusto e significativo nos níveis de corticosterona nos animais expostos 
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ao rato (linhagem Long Evans) quando comparados aos animais do grupo basal 

(sem manipulação) e rato de brinquedo.  

Recentes resultados obtidos em nosso laboratório (CAMPOS et al, 

submetido) têm demonstrado que o RET parece não ser sensível aos fármacos 

ansiolíticos clássicos comumente utilizados no tratamento dos transtornos de 

ansiedade generalizada, mas sim aos panicolíticos, como alprazolam e tratamento 

crônico com antidepressivos. Somados aos estudos descritos anteriormente, esses 

resultados corroboram os achados descritos na literatura de que o rato é um 

estímulo aversivo para camundongos e reforçam que o teste de exposição ao rato é, 

particularmente, um modelo adequado e atraente para o estudo da neurobiologia de 

estados emocionais como o medo e a ansiedade. 

Em um estudo piloto realizado em nosso laboratório, observamos que 

algumas alterações de procedimento no RET levaram os camundongos a apresentar 

preferência significativa pela área mais protegida do RET (a toca e o túnel), 

indicando aumento da aversividade do modelo quando comparado ao RET padrão.  

O novo modelo do RET é semelhante ao padrão, porém, com alterações de 

algumas variáveis como: aumento da luminosidade de 2 lux para 12 lux; ausência de 

maravalha nos compartimentos do aparelho; inserção do camundongo na toca ao 

invés da superfície e substituição da tela de arame, usada na separação do 

compartimento superfície daquele aonde é colocado o rato, por uma tela de acrílico 

e arame (constituída por 8 cm de tela próximo ao assoalho do aparato e 12 cm de 

acrílico. Esta modificação permite que a presa tenha acesso visual e olfatório ao 

predador, mas impede o comportamento de escalada, comum no RET padrão). Tais 

alterações levaram a maior preferência da presa pelas áreas protegidas, 
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intensificando a expressão de comportamentos defensivos, como a avaliação de 

risco (FERREIRA KC; RICO J; AMARAL VCS; MIGUEL TT; NUNES-DE-SOUZA 

RL., submetido). Assim, em face aos promissores resultados já obtidos em estudos 

utilizando o RET padrão como modelo de interação presa-predador, o aumento da 

aversividade do modelo com as alterações nas variáveis e ainda ao crescente 

interesse pela sua utilização nos últimos anos, o presente estudo teve o objetivo de 

realizar a validação etofarmacológica do novo modelo de interação presa-predador. 

  

4. OBJETIVOS 

4.1. Geral  

Realizar uma análise etofarmacológica das reações de defesa de 

camundongos expostos ao RET modificado.  

 

4.2. Específicos 

Avaliar os efeitos de diversos compostos farmacológicos com propriedades 

ansiolítica, ansiogênica, antidepressiva e psicoestimulante sobre as respostas 

comportamentais de camundongos submetidos ao novo Teste de Exposição ao Rato 

(RET). 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1. Sujeitos  

Foram utilizados camundongos Suíços, machos (25 - 35 g), oriundos do 

biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – 

UNESP. Os animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 
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1°C), umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas às 7:00) e tiveram 

livre acesso a alimento e água, com exceção dos períodos de teste. Todos os 

procedimentos envolvendo o uso de animais nesse estudo teve início após a 

aprovação desse projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista, Campus de Araraquara. 

Todos os experimentos realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais, conforme parecer 29/11. 

 

5.2. Equipamentos 

O aparato do RET modificados (Figura 1) é composto por uma caixa de 

acrílico transparente (46 x 24 x 21 cm), um túnel de acrílico transparente (4,4 cm de 

diâmetro, 13 cm de comprimento e elevado 1,5 cm em relação ao assoalho das duas 

outras caixas) e uma caixa (7 x 7 x 12 cm), chamada de toca, onde é colocado o 

camundongo durante o teste. A caixa maior é dividida em duas partes iguais por 

uma tela de acrílico e arame (8 cm de arame voltado para o assoalho do aparato e 

12 cm  de acrílico), sendo que em uma das partes foi colocado o predador isolado, e 

outra, chamada de superfície, está conectada à toca via túnel. 

Esta configuração do aparato permite à presa se esquivar para os locais 

protegidos do RET (toca e túnel) ou se aproximar do predador na superfície, além de 

expressar diferentes comportamentos defensivos, tais como, esquiva, avaliação de 

risco, congelamento, autolimpeza e levantamentos.  
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Figura 1- Teste de Exposição ao Rato (RET) modificado. 

 

5.3. Fármacos  

 Fluoxetina: antidepressivo bloqueador seletivo da recaptação neuronal de 

serotonina (SOUTHWICK; VYTHILINGAM e CHARNEY, 2005). 

 Alprazolam: agonista de receptor benzodiazepínico/GABA mais potente que 

o diazepam (EVANS, 1981; NISHIMURA; TANAKA, 1992). 

 Pentilenotetrazol: pro-convulsivante que atua no sítio picrotoxina no 

complexo receptor de benzodiazepinico/GABA, reduzindo o influxo de cloreto para o 

interior das células (R. J. RODGERS; J. C. COLE;  K. ABOUALFA e L. H. 

STEPHENSON, 1995) 

  Diazepam: agonista de receptor benzodiazepínico/GABA, apresentando 

efeito ansiolítico comprovado na clínica (FEIJÓ, 1999), como em modelos animais 
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de ansiedade (GRAEFF; FERREIRA NETO e ZANGROSSI Jr., 1998; GRIEBEL, 

1995). 

 Cafeína: metilxantina que age como antagonista de receptor de adenosina 

(CHARNEY; HENINGER; BREIER, 1984). É conhecido por induzir ataques de 

pânico em pacientes com transtorno de pânico e voluntários sadios (BOURIN; 

BAKER; BRADWEJN,1998). 

Todos os fármacos utilizados nesse estudo foram dissolvidos em solução 

salina (NaCl 0,9%) acrescidos de Tween 80 a 2%, e foram administradas 

intraperitonealmente (i.p.) 20 minutos antes dos experimentos em um volume de 10 

mL/kg de peso corporal. Para o fármaco fluoxetina, foram realizados dois tipos de 

experimentos: o agudo, em que a injeção foi realizada como previsto acima, e o 

crônico, no qual foram realizadas injeções diárias por 21 dias antes da realização do 

experimento. As doses de todos os fármacos escolhidos foram baseadas em 

estudos prévios (GRAEFF; FERREIRA NETO; ZANGROSSI Jr., 1998; CARVALHO-

NETTO; NUNES DE SOUZA, 2004). 

