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Resumo

A ansiedade é a segunda comorbidade psiquiatrica mais frequente em pacientes
com epilepsia, distarbio neurolégico crénico caracterizado pela presenca de crises
epilépticas. Nos estudos experimentais de epilepsia, crises epilépticas repetidas
podem ser induzidas por som, sendo essa abordagem conhecida como kindling
audiogénico. Ao serem submetidos a esse protocolo, animais susceptiveis as crises,
inicialmente apresentam crises tonico-clonicas generalizadas que sdo geradas pelos
nuacleos do tronco cerebral. Com a cronicidade da evocacdo das crises, hd o
surgimento de crises limbicas, geradas por nucleos do prosencéfalo. Com base nas
respostas a estimulacdo sonora (120 dB), animais Wistar susceptiveis a crises
audiogénicas foram selecionados e por cruzamentos endogamicos deram origem a
cepa Wistar audiogénic rat (WAR). Ratos WAR comparados a ratos Wistar quando
avaliados no labirinto em cruz elevado apresentaram um perfil ansiogénico,
adicionalmente a avaliacao no labirinto em T elevado evidenciou uma resposta do tipo
panicolitica da cepa. Além disso, também foi observada uma menor exploragédo
desses animais no teste do campo aberto. Tendo em vista esses achados, o presente
trabalho buscou estender a investigagdo a respeito do possivel perfil ansiogénico da
cepa WAR utilizando outro modelo preditivo de ansiedade, o teste de conflito de Vogel.
Para tanto, ratos WAR (n=10) e Wistar (n=10) machos com 60 dias foram privados de
agua por 48 horas antes do teste. Durante o teste, a cada 20 lambidas, os animais
receberam um choque de 0,5 mA por 2 s através do bico do bebedouro, sendo que o
namero de lambidas punidas foi registrado. Apdés 20 dias iniciou-se o kindling
audiogénico, consistindo de 20 estimulos sonoros, dois ao dia, durante 10 dias. Uma
semana ap6s o fim do kindling audiogénico os animais foram submetidos novamente
ao teste de conflito de Vogel. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os animais
WAR e Wistar, sem terem passado por nenhum estimulo acustico, porém apés o
kindling audiogénico, foi observado um perfil do tipo ansiogénico nos animais WAR em
comparacdo aos Wistar, caracterizado por um menor nimero de lambidas punidas
[t(18) =2,346; p<0,05]. Acredita-se que essa diferenca esteja relacionada a ativacao de
areas do sistema limbico, cortex, hipocampo e amigdala, durante o kindling
audiogénico, eventos estes ja documentados por meio de analises comportamentais e

de EEG em nosso laboratério.

Palavras chaves: epilepsia, ansiedade, comorbidades, Wistar Audiogenic Rat,

WAR, kindling audiogénico



Abstract

Anxiety is the second most frequent psychiatric comorbidity in patients with
epilepsy, a chronic neurological disorder characterized by convulsive or non-convulsive
seizures. In experimental epilepsy studies, repeated seizures can be induced by sound
and this approach is known as audiogenic kindling. When subjected to this protocol,
susceptible animals initially presented tonic-clonic seizures, generated by brainstem
nuclei. With chronic induction of seizures, there is the emergence of limbic seizures
generated by forebrain nuclei. Based on the responses to sound stimulation (120 dB),
Wistar rats susceptible to audiogenic seizures were selected, and inbred crosses gave
rise to the Wistar audiogénic rat (WAR) strain. Previous studies have shown that when
evaluated in the elevated plus maze WARs compared to Wistar showed an anxiogenic
profile. Additionally, evaluation in the elevated T maze showed a panicolitic-like
response and a decreased locomotion in the open field was also observed. Given
these findings, this study sought to extend the investigation of the possible anxiogenic
profile of WAR strain using another predictive model of anxiety, the Vogel conflict test.
For this purpose, 60-day-old male rats, Wistar (n=10) and WAR (n=10), were water-
deprived for 48 h prior to the test. During the test period, the animals received a 0.5-mA
shock for 2 s through the bottle spout every 20 licks and the number of punished licks
was recorded. After 20 days, the rats were repetitively stimulated twice a day during 10
days (20 stimuli in total). One week after the end of audiogenic kindling, the animals
were submitted again to the Vogel conflict test. No difference was found between WAR
and Wistar rats, without having undergone any acoustic stimulus, but after audiogenic
kindling, we observed an anxiogenic-like profile in WAR rats compared to Wistar,
characterized by a smaller number of punished licks [t(18) =2,346; p<0,05]. It is
believed this difference is related to activation of limbic areas, such as cortex,
hippocampus and amygdala in the audiogenic kindling, events which were already

documented by means of behavioral and EEG analyses in our Lab.

