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Lopes, Marcel Adriano. Efeitos do clonazepam sobre as respostas
defensivas medidas em ratos submetidos ao labirinto em T elevado. 2010.
83f. Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo - Ribeirdo Preto, 2010.

O labirinto em T elevado (LTE) é um modelo etolégico, que evoca
comportamentos defensivos correlacionados com o transtorno de ansiedade
generalizada (esquiva inibitéria) e o transtorno do péanico (fuga). Apesar da
validacdo farmacolégica da tarefa de esquiva inibitoria deste modelo estar bem
estabelecida, algumas questdes em relacdo a tarefa de fuga néo estdo claras.
Resultados prévios da literatura mostram que drogas clinicamente eficazes no
tratamento do transtorno do panico, como antidepressivos triciclicos (ex:
imipramina e clomipramina) e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ex: fluoxetina e escitalopram), aumentam a laténcia de fuga no LTE,
sugerindo efeito do tipo panicolitico. Entretanto, em relacdo aos
benzodiazepinicos de alta poténcia, também amplamente utilizados na clinica
para o tratamento do transtorno do panico, os dados em relacdo ao LTE
permanecem desconhecidos. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o efeito da administracédo aguda ou repetida (7 ou 14 dias)
de clonazepam em ratos submetidos ao LTE. Dada a importancia da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) na génese do transtorno do
panico, verificamos se o efeito da administracdo aguda de clonazepam no LTE
era bloqueado pela administracdo prévia intra-SCPD do antagonista de
receptores BZD flumazenil. Nossos resultados mostram que o tratamento
agudo com clonazepam diminuiu as laténcias de esquiva inibitéria e aumentou
as laténcias de fuga do bragco aberto, indicativo de efeito ansiolitico e
panicolitico, respectivamente. JA a administracdo repetida deste mesmo
benzodiazepinico, seja por 7 ou 14 dias, diminuiu as laténcias de esquiva
inibitéria, sem alterar as respostas de fuga. A administracao intra-SCPD do
antagonista de receptores benzodiazepinicos flumazenil ndo bloqueou o efeito
da administracdo aguda de clonazepam sobre as respostas defensivas
medidas no LTE. Os resultados do presente estudo mostram ainda que o efeito
do clonazepam sobre a resposta de fuga é dependente da maneira pela qual a
aquisicdo da resposta de esquiva inibitoria € realizada, ou seja, o tratamento
agudo com clonazepam foi capaz de alterar esta resposta somente quando a
esquiva inibitéria foi realizada com 6 tentativas. Em suma, nossos dados
mostram que a administracdo aguda de clonazepam promove efeito
panicolitico e ansiolitico no LTE. No entanto, deve ser ressaltado que o efeito
panicolitico do clonazepam foi apenas observado apds a introducdo de uma
mudanca metodologica no teste do LTE. De uma maneira geral, os resultados
obtidos sustentam a associacao entre o comportamento de fuga e ataques de
panico.
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Lopes, Marcel Adriano. Effect of clonazepam on the defensive responses
measured in rats tested in the elevated T maze. 2010. 83f. Dissertacao
(mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao
Paulo - Ribeirdo Preto, 2010.

The elevated T maze (ETM) is an ethological model that generates in rats
defensive behaviors in rats which have been associated with generalized
anxiety (inhibitory avoidance) and panic (escape) disorders. A wealth of
evidence in the literature supports the validity of the ETM inhibitory avoidance
task for detecting the effects of generalized anxiety-effective drugs. However,
the effect of panic-effective drugs on escape performance has not been fully
investigated yet. Previous studies showed that panic-ameliorating drugs such
as tricyclic antidepressants (e.g. imipramine and clomipramine) and selective
serotonin reuptake inhibitors (e.g. fluoxetine and escitalopram), increase
escape latencies in the ETM, suggesting a panicolytic-like effect. The effect of
high-potency benzodiazepines agonists such as clonazepam and alprazolam,
also widely used for the treatment of panic disorder, remains unknown. In this
study we investigated the effect of acute or repeated administration (7 or 14
days) of clonazepam in rats submitted to the ETM. Given the attributed
importance of the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) in the
genesis/regulation of panic disorder, we also investigated whether the effects
caused by the acute administration of clonazepam in ETM can be blocked by
prior intra-dPAG administration of the BZD receptor antagonist flumazenil. Our
results showed that acute treatment with clonazepam impaired inhibitory
avoidance acquisition and increased escape latencies, suggesting anxiolytic
and panicolytic effects, respectively. Repeated administration of clonazepam,
either for 7 or 14 days, also impaired inhibitory avoidance acquisition, but did
affect escape expression. Intra-dPAG injection of flumazenil did not block the
effect of clonazepam on the defensive responses measured in ETM. Our results
also showed that the effect of clonazepam on the escape response is
dependent on the way inhibitory avoidance acquisition is measured, i.e. the
drug anti-escape effect was only observed in group of animals that had 6 but
not 3 trials to acquire inhibitory avoidance. Altogether, our data show that
clonazepam causes both anxiolytic and panicolytic effects on ETM, in
accordance to its therapeutic profile. However, it should be emphasized that the
panicolytic effect of clonazepam was only observed after the introduction of a
methodological modification in the ETM test protocol. Overall, our findings
support the proposed association between escape behavior and panic attacks.



Listas




Listade Figuras

Figura 1. Labrinto @M T eleVado.........cccoeiriiiriniereieeseee et 39
Figura 2. Arenado teste do Campo @DEIO .........ccevveiieieecicecec e 40
Figura 3. Efeito da administragdo aguda de Clonazepam............ccocvveverereieieiesenese e 50
Figura 4. Efeito da administracdo por 7 dias de clonazepam.............ccceeevevereeieeeeecesvesiesnenes 52
Figura 5. Efeito da administragcdo por 14 dias de clonazepam.............ccceeveneneneneneeiesienennns 54
Figura 6. Efeito da administracdo na substéncia cinzenta periaquedutal dorsal de flumazenil........ 56

Figura 7. Efeito do tratamento agudo com clonazepam em animais injetados intra-SCPD
COM FIUMBZENIL ...ttt et et eese e ese e nse s 58

Figura 8. Efeito da administracdo aguda de clonazepam em animais submetidos ao labirinto
LS T I 1=V = (o SR 60

Figura 9. Efeito da administracdo aguda de clonazepam em animais submetidos ao labirinto
em T elevado, com 6 tentativas 08 ESAUIVAL ..........ccereeririreirees e 62



Listade Tabelas

Tabela 1. Classificacgo dos BenzodiazepiNiCOS. .......uuiuiveeriiiiriieeeiiiieeessieeesesiseee s ssseeessanes

Tabela 2. Média (+EPM) da distancia percorrida no teste do campo aberto realizada pelos
anNimais dos EXPENIMENTOS L @3 ....cc.ccciiiiciiii ettt sttt s reea e resneenas



Indice




Indice

IO g oo [0 To 1o TP SRSPRSR 18
1.1 - Ansiedade € 0 Transtorn0 de PANICO. .........ccoiriririiiieieieeeeee e 19
1.2 - Tratamento Farmacol 6gico do Transtorno de PaNiCO...........ccecueveeeeeeecece e 21
1.3 — Neurobiologia do Transtorno do PANICO ..........ccueeeiririieierieeeeee e 27
2 O o1 LY OSSPSR 35
B MALErTAIS € MELOUOS. .....ceeueeieeieeeieeee ettt ettt bbb 37
L ANIMBIS ..ottt h bR et eb e 38
I B (0o = ST TSSOSO TRPRRPTN 38
3.3. APAratoS EXPEITMENTAIS......ccueeieeiieieeseeste et et se e s e e s e te e te e sre e sre e sneeseeereesseesneesneesnnens 38
3.4 PrOCEAIMENTOS. .....vcueviietesieiese ettt ettt bbbt bttt et bt et e e s b e e b e nbeneas 40
A, RESUITAAOS. ...ttt b et et 47
4.1 EXPEIMENTO LA ..ottt e bbbt b ettt b et b e e b et 48
4.2, EXPENMENTO 1B ...ttt ettt ettt n e 51
4.3. EXPENMENTO LC ..ottt ettt st st aeeaeebeeresbe st e ntennenneneanas 53
4.4, EXPENIMENTO 2A ..ottt sttt b bbb b s et b e b e bt et n et nnas 55
4.5, EXPENMENTO 2B .....oeicuieiicte ettt ettt sttt et be s be st et et esseaseseeaeebesbesrentennenneseanas 57
4.6, EXPEIMENTO B ...ttt ettt ettt b e ettt bt st e e s b e b nenbenea 59
. DISCUSSAO ...ttt ettt e bbb e e bbb e E bt e b bt b bt b bbbt 64
B. CONCIUSAD. ... ettt b bbbt b bbb 72

Refer 8ncias Bibliogr AfiCas.........ccciucieiiiiiice ettt ere s 74



1. Introducao




1. Introducao

1.1 - Ansiedade e o Transtorno de Panico

A ansiedade, assim como 0 medo, sdo sentimentos por nés
experienciados ao longo de toda a vida, denominados emocdes (Graeff,
1994,1999). Estas emoc¢Bes sao resultantes de mecanismos neurobiol6gicos
que nos permitem lidar com situacdes emergenciais e de estresse, sendo
importante tanto para o desempenho quanto para a sobrevivéncia do ser
humano. Exemplificando, podemos mencionar o desconforto que sentimos
antes de fazermos uma apresentacdo em publico: além de alteracdes
autondémicas, como  sudorese, taquicardia, exibimos  alteracdes
comportamentais, como nervosismo e agitacdo (Parente et al., 2005). Mesmo
sendo desconfortavel, este estado normal de ansiedade tem valor adaptativo e
benéfico, estimulando o individuo a se preparar, a fim de obter éxito em sua
apresentacao.