 

5.4. Procedimentos 

1ª Etapa: Habituação 

Cada camundongo foi colocado na toca do aparato e teve livre acesso aos 

compartimentos do RET (exceto o compartimento isolado onde foi colocado o rato 

no dia do teste) por um período de 10 minutos. Esse procedimento foi realizado um 

dia antes do teste e sem a presença do predador. 
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2ª Etapa: Teste de exposição ao Rato 

O teste foi realizado 24 horas após a habituação dos camundongos. No dia do 

teste um rato macho da linhagem Long Evans (predador), com peso aproximado de 

600 g e tratado com apomorfina (3mg/Kg), um agonista dopaminérgico utilizado com 

o intuito de mantê-lo em movimento durante o teste, foi introduzido no 

compartimento isolado do RET. Em seguida, os camundongos foram colocados 

individualmente na toca (com acesso ao túnel e a superfície de exposição) para 

exploração do aparato por 10 minutos. Todos os experimentos foram gravados 

através de sistema de circuito fechado de câmera, DVD e televisão para análises 

posteriores dos comportamentos. 

Os parâmetros comportamentais registrados foram as medidas espaço-

temporais e etológicas/complementares. As primeiras foram frequência de entrada e 

tempo gasto na toca, túnel e superfície. Para fins metodológicos, durante a análise a 

superfície de exposição foi dividida por uma linha imaginária em área 1, mais 

próxima ao predador (proximal) e área 2, mais próxima ao túnel (distal).  As medidas 

complementares foram: frequência e duração de avaliação de risco (AR: animal 

estica o corpo sem movimentar as patas traseiras e volta à posição inicial ou 

movimenta-se com corpo esticado) na toca, túnel ou na superfície, tempo total de 

imobilidade, contato com a tela e do comportamento de autolimpeza. 

Os experimentos foram realizados em uma sala com luz branca 

incandescente indireta e luminosidade de 11-12 lux e com temperatura controlada 

(22 ± 1°C). 
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3ª Etapa: Avaliação das medidas espaço-temporais e complementares 

As medidas espaço-temporais e complementares foram avaliadas pela 

análise dos DVDs gravados durante os testes com o auxílio do software X-Plo-Rat® 

2005. 

Na análise das filmagens foram consideradas: a) frequências de entradas e 

tempo gasto em cada uma dos quatro compartimentos do aparato (toca, túnel, 

superfícies distal e proximal);  b) frequências e tempo de realização do 

comportamento de avaliação de risco; c) frequência de realização dos 

comportamentos de imobilidade, contato com a tela e auto-limpeza. 

O registro do comportamento de avaliação de risco exibido pelos 

camundongos submetidos a esse experimento foi representado graficamente de 

duas maneiras: a) andar agachado; b) esticar-se até a possível fonte de perigo e 

retornar à posição inicial sem movimentar as patas traseiras. Desta avaliação 

surgiram dois parâmetros: a avaliação de risco total (frequência e tempo), que 

engloba ambos os comportamentos, e somente o comportamento de esticar 

(frequência). 

Foi considerada imobilidade qualquer ausência de movimento expressa pelo 

camundongo, podendo ser tanto tensa como relaxada, não sendo obrigatoriamente 

relacionada ao aumento da ansiedade. 

 

5.5. Análises estatísticas  

Os resultados foram inicialmente submetidos à análise de variância (ANOVA) 

unifatorial (fator: tratamento). Nos casos aonde foram apontados valores 

significantes de p, a análise estatística prosseguiu com o teste post hoc de 
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comparações múltiplas de Duncan. Foram consideradas significativas as diferenças 

que alcançaram um valor de p ≤ 0,05. 

 

6. RESULTADOS 
 

6.1. Avaliação do efeito da injeção intraperitoneal de alprazolam sobre os índices de 

ansiedade no RET 

 

A Figura 2 representa as medidas espaço-temporais nos diferentes 

compartimentos do RET exibidos por camundongos submetidos ao tratamento 

agudo com alprazolam ou controle.  
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Figura 2 - Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de alprazolam 

ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 7-10. *p< 0,05 comparado ao 

grupo controle. 

A análise de variância monofatorial apontou diferenças significativas em 

frequência de entradas na toca, túnel e superfície distal (F3,29= 3,91, F3,29= 8,98 e 
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F3,29= 4,46, p<0,05, respectivamente). O teste de comparações múltiplas de 

Duncan, apontou que o grupo tratado com alprazolam na dose de 0,5 mg/kg 

apresentou aumento significativo na frequência de entrada no túnel, enquanto que o 

grupo tratado com esse mesmo fármaco na dose de 1,0 mg/kg apresentou aumento 

na frequência de entradas no túnel e na superfície distal. Já o grupo tratado com a 

dose de 1,5 mg/kg apresentou um redução na frequência de entradas na toca.  

A ANOVA indicou significância para o fator tratamento nos tempos gastos na 

toca, túnel, superfície proximal e superfície distal (F3,29=3,47, F3,29=5,15, 

F3,29=4,10, F3,29=8,74, p<0,05, respectivamente). O teste de Duncan confirmou 

que para a dose de 0,5 mg/kg houve aumento no tempo gasto na superfície 

proximal, bem como também foi identificado redução no tempo gasto na toca e 

aumento na superfície proximal para o grupo tratado com alprazolam 1,0 mg/Kg. Já 

a dose de 1,5 mg/Kg aumentou o tempo gasto nas superfícies distal e proximal, bem 

como diminuiu o tempo no túnel. 

A Figura 3 ilustra o registro do comportamento de avaliação de risco exibido 

pelos camundongos submetidos ao experimento. 
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Figura 3- Frequência e tempo de exibição do comportamento de avaliação de risco 

e frequência de esticar na toca, túnel, superfície proximal e superfície distal em 

camundongos submetidos ao RET quando tratados agudamente com alprazolam ou 

controle. N= 7-10. *p< 0 

O teste de ANOVA indicou significância no comportamento avaliação de risco 

no túnel e na superfície distal (F3,29= 5,36 e F3,29= 11,16, respectivamente, 

p<0,05,). A análise de post-hoc com o teste de Duncan confirmou que para o grupo 

tratado com APZ 1,0 mg/kg houve diminuição na frequência de avaliação de risco no 

compartimento túnel, ao passo que quando os animais foram tratados agudamente 

com APZ 1,5 mg/kg, houve diminuição desta frequência no túnel e na superfície 

distal.  