Key words: epilepsy, anxiety, comorbidities, Wistar Audiogenic Rat, WAR,
audiogenic kindling
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INTRODTGAO



1. Introducéao

1.1. Epilepsia e ansiedade como comorbidade associada

A epilepsia € um disturbio neuroldgico cronico que atinge pelo menos 1%
da populacdo (Shneker & Fountain, 2003). Nao é uma doenca singular, mas
uma variedade de desordens, caracterizadas predominantemente pelas crises
epilépticas, convulsivas ou ndo, que podem resultar de muitas causas distintas,
sendo definidas por uma constelacdo de sinais e sintomas, incluindo tipos de
crises caracteristicas que refletem a localizacdo e extensdo da perturbacao

cerebral, bem como diversos mecanismos envolvidos (Engel, 1995).

As crises epilépticas, por sua vez, consistem em interrupcdes recorrentes
e imprevisiveis da funcdo normal do cérebro (Fisher et al., 2005), e essas sao
caracterizadas EEG-graficamente em descargas tipo ponta-onda, refletindo um
processo de despolarizacdo e subsequiente hiperpolarizacdo anormal que

ocorre na regiao epileptogénica. (Engel, 1995).

Pacientes epilépticos tem suas funcdes sociais, profissionais e
psicolégicas afetadas. Adicionalmente, varios distirbios psiquiatricos como
ansiedade, depressdo, desordens bipolares e outras psicoses apresentam
maior prevaléncia em pessoas com epilepsia quando comparados a populacdo
em geral (Gilliam et al., 2003), podendo serem considerados comorbidades, ou
seja, condicOes patoldgicas que co-ocorrem e que podem dividir oS mesmos
mecanismos (Gaitatzis et al., 2004). De especial interesse para o0 presente
trabalho, os transtornos de ansiedade sé&o a segunda comorbidade psiquiatrica

mais frequente em pacientes com epilepsia (Tellez-Zenteno et al., 2007).



A ansiedade pode ser definida como um estado emocional caracterizado
por alteracbes comportamentais, fisioldgicas e cognitivas, que resultam em
uma experiéncia subjetiva ndo prazerosa e desconfortavel. Até um determinado
nivel, essa ansiedade tem grande valor adaptativo favorecendo a motivacao e
o desempenho do individuo e, tem suas raizes nas reacdes de defesa dos
animais em resposta a perigos no meio ambiente. Por outro lado, pode tornar-
se patoldgica quando manifestada em niveis exacerbados, que ao contrario,
prejudicam o funcionamento normal do individuo, caracterizando quadros
clinicos de transtornos de ansiedades (Griebel et al., 1995; Graeff, 1999;

Graeff, 2004).

Estudos mostram que, dentre os pacientes com epilepsia, a porcentagem
dos que possuem algum transtorno de ansiedade € aproximadamente o dobro
em comparacdo ao percentual da populacdo em geral (Tellez-Zenteno et al.,
2007; Brandt et al., 2010; Kanner, 2011). E dessa forma, essa comorbidade
tem grande impacto na vida das pessoas, como mostrado em um estudo sul-
coreano, em que a presenca de sintomas de ansiedade foi o fator mais
importante que explicava uma qualidade de vida ruim dos pacientes com

epilepsia (Choi-Kwon et al., 2003).

Assim sendo, a avaliacdo dos niveis de ansiedade em animais, que
servem como modelos de laboratorio para estudos de mecanismos de
epilepsia, é importante para detectar uma possivel relagdo entre a
predisposicdo as crises e a ansiedade. Como exemplo h4 um estudo com os
Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS), um modelo animal

da epilepsia generalizada humana (crises de auséncia), mostrando que esses



animais apresentam comportamento do tipo ansiogénico, caracterizado por
menor tempo de exploracdo dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
(LCE), além de atividade exploratéria reduzida e menor tempo no centro da
arena no teste do campo aberto, ambos modelos preditivos de ansiedade

(Jones et al., 2008).