Quando a ansiedade est4d presente em niveis maiores do que o0s
considerados normais e benéficos, passa a ser inconveniente e incapacitante,
sendo considerada patoldgica, com necessidade de intervencéo farmacol6gica
e/ou psicoldgica (Graeff e Brandao, 1999).

Dentre os transtornos de ansiedade classificados pela Associacao
Psiquiatrica Americana (APA, 2000) esta o transtorno de panico (TP). Segundo
a atual classificacéo realizada por esta entidade e publicada no DSM IV-RT, em
2000, o TP é caracterizado pela presenca de ataques de panico recorrentes e
inesperados, seguidos, por pelo menos um més, de preocupacdes persistentes
acerca de ter outro ataque de panico ou preocupag¢des com as implicacdes ou
consequéncias do ataque anterior ou ainda a presenca de alguma alteracéo

comportamental significativa. Um atagque de panico é descrito como um periodo
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1. Introducao

de intenso temor ou desconforto, acompanhado de pelo menos quatro dos
seguintes sintomas: palpitacbes ou ritmo cardiaco acelerado, sudorese,
tremores, sensacdes de falta de ar ou sufocamento, dor ou desconforto
toracico, nausea ou desconforto abdominal, sensacéo de tontura, instabilidade,
vertigem ou desmaio, sensacao de irrealidade ou despersonalizacdo, medo de
perder o controle ou enlouquecer, medo de morrer, parestesias ou ondas de
calor.

Em geral, dois tercos dos pacientes com transtorno de panico também
desenvolvem agorafobia, que é definida como uma ansiedade ou esquiva de
locais ou situacfes, dos quais o auxilio pode nao estar disponivel no caso de
ter um ataque de panico, ou sintomas do tipo panico (Kessler et al., 2006). O
transtorno de panico pode acarretar grandes prejuizos ao paciente,
principalmente se estiver acompanhado de agorafobia, limitando as atividades
profissionais e sociais do individuo. Estudos epidemioldgicos em todo o mundo
indicam que a prevaléncia do transtorno de panico (com ou sem agorafobia)
durante toda a vida encontra-se em 15% a 3,5% (DSM IV-RT, 2000).
Especificamente na populacdo brasileira, a prevaléncia do transtorno de
panico, em periodos de seis meses a um ano, € de 0,4% a 2,3% e de até 3,5%
ao longo da vida. Esta pequena diferenca entre periodos discretos e a
prevaléncia ao longo da vida sugere uma tendéncia a cronicidade desta
condicdo clinica (Bernik, 2001). E importante ressaltar que aliado a estes
indices, encontra-se uma alta taxa de utilizacdo de servicos de saude por
pacientes portadores de transtorno do panico, sendo que um terco destes
pacientes procura atendimento meédico devido a sintomas somaticos, por estes

serem passiveis de confusdo com sintomas cardiovasculares (Marchesi et al.,
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1. Introducao

2001; Marchesi et al., 2004, Simon e Fischmann, 2005). Em vista disto, os
custos para pacientes com transtorno do panico sdo maiores do que para
outros transtornos de ansiedade (Pollack e Marzol, 2000). Além disso, estes
pacientes apresentam altos indices de problemas com sociabilidade e
qualidade de vida tdo baixa quanto a de pacientes com depressdo maior

(Pollack e Marzol, 2000; Arbabzadeh-Bouchez et al., 2002).

Sendo assim, individuos que apresentam transtorno de panico
necessitam de tratamentos farmacoldgicos e/ou psicolégicos, que visam a

melhora na qualidade de vida e sociabilidade destas pessoas.

1.2 - Tratamento Farmacolégico do Transtorno de Panico

Atualmente, dois tipos de terapias sdo empregados para o tratamento do
TP, a cognitiva/comportamental e a farmacoterapia. Estas visam a reducéo da
intensidade/frequéncia ou o bloqueio dos ataques de panico (Marchesi, 2008).

Neste trabalho daremos enfoque a farmacoterapia.

Diferentes classes de drogas sdo empregadas no tratamento do TP: 0s
antidepressivos triciclicos (ADT), os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS), os inibidores da enzima mono-aminoxidase (IMAO) e os

benzodiazepinicos (Susman & Klee, 2005).

Os ADTs atuam através do bloqueio da recaptacdo de monoaminas
(noradrenalina, dopamina e/ou serotonina) aumentando a disponibilidade
desses neurotransmissores na fenda sinaptica (Baldessarini, 2006). A eficacia

dos ADTs no tratamento do TP foi inicialmente evidenciada em estudos de
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1. Introducao

Donald Klein (1964), nos quais foi observado que os ataques de ansiedade
eram reduzidos apds a terceira semana de tratamento com imipramina,
enguanto que, os sintomas de ansiedade crbénica diminuiam somente com
tratamento por mais de 3 semanas. Baseando-se nesses achados clinicos,
Klein diferenciou a ansiedade cronica dos atagues de ansiedade, que

posteriormente, seriam denominados atagues de panico.

Além disso, evidéncias indicam a eficacia de outros ADTs no tratamento
do TP, como a clomipramina. Neste sentido, Cavaljuga e colaboradores (2003)
conduziram um estudo duplo cego controlado, comparando pacientes com TP
que foram tratados com clomipramina ou ISRS fluoxetina por 10 semanas. Os
autores observaram que 0s pacientes que receberam clomipramina, assim
como os que receberam fluoxetina apresentaram diminuigéo na freqiiéncia e na
intensidade de ocorréncia dos ataques de péanico apdés 6 semanas de uso

repetido.

Porém, esta classe de drogas apresenta alguns efeitos indesejaveis que
induzem cautela no seu emprego clinico. Entre estes estdo: efeitos
anticolinérgicos (visdo borrada, constipacdo, hipotenséo), alfa adrenérgicos
(hipotensao), histaminérgicos (sedacdo, aumento do apetite), assim como

efeitos cardiotoxicos (Westenberg 1996).

A segunda classe de drogas empregada no tratamento do TP sao os
IMAOs (Nies, 1984). Estes atuam inibindo a enzima monoamina oxidase
(enzima responsavel pela degradacdo das monoaminas), e desta forma
aumentam a concentracao destas na fenda sinaptica. Buigues e colaboradores

(1987) realizaram um estudo clinico com o IMAO fenelzina com pacientes
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1. Introducao

ambulatoriais que preenchiam os critérios do DSM-IIl para transtorno do
panico. Os resultados deste estudo demonstraram que, apds varias semanas
de uso repetido, a fenelzina foi capaz de diminuir os ataques de panico dos
pacientes.

Entretanto, existem informacdes contraditérias mostrando que os IMAOs
também podem apresentar efeito agudo no tratamento do TP. Tiller e
colaboradores (1999) realizaram um estudo multicéntrico com pacientes que
apresentavam ataques de panico e demonstraram que o IMAO moclobemida
foi capaz de reduzir agudamente a incidéncia de tais ataques. O uso dos
IMAOs no tratamento do TP é limitado, ja que estes podem produzir crises
hipertensivas em pacientes quando ingeridos concomitantemente com a
tiramina, um constituinte encontrado principalmente no queijo e no vinho
(Brown et al.,1989).

Uma terceira classe de drogas séo os ISRS. Estes sédo assim chamados
por inibirem preferencialmente a recaptacdo da monoamina serotonina,
aumentando a concentracdo desta na fenda. A primeira droga desta classe
empregada na terapia do TP foi a fluoxetina (Pecknold et al., 1994). Michelson
e colaboradores (1999) realizaram um estudo duplo cego controlado,
comparando pacientes com TP que foram tratados com fluoxetina e placebo.
Os pacientes responsivos ao tratamento agudo (2-10 semanas) com a
fluoxetina foram selecionados para continuarem o tratamento completando 24
semanas. Ao final deste estudo, observou que estes pacientes, ao longo de 24
semanas, mantiveram a diminuicdo na frequéncia e intensidade de ocorréncia

dos ataques de panico.
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1. Introducao

Além da fluoxetina, outros ISRS também apresentam eficacia no TP,
dentre eles, temos a sertralina (Pollack et al., 1998) e o citalopram (Lepola et

al., 1998).

Pollack e colaboradores (1998) realizaram um estudo multicéntrico com
a sertralina em pacientes que apresentavam ataques de panico. Neste estudo,
um dos parametros de avaliacdo utilizado foi a Escala de Ansiedade
Antecipatoria e Panico de Sheehan, que tém como medida principal o nimero
de ocorréncia de ataques de panico. Os resultados deste estudo demonstraram
que houve uma reducdo na ocorréncia dos ataques somente no final da

segunda semana de uso repetido da sertralina.

Lepola e colaboradores (1998) conduziram um estudo duplo cego
controlado de longa duracéo (1 ano) comparando pacientes com TP que foram
tratados com citalopram ou placebo, e observou que o0s pacientes que
receberam citalopram apresentaram diminuicdo na frequéncia e intensidade de
ocorréncia dos ataques de panico em relacdo aos pacientes que receberam

placebo.

Uma das desvantagens do uso dos ISRS é que o inicio do tratamento
com estas drogas pode ser acompanhado de inquietacdo exagerada, aumento
de ansiedade e um longo periodo de laténcia para o inicio da resposta

(Ballenger 1994; Liebowitz et al., 1988; Nierenberg et al., 2000).