O teste de variância indicou significância com relação à frequência de esticar no 

túnel e superfície proximal (F3,29= 5,89 e F3,29= 4,27, p<0,05, respectivamente). A 

análise post hoc confirmou uma diminuição de frequência de esticar no grupo tratado 

com alprazolam 1,0 e 1,5 mg/kg no túnel e também diminuição na frequência de 

esticadas pelos animais tratados nas doses de 0,5 e 1,5 mg/kg na superfície 

proximal.   

 Anova indicou diferenças para o fator tempo no tempo total avaliação de risco 

no túnel e na superfície proximal (F3,29= 12,25 e ; F3,29= 3,19, respectivamente, 

p<0,05). O teste de Duncan apontou reduções no tempo de avaliação de risco no 

túnel em todas as doses testadas, enquanto na superfície proximal essa redução foi 

confirmada apenas com as doses mais altas (1,0 e 1,5mg/Kg). 
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A Figura 4 expressa a soma do tempo de realização de comportamentos que 

consistem nas medidas complementares em todos os compartimentos do RET para 

os animais tratados com o alprazolam agudamente.  

 

Figura 4 – Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos ao tratamento agudo de alprazolam, com 

administração intraperitoneal.  N= 7-10. *p< 0,05 comparado ao grupo controle. 

A análise de variância apontou diferenças para o fator tratamento apenas no 

tempo total de imobilidade (F3,29= 11,06 p<0,05). O teste de Duncan confirmou um 

aumento no tempo de realização deste comportamento nas três doses de 

alprazolam administradas, quando comparados ao grupo controle (p<0,05). 

 

 

 

**

*
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6.2.   Avaliação do efeito da injeção intraperitoneal de diazepam sobre os índices de 

ansiedade no RET. 

A Figura 5 ilustra as medidas espaço-temporais nos diferentes 

compartimentos do RET. 

 

 

 

Figura 5 - Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de diazepam 
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ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 9-10. *p< 0,05 comparado ao 

grupo controle. 

 A ANOVA apontou significância para o fator tratamento na frequência de 

entradas na toca, túnel e superfície distal (F3,34= 3,40, F3,34= 6,17 e F3,34= 4,99, 

respectivamente, p<0,05). A análise post hoc indicou um aumento na frequência de 

entradas na toca, túnel e superfície distal para os animais tratados com diazepam na 

dose de 1,0 mg/kg. 

Segundo a análise de variância, foi apontada significância apenas para o tempo 

gasto na superfície proximal (F3,34= 6,49, p<0,05). O teste de Duncan indicou 

aumento no tempo gasto na superfície proximal nos animais tratados com diazepam 

na dose de 1,0 mg/kg. 

A Figura 6 ilustra o registro do comportamento de avaliação de risco exibido 

pelos camundongos submetidos ao experimento. 
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Figura 6 - Frequência de exibição do comportamento de avaliação de risco na toca, 

túnel, superfície proximal e superfície distal em camundongos submetidos à injeção 

intraperitoneal de diazepam ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 9-10. 

*p< 0,05 compa 

A ANOVA apontou significância apenas para frequência de avaliação de risco no 

túnel e superfície proximal (F3,34= 2,81 e F3,34= 4,23, respectivamente, p<0,05). O 

teste de Duncan confirmou apenas uma redução na frequência de avaliação de risco 

no túnel para os animais que receberam diazepam na dose de 0,5mg/Kg.  

A análise de variância apontou que houve diferenças na frequência de esticar no 

túnel e na superfície proximal (F3,34= 3,88 e F3,34=3,92, respectivamente, p<0,05). 

O teste post hoc indicou uma diminuição na frequência do esticar no túnel e 

superfície proximal dos animais submetidos a administração de diazepam na dose 

de 0,5 mg/kg e também diminuição da frequência na superfície proximal com a dose 

de 2,0 mg/kg. 

A análise de variância indicou diferenças no tempo de avaliação de risco no túnel 

e superfície proximal do aparato (F3,34= 2,92 e F3,34= 2,84, respectivamente, 

p<0,05). O teste post hoc de Duncan confirmou apenas uma redução no tempo de 

avaliação de risco no túnel para todas as doses de diazepam testadas. 

A Figura 7 indica o tempo total de realização dos comportamentos 

complementares em camundongos tratados com o diazepam.  
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Figura 7 – Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de diazepam ou 

controle quando expostos ao RET. N= 9-10. *p< 0,05 comparado ao grupo controle. 

A análise das medidas complementares para o fator tratamento pela ANOVA 

mostrou-se significativa apenas para o tempo total de imobilidade (F3,34= 15,60, 

p<0,05 O teste de Duncan confirmou um aumento significativo da imobilidade nos 

animais tratados com as doses de 0,5  e 2,0 mg/kg. 

 

6.3. Avaliação do efeito da injeção intraperitoneal de pentilenotetrazol sobre os índices 

de ansiedade no RET 

A Figura 8 expressa a frequência e o tempo gastos em cada parte do aparato do 

teste de exposição ao rato para os camundongos tratados com pentilenotetrazol de 

forma aguda. 
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Figura 8– Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de 

pentilenotetrazol ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 9-13. *p< 0,05 

comparado ao grupo controle. 

A análise de variância ANOVA indicou diferenças significativas para a variável 

tratamento na frequência de entradas na toca, túnel, superfície proximal e superfície 

distal (F3,38= 16,52, F3,38 =15,49, F3,38= 10,87 e F3,38= 7,08, respectivamente, 
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p<0,05). O teste de Duncan confirmou reduções na frequência de entradas em todos 

os compartimentos do RET e em todas as doses testadas.  

O ANOVA revelou significância para o fator tratamento apenas no tempo gasto 

na toca e na superfície distal (F3,38= 6,73, e F3,38= 5,50, respectivamente, p< 

0,05). A análise post hoc apontou um aumento significativo no tempo gasto na toca e 

diminuição no tempo gasto na superfície distal para os grupos tratados com PTZ nas 

doses de 20 e 30 mg/kg. 

A Figuras 9 indica a frequência e o tempo de realização de avaliação de risco, 

sendo a total expressa pela soma do esticar e andar agachado, para os animais 

tratados com PTZ. 
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Figura 9 - Frequência de exibição do comportamento de avaliação de risco na toca, 

túnel, superfície proximal e superfície distal em camundongos submetidos à injeção 

intraperitoneal de pentilenotetrazol ou controle e posteriormente expostos ao RET. 

