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O Paradigma da Exploracdo Livre (PEL) tem sido proposto como um modelo animal de ansiedade-trago
e, portanto, um modelo de escolha para categorizar os roedores de linhagens heterogénicas de acordo com
o seu perfil ansioso. Para tanto se faz necessario conhecer o comportamento destes roedores no referido
modelo. Assim, o objetivo do presente estudo foi descrever os parametros comportamentais de ratos
Wistar, machos, no PEL. Trezentos e sessenta ratos Wistar, machos, foram submetidos ao PEL. Os
seguintes parametros foram avaliados: porcentagem de tempo no ambiente novo (%TAN), porcentagem
de “rearing” no ambiente novo (%RAN), porcentagem da distancia no ambiente novo (%DAN), nimero
de tentativas de aproximacéo do ambiente novo e distancia total percorrida. Os dados foram expressos em
mediana e intervalo interquartil e, média + desvio padrdo. A preferéncia pela novidade foi avaliada por
teste t para uma amostra, em que se comparou a média da %TAN, da %RAN e da %DAN a 50%. Os
resultados mostraram que os pardmetros %TAN, %RAN e %DAN apresentaram uma média
significativamente maior que 50%, demonstrando uma preferéncia dos animais pelo ambiente novo,
conforme descrito na literatura referente a este modelo. Além disso, os valores aqui obtidos do pardmetro
%TAN serdo muito Uteis para futuros estudos que necessitem categorizar 0s animais de acordo com seu
perfil ansioso.
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Behavior of Wistar rats in the free-exploratory paradigm

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

No campo de pesquisa da ansiedade, os modelos animais tém sido utilizados com duas
finalidades: 1) avaliacdo de novas drogas com potencial efeito ansiolitico; e 2) estudo dos
mecanismos subjacentes envolvidos no comportamento emocional [1-3].

Atualmente, ha varios modelos animais de ansiedade, entretanto, eles podem nédo avaliar o
mesmo estado psicofisioldgico, ja que a ansiedade ndo é um fendmeno unitério [4], o que pode
ser evidenciado pela heterogeneidade dos transtornos ansiosos descritos no DSM-1V-R [5].
Além disso, no estudo da ansiedade encontramos dois conceitos distintos, a ansiedade-estado e a
ansieade-traco. A primeira refere-se a um estado emocional transitorio, caracterizado por
sentimentos subjetivos de tensdo que podem variar em intensidade ao longo do tempo. J& a
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segunda refere-se a uma disposi¢do pessoal a responder com ansiedade a situacOes estressantes
e a uma tendéncia a perceber um maior nimero de situaces como ameacadoras, sendo
relativamente estavel [6]. Aqui, vale destacar que a ansiedade-traco € uma importante
caracteristica dos pacientes com transtornos de ansiedade, 0s quais apresentam maior traco
ansioso quando comparados a individuos saudaveis [7].

Muitos modelos de ansiedade confrontam os animais com situagdes eliciadoras desta
emocdo, como a administracdo de substancias ansiogénicas (yoimbina, cafeina e -carbolinas),
os testes de conflito (labirinto em cruz elevado e caixa de transi¢do claro/escuro), ou exposicao
a um estimulo aversivo (enterrar defensivo) [3], modelando assim a ansiedade-estado.

O uso de modelos animais de ansiedade-estado, embora pratico e conveniente, pode
apresentar algumas limitacGes. Por exemplo, na procura por novos ansioliticos, uma droga
capaz de reduzir ou prevenir a ansiedade induzida em um animal pode ter o0 mesmo efeito no
estado ansioso de humanos, mas talvez ndo seja eficaz na reducdo da ansiedade de pacientes
com alto trago ansioso, haja visto que os substratos neurais da ansiedade-estado e da ansiedade-
traco podem néo ser os mesmos [4]. Tem sido demonstrado que as respostas de ansiedade frente
a um estimulo ameacador envolvem estruturas encefdlicas do Sistema de Inibicdo
Comportamental, tais como amigdala, septo, hipocampo, nicleo mediano da rafe, substancia
cinzenta periaquedutal ventral e locus ceruleus [8,9], enquanto o perfil ansioso estaria
relacionado ao cdrtex orbitofrontal [10,11].