1.2. Wistar Audiogenic Rat (WAR): Modelo genético de crises

audiogénicas

Nos estudos de epilepsia que utilizam animais de laboratério, crises
epilépticas repetidas podem ser induzidas por som em animais susceptiveis,
sendo essa abordagem conhecida como kindling audiogénico (Marescaux et
al., 1987). Sabe-se que inicialmente, as crises induzidas sao tonico-clonicas
generalizadas, caracterizadas por corridas, pulos e quedas atbnicas, sendo
geradas em nucleos do tronco cerebral, também denominadas como crises
mesencefalicas. Com a evocacéo crbnica das crises 0 que se observa € o
aparecimento de comportamentos tipicos de crises limbicas, como
automatismos orofaciais, clonias, postura ereta e queda, que estao associados
a ativacdo neuronal do cortex, hipocampo e amigdala (Marescaux et al., 1987;
Naritoku et al., 1992). Em linhas gerais, com a cronicidade ha uma inducao
gradativa de transferéncia da atividade epiléptica do tronco cerebral para
nacleos prosencefalicos (Garcia-Cairasco et al., 1996; Moraes et al., 2000;

Garcia-Cairasco, 2002; Romcy-Pereira & Garcia-Cairasco, 2003).

Com base em respostas comportamentais a estimulacdo sonora (120 dB),

ratos Wistar suscetiveis a crises audiogénicas foram selecionados pelo nosso



grupo de pesquisa e, a partir de cruzamentos endogamicos, deram origem a
cepa denominada Wistar Audiogenic Rat (WAR). Os critérios para a sele¢do
foram: maior indice de gravidade das crises e menores laténcias da primeira
corrida (Doretto et al., 2003). Ja foi demonstrado que os animais da cepa WAR
possuem diversas comorbidades como pressao arterial e frequéncia cardiaca
elevadas (Fazan et al., 2011), hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA) (Umeoka et al., 2011) e comportamento de autolimpeza
exacerbada associado a compulsdo (hypergrooming) (Marroni et al., 2009).

Além disso, uma série de estudos relacionados as comorbidades da cepa WAR

se encontram em desenvolvimento em nosso laboratorio.

1.3. Ratos WAR em modelos de ansiedade

Garcia-Cairasco e colaboradores (1998), sem a apresentacdo de nenhum
estimulo prévio, submeteram ratos sensiveis e ratos resistentes as crises
audiogénicas ao teste do LCE. Brevemente, esse teste € realizado em um
aparato que possui dois bracos abertos e dois bracos fechados, sendo que
efeitos do tipo ansioliticos sdo demonstrados por uma maior exploracdo dos
bracos abertos (componente aversivo), enquanto os do tipo ansiogénicos por
uma maior exploracao dos bracos fechados (Pellow et al., 1985). Os resultados
obtidos apontaram uma menor exploracdo dos bracos abertos do LCE
realizada pelos ratos sensiveis, em compara¢ao aos resistentes, sugerindo que
0S animais sensiveis as crises audiogénicas apresentavam um perfil do tipo
ansiogénico. Testes realizados, também, no campo aberto indicaram uma

menor distancia percorrida dos ratos sensiveis em relacdo aos resistentes

(Garcia-Cairasco et al., 1998).



As classificacfes clinicas reconhecem a existéncia de diversos tipos de
ansiedade, dentre elas o transtorno de ansiedade generalizada, o transtorno do
panico, o transtorno obsessivo-compulsivo, fobias e estresse pds traumatico; e
esses diversos tipos podem envolver diferentes mecanismos e areas cerebrais
(Deakin & Graeff, 1991). Assim, a fim de melhor compreender os diferentes
transtornos de ansiedade como comorbidade associada as epilepsias, ratos da
cepa WAR e ratos Wistar foram avaliados no teste do labirinto em T elevado

(LTE).

Este teste, derivado do LCE, é constituido apenas por um braco fechado
e dois bracos abertos (Graeff et al., 1993b); permitindo a avaliacdo, em um
mesmo animal, de dois comportamentos distintos: esquiva inibitoria, que é
medido registrando o tempo levado pelo animal para sair do braco fechado, e
fuga, que € medido pelo tempo de escape de um dos bracos abertos. De
acordo com estudos de validacdo farmacoldgica, esses comportamentos estao
relacionados com dois diferentes transtornos de ansiedade, o de ansiedade
generalizada e o de panico, respectivamente. Resumidamente, um tempo
maior para a saida do braco fechado representa um perfil ansiogénico,
enquanto um tempo menor, ansiolitco; da mesma forma, uma maior laténcia de
fuga dos animais explicita um comportamento do tipo panicolitico, enquanto
uma menor, um comportamento do tipo panicogénico (para revisdo ver

Blanchard et al., 2011).