N= 9-13. *p< 0 

A ANOVA apontou diferenças na frequência de realização de avaliação de risco 

no túnel, superfície proximal e superfície distal (F3,38= 11,4, F3,38= 17,35 e F3,38= 

7,83, respectivamente, p<0,05). A análise com o teste post hoc de Duncan confirmou 

uma diminuição na frequência de expressão do comportamento de avaliação de 

risco nos animais tratados com as três doses de pentilenotetrazol (10, 20 e 30 

mg/kg) no túnel, superfície distal e superfície proximal.  

A análise de variância indicou significância para o fator tratamento para o 

comportamento de esticar no túnel, superfície distal e superfície proximal (F3,38= 

2,93, F3,38=27,92 e F3,38= 7,28, respectivamente, p<0,05). O teste post hoc 

apontou uma queda na frequência deste comportamento no túnel, para os grupos 

tratados com as doses de 20 e 30 mg/kg e nas superfícies distal e proximal para os 

grupos tratados com 10, 20 e 30 mg/kg. 

O ANOVA apontou que houve diferenças para o fator tratamento no tempo de 

avaliação de risco no túnel, superfície distal e superfície proximal (F3,38= 12,34, 

F3,38= 16,00 e F3,38= 5,59, respectivamente, p<0,05). O teste de Duncan 

confirmou uma diminuição no tempo de realização deste comportamento no túnel, 

superfície distal e proximal para os grupos tratados com as três doses do 

pentilenotetrazol.  
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  A Figura 10 indica o tempo total de realização dos comportamentos 

complementares, contato, imobilidade e autolimpeza, nos camundongos tratados 

com relação ao controle.  

 

Figura 10– Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de 

pentilenotetrazol ou controle quando expostos ao RET. N= 9-13. *p< 0,05 

comparado ao grupo controle. 

O teste de variância ANOVA apontou diferença para o fator tratamento no tempo 

de imobilidade (F3,38= 44,43, p<0,05). A análise post hoc indicou um aumento 

significativo no tempo de realização deste comportamento para as três doses 

administradas. 
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6.4. Avaliação do efeito da injeção intraperitoneal de cafeína sobre os índices de 

ansiedade no RET 

A Figura 11 representa a frequência de entradas e o tempo gasto em cada 

compartimento do aparato do RET em animais submetidos à injeção intraperitoneal 

de cafeína.  

 

 

 

Figura 11– Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de cafeína ou 
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controle e posteriormente expostos ao RET. N= 9-13. *p< 0,05 comparado ao grupo 

controle. 

A ANOVA não apontou quaisquer diferenças significativas para o fator tratamento 

para as variáveis frequências de entradas nos compartimentos do RET (toca, túnel, 

superfície distal e superfície proximal). 

O teste de variância indicou diferenças estatísticas no tempo gasto na toca para 

o fator tratamento (F3,40= 3,98, p<0,05). O teste de Duncan indicou um aumento no 

tempo gasto na toca quando os animais foram submetidos ao tratamento na dose de 

20 mg/kg. 

A Figura 12 indica a frequência e tempo de avaliação de risco e frequência de 

esticar exibidas pelos animais tratados com cafeína. 
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Figura 12– Frequência e tempo de exibição do comportamento de avaliação de 

risco na toca, túnel, superfície proximal e superfície distal em camundongos 

submetidos à injeção intraperitoneal de cafeína ou controle e posteriormente 

expostos ao RET. N= 9-13. *p< 0,05 

A análise de variância apontou diferenças significativas para o fator tratamento 

na frequência de avaliação de risco no túnel do aparato (F3,40, 3,04, p<0,005). No 

entanto, nenhuma diferença foi confirmado pelo teste de Duncan.  

A análise de variância para o fator tratamento apontou diferenças na frequência 

de esticar no túnel e superfície distal (F3,40=4,07 e F3,40=6,21, respectivamente, 

p<0,05). A análise post hoc confirmou apenas uma redução na frequência de esticar 

na superfície esticar para o grupo tratado com cafeína na dose de 20mg/kg em 

comparação ao controle (p<0,05). 

A ANOVA indicou diferenças significativas para o fator tratamento apenas para o 

tempo de avaliação de risco no túnel (F3,40=14,124, p<0,05). O teste de Duncan 

apontou um aumento no tempo de avaliação de risco no túnel para o grupo tratado 

com cafeína na dose de 10 mg/kg e uma diminuição no grupo que recebeu cafeína 

na dose de 30 mg/kg. 

A Figura 13 expressa as medidas complementares de contato, imobilidade e 

autolimpeza para os animais tratados com cafeína. 
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Figura 13– Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de cafeína ou 

controle em animais expostos ao RET. N= 9-13. *p< 0,05 comparado ao grupo 

controle. 

A ANOVA apontou diferenças significativas para o fator tratamento para o tempo 

de contato, imobilidade e autolimpeza (F3,40=13,11, F3,40= 3,48 e F3,40= 2,95, 

respectivamente, p<0,05).  A análise post hoc com o teste de Duncan  apontou um 

aumento no tempo de contato para o grupo tratado com a dose de 10 e diminuição 

no grupo tratado com dose de 20 mg/kg. A imobilidade foi aumentada quando nos 

animais que receberam o tratamento na dose de 20 mg/kg. Nenhuma diferença foi 

confirmada no tempo de autolimpeza. 
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6.5. Avaliação do efeito da administração intraperitoneal de fluoxetina de forma aguda 

sobre os índices de ansiedade no RET 

 

A Figura 14 expressa as medidas espaço-temporais de frequência e tempo nos 

quatro compartimentos do aparato de teste.  

 

 

 

*

* *
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Figura 14– Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de fluoxetina 

ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 9-11. *p< 0,05 comparado ao 

grupo controle. 

A ANOVA apontou significância para as frequências de entradas na toca, túnel, 

superfície distal e superfície proximal (F3,35= 2,85, F3,35= 11,80, F3,35= 13,00 e 

F3,35= 3,97, respectivamente, p<0,05). O teste de Duncan apontou uma diminuição 

da frequência de entrada na toca com a dose de 30mg/Kg, no túnel e superfície 

distal para os animais tratados com as doses de 20 e 30 mg/kg, e diminuição de 

entradas na superfície proximal para o grupo tratado com fluoxetina na dose de 30 

mg/kg. 

A análise de variância indicou diferenças no tempo gasto na toca, túnel e na 

superfície distal (F3,35= 2,75, F3,35= 7,71 e F3,35= 4,62, respectivamente, p<0,05). 

A análise de Duncan apontou um aumento no tempo gasto na toca para o grupo 

tratado com a dose de 20mg/Kg e no túnel para os animais submetidos ao 

tratamento com a dose de 30 mg/kg. O tempo gasto na superfície distal diminuiu em 

relação ao controle para os grupos tratados com as doses de 20 e 30 mg/kg.  