Desta forma, recomenda-se iniciar a administragdo do antidepressivo
com baixas doses e, algumas vezes, associar um benzodiazepinico por um

tempo limitado. A combinagdo desses farmacos promove melhora dos
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1. Introducao

sintomas nas primeiras semanas, conforme observado em estudo duplo-cego

(Goddard et al., 2001).

Outra classe de drogas, de particular interesse para o presente trabalho,
€ constituida pelos BZDs. Estes tém sido amplamente utilizados na
farmacoterapia do transtorno do panico (Rosenbaum et al, 1997; Chouinard,
2004). Diferentemente das trés classes de drogas (ADT, ISRS e os IMAO) que
atuam aumentando a concentracdo de monoaminas no SNC, os BZDs atuam

intensificando as ac¢des do acido gama-aminobutirico (GABA).

Os BZDs ligam-se aos receptores benzodiazepinicos (rBZD), que estao
localizados no receptor GABAa, formando um complexo macromolecular em
que o rBZD exerce modulagdo alostérica no processo de abertura/fechamento
do canal (Haefely et al., 1993). A mudanca na conformacgao do receptor GABA,
gerada pela ligacdo do BZD com o rBZD potencializa a agédo desse
neurotransmissor. A ativacdo do GABA provoca aumento transitério da
condutancia dos canais de cloreto, resultando em hiperpolarizacdo da
membrana (Zorunski et al.,1991).

De acordo com a poténcia os BZDs sao classificados em: baixa, média e
alta poténcia (Chouinard 2004).

A indicacéo terapéutica dos BZDs esta diretamente ligada a poténcia e
as propriedades farmacocinéticas. Sendo assim, os BZDs de alta poténcia tém
sido empregados no tratamento do transtorno do panico (ver tabela 1) (para

revisdo ver Chouinard 2004).
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Tabela 1 - Classificacdo dos Benzodiazepinicos:

Poténcia/ Indicacdes Meia-vida(h) Afinidade de
Benzodiazepinico Terapéuticas Ligacao (K;, nM)
Eliminagéo
Baixa
Clordiazepéxido  Ansiedade Generalizada 7-30
Leve ou Insbnia
Oxazepam 11,53
Temazepam 23,50
Média
Diazepam Ansiedade Generalizada 20-80 9,57
Média ou Insénia
Estazolam 10-24
Alta
Alprazolam 6-20 4.24
Bromazepam Ataques de Panico, 8-19
Transtorno de Ansiedade
Clonazepam Generalizada, Insonia, 5-30 0,51
Lorazepam Agitagao, Mania 10-20 1,64

Adaptado de Chouinard, 2004.
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Estudos mostram que os BZDs foram as drogas mais prescritas
clinicamente para o tratamento do transtorno de panico nos USA, entre 0s anos
de 1988 a 2002 (Susman & Klee, 2005). Por exemplo, Tesar e colaboradores
(1991) realizaram um estudo duplo-cego com pacientes que apresentavam
atague de panico e observaram que o clonazepam reduziu a incidéncia de tais
ataques. Corroborando este achado, Beuclair e colaboradores (1994)
realizaram um estudo duplo-cego controlado ao longo de 4 semanas com
pacientes com TP e observaram que o clonazepam foi capaz de reduzir
rapidamente (1 semana) a frequéncia e intensidade de ocorréncia dos ataques

de panico destes pacientes.

Entretanto, o TP, por se tratar de uma condi¢do cronica, exige o0 uso de
medicamento por um tempo prolongado, sendo assim, a monoterapia com
benzodiazepinicos ndo é mais tida como primeira escolha no tratamento do TP,
em funcdo do risco de dependéncia e/ou tolerancia farmacolégica

(Rickels et al., 1983; Peckenold, 1993; Michelini et al., 1996).

1.3 - Neurobiologia do Transtorno de Panico

Estudos com animais de laboratério tém propiciado o melhor
entendimento das bases neurobioldgicas do TP, bem como sobre o mecanismo

de acéao terapéutica de drogas eficazes no tratamento deste transtorno.

Estes trabalhos baseiam-se nos estudos realizados originalmente por
Charles Darwin e publicados, em 1872, no livro “A expressdo das emocdes nos
homens e nos animais”. Sob a perspectiva evolutiva tragcada por Darwin, 0s

estados emocionais de ansiedade e medo expressos pelos seres humanos

27



1. Introducao

teriam raizes nas reacdes defensivas apresentadas pelos animais e
compartilhada em uma escala filogenética (Panksepp, 1982; Marks, 1987;
Graeff, 1994; Hofer, 1995; Stein e Bouwer, 1997). Com base nesta perspectiva,
diversos estudos sobre o substrato neural destes estados emocionais foram
conduzidos com animais de laboratério, buscando desvendar as bases neurais

do medo e da ansiedade.

Estudos chave para a compreensao das reacdes defensivas de animais
de laboratério tém sido conduzidos pelo casal Robert e Caroline Blanchard
trabalhando no Havai. Estes pesquisadores observaram os comportamentos
apresentados por roedores perante o confronto com predadores. Segundo o0s
autores, os estimulos ameacadores podem ser classificados em: potencial
(incerto), distal e proximal, cada um evocando estratégias de defesa distintas,

representadas em niveis de defesa (Blanchard & Blanchard, 1988).

O primeiro nivel de defesa € evocado por um estimulo potencial (como
por exemplo, pistas da presenca do predador). Em resposta ao estimulo
potencial, o animal apresenta o comportamento de avaliacdo de risco,
composto por repetidas tentativas de aproximacado, seguidas de esquiva ao

estimulo ameacador (Blanchard & Blanchard, 1988).

Por sua vez, o segundo nivel de defesa ocorre quando o perigo é real,
porém distal, ou seja, quando o predador esta presente e ja foi detectado pela
presa, mas estd a uma distancia segura e nao iniciou o ataque predatorio.
Nesta situacéo, havendo a disponibilidade de rotas de saida o animal foge,
caso a fuga ndo seja possivel, o animal exibe o comportamento de

congelamento (Blanchard & Blanchard, 1988).
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Por fim, o terceiro nivel ocorre em situacéo de perigo proximal, quando o
predador ou fonte de perigo estd muito proximo ou em contato com a presa.
Neste caso, sdo observadas respostas de fuga explosiva, ameaca defensiva
(vocalizacbes) ou agressdo defensiva (postura de ameacas e mordidas ao

predador) (Blanchard & Blanchard, 1988).

Com base nestes trabalhos, estudos farmacoldgicos tém indicado haver
uma correlacdo entre 0s comportamentos expressos nos diferentes niveis de
defesa e transtornos de ansiedade distintos, sendo o primeiro e o segundo
niveis de defesa relacionados com o transtorno de ansiedade generalizada e o
terceiro nivel de defesa com o transtorno do panico (Blanchard et al., 1986,
1993, 1998, 2001). Neste sentido, Blanchard e colaboradores (2001)
demonstraram, utilizando a bateria de teste medo/defesa, que o
comportamento de fuga ndo é alterado pelo tratamento com drogas ansioliticas
classicas, como o diazepam, porém, estas drogas sdo capazes de alterar o
comportamento de avaliagéo de risco. Adicionalmente, neste mesmo teste, dois
benzodiazepinicos de alta poténcia, utilizados no tratamento do transtorno do
panico, o alprazolam e o clonazepam (Charney et al., 1986; Ballenger et al.,

1988), reduziram a resposta de fuga.

Baseado em evidéncias como estas, a resposta de fuga tem sido
associada, em diferentes protocolos experimentais, ao ataque de panico. Um
exemplo desta associacdo tem sido proposto a partir da inducédo da resposta
de fuga pela estimulacao elétrica (Schenberg, 2001) ou quimica (Beckett, 1992)

da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD).

A SCPD é uma estrutura mesencefalica, inervada por uma abundante
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rede de vias aferentes e eferentes, considerada como uma estrutura cerebral
bastante complexa (Beitz et al., 1986; Cameron et al., 1995; Veening et al.,
1991). Esta profusa inervacdo da SCP estd implicada na participacdo desta
estrutura em muitas funcdes fundamentais a sobrevivéncia do organismo,
dentre elas: o processamento e a modulacdo da informacdo dolorosa, a
mediacdo do controle motor, do controle cardiovascular e das respostas de

ansiedade e medo (Beitz et al., 1990, 1995).

A estimulacdo desta estrutura evoca comportamentos de luta e fuga,
acompanhados por mudancgas neurovegetativas, tais como vasodilatacdo da
musculatura esquelética, dilatacdo pupilar, taquicardia, aumento da pressao
sanguinea e da frequiéncia respiratéria (Carrive,1993). Tais reacdes defensivas,
promovidas pela estimulacdo da SCPD, sédo similares aquelas evocadas por
situacOes naturais de perigo (para revisao ver Graeff, 2004), que visam dar
suporte fisiolégico a emissao de reacbes defensivas (Carrive,1993). Estudos
de neuroimagens conduzidos em humanos suportam o conceito de que
alteracbes estruturais e funcionais na SCPD estariam envolvidas na
neurobiologia do transtorno do panico (Graeff e Del Ben, 2008). Assim, diante
de perigo proximal, a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) seria
ativada, participando significativamente da integracdo da resposta de fuga

(Gentil, 1988; Graeff, 1988; Deakin e Graeff, 1991).