O paradigma da exploracdo livre (PEL) tem sido proposto como um modelo de ansiedade-
trago [12,13]. Esse paradigma foi descrito inicialmente por Hughes [14,15], que demonstrou que
qguando ratos tinham a oportunidade de se movimentar livremente em ambientes familiares e
ndo familiares, apresentados simultaneamente, frequentemente exibiam preferéncia pelo
ambiente novo. Griebel e colaboradores [12] entdo sugeriram que essa situagdo de exploragdo
livre poderia ser utilizada para se testar o grau de ansiedade-traco de roedores, e demonstraram
que individuos de perfil mais ansioso tendiam a explorar menos os ambientes ndo familiares,
quando comparados a individuos com menor disposicdo a ansiedade. Ha também algumas
evidéncias que mostram que ndo ha alteragdo do estado ansioso durante a realizacdo do teste.
Por exemplo, Misslin e colaboradores [16,17] observaram que camundongos Swiss néo
apresentavam sinais fisiologicos de medo, a ndo ser que fossem forcados a entrar no ambiente
novo. Além disto, Belzung e Le Pape [18], usando andlise fatorial, demostraram que as
variaveis avaliadas no PEL ndo eram descritas pelos mesmos fatores que as variaveis avaliadas
em modelos onde os animais sdo forcados a entrar num ambiente novo. Também, em nosso
laboratorio, uma recente avaliagdo da confiabilidade teste/reteste do PEL foi realizada,
confirmando a estabilidade temporal desse modelo [13], condi¢do sine qua non para um modelo
de traco de personalidade.

Considerados como um todo, estes dados levam a crer que o PEL seja mesmo um modelo
animal de ansiedade-traco e, portanto, um modelo de escolha para categorizar os animais de
acordo com o seu perfil ansioso. O processo de categorizacdo é uma ferramenta muito Util,
especialmente nos casos em que ndo se dispde de linhagens isogénicas de roedores muito ou
pouco ansiosos. Dessa forma, torna-se de interesse cientifico o conhecimento do
comportamento, no PEL, de roedores das linhagens heterogénicas mais utilizadas no campo da
pesquisa com ansiedade.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi descrever 0s parametros
comportamentais de ratos Wistar, machos, no PEL. Com base nesta descric¢do, estudos futuros
poderdo categorizar seus animais de acordo com o nivel de ansiedade, utilizando o padrdo de
classificagdo usual, que tem como base a média £ 1 DP [19], ou o intervalo interquartis [20], ou
qualquer outro tipo de classificacdo arbitraria como, por exemplo, média + 3 EPM [21].

2. ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

2.1. Animais
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Foram utilizados trezentos e sessenta ratos Wistar machos, adultos (2 — 3 meses de idade),
pesando entre 270 e 350 gramas, oriundos do biotério do Laboratério de Fisiologia do
Comportamento da Universidade Federal de Sergipe, mantidos em no maximo 5 animais por
gaiola de polipropileno (410 x 340 x 175mm) com tampa de metal e forrada com maravalha de
pinus, com livre acesso a agua filtrada e racdo (Purina), numa sala de temperatura controlada em
torno de 24°C, com exaustdo de ar e ciclo claro/escuro de 12h.

O procedimento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com animais da
Universidade Federal de Sergipe.

2.2. Paradigma da Exploracédo Livre

O modelo foi configurado conforme descrito por Antunes e colaboradores [22].

O aparato consiste de uma caixa de madeira, dividida em duas partes, sendo que cada parte
se subdivide em trés unidades exploratérias de 20 x 20 cm. As duas metades sdo separadas por
uma diviséria removivel, e o chdo é coberto por zedlitas (Zoocel Biotério®, Celta Brasil).
Aproximadamente 24h antes do teste, um animal é colocado em uma das metades da caixa, com
livre acesso a 4gua e comida, e la permanece até 0 momento do teste, a fim de se familiarizar
com o ambiente. No dia do teste, a divisoria entre 0 ambiente familiar e o novo é removida, e 0
animal é observado por 15 minutos sob luz infravermelha. Este modelo se baseia no fato de que
guando roedores tém a oportunidade de se mover livremente entre um ambiente novo e um
familiar, frequentemente exibem forte tendéncia de aproximagdo em relacdo a novidade,
estabelecendo um conflito entre a curiosidade e a neofobia. Diz-se que a ansiedade é menor,
quanto maior a exploragdo do ambiente novo [12,13].

2.3. Procedimento

Os animais foram submetidos ao PEL conforme descrito acima. Durante os 15 minutos de
observacdo, foram registrados: o tempo gasto em cada um dos ambientes, o tempo em “rearing”
(comportamento de levantar sobre as patas traseiras), as tentativas de aproximacdo do ambiente
novo (colocar o nariz ou as patas dianteiras no espago novo, retornando imediatamente ao
ambiente familiar) e a distancia total percorrida no aparato.

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

O teste foi realizado na fase escura do ciclo claro/escuro, entre 18 e 19 horas e o0s
pardmetros comportamentais foram medidos através de um sistema computadorizado de
rastreamento de animais - Anymaze®© (Stoelting Co., USA).