A Figura 15 representa o comportamento de avaliação de risco, expresso em 

frequência e tempo, bem como frequência do comportamento de esticar nos 

camundongos submetidos ao teste. 
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Figura 15– Frequência e tempo de exibição do comportamento de avaliação de 

risco na toca, túnel, superfície proximal e superfície distal em camundongos 

submetidos à injeção intraperitoneal de fluoxetina ou controle e posteriormente 

expostos ao RET. N= 9-11. *p< 0 

A ANOVA apontou diferenças estatísticas para o fator tratamento na frequência 

de avaliação de risco nos compartimentos toca, túnel, superfície distal e superfície 

proximal (F3,35= 4,89,  F3,35= 3,77, F3,35= 18,74 e F3,35= 4,86, respectivamente, 

p<0,05). A análise post hoc apontou um aumento na frequência de avaliação de 

risco na toca para os animais tratados com fluoxetina nas doses de 10 e 20mg/kg. 

Por outro lado, observou-se uma diminuição na expressão deste comportamento no 

túnel quando a dose administrada foi a de 30. Ainda, houve reduções na frequência 

de avaliação de risco na superfície distal e proximal para as doses de 20 e 30 mg/kg. 

A ANOVA apontou significância para o fator tratamento no comportamento de 

esticar na toca, superfície distal e superfície proximal (F3,35= 2,91, F3,35=21,63 e F 

3,35= 5,54, respectivamente, p<0,05). O teste de Duncan confirmou um aumento na 

frequência de esticadas na toca para o grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 

mg/kg. Os animais tratados com doses de 20 e 30mg/kg expressaram uma 

diminuição na frequência deste comportamento na superfície distal e proximal.  

A análise do tempo de avaliação de risco pela ANOVA apresentou significância 

para os quatro compartimentos do aparato (toca, túnel, superfície distal e proximal: 

F3,35= 3,74, F3,35= 3,70, F3,35=22,93 e F3,35=4,19, respectivamente, p<0,05). A 

análise post hoc indicou um aumento do tempo deste comportamento na toca para 

os grupos tratados com as doses de 10 e 20 mg/kg. No túnel, superfície distal e 
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proximal houve uma diminuição no tempo de expressão da avaliação de risco para 

as doses de 20 e 30mg/kg. 

A Figura 16 indica as medidas complementares de comportamento expressas 

pelos camundongos expostos ao experimento após injeção intraperitoneal de 

fluoxetina. 

 

Figura 16– Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de fluoxetina ou 

controle quando expostos ao RET. N= 9-11. *p< 0,05 comparado ao grupo controle. 

A ANOVA apontou diferenças estatísticas apenas para a variável tempo de 

contato (F3,35=3,52, p<0,05). O teste post hoc de Duncan confirmou uma redução 

no tempo de contato nos animais tratados com fluoxetina na dose de 30 mg/kg.  
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6.6. Avaliação do efeito da injeção intraperitoneal de fluoxetina cronicamente sobre os 

índices de ansiedade no RET 

A Figura 17 expressa a frequência de entradas e tempo gasto nos quatro 

diferentes compartimentos do aparato do RET em animais tratados com fluoxetina 

cronicamente. 

 

 

 

Figura 17– Frequência de entradas e tempo na toca, túnel, superfície proximal e 

superfície distal de camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de fluoxetina 
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cronicamente ou controle e posteriormente expostos ao RET. N= 7-10. *p< 0,05 

comparado ao grupo con 

A análise de variância apontou significância para o fator tratamento na frequência 

de entradas no túnel e superfície distal (F3,30= 5,50 e F3,30= 3,68, 

respectivamente, p<0,05). O teste de Duncan indicou um aumento na frequência de 

entradas no túnel para os animais tratados com a dose de 30 mg/kg e também um 

aumento na frequência de entradas na superfície distal  para oa grupos que 

receberam as doses de 20 e 30 mg/kg. 

A ANOVA apontou significância para o fator tratamento nos tempos gastos na 

toca e na superfície proximal do aparato (F3,30= 12,27 e F3,30= 4,18, 

respectivamente, p<0,05). A análise post hoc confirmou apenas um aumento no 

tempo gasto na toca para os grupos que receberam tratamento nas doses de 20 e 

30 mg/kg. 

 A Figura 18 expressa a frequência e tempo de realização do comportamento 

de avaliação de risco total e frequência de realização do comportamento de esticar. 
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Figura 18 - Frequência e tempo do comportamento de avaliação de risco na toca, 

túnel, superfície proximal e superfície distal em camundongos submetidos à injeção 

intraperitoneal de fluoxetina cronicamente ou controle. N= 7-10. *p< 0,05 comparado 

ao grupo controle. 

A ANOVA apontou diferenças estatísticas para o fator tratamento na frequência 

de avaliação de risco na toca, túnel, superfície distal e superfície distal (F3,30= 8,91, 

F3,30= 4,80, F3,30= 12,53, e F3,30= 3,04, respectivamente, p<0,05). O teste de 

Duncan confirmou que houve uma diminuição na frequência deste comportamento 

na toca quando os animais foram tratados com fluoxetina cronicamente na dose de 

30 mg/kg. Da mesma forma aconteceu com os grupos tratados com as doses de 10, 

20 e 30 mg/kg no túnel. Na superfície distal, por sua vez, houve um aumento nesta 

frequência nos animais tratados com fluoxetina na dose de 10 mg/kg e uma 

diminuição quando a dose utilizada foi de 20 mg/kg. Nenhuma diferença foi 

confirmada na superfície proximal. 

A ANOVA não apontou diferenças para o fator tratamento na frequência de 

avaliação de esticar em nenhum dos compartimentos do RET. A Figura 37 indica o 

tempo total dos comportamentos complementares para os animais que receberam 

fluoxetina cronicamente. 

A análise de variância apontou diferenças para o fator tratamento no tempo de 

avaliação de risco na toca, túnel e superfície distal do aparato (F3,30= 3,48, F3,30= 

13,25 e F3,30= 5,01, respectivamente, p<0,05). O teste de Duncan apontou uma 

diminuição no tempo de realização deste comportamento no túnel para os animais 

que receberam as doses de 10, 20 e 30 mg/kg de fluoxetina e também uma 
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diminuição deste tempo na superfície distal, apenas para o grupo recebeu 

tratamento na dose de 20 mg/kg. 