Nashold e colaboradores (1969, 1974) relataram que, em humanos, a
estimulacdo elétrica de areas mesencefalicas dorsais, compreendendo a
SCPD, desencadeava fortes sensacdes desagradaveis, como medo, pavor,

ansiedade intensa, e morte eminente, além de alteragdes fisiolégicas como dor
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toracica profunda, taquicardia, dispnéia, sensacdo de calor ou frio, e urgéncia
de miccao.

Diversos grupos de pesquisa exploram a resposta de fuga gerada pela
estimulacdo elétrica ou quimica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal
(SPCD) de animais de laboratério (Carrive,1993; Schenberg, 2001; Beckett,

1992; Audi et al., 1984; de Bortoli et al., 2008) como modelo de péanico.

Em estudo conduzido por Vargas e colaboradores (2001), no qual as
reacOes defensivas geradas pela estimulagdo elétrica da SCPD de roedores
séo analisadas em uma arena circular, onde o aumento gradual da frequéncia
de estimulacdo elétrica desencadeia alteracbes comportamentais e
neurovegetativas, como: imobilidade, corrida, saltos, exoftalmia, miccdo e
defecacdo. Os autores relatam que a administracdo cronica, mas nédo a aguda
das drogas panicoliticas, como fluoxetina e clorpromazina ocasionam um
aumento na frequéncia de estimulacao elétrica necesséria para propiciar estas
respostas (Vargas et al., 2001; Schenberg et al., 2002). Estudos realizados
com drogas que facilitam a neurotransmissdo GABAérgica e serotonérgica
como o clonazepam e o alprazolam foram capazes, de maneira dose-
dependente, de reduzir a resposta de fuga evocada pela estimulagéo elétrica
da SCPD (Jenck et al., 1995).

No modelo da estimulacdo quimica da SCPD, o amino&cido excitatério
dl- &cido homocistéico (DLH) quando microinjetado tanto na por¢do rostral
quanto na caudal da SCPD, gera comportamento motor explosivo tipico da
reacdo de defesa a ameacas proximais. A duracdo da resposta deste
comportamento e do nimero de voltas e saltos é quantificada em uma arena

(Beckett, 1992). ApoOs estudos realizados com a administragdo de imipramina
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de maneira crbnica, foi observado que esta droga potencializa a inibicdo da
reposta de fuga obtida com a microinjecao na SCPD do agonista de receptores
serotonérgicos do tipo 1A o 8-OH-DPAT (Mongeau et al., 1997).

Outros modelos animais tém associado a fuga com situacfes mais
naturalisticas; estes sdo denominados modelos etologicos. Os modelos
etologicamente fundamentados apresentam algumas vantagens, pois néo
utilizam estimulos nocivos como choques elétricos e privacdo de agua ou
alimentos. Além disso, estes modelos ndo necessitam de treino ou modelagem
do comportamento do animal e sdo de baixo custo operacional (Pelow et al.,
1985, File, 1990; Lister, 1990; File, 1992). Neste sentido, surge o labirinto em T
elevado (LTE), de particular interesse para o presente trabalho.

O LTE é composto por um braco fechado e dois abertos, todos elevados
em relacdo ao solo. Este modelo € derivado do labirinto em cruz elevado e
baseia-se no medo que os roedores possuem de locais elevados e
desprotegidos (Montgomery 1955; Walk et al., 1957; Pellow et al., 1985;
Treit et al., 1993). No entanto, diferente do labirinto em cruz elevado, o LTE
permite observar, separadamente, as respostas de esquiva inibitéria e de fuga

em um mesmo animal (Graeff et al., 1993b; Viana et al., 1994).

Para avaliar a resposta de esquiva inibitéria, o animal é colocado por
trés vezes consecutivas no fim do braco fechado e é verificado o tempo que
leva para sair com as quatro patas deste bragco em cada tentativa.
Observa-se que o tempo de saida do braco fechado aumenta ao longo das
tentativas, devido ao carater aversivo que este estimulo representa ao animal
(Zangrossi e Graeff, 1997). Apds as sessOes de esquiva, é verificado o

comportamento de fuga. Para tal, o animal é colocado, por trés vezes
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consecutivas, na extremidade distal de um dos bracos abertos e a laténcia para

sair com as quatro patas deste braco é verificada.

Estudos direcionados a validacdo farmacolégica do LTE através da
administragéo cronica de drogas clinicamente eficazes no tratamento do TP
como clomipramina, fluoxetina e escitalopram, mostraram que estas drogas
foram capazes de aumentar as laténcias de fuga do braco aberto do LTE, efeito
do tipo panicolitico, porém somente o escitalopram diminuiu as laténcias de
esquiva inibitéria do braco fechado (Poltronieri et al., 2003, Pinheiro et al.,
2008). J& a imipramina, além de inibir a resposta de fuga, também prejudicou a
aquisicdo da esquiva inibitéria, sugestivo de efeito ansiolitico. Esses resultados
corroboram pressupostos tedricos (Viana et al.,, 1994; Graeff et al.,, 1997 e
1998; Zangrossi et al., 2001) de que a fuga dos bracos abertos do LTE, em

termos clinicos, estaria relacionada ao transtorno do panico.

A injecao periférica do peptideo colecistoquinina (CCK-8s) foi capaz de
diminuir as laténcias de fuga do braco aberto no LTE, efeito do tipo
panicogénico, sem alterar as laténcias de esquiva inibitéria (Zanovelli et al.,
2004). Estes dados estdo de acordo com dados clinicos, os quais indicam que
a administracdo sistémica de agonista de receptor CCKg em humanos provoca

atagues de panico (Bradwejn et al., 1991).

Neste modelo, estudos com diferentes compostos ansioliticos, como o
agonista de receptores BZD diazepam, os agonistas 5-HT;a buspirona e
ipsapirona, e 0 antagonista de receptores 5-HTz,, ritanserina, drogas que nao

atuam no TP, quando administrados sistemicamente nao alteraram a resposta
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de fuga, por outro lado diminuiram a resposta de esquiva inibitoria (Zanoveli et

al., 2005; Viana et al., 1994; Graeff 1998).

Embora a validacédo farmacoldgica da tarefa de esquiva inibitéria esteja
bem estabelecida neste modelo (Viana et al., 1994; Graeff, 1998; Zanoveli et
al., 2005), algumas questdes em relacdo a tarefa de fuga ndo estdo claras.
Sabe-se que antidepressivos triciclicos, como a imipramina e ISRS, como
fluoxetina e o escitalopram, aumentam a laténcia de fuga no LTE. Entretanto,
com relacdo aos benzodiazepinicos de alta poténcia, ja utilizados na clinica
para o tratamento do transtorno do panico, os dados relacionados ao LTE

ainda permanecem desconhecidos.

No presente trabalho, procuramos estender os estudos de validagao
farmacoldgica no LTE, principalmente no que tange ao efeito de drogas
panicoliticas sobre a resposta de fuga. Para tal, investigamos o efeito neste
modelo experimental causado pela administracdo aguda ou crénica do agonista

de receptores BZD de alta poténcia clonazepam.

Além disso, devido a relevancia da SCPD na regulacéo/elaboracédo de
comportamentos relacionados ao panico, averiguamos se o0 efeito do
clonazepam no LTE pode ser antagonizado pela administracéo intra-SCPD do

antagonista de receptores BZD flumazenil.
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2. Objetivos

Objetivo Geral
Investigar o efeito do tratamento periférico com clonazepam sobre as

respostas defensivas geradas no LTE.

Objetivos Especificos
- Experimentos 1A, 1B e 1C, verificar respectivamente, o efeito da injecao (i.p)

aguda, por 7 ou 14 dias de clonazepam em animais submetidos ao LTE.

- Experimento 2B, investigar se o efeito do clonazepam sobre a resposta de

fuga do braco aberto do LTE €& decorrente da ativagdo dos receptores

benzodiazepinicos localizados na SCPD.

- Experimento 3, comparamos o efeito da injecdo aguda de clonazepam no LTE
realizado segundo o procedimento padrao do teste ou segundo o procedimento

adotado no experimento 1 (esquiva inibitéria mensurada em 6 tentativas).

Visando determinar um possivel efeito das drogas sobre a atividade locomotora

dos animais, apés o teste no LTE, todos os animais foram submetidos ao teste

do campo aberto.
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3.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos, Wistar (260 — 330 gramas), provenientes
do Biotério Central do Campus da USP - Ribeirdo Preto. Os animais foram
agrupados em 4 por caixa de polipropileno (39x32x17cm), com livre acesso a
agua e comida. Os animais permaneceram no biotério do préprio laboratério, a
temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, com inicio as
7:00 h.

Este trabalho estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) desta universidade (protocolo n°

101/2008).

3.2 - Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: clonazepam (Roche, Brasil),
diazepam (Roche, Brasil), flumazenil (Sigma, EUA) As drogas foram diluidas
em 2% de Tween 80 em salina estéril (veiculo), exceto flumazenil diluido em

DMSO (dimetil-sulfoxido, Sigma, EUA) 2% em salina esteéril.

3.3 - Aparatos Experimentais

O Labirinto em T elevado

O labirinto em T elevado é constituido por trés bracos de madeira de
mesmas dimensdes (50 cm de comprimento por 12 cm de largura), elevados
50 cm em relacédo ao solo (Figura 1). Um dos bracos € circundado por paredes

laterais e esta disposto perpendicularmente aos dois outros bracos, que
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permanecem desprovidos de paredes. Para evitar a queda dos animais, 0S
bragos abertos sdo circundados por uma tira de acrilico transparente de 1 cm

de altura (Graeff et al 1993b).