2.4. Andlises Estatisticas

O tempo gasto no ambiente novo, 0 tempo em “rearing” no ambiente novo e a distancia
percorrida no ambiente novo foram calculados, para cada animal, como porcentagem do tempo
total do teste, do tempo total em “rearing” e da distancia total percorrida, respectivamente.
Assim, foram analisados 0s seguintes pardmetros: porcentagem de tempo no ambiente novo
(%TAN); porcentagem de “rearing” no ambiente novo (%RAN); porcentagem da distancia no
ambiente novo (%DAN), nimero de tentativas de aproximacdo do ambiente novo (TENT) e
distancia total percorrida no aparato (DTP).

Para avaliar a preferéncia pelo ambiente novo foi realizado um teste t para uma amostra, no
qual se comparou a média da %TAN, da %RAN e da %DAN a 50%.

3. RESULTADOS

Os dados dos parametros comportamentais estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores dos parametros comportamentais de ratos Wistar machos avaliados no Paradigma da
Exploracéo Livre.

Coggﬁgﬁgﬁi&is Mediana (Q,—Q;) Média+DP  Média+ EPM
%TAN 69,50 (51,17 - 80,00) 62,18+2500 62,18+ 1,32
%RAN 69,55 (53,45 - 82,34) 638342623 63,83 +1,38
%DAN 69,06 (58,13 — 75,13) 62,69+21,20 62,69+ 1,12
TENT 0,00(0,00-2,000  179+380  1,79+020

DTP (m) 18,25 (13,97 - 22,63) 1842+705 1842 +0,37

%TAN: porcentagem de tempo no ambiente novo; %RAN. porcentagem de “rearing”
no ambiente novo; %DAN: porcentagem de distancia no ambiente novo; TENT: nimero
de tentativas de aproximacdo do ambiente novo; DTP: distncia total percorrida no
aparato; Qi: 1° quartil; Qs: 3° quartil; DP: desvio padrdo; EPM: erro padrdo da
média.

Quanto a preferéncia pelo ambiente novo foram observados uma porcentagem de tempo no
ambiente novo significativamente maior que 50% (t= 9,208; p< 0,001; Fig 1), uma porcentagem
de “rearing” no ambiente novo significativamente maior que 50% (t= 9,426; p< 0,001; Fig 1) e
uma porcentagem de distancia no ambiente novo significativamente maior que 50% (t= 11,105;
p< 0,001; Fig 1).
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Figura 1. Porcentagem de tempo no ambiente novo (%TAN), Porcentagem de ‘“rearing” no ambiente
novo (%RAN) e Porcentagem de distancia no ambiente novo (%DAN) do Paradigma da Exploracdo
Livre. Dados expressos em média + erro padrdo da média. *Diferente de 50% (p< 0,001).

4. DISCUSSAO

Os resultados aqui obtidos mostraram que 0s animais, em média, apresentaram valores para
0 parametro distancia total percorrida proximos aos ja descritos em estudo anterior, para ratos
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machos [22]. Este é um pardmetro de atividade locomotora que, em modelos baseados em
comportamento exploratério, pode covariar com os parametros de ansiedade e, portanto, deve
sempre ser avaliado.

O numero de tentativas de aproximacdo do ambiente novo é uma medida relacionada a
tomada de decisdo. Um maior nimero de tentativas representa uma maior indecisao do animal, a
qual reflete um maior nivel de ansiedade. No presente estudo, este pardmetro também
apresentou valores similares aos observados anteriormente [13].

Em relacdo aos parametros relacionados a taxa de exploragdo do ambiente novo, %TAN,
%RAN e %DAN, foram encontrados valores significativamente maiores que 50%, confirmando
a preferéncia dos animais pelo ambiente novo, caracteristica do PEL [13-15]. Acredita-se que
esta preferéncia deve-se ao fato de que, em muitas situacGes da vida real, os animais tendem a
explorar mais 0s ambientes novos em comparacdo ao ambiente familiar [23], um
comportamento denominado de curiosidade [14]. Mesmo havendo preferéncia pelo ambiente
novo, ja foi demonstrado que a novidade pode provocar nos animais reagdes defensivas
semelhantes aquelas eliciadas por situacdes ameacadoras [24]. Assim, a exposi¢ao dos animais a
um ambiente familiar e a um novo, apresentados simultaneamente, gera um conflito entre a
curiosidade e 0 medo da novidade (neofobia). Este conflito, entdo, pode ser utilizado para
avaliar o perfil ansioso de roedores [12], de forma que, nos animais com alto traco ansioso, a
neofobia supera a curiosidade e nos animais com baixo traco ansioso a curiosidade supera a
neofobia.