Tendo isso em vista, 0os resultados obtidos no LTE mostraram uma
laténcia de fuga maior dos ratos WAR comparada a dos ratos Wistar, o que

possivelmente explicita um perfil panicolitico, porém os animais da cepa WAR



apresentam atividade locomotora diminuida quando avaliados no teste do
campo aberto e esta caracteristica parece ter contribuido para os resultados

obtidos no LTE (Oliveira et al., 2005).

Os modelos do LCE e do LTE, em linhas gerais, evocam no animal
determinados comportamentos diante de uma situacdo de conflito simulada
que é gerada pelo medo de se expor a espacos abertos e elevados, em
contraposicdo a tendéncia exploratoria natural do animal (para revisdo ver
Sudakov et al.,, 2013), sendo o componente locomotor muito presente na

execucao do teste.

O teste de conflito de Vogel, modelo preditivo de ansiedade utilizado na
presente investigacdo, envolve o componente locomotor em menor grau, uma
vez que neste modelo, os animais passam por um periodo de privacdo de
agua, e posteriormente sdo expostos ao conflito entre lamber o bico de uma
garrafa contendo agua e receber um choque elétrico suave sobre a lingua.
Neste teste, o efeito do tipo ansiolitico € caracterizado pelo aumento no nimero
de lambidas punidas, enquanto que o efeito ansiogénico pelo fenbmeno oposto

(Vogel et al., 1971).

Diante do exposto, o presente trabalho estendeu a avaliacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade na cepa WAR, submetendo os
animais ao teste de conflito de Vogel, objetivando uma melhor caracterizacao
de seu suposto quadro ansiogénico e também averiguar possiveis efeitos

comportamentais induzidos pelo kindling audiogénico nos animais da cepa.



OBJETIVOS



2. Objetivos

Caracterizar a ansiedade como comorbidade associada as epilepsias na
cepa WAR, analisando o comportamento dos animais no teste de conflito de
Vogel e verificar possiveis efeitos comportamentais induzidos pelo kindling

audiogénico na resposta a esse mesmo teste.



MATERIAL F METODOS



3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados um total de 20 ratos machos, sendo 10 ratos da cepa
WAR e 10 ratos da linhagem Wistar, ambos com 60 dias. Foi-se utilizado
animais dessa idade, pois trabalhos anteriores do nosso laboratério em
modelos comportamentais de ansiedade e memoria emocional (Oliveira et al.,
2004; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2006) também utilizaram e assim, os

resultados do presente trabalho poderiam ser comparaveis a esses.

Os animais da cepa WAR foram obtidos do biotério do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto e os ratos da
linhagem Wistar do biotério central da USP de Ribeirdo Preto. Os animais
foram mantidos em ambiente ventilado com filtracdo do ar, temperatura
constante (22+1°C), fotoperiodo de doze horas (7:00h-19:00h) e livre acesso a
alimento e agua, exceto durante o periodo de privacdo de agua. Todos 0s
protocolos utilizados seguiram as normas internacionais de ética para uso de

animais.

3.2 Aparatos

3.2.1. Teste de Conflito de Vogel

O aparato utilizado na realizacdo do teste de conflito de Vogel fica no
interior de uma gaiola de isolamento acustico e consiste em uma caixa de
Plexiglas (42 x 25 x 20 cm) com uma grade de aco inoxidavel no ch&do e uma

garrafa com bico de metal contendo agua. O contato do animal com o bico e o
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assoalho fecha um circuito elétrico controlado por um sensor (Insight, Brasil)
que produz 7 pulsos/s quando o animal esta em contato com o0s dois
componentes, sendo que cada pulso foi considerado uma lambida, e a cada 20
lambidas, o animal recebeu, do bico, um choque elétrico de 0,5 mA, durante
dois segundos. O sensor registrou o numero de lambidas e choques durante o

periodo do teste.

3.2.2. Kindling audiogénico

O aparelho consistiu em uma gaiola cilindrica acustica (32 x 36 cm)
transparente, dentro de uma caixa de madeira maior, a prova de som, com
portas de vidro frontais. Os animais foram expostos a um som de alta
intensidade (120 dB e 60 Hz) fornecidos por uma gravacdo no computador e
entregue a camara acustica através de um alto-falante presente na parte

superior da gaiola cilindrica.