Figura 1 - Labirinto em T elevado.

O Campo Aberto
O campo aberto consiste em uma arena quadrada de madeira, medindo

60x60 cm, com paredes laterais de 40 cm de altura (Figura 2).
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Figura 2 - Arena do teste do campo aberto.

3.4 — Procedimentos

3.4.1 - Cirurgia estereotaxica para implante de canula-guia

Sete dias antes dos testes comportamentais, 0s animais testados nos
Experimentos 2A e 2B (ver abaixo) foram anestesiados com 2,2,2
tribromoetanol (Aldrich, EUA) 2,5% (10 mL/Kg, i.p.). Ap6s a inducéo
anestésica, uma associacdo antibidtica de largo espectro (Pentabidtico,
Fontoura-Wyeth-Brasil) foi administrada (0,2 mL/animal, i.m.), a fim de prevenir
possiveis infec¢cdes. Além disso, foi administrado (2,5 mg/mL/Kg, s.c.) um
agente analgésico com atividade anti-inflamatéria e antipirética (Banamine,
Schering-Plough S/A-Brasil).

Os animais foram entédo adaptados a um aparelho estereotaxico (David-
Kopf, EUA), e, a sequir, foi realizada a limpeza do campo cirargico com uma
solucdo hidroalcodlica contendo iodo a 2%. Na regido da incisdo foi
administrado, por via subcutanea, o anestésico local cloridrato de lidocaina
associado a um vasoconstritor (Novocol 100, S.S. White-Brasil). Poucos
minutos apos, realizou-se a incisdo longitudinal a fim de expor a calvaria e

remover o peridsteo por raspagem.

40



3. Materiais e Métodos

Na sequéncia, um orificio foi perfurado com uma broca dental para a
fixacdo de um parafuso de aco inoxidavel. Este parafuso serviu como ancora
da prétese de acrilico disposta no cranio do animal. Outro orificio foi perfurado
para a introdu¢cdo da canula guia (12mm) a uma distancia de 1,9mm
lateralmente ao lambda, a uma profundidade de 3,2mm a partir da superficie
craniana e inclinacdo de 22° (Paxinos and Watson 1997). A canula-guia foi
fixada a calota craniana por meio de uma resina acrilica autopolimerizavel.
Finalmente, introduziu-se pela canula-guia um mandril de aco inoxidavel, de

mesmo comprimento, para evitar possiveis entupimentos da canula.

3.4.2 - Testes Comportamentais

Habituacéao

Cada animal foi levado para a sala de teste a fim de ser habituado as
condicOes experimentais. La, o animal foi manuseado pelo experimentador por
5 minutos e, em seguida, foi colocado em uma gaiola de acrilico com serragem
no assoalho onde permaneceu por 5 minutos. Esta mesma gaiola foi utilizada
como coadjuvante na execucao do teste do labirinto em T elevado. Tanto nos
dias da habituac&o quanto no dia de teste, a sala foi iluminada com lampada de

40 W, com ruido constante fornecido pelo exaustor de ar.

Pré-exposicao ao braco aberto do labirinto em T elevado

No dia seguinte a ultima sesséo de habituacéo, todos os animais foram
deixados individualmente, por trinta minutos, em um dos bragcos abertos do
LTE. Os bracos abertos foram separados do braco fechado por uma parede de

madeira, disposta na linha de separacdo entre a area central do labirinto e a

41



3. Materiais e Métodos

porcao proximal do braco aberto. Os animais foram pré-expostos 24 horas

antes da realizacao do teste.

No dia do teste, apOs sorteio prévio, os animais do experimento 1A
receberam injecdo Unica, ip, de clonazepam (1, 2 e 4mg/kg), diazepam
(2mg/kg) ou veiculo. Dessa forma, os seguintes grupos foram formados:
veiculo (n=12), clonazepam 1mg/kg (n=13), clonazepam 2mg/kg (n=09),
clonazepam 4mg/kg (n=10) e diazepam 2mg/kg (n=10). Ja no experimento 1B,
os animais foram tratados com as mesmas doses anteriormente citadas de
clonazepam, s6 que por 7 dias consecutivos. Assim, foram formados os
grupos: veiculo (n=13), clonazepam 1mg/kg (n=13), clonazepam 2mg/kg (n=14)
e clonazepam 4mg/kg (n=12). No experimento 1C, os animais foram tratados
com as mesmas doses anteriormente citadas de clonazepam, porém por 14
dias. Assim, foram formados os grupos: veiculo (n=13), clonazepam 1mg/kg
(n=13), clonazepam 2mg/kg (n=14) e clonazepam 4mg/kg (n=12).

Nos experimentos 1A, 1B e 1C, trinta minutos apés a Ultima
administracdo os animais foram testados no LTE.

As doses de clonazepam foram escolhidas de acordo com estudos de

Griebel e colaboradores (1996) e estudo piloto realizado no laboratorio.

Para a execucéao do teste do LTE, adotamos uma modificacdo quanto a
mensuracdo da resposta de esquiva inibitoria. Ao contrario do procedimento
padrdo, que é realizado por meio de 3 tentativas de esquiva inibitoria
(Zangrossi et al., 2001), utilizamos 6 tentativas. Isto se deu em funcdo de

estudos pilotos mostrarem que 0s animais controles, na época do experimento,
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tinham uma baixa aprendizagem da esquiva inibitéria. Para validar este
procedimento, no experimento 1A, o efeito do clonazepam no LTE foi
comparado ao de uma droga benzodiazepinica padrdo, o diazepam. A
resposta de fuga foi mensurada seguindo 0s mesmos parametros previamente

padronizados.

O teste no LTE comecou pela medida da resposta de esquiva inibitoria.
Para tal, os animais foram colocados primeiramente na extremidade distal do
braco fechado, sendo cronometrado, para cada animal, o tempo gasto para sair
com as quatro patas deste braco em 6 tentativas consecutivas (linha de base,
esquiva 1 e esquiva 2, esquiva 3, esquiva 4, esquiva 5), separadas por um
periodo de 30 segundos.

Para a verificacdo da laténcia de fuga, os animais foram colocados na
extremidade do braco aberto onde foram previamente expostos,
cronometrando-se o tempo de saida deste braco, em 3 tentativas consecutivas
(fuga 1, fuga 2 e fuga 3), com intervalos de 30 segundos entre elas. O tempo
maximo de permanéncia do animal em cada tentativa (esquiva ou fuga) foi de 5
minutos. Trinta segundos apds a tomada de Fuga 3, o animal foi colocado na
arena para a observacdo da atividade locomotora durante 5 minutos. Esta
atividade locomotora, medida através da distancia total percorrida, foi analisada
por meio do programa analisador de imagem (Ethovision - versdo 1.96; Noldus,
Holanda).

No experimento 2A, apOs sorteio prévio, 0s animais foram
administrados intra-SCPD com o antagonista de receptores benzodiazepinicos

flumazenil (20, 40 e 80nmols) ou veiculo. Dessa forma, 0s seguintes grupos
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foram formados: veiculo (n=6), flumazenil 20 nmols (n=6) flumazenil 40 nmols
(n=9) e flumazenil 80 nmols (n=8). Dez minutos apdés os animais foram
testados no LTE. As doses de flumazenil foram definidas com base em
resultados de Russo (1993).

No experimento 2B, 0s animais receberam administracdo intra-SCPD
de flumazenil (20 nmols) ou veiculo. Dez minutos apds a administracao intra-
SCPD, receberam a injecédo de clonazepam 4mg/kg (i.p) ou veiculo (DMSO a
2% em salina estéril). Desta forma os seguintes grupos foram formados:
(tratamento intra-SCPD/tratamento periférico agudo): veiculo/veiculo (n=10),
veiculo/clonazepam (n=10), flumazenil/veiculo (n=8), flumazenil/clonazepam
(n=8). Trinta minutos apds, os animais foram submetidos ao teste no LTE.

Para a injecao intra-SCPD, utilizou-se uma agulha odontoldgica (0,6mm
de diametro externo), a qual foi inserida pela canula-guia, até atingir o alvo,
abaixo da extremidade da canula. A agulha odontolégica (de 14 mm) foi
conectada a uma microsseringa (Hamilton 95-N, 5 uL, SYR [26s/27/2], EUA)
através de um tubo de polietileno (PE-10), preenchido com agua destilada. O
deslocamento de uma bolha de ar no polietileno foi utilizado para verificar se a
droga foi realmente microinjetada. Para controle do volume e tempo de injecéo,
foi utilizada uma bomba microinjetora digital (modelo 55-2222, Harvard
Apparatus), de forma que um volume de 0,2 pL de droga foi administrado
durante 2 minutos.

O teste do LTE foi realizado segundo o procedimento padrdo descrito na
literatura (Zangrossi et al., 2001). Ou seja, ao invés de 6 tentativas de esquiva
inibitéria, como nos experimentos 1A, 1B e 1C, foram realizadas 3 tentativas de

esquiva inibitoria.
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Apdés o término dos testes comportamentais nos experimentos 2A e 2B,
os animais foram anestesiados com uretana 25% (10ml/kg) e submetidos a
microinjecdo na SCPD de 0,2ul de corante azul de Evans a 1% e posterior
perfusdo intracardiaca com salina (NaCl a 0,9%) e formol (10%). Apos a
perfusdo os encéfalos foram retirados e fixados em formol a 10% para posterior
analise histologica.