Algumas linhagens isogénicas de roedores ja tem sido pré-selecionadas como sendo de alta
ou baixa ansiedade-traco, como é o caso dos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6,
que quando expostos ao PEL, apresentam comportamentos de alto e de baixo trago ansioso,
respectivamente [12]. No entanto, muitos laboratérios de pesquisa ndo dispbem destas
linhagens. Assim, pesquisadores selecionam, a partir de linhagens heterogénicas, individuos
com diferentes niveis de ansiedade [20,21, 25,26], a fim de minimizar os vieses decorrentes da
heterogeneidade, ja que a eficacia de drogas ansioliticas ndo é frequentemente evidenciada em
uma populagéo de sujeitos normais, mas sim em uma populacdo ansiosa [4].

Neste tipo de abordagem seletiva, o padrdo usual de classificacdo tem como base a média
(M) £ um desvio padrdo (DP) [19], ou outro tipo de classifica¢do arbitraria também baseada em
valores estatisticos descritivos, como o intervalo interquartis [20] ou a média * trés erros padrédo
da média (EPM) [21]. Assim, escolhe-se um parametro de um determinado modelo de
ansiedade e, com base nos valores individuais (v) apresentados, cada animal é classificado como
de alta ansiedade (v <M —1 DP, ou v < 1° Quartil, ou v < M — 3 EPM), baixa ansiedade (v> M
+ 1 DP, ou v > 3° Quartil, ou v> M + 3 EPM), ou média ansiedade (todos os demais).

Na grande maioria dos estudos, 0s processos de selecdo tém-se utilizado de modelos nédo
estaveis ao longo do tempo [19], como é o caso do Labirinto em Cruz Elevado, um modelo de
ansiedade-estado [21,26]. O problema é que este tipo de modelo pode levar a uma variagdo dos
resultados a depender de quando o experimento seja realizado, o que pode comprometer o
processo de sele¢do dos animais [19].

Uma alternativa ja vem sendo praticada por alguns autores [25,27] que é a exposicdo dos
animais a diferentes modelos de ansiedade-estado, em diferentes momentos. De modo que,
somente os individuos que apresentem a mesma caracteristica em dois ou mais modelos sdo
selecionados. No entanto, um nimero muito grande de individuos acaba sendo excluido do
estudo, 0 que representa uma grande desvantagem deste método de selecéo.

Neste contexto, o PEL parece ser a melhor opc¢do para a selecdo dos animais, pois além de
os individuos serem expostos a somente uma situacdo, evitando a interferéncia de um modelo
no outro, um menor nimero de animais é requerido [28]. N&o obstante, este nimero ainda pode
ser reduzido e, isto é possivel, quando se conhece previamente os valores dos parametros
comportamentais dos animais nesse modelo, o0 que dispensa a exposi¢do de animais apenas para
obtenc&o de valores estatisticos descritivos como, por exemplo, média e desvio padrao.

Diante disto, a selecdo dos animais de acordo com o perfil ansioso pode ser realizada
utilizando os valores aqui obtidos da %TAN, pois € o Unico parametro no PEL, para ratos
Wistar, machos, que se mostrou estavel ao longo do tempo [13], sendo a estabilidade temporal
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um fator indispensavel para a avaliacdo do traco ansioso [6]. De tal modo, com uma Unica
passagem pelo PEL, utilizando-se, por exemplo, o padrdo usual de classificagdo, poder-se-ia
considerar como de alta ansiedade, animais com %TAN < 37,09, como de baixa ansiedade,
animais com %TAN > 87,27; e como de média ansiedade, animais com %TAN entre estes
valores.

Nos casos em que o pesquisador, por alguma raz&o, optar por ndo selecionar 0s animais de
acordo com o perfil ansioso, mas de acordo com a ansiedade apresentada no momento, pode-se
lancar mdo dos valores aqui obtidos da %RAN, %DAN e TENT. Aqui vale destacar, que para
TENT o padréo usual de classificacdo ndo pode ser adotado, pois este parametro apresenta um
valor de desvio padrdo maior que a média, de forma que o célculo levaria a um nimero negativo
de tentativas para 0s animais de baixa ansiedade.

Cabe destacar aqui, que a amostra aqui utilizada é representativa da popula¢do, com erro
menor que 10%, calculado a partir da formula para determinagdo de tamanho amostral [29], na
qual se utilizou a prevaléncia para os transtornos ansiosos (18,1%) observada em estudo de
Kessler e colaboradores [30].

5. CONCLUSAO

Os resultados aqui obtidos descrevem o0s pardmetros comportamentais de ratos Wistar
machos no PEL e, sdo de grande valia para futuros estudos no campo da ansiedade que
pretendam selecionar previamente estes animais de acordo com o seu perfil ansioso.
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