3.1 - Procedimentos experimentais

3.3.1 — Teste de conflito de Vogel

Dois dias antes do inicio do teste, os animais, sem nenhum estimulo
acustico, foram manuseados pelo experimentador, uma vez ao dia, durante
cinco minutos. No dia seguinte a Ultima sessdo de habituacdo, os animais
foram privados de agua por 48 horas antes do teste. ApOGs as primeiras 24
horas, na sessao treino, foi permitido a cada animal beber livremente na caixa-
teste por trés minutos, procedimento realizado para que o animal encontre o

bico do bebedouro. 24 horas apdés a sessdo treino, os animais foram

individualmente colocados na caixa-teste por trés minutos, contados a partir do
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momento em que o bico do bebedouro foi encontrado. Durante este periodo, a
cada 20 lambidas, os animais receberam, através do bico do bebedouro, um

choque de 0,5 mA durante dois segundos.

3.3.2 = Kindling Audiogénico

Os mesmos animais, apés 20 dias, passaram pelo kindling audiogénico,
gue consiste na estimulacdo acustica por um som de alta intensidade até o
aparecimento de crises tonico-clénicas ou o tempo maximo de um minuto.
Além do tempo de duracdo do estimulo, os animais foram observados durante
um minuto antes e um minuto ap6s o mesmo. Os estimulos foram feitos duas

vezes ao dia (8-10 h e 16-18 h) por 10 dias, totalizando 20 estimulos.

O indice de gravidade das crises mesencefélicas foi determinado com
base no indice categorizado por Rossetti e colaboradores, 2006 (Tabela 1) e
das crises limbicas pelo indice de Racine (1972) modificado por Pinel e Rovner
em 1978 (Tabela 2) a partir da observagdo dos comportamentos realizados por
cada animal em cada estimulo. Também foi observado o tempo de laténcia a

primeira corrida nos animais que responderam a estimulacéo acustica.

Tabela 1. indice de gravidade de crises mesencefalicas segundo Rossetti et al.
(2006).

indice Comportamento

Sem crise

Uma corrida e giros

Giro, corrida, pulo e queda atdnica

Duas corridas, giros e queda atonica

Comportamentos anteriores e convulsdo tbnica

Comportamentos anteriores e clonias parcias e generalizadas

Comportamentos anteriores e flexdo de cabeca

Comportamentos anteriores e hiperextensdo das patas anteriores

0N IWIN|FL|O

Comportamentos anteriores e hiperextensao das patas posteriores
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Tabela 2. indice de gravidade das crises limbicas segundo Racine (1972)
modificado por Pinel e Rovner (1978).

indice Comportamento

Sem crise

Automatismos faciais

Mioclonias de orelha, cabeca e tronco

Comportamentos anteriores e clonias das patas anteriores

Comportamentos anteriores e elevagéo

Comportamentos anteriores e queda

Comportamentos anteriores e varias quedas

Comportamentos anteriores e corrida

N[OOI W| N O

Comportamentos anteriores e crises ténico-clénicas

3.3.3. Reexposicao ao Teste de conflito de Vogel

Apoés sete dias do término do kindling audiogénico, os animais foram
novamente submetidos ao protocolo do teste de conflito de Vogel, passando
pelas mesmas etapas descritas no item 3.3.1 (privacdo de agua, sessao treino

e sessdao teste).

3.4. Andlise estatistica

Os dados obtidos no teste de conflito de Vogel foram submetidos a
analise estatistica pelo teste t Student na comparacdo dos dados de mesma
sessdo e ao teste de andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, com teste
posterior de Bonferroni na comparacdo dos dados obtidos antes e apds o

kindling audiogénico.

Dos dados obtidos no kindling audiogénico, os indices de crises
mesencefalicas e os indices de crises limbicas foram submetidos a andlise
estatistica pelo teste ANOVA de medidas repetidas, como utilizada em Oliveira

et al., 2004 e Doretto et al.,, 2009, na comparacdo entre os estimulos. A
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comparacao entre os grupos (WAR e Wistar) dos indices de gravidade e

também das laténcias para a primeira corrida foi feita pelo test t Student.