Os cérebros foram cortados em seccdes coronais de 60um de
espessura em um criostato de congelacédo (Leica CM1850) para verificacdo
microscopica do sitio de microinjecéo, segundo as fotos micrografias do Atlas
de Paxinos e Watson (2007). Foram incluidos na analise estatistica os animais
que tiveram a ponta da agulha de microinjecéo localizada na SCPD.

No experimento 3A, 0s animais receberam injecdo Unica ip, de
clonazepam (1, 2 e 4mg/kg) ou veiculo. Dessa forma, os seguintes grupos
foram formados: veiculo (n=10), clonazepam 1mg/kg (n=9), clonazepam
2mg/kg (n=10), clonazepam 4mg/kg (n=10). Trinta minutos apos a ultima
administracdo os animais foram testados no LTE.

Os animais neste experimento foram testados segundo procedimento
padréo (3 esquivas inibitorias e 3 fugas).

No experimento 3B, os animais receberam administracdo Unica ip, de
clonazepam (4mg/kg) ou veiculo. Dessa forma, 0s seguintes grupos foram
formados: veiculo (n=8), clonazepam 4mg/kg (n=8). Trinta minutos apos a
altima administracéo os animais foram testados no LTE.

Os animais neste experimento foram testados em 6 esquivas

consecutivas e 3 fugas.
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Analise estatistica

Os dados obtidos no LTE dos experimentos citados foram submetidos a
uma analise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA), tendo como fator
independente o tratamento farmacoldgico e as tentativas, de esquiva inibitoria
ou de fuga, como fator dependente. Os dados do campo aberto foram
analisados por ANOVA de uma via. Quando apropriado, foram realizadas

comparacdes multiplas pelo teste de Duncan ou teste t de Student.
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4.1 - Experimento 1A
Efeito da administracdo aguda de clonazepam

A figura 3A mostra o efeito da administracdo aguda de clonazepam e de
diazepam sobre o comportamento de esquiva inibitéria. A ANOVA de medidas
repetidas mostra que a laténcia de saida dos animais do braco fechado do LTE
aumentou ao longo das tentativas, indicando aquisicdo da resposta de esquiva
inibitoria [F(5,245)= 27,49; p < 0,05]. Além disso, houve efeito do tratamento
[F(4,49)= 4,20; p < 0,05], bem como interacdo entre os fatores [F(20,245)=
1,99; p < 0,05]. A anadlise post-hoc indica uma diferenca significativa nos grupos
tratados com clonazepam, 1 mg/kg e 4 mg/kg, nas esquivas 1 a 5 (El1 a Eb5),
em relacdo ao grupo controle. O mesmo efeito foi observado apds o tratamento
com diazepam (2mg/kg) nas esquivas 2 a 5 (E2 a E5) em relagcdo ao grupo
controle [Duncan; p < 0,05].

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da
administracdo aguda de clonazepam e diazepam sobre as laténcias de fuga. A
ANOVA mostra que ndo houve efeito da tentativa [F(2,98)= 2,43; p = 0,09],
porém houve efeito do tratamento [F(4,49)= 6,86; p < 0,05], bem como
interacdo entre estes dois fatores [F(8,98)= 2,01; p = 0,05]. A analise post-hoc
indica uma diferenca significativa no grupo tratado com clonazepam 4mg/kg
nas fugas 1 e 3 (F1 e F3), em relacdo ao grupo controle. Da mesma forma, o
tratamento com clonazepam 1 e 2mg/kg apresentou diferenca nas fugas 2 e 3
(F2 e F3). Os animais tratados com diazepam nao apresentaram alteracao nas

laténcias de fuga.
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Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
clonazepam e o diazepam nédo alteraram a atividade locomotora dos animais

[F(4,49)= 0,55; p > 0,05].

49



4. Resultados
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Figura 3 — Média (xEPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1, E2, E3, E4 e E5) e de um dos bracgos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos a injecéo

aguda de clonazepam e diazepam. * p, 0,05, comparados ao grupo veiculo em uma mesma tentativa (n=

9 -13 para 0s grupos).
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4.2 - Experimento 1B
Efeito da administracdo de clonazepam por 7 dias

O efeito da administracdo, por 7 dias, de clonazepam sobre o
comportamento de esquiva inibitéria pode ser observado na figura 4A. A
ANOVA de medidas repetidas mostra que a laténcia de saida dos animais do
braco fechado do LTE aumentou ao longo das tentativas, indicando aquisicao
da resposta de esquiva inibitéria [fator tentativa: F(5,240) = 12,12; p < 0,05].
Houve efeito do tratamento [F(3,48)= 6,16; p < 0,05], bem como interacao entre
os fatores [F(15,240)= 2,92; p < 0,05]. A analise post-hoc indica uma diferenca
significativa nas 3 doses de clonazepam nas esquivas 2 a 5 (E2 a E5), em
relacdo ao grupo controle.

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da
administracdo subcrénica de clonazepam sobre a laténcia de fuga. A ANOVA
mostra que houve efeito da tentativa [F(2,96)= 3,02; p = 0,05], porém nao
houve efeito do tratamento [F(3,48)=1,56; p > 0,05], ou interacdo entre estes
dois fatores [F(6,96)= 1,81; p > 0,05].

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
clonazepam néo alterou a atividade locomotora dos animais [F(3,48)= 0,35;p >

0,05].
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Figura 4 — Média (xEPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1, E2, E3, E4 e E5) e de um dos bragos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos a inje¢éo i.p,

por 7 dias, de clonazepam * p, 0,05, comparados ao grupo veiculo em uma mesma tentativa (n= 12-14

para os grupos).
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4.3 - Experimento 1C
Efeito da administracdo por 14 dias de clonazepam

A figura 5A mostra o efeito da administracdo, por 14 dias, de
clonazepam sobre o comportamento de esquiva inibitéria. A ANOVA de
medidas repetidas mostra que a laténcia de saida dos animais do braco
fechado do LTE aumentou ao longo das tentativas, indicando aquisicdo da
resposta de esquiva inibitéria [F(5, 210)= 17,75; p < 0,05]. Além disso, houve
efeito do tratamento [F(3,42)= 6,62; p < 0,05], bem como interacdo entre os
fatores [F(15,210)= 4,25; p < 0,05]. A analise post-hoc indica uma diferenca
significativa nos grupos tratados com clonazepam nas 3 doses nas esquivas 2,
4e5 (E2, E4 e E5), emrelacdo ao grupo controle. Adicionalmente a dose de
1mg/kg teve efeito significativo na esquiva 3 (E3).

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da
administracéo, por 14 dias, de clonazepam sobre a laténcia de fuga. A ANOVA
mostra ndo que houve o efeito das tentativas [F(2,84)= 1,23; p > 0,05], do
tratamento [F(3,42)= 1,38; p > 0,05], ou interacdo entre estes dois fatores
[F(6,84)= 0,78; p > 0,05].

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
clonazepam nao alterou a atividade locomotora dos animais [F(3,42)= 022; p >

0,05].
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Figura 5 — Média (*EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1, E2, E3, E4 e E5) e de um dos bragos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos a injecao i.p,
por 14 dias, de clonazepam. * p, 0,05, comparados ao grupo veiculo em uma mesma tentativa (n= 11-12

para 0s grupos).
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4.4 - Experimento 2A
Efeito da administracao intra-SCPD de flumazenil

A figura 6A mostra o efeito da administracdo de flumazenil sobre o
comportamento de esquiva inibitéria. A ANOVA de medidas repetidas mostra
que a laténcia de saida dos animais do braco fechado do LTE foi aumentada
ao longo das tentativas [F(2,48)= 16,34; p < 0,05]. N&o houve efeito do
tratamento [F(3,24)= 1,53; p > 0,05], nem ha uma interacdo significativa entre
os fatores [F(6,48)= 0,56; p > 0,05].

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da
administracdo de flumazenil sobre a laténcia de fuga. A ANOVA mostra que
ndo houve o efeito das tentativas [F(2,48)= 1,47; p > 0,05], do tratamento
[F(3,24)= 1,16; p > 0,05], ou interacdo entre estes dois fatores [F(6,48)= 1,41; p
> 0,05].

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
tratamento com flumazenil ndo alterou a distancia percorrida pelos animais

[F(3,24)=0,59; p=0,98].
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Figura 6 — Média (xEPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1 e E2) e de um dos bracos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos a administracédo intra-

SCPD de flumazenil. Nao teve efeito significante (n= 11-12 para 0s grupos).
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4.5 - Experimento 2B
Efeito do tratamento agudo com clonazepam em animais injetados

intra-SCPD com flumazenil.

A figura 7A ilustra o efeito do clonazepam sobre as laténcias de esquiva
em animais pré-tratados intra-SCPD com flumazenil. A ANOVA de medidas
repetidas da esquiva inibitéria mostra que houve efeito significativo das
tentativas [F(2,64)= 9,35; p < 0,05]. Além disso, houve efeito do tratamento
[F(3,32)= 8,22; p < 0,05], bem como interacdo entre tentativas e tratamento
[F(6,64)= 5,39; p < 0,05]. Conforme descrito no experimento 1A o clonazepam
foi capaz de reduzir as laténcias de esquiva. No entanto, esse efeito ndo foi
bloqueado pela injecéo intra-SCPD de flumazenil.

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito sobre as
laténcias de fuga da administracdo de clonazepam em animais pré-tratados
com flumazenil na SCPD. A ANOVA mostra que ndo houve efeito da tentativa
[F(2,64)= 1,02; p > 0,05], do tratamento [F(3,32)= 0,70; p > 0,05], bem como
nao houve interacdo entre estes dois fatores [F(6,64)= 1,34; p > 0,05].