 

Figura 19 - Tempo de exibição dos comportamentos contato, imobilidade e 

autolimpeza por camundongos submetidos à injeção intraperitoneal de fluoxetina 

cronicamente ou controle quando expostos ao RET. N= 7-10. *p< 0,05 comparado 

ao grupo controle. 

A ANOVA apontou que houve diferenças significativas no tempo de execução 

dos comportamentos de contato, imobilidade e autolimpeza (F3,30= 8,92, F3,30= 

16,43 e F3,30=10,22, respectivamente, p<0,05).  A análise post hoc apontou um 

aumento no tempo de contato nos animais tratados com as doses de 20 e 30 mg/kg. 

Os grupos tratados com as doses de 10 e 20 mg/kg, por sua vez, apresentaram um 

aumento no tempo de mobilidade e autolimpeza. 
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7. DISCUSSÃO 
 

De acordo com os resultados apresentados, o tratamento com alprazolam gerou 

um aumento no tempo gasto nas superfícies distal (para a maior dose) e proximal 

(para as três doses), compartimentos mais aversivos do aparato do Teste de 

Exposição ao Rato, o RET. Houve também uma diminuição no tempo gasto na 

região mais protegida, a toca, no grupo tratado com a dose intermediária. A 

frequência de entradas no túnel e na superfície distal apresentou-se aumentada nos 

grupos tratados com relação ao controle, indicando uma maior mobilidade dos 

animais tratados. Esses dois fatores: frequência de entradas e tempo gasto em cada 

compartimento do aparato demonstraram que o alprazolam foi capaz de produzir um 

efeito antiaversivo nos camundongos tratados, pela permanência mais frequente e 

duradoura nos compartimentos mais proximais e diminuição nos mais protegidos 

(mais distais), em relação ao predador, como também um aumento na frequência de 

entradas, indicando um maior comportamento exploratório. 

 Com relação aos comportamentos de avaliação de risco exibidos pelos 

animais tratados com alprazolam, houve uma diminuição na frequência no 

compartimento túnel do aparato, região aonde esse comportamento é normalmente 

mais frequente, e também uma tendência à diminuição desta frequência na 

superfície distal para os animais tratados com as doses mais elevadas. O tempo de 

realização de avaliação de risco no túnel mostrou-se gradativamente diminuído de 

acordo com o aumento da dose do fármaco, indicando uma curva dose-resposta 
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clara nos animais tratados com relação ao grupo controle, ao passo que aumentou 

na superfície proximal, na dose mais elevada. O comportamento isolado do esticar 

demonstra uma diminuição em sua frequência na superfície proximal do aparato, 

região mais próxima à fonte de perigo, para as doses menor e maior e também no 

túnel para os grupos tratados com as doses intermediária e maior. O tempo de 

imobilidade nos grupos tratados foi maior com relação ao grupo controle, o que 

poderia indicar um efeito sedativo nos animais tratados e submetidos ao teste. No 

entanto, não se observa uma redução na exploração do aparato no que se refere à 

frequência de entradas nos compartimentos do RET. 

  Em linhas gerais, o tratamento com alprazolam parece ter produzido um 

efeito antiaversivo nos animais submetidos ao RET. O aumento no tempo de 

permanência no compartimento mais proximal à fonte de ameaça, a superfície 

proximal, e diminuição na toca, região menos aversiva, somado ao aumento da 

frequência de entradas no túnel e superfície distal, como também a clara diminuição 

na frequência de avaliação de risco no túnel e redução do tempo de realização deste 

comportamento no túnel e superfície proximal corroboram essa conclusão. O 

comportamento de esticar complementa essa proposta pela diminuição na sua 

frequência na superfície proximal ao rato. 

 O tratamento com alprazolam demonstrou um efeito antiaversivo também em 

outros modelos animais como no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para ratos (FILE; 

PELLOW, 1985) e o teste de sobressalto potencializado pelo susto (COMMISSARIS; 

FOMUM; LEAVELL, 2004). No LCE para ratos, File e Pellow (1985) observaram um 

aumento na porcentagem de entradas e tempo gasto nos braços abertos do labirinto 
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nos animais tratados com alprazolam nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg, não alterando o 

número total de entradas nos braços. Já no modelo de sobressalto potencializado 

pelo susto, foi observada uma redução na amplitude de sobressalto pelos animais 

tratados com alprazolam nas doses de 0,25; 0,5 e 1,0 mg/kg. O modelo consiste em 

10 sessões iniciais de ruídos intensos e em dias diferentes, seguidos de 10 sessões 

de ruídos e luz simultâneos, em que nota-se que ao final das sessões o medo, 

expresso pelo sobressalto, emitido pelo animal seja maior que o emitido durante as 

primeiras sessões, em que somente o ruído está presente. O tratamento com 

alprazolam diminuiu a amplitude do sobressanto tanto para as sessões em que 

somente o ruído está presente, como também nas sessões com ruído e luz, 

apontando um efeito ansiolítico. 

 O tratamento com diazepam, agonista de receptor benzodiazepínico/GABA 

menos potente que o alprazolam, por sua vez, apresentou um resultado menos 

robusto quando comparado ao alprazolam. Houve um aumento na frequência de 

entradas na toca e túnel e aumento do tempo gasto na superfície proximal para o 

grupo tratado com a dose intermediária, o que pode indicar uma tendência 

ansiolítica, mesmo que inconsistente, quando esse tratamento é realizado em 

animais submetidos a esse modelo. 

 Com relação à avaliação de risco, houve uma diminuição em seu tempo no 

túnel para todas as doses testadas e diminuição na frequência de esticar no túnel e 

superfície proximal para a dose mais baixa e mais baixa e intermediária, 

respectivamente, que indica um efeito antiaversivo sutil nos animais tratados com 
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diazepam. A medida dos comportamentos complementares apontou um aumento no 

tempo de imobilidade nas doses mais baixa e mais alta.  

 Pode-se então concluir que estes resultados não foram suficientemente 

robustos para afirmar uma resposta ansiolítca ou antiaversiva nos animais tratados 

agudamente com diazepam neste aparato, apesar de haver uma tendência 

ansiolítica nos grupos tratados com esse fármaco no modelo animal em questão. 