Todos os resultados foram expressos em meédia + erro padrdo da média

(EPM).
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4. Resultados

4.1. Teste de conflito de Vogel

O comportamento dos animais que foram submetidos ao teste de conflito
de Vogel, sem nenhum estimulo acustico € representado na Figura 1. A analise
estatistica pelo teste t Student ndo apontou diferenca significativa entre os

grupos de animais WAR e Wistar [t(18) =0,117; NS].

120 ~

80 -

40 -

Numero de lambidas punidas

Wistar WAR

Figura 1. Média (+ EPM) do nimero de lambidas punidas dos animais WAR e
Wistar, sem terem passado por nenhum estimulo acustico (n=10 por grupo). p=NS.
Analise estatistica pelo teste t Student.

4.2 — Kindling audiogénico
As Figuras 2 e 3 representam a variacao dos indices de gravidade das
crises mesencefélicas e limbicas dos animais WAR e Wistar, respectivamente.
Nos animais WAR € possivel observar o recrutamento de areas limbicas a
partir do quarto estimulo, acompanhado de uma pequena diminuicdo dos
indices mesencefalicos, sendo essa diminuicdo mais evidente no décimo,
décimo sexto e décimo sétimo estimulo, apesar desse evento nédo ter sido

estatisticamente significativo, ao se realizar o teste de ANOVA, fazendo a
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comparacao entre os estimulos: [F(1,105) = 0,3499; NS] para os indices
mesencefalicos e [F(1,529) = 0,0809; NS] para os indices limbicos. A andlise
com os estimulos dos ratos Wistar também n&o apontou diferencas
significativas: [F(0,6985) = 0,8171; NS] para os indices mesencefalicos e

[F(0,9403) = 0,5343; NS] para os indices limbicos.
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Estimulos —#=—Mesencefalico Limbico

Figura 2. Média (+ EPM) dos indices de gravidade das crises mesencefalicas e
limbicas dos animais WAR submetidos ao kindling audiogénico (n=10) no decorrer dos
20 estimulos acusticos. p=NS. Andlise estatistica pelo teste ANOVA de medidas
repetidas.
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Figura 3. Média (+ EPM) dos indices de gravidade das crises mesencefalicas e
limbicas dos animais Wistar submetidos ao kindling audiogénico (n=10) no decorrer
dos 20 estimulos acusticos. p = NS. Andlise estatistica pelo teste ANOVA de medidas
repetidas.
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A Figura 4 ilustra a comparacao entre os indices de gravidade das crises
mesencefalicas dos ratos WAR e Wistar no decorrer dos estimulos. E possivel
observar que o0s indices mesencefalicos nos animais WAR séo
consideravelmente mais altos que dos animais Wistar em todos os estimulos. A
andlise estatistica t Student demonstrou que os grupos sdo significativamente
diferentes [t(38) =27,04; p<0,0001]. O indice de gravidade das crises
mesencefalicas nos WAR manteve-se na média de 4,785 £ 0,1519, enquanto

nos Wistar na média de 0,5000 + 0,04531.
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Figura 4. Média (+ EPM) dos indices de gravidade das crises mesencefalicas
dos animais WAR e Wistar submetidos ao kindling audiogénico (n=10) no decorrer dos
20 estimulos acusticos. p<0,0001. Andlise estatistica pelo teste t Student.

A Figura 5 ilustra a comparacao entre os indices de gravidade das crises
limbicas dos ratos WAR e Wistar no decorrer dos estimulos. A analise
estatistica t Student demonstrou que 0s grupos séo significativamente

diferentes [t(38) =2,790; p<0,05].
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Figura 5. Média (+ EPM) dos indices de gravidade das crises limbicas dos
animais WAR e Wistar submetidos ao kindling audiogénico (n=10) no decorrer dos 20
estimulos acusticos. p<0,05. Analise estatistica pelo teste t Student.

Todos os animais WAR apresentaram resposta a estimulacdo acustica,
sendo que 60% tiveram crises tbnico-clonicas generalizadas em pelo menos
80% dos estimulos. Adicionalmente, 60% dos animais WAR apresentaram
comportamento limbico, caracterizados por automatismos e mioclonias, e
desses animais, 66,66% apresentaram em mais de um estimulo. Dos animais
Wistar, 50% apresentaram resposta a estimulacdo acustica, porém crises
tbnico-clonicas generalizadas foram observadas em apenas 30% dos animais
uma Unica vez, sem apresentar flexdo de cabeca ou hiperextensdo de patas,
gue foram observadas nos ratos WAR. Apenas um animal Wistar apresentou

comportamento limbico em mais de um estimulo.