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
tratamento com clonazepam nao alterou a distancia percorrida pelos animais

[F(3,32)=0,39; p = 0,76].
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Figura 7 — Média (*EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1 e E2) e de um dos bragos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos a injegdo i.p, de
clonazepam (4mg/kg), apos a microinjecéo de flumazenil (20nmols) na SCPD. * p, 0,05, comparados ao

grupo veiculo em uma mesma tentativa (n= 11-12 para 0S grupos).
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4.6 - Experimento 3
Efeito da administracdo aguda de clonazepam em animais

submetidos ao LTE seguindo procedimento padréo.

A figura 8A mostra o efeito da administragdo aguda de clonazepam
sobre o comportamento de esquiva inibitéria no LTE, medido em 3 tentativas. A
ANOVA de medidas repetidas mostra que a laténcia de saida dos animais do
braco fechado do labirinto em T elevado aumentou ao longo das tentativas,
indicando aquisicdo da resposta de esquiva inibitéria [F(2,70)= 16,68; p < 0,05].
Além disso, houve efeito do tratamento [F(3,35)= 21,57; p < 0,05], bem como
interacdo entre os fatores [F(6,70)= 19,84; p < 0,05]. A andlise post-hoc indica
uma diferenca significativa nos grupos tratados com clonazepam nas 3 doses,
na linha de base, esquiva 1 e na esquiva 2, em relacdo ao grupo controle.

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da injecéo
aguda de clonazepam sobre a laténcia de fuga. A ANOVA mostra que néo
houve efeito da tentativa [F(2,70)= 1,32; p > 0,05], do tratamento [F(3,35)=
0,76; p > 0,05], bem como ndo houve interacdo entre estes dois fatores
[F(6,70)=1,25; p > 0,05].

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
tratamento com clonazepam nao alterou a distancia percorrida pelos animais

[F(3,35)=0,88; p = 0,96].
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Figura 8 — Média (xEPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, Ele E2) e de um dos bragos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos & injecao i.p, aguda de

clonazepam. * p, 0,05, comparados ao grupo veiculo em uma mesma tentativa (n= 11-12 para 0s grupos).
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Efeito da administracdo aguda de clonazepam em animais

submetidos ao labirinto em T elevado, com 6 tentativas de esquiva.

A figura 9A mostra o efeito da administragdo aguda de clonazepam
(4mg/kg) sobre o comportamento de esquiva inibitéria, medido em 6 tentativas.
A ANOVA de medidas repetidas mostra que a laténcia de saida dos animais do
braco fechado do LTE aumentou ao longo das tentativas, indicando aquisi¢cao
da resposta de esquiva inibitoria [F(5,70)= 10,77; p < 0,05]. Além disso, houve
efeito do tratamento [F(1,14)= 14,88; p < 0,05], bem como interacdo entre os
fatores [F(5,70)= 5,47; p < 0,05]. A andlise pelo teste t de Student indica uma
diferenca significativa no grupo tratado com clonazepam em relacdo ao grupo
controle nas esquivas 1 a 5.

Na mesma figura (painel B) pode ser observado o efeito da
administracdo aguda de clonazepam sobre a laténcia de fuga. A ANOVA
mostra que nao houve efeito da tentativa [F(2,28)= 0,14; p > 0,05], porém
houve efeito do tratamento [F(1,14)= 6,22; p < 0,05], mas ndo da interacao
entre estes dois fatores [F(2,28)= 0,10; p > 0,05]. A analise pelo teste t de
Student indica uma diferenca significativa no grupo tratado com clonazepam
nas fugas 1 e 2.

Em relacdo ao teste do campo aberto, observa-se na tabela 2 que o
clonazepam néo alterou a atividade locomotora dos animais [t(14)= 0,30; p >

0,05].
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Figura 9 — Média (xEPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(Lbase, E1, E2, E3, E4 e E5) e de um dos bracos abertos (F1, F2 e F3) de ratos submetidos & inje¢éo

aguda de clonazepam i.p. * p, 0,05, comparados ao grupo veiculo em uma mesma tentativa (n= 08 para

todos os grupos).
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Tabela 2 - Média (tEPM) da distancia percorrida no teste do campo

aberto realizada pelos animais dos experimentos 1 a 3.

Tratamento Distancia (m)

Experimento 1A (mg/kg)

Veiculo 25,26+3,01
Clonazepam (1,0) 31,56+3,94
Clonazepam (2,0) 25,4248,44
Clonazepam (4,0 22,48+4,40
Experimento 1B (mg/kg)
Veiculo 44,48+9,81
Clonazepam (1,0) 42,11+5,36
Clonazepam (2,0) 50,54+9,37
Clonazepam (4,0) 38,62+6,36
Experimento 1C (mg/kg)
Veiculo 43,85+4,06
Clonazepam (1,0) 47,38+9,04
Clonazepam (2,0) 40,12+6,25
Clonazepam (4,0) 40,59+8,48
Experimento 2A  (nmols)
Veiculo 35,55+4,59
Flumazenil (20) 37,50+8,77
Flumazenil (40) 34,96+1,35
Flumazenil (80) 35,61+5,40
Experimento 2B (intra SCPD —i.p)
Veiculo/Veiculo 36,02+2,78
Flumazenil/Veiculo 40,19+3,17
Veiculo/Clonazepam 40,47+4,10
Flumazenil/Clonazepam 40,30+4,40

Experimento 3A (mg/kg)

Veiculo 40,17+1,95

Clonazepam (1,0 39,15+2,40

Clonazepam (2,0) 39,00+3,93

Clonazepam (4,0) 41,43+5,53
Experimento 3B (mg/kg)

Veiculo 42,71+7,29

Clonazepam (4,0) 39,25+8,89
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5. Discussao

No presente trabalho, investigamos o efeito da administracao periférica,
aguda, ou por 7, ou 14 dias, do agonista de receptores BZD de alta poténcia
clonazepam, com o intuito de estender os estudos de validacédo farmacoldgica
no labirinto em T elevado (LTE), principalmente no que tange ao efeito de
drogas panicoliticas sobre a resposta de fuga.

No experimento 1A, verificamos que uma Unica injecdo sistémica de
diazepam (2mg/kg) ndo alterou a resposta de fuga do braco aberto do LTE,
nem a atividade locomotora mensurada no teste do campo aberto. Nossos
resultados estdo de acordo com um estudo prévio, realizado por Viana e
colaboradores (1994), no qual a administracdo desta droga ansiolitica (1,2 ou
4mg/kg i.p) ndo alterou a resposta de fuga neste mesmo modelo.
Diferentemente do observado com o diazepam, a administracdo aguda de
clonazepam (1, 2 ou 4mg/kg i.p) aumentou as laténcias de fuga do braco
aberto, sugerindo um efeito panicolitico. Em conjunto, os resultados obtidos
estdo de acordo com evidéncias clinicas mostrando que enquanto o diazepam
tem pouca relevancia no TP, o clonazepam € bastante eficaz (Chouinard,
2004).

A possibilidade do efeito panicolitico do clonazepam ser decorrente do
comprometimento da atividade locomotora pode ser contestada, ja que no teste
do campo aberto esta droga nédo alterou a distancia total percorrida pelo
animal. Além disso, analisando os resultados do LTE, o tratamento com
clonazepam aumentou as laténcias de saida do braco aberto, mas reduziu as
laténcias de saida do bracgo fechado. E importante ressaltar ainda o fato deste
tratamento nado ter alterado a linha de base do comportamento de esquiva

inibitdria. Assim, espera-se que o tratamento com drogas que diminuam a

65



5. Discussao

atividade locomotora do animal no LTE aumente o tempo de permanéncia do
animal no braco aberto, bem como no braco fechado, e também aumente a
linha de base da esquiva inibitoria. Isto ndo foi observado no presente trabalho.

Os resultados observados com o clonazepam reforcam as evidéncias
obtidas por Jenck e colaboradores (1995) que, utilizando o modelo de fuga
induzida pela estimulacdo elétrica da SCPD, relataram que a administracao
aguda da droga (0,1; 0,56 e 1mg/kg i.p) foi capaz de reduzir, de maneira dose-
dependente, a aversao induzida pela estimulacéo elétrica da SCPD em ratos.
Nesta mesma direcdo, na bateria de teste de defesa do camundongo, o
clonazepam (0,3 e 1mg/kg i.p) atenuou a resposta de fuga gerada pela
exposicao a um predador, o rato (Griebel e colaboradores 1996).

Apesar das discrepancias nas doses de clonazepam por nos
empregadas em relacdo as que foram utilizadas nestes trabalhos, deve-se
ressaltar que um estudo piloto por nés realizado mostrou que doses menores
que 1mg/kg foram ineficazes em alterar as respostas defensivas medidas no
LTE. Uma possivel explicacdo para estas diferencas na curva dose-resposta
deve-se ao fato de estarmos comparando diferentes modelos experimentais.

Ainda em relacdo a fuga no LTE, nossos resultados indicam que a
administracao repetida de clonazepam (por 7 ou 14 dias consecutivos) nao foi
capaz de alterar esta resposta. Deve ser descartada a possibilidade de tais
resultados serem resultantes de um mecanismo de tolerancia (fendmeno
comum a esta classe de droga), pois este tratamento alterou a resposta de
esquiva inibitoria, conforme sera comentado a frente. Este achado contrasta
com os resultados obtidos por Griebel e colaboradores (1995), onde o

tratamento sistémico com alprazolam (0,5 - 2mg/kg i.p) por 10 dias
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consecutivos, outro benzodiazepinico de alta poténcia utilizado no tratamento
do panico, foi capaz de alterar as reacdes de fuga geradas na bateria de teste
de defesa em camundongos.