 O tratamento com diazepam apresentou um perfil ansiolítico mais evidente 

em outros modelos animais, como no LCE para camundongos (CRAWLEY; 

GOODWIN, 1980) e o modelo de transição claro-escuro (BLANCHARD; GRIEBEL; 

HENRIE, 1997). O tratamento agudo com diazepam 1,0 mg/kg produziu um perfil 

ansiolítico nos animais expostos ao LCE sobre as medidas padrão e etológicas (por 

ex., COLE; RODGERS, 1993). O tratamento com agonistas benzodiazepínicos 

plenos, como o clordiazepóxido e parcial, bretanezil, reduziram não somente as 

principais medidas de ansiedade e como também o comportamento de avaliação de 

risco no LCE (COLE; RODGERS, 1993). O modelo de transição claro-escuro se 

baseia no comportamento exploratório de ratos em uma caixa composta por um 

compartimento claro (dois terços da caixa) e outro escuro. Os índices de ansiedade 

são medidos pela frequência de transições entre os dois compartimentos e o tempo 

gasto no compartimento claro, pela sabida preferência natural dos roedores a 

ambientes escuros. Um estudo realizado por Young e Johnson (1991) demonstrou 

que houve uma preferência dos ratos pelo compartimento iluminado quando tratados 

com diazepam, indicando um efeito ansiolítico deste fármaco pela preferência do 

animal ao compartimento aversivo do aparato. 
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É importante ressaltar que o tipo de ameaça nestes modelos é diferente da 

apresentada no Teste de Exposição ao Rato, podendo explicar essas alterações nos 

resultados. 

 Com relação ao tratamento realizado com o pentilenotetrazol, houve uma 

diminuição significativa na frequência de entradas nos quatro compartimentos do 

aparato para todos os grupos de tratamento, intensificado pelo alto tempo de 

imobilidade, que expressam, em conjunto, uma redução da mobilidade e diminuição 

do comportamento exploratório.  

 O tempo gasto na toca apresentou aumento nos grupos tratados com relação 

ao controle e também houve redução no tempo gasto na superfície distal, que 

indicam elevado tempo gasto na região mais protegida do aparato, como também 

reduzido tempo em uma das regiões mais desprotegidas.  

 O comportamento de avaliação de risco e esticar apresentaram frequência e 

tempo bastante reduzidos no túnel, superfície distal e superfície proximal, para as 

três doses. Essas características podem ser explicadas pelo alto tempo de 

imobilidade desempenhado pelos animais e reduzido tempo gasto nesses 

compartimentos.   

 Assim, nota-se que o tratamento com pentilenotetrazol apresentou efeito 

proaversivo nos animais expostos a esse teste, comprovado pelo reduzido 

comportamento exploratório dos animais, baixa mobilidade, aumento no tempo gasto 

no compartimento mais protegido e diminuição no mais desprotegido.  
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 O tratamento dos animais com cafeína não indicou grandes alterações no 

padrão de comportamento no teste de exposição ao rato. Não houve mudança 

significativa na frequência de entradas e tempo gastos nos diferentes 

compartimentos do aparato, exceto para a dose de 20mg/Kg, que produziu um 

aumento do tempo de permanência na toca. Com relação ao comportamento de 

avaliação de risco, houve diferenças apenas no tempo de execução nos grupos 

tratados com a dose mais baixa (aumento do tempo) e mais alta (diminuição do 

tempo), no túnel, região aonde esse comportamento ocorre com mais frequência. O 

comportamento de esticar também não apresentou diferenças com relação ao grupo 

controle em nenhum dos compartimentos, exceto por uma diminuição na frequência 

com a dose intermediária na superfície distal.  

 As medidas comportamentais complementares apresentaram pequenas 

variações, como o aumento do tempo de contato quando o tratamento utilizado foi 

de 10 mg/kg e diminuição quando o tratamento foi de 30 mg/kg. O tempo de 

imobilidade apresentou-se elevado apenas na dose de 20 mg/kg e não houve 

alterações significativas no tempo de realização de autolimpeza. Dessa forma, não 

houve grandes mudanças no perfil comportamental com relação ao grupo controle. 

Portanto, o tratamento com cafeína não foi conclusivo para determinação de 

alteração nos níveis de ansiedade dos animais submetidos ao teste, o que sugere 

que o modelo talvez não seja sensível para detectar efeitos proaversivos deste 

fármaco, diferente do observado no LCE (YACOUBI, LEDENT, PARMENTIER, 

COSTENTIN et al, 2000) para camundongos e teste de transição claro-escuro 

(YACOUBI, LEDENT, PARMENTIER, COSTENTIN et al, 2000). Os camundongos 
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tratados com cafeína de forma aguda e expostos ao LCE apresentaram redução no 

tempo gasto e quantidade de entradas nos braços abertos, além de aumentar a 

atividade locomotora, demonstrando um perfil ansiogênico. De modo semelhante, o 

tratamento agudo com cafeína no teste de transição claro-escuro, reduziu 

significativamente o tempo gasto pelos camundongos no compartimento claro e 

também o número de transições entre os compartimentos do aparato, 

caracterizando um perfil ansiogênico. 

No entanto, apesar da cafeína ser conhecida como um agente ansiogênico em 

ratos expostos ao teste de interação social e LCE (BALDWIN; JOHNSTON; FILE, 

1989; BHATTACHARYA, SATYAN, CHAKRABARTI, 1997), essa ação ansiogênica 

não foi observada sobre a aquisição de esquiva inibitória em camundongos expostos 

ao Labirinto em T Elevado (LTE) (CARVALHO-NETTO; NUNES-DE-SOUZA, 2004). 

Os grupos tratados com fluoxetina de maneira aguda apresentaram frequência 

de entradas no túnel, superfície distal e superfície proximal reduzidas quando 

comparados ao grupo controle, especialmente nos grupos tratados com doses de 20 

mg/kg e 30 mg/kg, indicando uma redução na mobilidade desses animais. O tempo 

gasto na toca mostrou uma tendência de aumento e o na superfície distal de fato 

diminuiu para as doses maiores. O tempo no túnel aumentou para a maior dose.  

Essa mobilidade reduzida, indicada pela diminuição da frequência de entradas 

nos compartimentos do aparato e a diminuição do tempo gasto na superfície distal 

juntamente com o aumento conducente de tempo gasto na toca indicam um efeito 

proaversivo dos animais expostos ao teste quando tratados com fluoxetina de forma 

aguda.  
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A medida comportamental da avaliação de risco apresentou-se significativamente 

aumentada no compartimento toca com relação à frequência e tempo para as doses 

de 10 mg/kg e 20 mg/kg. Já nos demais compartimentos essa frequência e tempo 

foram diminuídos, especialmente para as doses intermediária e maior. É importante 

ressaltar que houve um aumento no tempo gasto na toca e também aumento no 

tempo de realização do comportamento de avaliação de risco nesse mesmo 

compartimento, demonstrando uma preferência pelos animais tratados ao ambiente 

mais protegido do aparato somado a uma intensificação do comportamento de 

avaliação de risco. De forma contrária, pode-se observar uma redução do tempo 

gasto nos demais compartimentos, que são mais proximais à fonte de ameaça, em 

especialmente as superfícies, bem como uma consequente redução no tempo de 

realização do comportamento de avaliação de risco nestes compartimentos. 