Além dos indices de gravidade, as laténcias da primeira corrida dos
animais WAR e Wistar (que apresentaram resposta a estimulacdo acustica)
também foram analisadas, e estdo representados na Figura 6. A analise
estatistica t Student demonstrou que o0s grupos sao significativamente

diferentes [t(38) = 9,940; p<0,0001]. As laténcias dos ratos WAR tiveram media
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de 6,938s *+ 0,3585, enquanto as dos ratos Wistar, 26,42s + 1,927 apesar da

grande variagdo observada durante os estimulos.
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Figura 6. Média (+ EPM) das laténcias para a primeira corrida dos animais
WAR e Wistar (que apresentaram resposta a estimulacdo acustica) submetidos ao
kindling audiogénico no decorrer dos 20 estimulos acusticos. Valores expressos em
segundos. p<0,0001. Andlise estatistica pelo teste t Student.

4.3 — Reexposicao ao Teste de conflito de Vogel

A Figura 7 ilustra o comportamento dos mesmos animais reexpostos ao
teste de conflito de Vogel, uma semana apos terem sido submetidos ao kindling
audiogénico. O teste t Student apontou diferenca significativa entre os grupos
[t(18) =2,346; p<0,05], sendo que o numero de lambidas punidas dos animais

WAR foi menor do que dos animais Wistar.
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Figura 7. Média (+ EPM) do namero de lambidas punidas dos animais WAR e
Wistar sete dias apés terem passado pelo kindling audiogénico (n=10 por grupo). *
p<0,05. Analise estatistica pelo teste t Student.

Para verificar se a diferenca encontrada ndo é decorrente de uma
alteracdo basal na ingesta de 4gua e buscando evitar o uso de animais em
demasia, decidiu-se analisar o numero de lambidas da sessdo treino dos
animais ap0s terem passado pelo kindling audiogénico, sendo o
comportamento ilustrado na Figura 8. O teste t Student ndo apontou diferenca

significativa entre os grupos de animais WAR e Wistar [t(18) =0,5672; NS].
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Figura 8. Média (+ EPM) do numero de lambidas dos animais WAR e Wistar na
sessao treino (dia anterior ao teste, choque desligado) seis dias apds terem passado
pelo kindling audiogénico (n= 10 por grupo). p= NS. Andlise estatistica pelo teste t
Student.

Adicionalmente, foi feito uma comparacdo geral dos dados obtidos no
teste de conflito de Vogel, antes e apés o kindling audiogénico, explicitado pela
Figura 9. A analise estatistica ANOVA de duas vias com teste posterior de
Bonferroni apontou uma diferenca significativa entre o nimero de lambidas
punidas antes do kindling audiogénico e apds o kindling audiogénico nos ratos
WAR (p<0.001) e nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre o0s

grupos equivalentes nos ratos Wistar.
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Figura 9. Média (+ EPM) do nimero de lambidas punidas dos animais WAR e
Wistar antes e apés terem passado pelo kindling audiogénico (n=10 por grupo). ***
p<0,001. Analise estatistica pelo teste ANOVA de duas vias com teste posterior de
Bonferroni.
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DISCOSSAO



5. Discussao

O presente trabalho buscou avaliar um possivel perfil ansiogénico da
cepa WAR. Os resultados obtidos com os animais WAR ingénuos (sem
qualquer estimulo acustico) no teste de conflto de Vogel ndo apontam
alteracdes no comportamento dos animais da cepa, quando comparado com 0s

animais Wistar ingénuos.

Essa observacdo contrasta com resultados previamente descritos na
literatura com outros testes de ansiedade. Mais especificamente, Garcia-
Cairasco e colaboradores (1998) verificaram no LCE, que os animais da cepa
WAR sensiveis a crises audiogénicas, sem nenhum estimulo acustico,
apresentaram um comportamento do tipo ansiogénico, representado por uma
menor exploracdo dos bracos abertos do labirinto. Adicionalmente, Oliveira e
colaboradores (2005), utilizando o LTE, demonstraram um comportamento do
tipo panicolitico da cepa WAR caracterizado por uma maior laténcia de fuga do
braco aberto do labirinto. Todavia, nos dois estudos anteriormente citados foi
constatado no teste do campo aberto uma menor exploracdo por parte dos
animais WAR em relacdo aos animais Wistar. Essa alteragdo da atividade
exploratdria pode, de certa forma, ir ao encontro dos resultados obtidos, ja que
o teste do campo aberto, além de avaliar atividade locomotora, ainda que com
parametros diferenciados, também é utilizado como modelo preditivo de

ansiedade. (Litvin et al., 2008).