As divergéncias entre estes estudos mencionados podem ser resultantes
de fatores tais quais: as espécies de roedores testados (ratos x camundongos)
e diferencas farmacologicas entre as drogas empregadas (alprazolam x
clonazepam).

Os resultados por nés obtidos com a administracdo aguda de
clonazepam estdo de acordo com evidéncias clinicas que mostram que o
clonazepam € capaz de reduzir o nimero de ataques e 0s sintomas
apresentados por pacientes com TP (Rosenbaum et al.,, 1997; Moroz et al.,
2004), bem como, de abolir os ataques de panico induzidos em humanos pela
inalacdo de dioxido de carbono (Nardi et al.,, 2000). Apesar dos n0sSs0s
resultados com o tratamento prolongado com clonazepam ndo apontarem
efeito tipo panicolitico, existem evidéncias clinicas que mostram o efeito
antipanico do clonazepam durante o tratamento prolongado. Por exemplo, em
estudo longitudinal realizado com pacientes com TP, Worthington e
colaboradores (1998) demonstraram que o tratamento com clonazepam por um
periodo de 2 anos foi capaz de reduzir o numero de ataques e o0s sintomas de
panico, de forma semelhante aos que receberam tratamento com
antidepressivo. Porém, segundo o grupo de Consenso Internacional sobre
Depressdo e Ansiedade recomenda-se o uso de benzodiazepinicos de alta
poténcia por um curto periodo de tempo (no maximo 2 meses) associado a um
ISRS, o qual deve ser mantido por um longo periodo de tempo ( Ballenger et

al., 1998).
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Em relacdo ao comportamento de esquiva inibitéria, a administracao
aguda de diazepam (2mg/kg, i.p) ou de clonazepam (1, 2 ou 4mg/kg, i.p)
promoveram a diminuicdo nas laténcias de saida do braco fechado, sugestivo
de efeito ansiolitico. O efeito do clonazepam sob o comportamento de esquiva
inibitoria também foi observado apds a administracao repetida por 7 e 14 dias.
Estes resultados estdo de acordo com evidéncias obtidas neste modelo com
outras drogas ansioliticas, benzodiazepinicas ou ndo, empregadas na clinica
para o tratamento do transtorno da ansiedade generalizada (TAG) (Zanoveli et
al., 2005; Viana et al., 1994; Graeff 1998). Por exemplo, estudos realizados por
Graeff e colaboradores (1998) mostraram que tanto o agonista parcial de
receptores 5HT;a buspirona, quanto o diazepam, quando administrados
agudamente, apresentam efeito ansiolitico, ou seja, diminuem as laténcias de
esquiva inibitoria do bracgo fechado.

Comparando com evidéncias obtidas em outro modelo animal de
ansiedade, nossos resultados corroboram os achados de Cardoso Vilela e
colaboradores (2009) no qual a administracédo oral de clonazepam (0,5mg/kg)
em camundongos, aumentou significativamente a porcentagem de entrada e de
tempo de permanéncia dos animais nos bracos aberto do labirinto em cruz
elevado (LCE).

Devido a relevancia da SCPD na regulacédo/elaboracdo de
comportamentos relacionados ao panico, no experimento 2, averiguamos se 0
efeito do clonazepam sobre a resposta de fuga do braco aberto do LTE poderia
ser decorrente da ativacao dos receptores benzodiazepinicos localizados nesta

estrutura.
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Os resultados do experimento 2A mostraram que a administracdo intra-
SCPD do antagonista de receptores benzodiazepinicos flumazenil nas doses
de 20, 40 e 80 nmol ndo alterou as laténcias de fuga, nem as de esquiva
inibitoria.

Posteriormente, no experimento 2B, verificamos que, em animais que
receberam previamente a administracdo intra-SCPD de flumazenil, o
tratamento agudo com clonazepam ainda foi capaz de reduzir as laténcias de
saida do braco fechado, ou seja, o bloqueio dos receptores benzodiazepinicos
presentes na SCPD néo foi capaz de antagonizar o efeito do clonazepam.

Este resultado estd de acordo com o estudo realizado por Russo e
colaboradores (1993) com o modelo do LCE. Estes autores mostraram que a
administracdo de flumazenil intra-SCPD n&o bloqueou o efeito ansiolitico
decorrente da administracdo aguda de diazepam (i.p). Os autores sugerem
duas possiveis explicacdes para este resultado. A primeira baseia-se no fato de
que o volume de droga administrado foi insuficiente para permitir a difuséo
desta por toda a SCPD. A segunda € a de que outras regides do sistema
nervoso central também estariam envolvidas na acdo modulatéria dos
agonistas benzodiazepinicos (Russo et al., 1993). Refor¢cando esta ultima idéia,
Bueno e colaboradores (2005) mostraram que tanto a administracdo intra-
SCPD do agonista de receptor benzodiazepinico midazolam, do agonista de
receptor GABA, muscimol, quanto do agonista de receptor GABAg baclofen
nao alteraram as laténcias de esquiva inibitoria no LTE.

De uma maneira inesperada, no experimento 2B, o tratamento agudo
com clonazepam nao alterou as laténcias de fuga, ou seja, por si s6 o

clonazepam nao teve efeito. Desta maneira, ndo conseguimos reproduzir 0os
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resultados obtidos no experimento 1A. Ainda que ndo sejam claros os motivos
para tal auséncia de efeito, foi mostrado que a resposta de fuga € dependente
da maneira pela qual a aquisicdo da resposta de esquiva inibitéria é realizada,
como pode ser observado nos experimentos 3. Neste estudo, observamos que
o tratamento agudo com clonazepam foi capaz de alterar a resposta de fuga
somente quando o procedimento de esquiva inibitéria foi realizado com 6
tentativas.

Neste sentido, tem sido observado que mudancas no protocolo
experimental podem gerar diferentes resultados quanto ao efeito de drogas em
um dado modelo animal. Por exemplo, no proprio LTE, Teixeira e
colaboradores (2000) mostraram que a administracao sistémica de imipramina
por 21 dias foi capaz de aumentar a laténcia de fuga do braco aberto somente
apos a implementacdo de uma segunda tentativa de fuga. No procedimento
original desenvolvido por Viana e colaboradores (1993) apenas 1 tomada da
resposta de fuga era feita. A observacao do efeito panicolitico da imipramina
decorreu da inclusdo do procedimento de confinamento dos animais por 30
minutos ao braco aberto, 24 horas antes do teste. Confirmando estes achados,
Poltronieri e colaboradores (2003) mais tarde mostraram que outras drogas
utilizadas no TP, como a fluoxetina e a clomipramina, somente apresentam
efeito panicolitico no LTE em animais previamente expostos ao braco aberto. E
importante ressaltar que neste mesmo trabalho foi observada a auséncia de
efeito sobre a resposta de fuga de uma droga ansiolitica, sem efeito no TP, a
buspirona. Isto ocorreu tanto em animais com ou sem pré-exposi¢cao ao braco

aberto.
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Mudancas como estas também ocorrem em outros modelos experimentais,
gue ndo o LTE. Por exemplo, File e colaboradores (1993) observaram no LCE que
a administracdo de drogas benzodiazepinicas, como o diazepam, causa efeito
ansiolitico em animais sem experiéncia prévia com o teste (seja por 5 minutos ou
por 10 minutos). No entanto, na reexposicdo destes, o efeito ansiolitico desta
droga foi abolido nos animais testados por 5 minutos, mas ndo naqueles testados
por 10 minutos. Nesta mesma linha de raciocinio, File e Hyde (1978) observaram
que no teste de interacdo social a mudanca da intensidade de luminosidade do
ambiente pode alterar comportamentos sociais (como: cheirar, limpar e seguir o
parceiro) de ratos em uma arena. Tais comportamentos sdo observados por mais
tempo em condi¢cbes de baixa luminosidade e/ou familiaridade com a arena do
que em situacdes de alta luminosidade e de n&o familiaridade (File 1980). Por
exemplo, File e Hyde (1979) mostraram que a administracdo sistémica do
benzodiazepinico flurazepam, por 5 dias, foi capaz de aumentar o tempo gasto
pelos animais em interacdo social em condicbes de baixa
luminosidade/familiaridade, efeito ansiolitico. O mesmo ndo aconteceu quando
estes foram submetidos em condi¢des de alta luminosidade/nao familiaridade.

Desta forma, os resultados do experimento 3, indicam a necessidade de
cautela na analise de resultados da resposta de fuga no LTE, pois, a
metodologia empregada neste modelo com 3 esquivas pode gerar resultados
falso-negativos.

Tendo em vista os resultados do experimento 2, outros estudos séo
necessarios para se analisar a hipétese de que a administracao intra-SCPD de
flumazenil € capaz de bloquear o efeito antipanico do clonazepam na tarefa de

fuga.

71



6. Conclusao




6. Conclusao

Em conclusédo, o tratamento agudo com clonazepam foi capaz de
aumentar as laténcias de fuga do braco aberto do LTE, sugestivo de efeito
panicolitico e também reduziu as laténcias de saida do braco fechado,
sugestivo de efeito ansiolitico. No entanto, deve ser ressaltado que o efeito
panicolitico do clonazepam foi apenas observado apo0s a introducdo de uma
mudanca metodoldgica no teste do LTE. De uma maneira geral, os resultados
obtidos sustentam a associacdo entre o comportamento de fuga e ataques de

panico.
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