A frequência de exibição do comportamento de esticar está reduzida na 

superfície distal e proximal para as doses intermediária e maior e aumentada no 

túnel para a dose intermediária. Com relação às medidas complementares, houve 

uma diminuição no tempo de contato para os animais tratados com a maior dose. 

O tratamento agudo com a fluoxetina, inibidor seletivo da recaptação de 

serotonina, não alterou consistentemente as principais medidas comportamentais 

dos camundongos expostos ao RET. Portanto, os resultados sugerem um efeito 

proaversivo do tratamento agudo com a fluoxetina. 

Já o tratamento crônico com fluoxetina apresentou algumas diferenças com 

relação ao tratamento agudo, principalmente no que diz respeito à avaliação de 

risco, que teve sua frequência e tempo diminuídos no túnel para todas as doses. A 
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redução na avaliação de risco no túnel, que é a região em que os animais mais 

expressam esse comportamento, é um indicador da tendência antiaversiva desse 

fármaco. O aumento da frequência de entradas no túnel e na superfície distal e 

tendência ao aumento na superfície proximal para os animais tratados cronicamente 

na dose de 30mg/kg indicam um aumento na mobilidade nas regiões mais proximais 

ao predador, corroborando o perfil antiaversivo resultante do tratamento crônico com 

fluoxetina.  

O tempo de permanência na toca mostrou-se aumentado para os animais 

tradados nas doses de 10 e 20 mg/kg, apontando uma preferência dos animais para 

o ambiente mais protegido do aparato, indicando um possível aumento dos níveis de 

ansiedade. Por outro lado, o tempo que os animais realizaram contato com a tela 

que os separavam do rato mostrou-se bastante aumentado, indicando um 

comportamento menos cauteloso dos camundongos. 

Os comportamentos de imobilidade e autolimpeza também foram aumentados 

nos animais tratados com as doses de 10 e 20mg/kg. Portanto, o tratamento crônico 

com fluoxetina demonstra um efeito antiaversivo, mesmo que ainda sutil, nos 

animais tratados. 

Em outros modelos animais, como no LCE para ratos, os resultados apontaram 

um efeito ansiogênico para o tratamento agudo com fluoxetina (KSHAMA; 

HRISHIKESHAVAN; SHANBHOGUE et al, 1990). Silva e Brandão (2000) 

observaram uma redução na porcentagem de entradas e tempo nos braços abertos 

e na plataforma central do labirinto, sem alterar a locomoção, quando os animais 

receberam o tratamento com fluoxetina.  
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 O efeito ansiogênico observado no tratamento agudo com fluoxetina parece 

decorrer de sua interferência no processo de retroalimentação negativa dos 

neurônios serotoninérgicos. O tratamento agudo com inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina aumenta os níveis extracelulares de 5-HT ao redor dos 

corpos celulares, que ativa os autorreceptores 5-HT1A pré-sinápticos localizados 

sobre os corpos celulares e dendritos de neurônios do núcleo da rafe e pós-

sinápticos localizados no hipocampo, septo, neocórtex, alguns núcleos da amígdala 

e hipotálamo. Este mecanismo limita a ativação dos neurônios serotoninérgicos e 

consequentemente reduz a liberação de 5-HT nas terminações nervosas do 

prosencéfalo. Já quando o tratamento é crônico, por 2 -3 semanas, ocorre uma 

recuperação gradual da atividade normal da neurotransmissão serotoninérgica 

devido a uma dessensibilização dos autorreceptores 5-HT1A (HJORTH; 

AUERBACH, 1996; SILVA; BRANDÃO, 2000). O uso prolongado de antidepressivos 

também desencadeia a sub-regulação de receptores serotoninérgicos pós-sinápticos 

localizados na amígdala e córtex frontal, atenuando os sintomas da ansiedade 

(DEAKIN; GRAEFF, 1991).  

Porém, observou-se uma ausência de efeitos no tratamento agudo com 

fluoxetina no LTE para ratos (POLTRONIERI; ZANGROSSI; VIANA, 2003) e também 

no teste de campo aberto (open-field) (ZIENOWICZ; WISLOWSKA-STANEK; 

LEHNER, et al 2007). O teste de campo aberto consiste submeter o animal a uma 

arena (ambiente desconhecido) aonde a fuga é impedida pela presença de paredes. 

Estudos realizados com ansiolíticos não apontaram aumento por si só no 

comportamento exploratório do campo aberto, porém, quando associado à indução 

de estresse, diminuiu a inibição de comportamentos exploratórios. O aumento da 
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locomoção ou tempo gasto na parte central do aparato, sem modificação da 

locomoção total e da exploração vertical, pode ser avaliado como um efeito 

ansiolítico, ao passo que a redução dessas variáveis é interpretada como resposta 

ansiogênica (PRUT; BELZUNG, 2003). 

 

8. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que: 

 O tratamento com benzodiazepínicos apontou efeitos variados nos animais tratados 

de maneira aguda e expostos ao RET. O alprazolam apresentou efeito antiaversivo 

evidente, enquanto o dizepam apresentou um efeito inconsistente sobre o 

comportamento defensivo.  

 A administração dos fármacos ansiogênicas pentilenotetrazol e cafeína também 

apresentaram resultados distintos em nossos experimentos. A cafeína apresentou 

um perfil ansiogênico sutil, enquanto o pentilenotetrazol resultou num efeito 

proaversivo mais evidente. 

 O tratamento com o antidepressivo fluoxetina, inibidor seletivo da recaptação de 

serotonina, apresentou resultado pouco robusto, mas indica um efeito ansiolítico sutil 

quando foi realizado o tratamento de forma crônica e efeito ansiogênico  quando na 

forma aguda. 

Por fim, podemos concluir que os fármacos que apresentaram efeitos mais 

evidentes são as envolvidas na modulação do pânico (alprazolam e 
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pentilenotetrazol, utilizadas nesse experimento). Os fármacos envolvidos na 

modulação da ansiedade, como o diazepam e antidepressivos, como a fluoxetina, 

não apresentaram efeitos claros nesse modelo animal. Porém, estudos 

complementares são necessários para maiores esclarecimentos.  
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