Observando outros trabalhos realizados com a cepa WAR em modelos

gue envolvem a atividade locomotora, como o proprio teste no LTE, 0os animais
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WAR nao apresentam diferenca no comportamento de esquiva inibitoria em
relagdo aos Wistar. (Oliveira et al., 2005). Foi verificado também em testes de
retencdo de memdéria emocional, nenhuma diferenca dos WAR em relacdo aos
Wistar, sem passar por estimulos acusticos, na resposta de esquiva inibitoria
no LTE (Oliveira et al., 2004) e também no step-through passive avoidance task
(Oliveira et al., 2006), podendo-se inferir que se houvesse algum déficit
locomotor na cepa, ele estaria refletido nos comportamentos mensurados

nesses testes.

Dessa forma, o resultado obtido no presente estudo utilizando o teste de
conflito de Vogel pode ser justificado pelo fato de que diferentes testes de
ansiedade avaliam diferentes parametros e os resultados de diferentes séries
podem nao ser coincidentes. (Clément et al., 2009). Sudakév e colaboradores
(2013), ndo observaram uma correlacdo estatistica significante entre o LCE,
campo aberto e teste de conflito de Vogel, havendo uma maior relacdo entre o
LCE e o campo aberto e pouca relagdo de ambos os testes com o teste de
conflito de Vogel, o que significa que animais com alta taxa de ansiedade em
um teste podem demonstrar uma baixa taxa em outro. Como foi previamente
observado um perfil ansiogénico nos animais WAR submetidos ao LCE, campo
aberto e na laténcia de fuga no LTE (perfil panicolitico), & possivel que no teste

de conflito de Vogel esse perfil ndo tenha sido detectado.

Outro ponto a ser levado em conta € a distancia temporal da realizacdo
dos testes anteriores, o LCE ha 16 anos e o LTE ha 9, em que nesse periodo
diversas geracbes de animais WAR se passaram, e portanto, o fendtipo

ansiogénico desses animais pode ter se alterado com o passar das geracoes,
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entretanto alguns trabalhos mais recentes trazem alguns aspectos que podem
corroborar que os animais WAR das geracbes atuais possuem um perfil

ansiogénico.

No campo das alteragbes hormonais, tanto o hormoénio
adrenocorticotréfico (ACTH) quanto os corticoides, atuam no Sistema Nervoso
Central modulando o comportamento emocional, e a ansiedade, por sua vez,
leva a mobilizacdo do eixo HPA, aumentando os niveis de ACTH no sangue,
que leva a liberacdo dos corticoides adrenais (Graeff, 1999), e foi verificado
que a cepa WAR apresenta uma hiperatividade do eixo HPA, caracterizado por
uma hiperplasia da glandula adrenal e maior liberagéo de corticosterona, um
corticoide adrenal, em resposta ao hormonio adrenocorticotréfico (ACTH)

exogeno (Umeoka et al., 2011).

Além disso, foi demonstrado também que os WAR possuem pressao
arterial e frequéncia cardiaca elevadas (Fazan et al., 2011), e para o estudo
experimental, alteracdes fisioldgicas como frequéncia cardiaca e presséo
arterial constituem de medidas objetivas usadas para inferir o grau de
ansiedade, quando aumentadas podem estar associadas a graus elevados

(Graeff, 1999).

Adicionalmente, temos o comportamento de autolimpeza exacerbada
denominado hypergrooming. A microinjecao bilateral de ocitocina na amigdala
central de ratos Wistar provoca esse comportamento, sendo esse um modelo
animal para o estudo da compulsdo (Marroni et al., 2007). Dessa forma foi

verificado que os animais WAR quando injetados com salina realizam
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hypergrooming equivalente aos animais Wistar injetados com ocitocina, e
adicionalmente os WARSs, sem qualquer injecdo, apresentam hypergrooming
em ambiente novo (Marroni et al., 2009). Por mais que o comportamento de
grooming esteja presente em todas as espécies animais, esse comportamento
exacerbado € compulsivo e remete a muitos casos de um dos transtornos de
ansiedade, o transtorno obsessivo-compulsivo, refletido nos rituais de limpeza
exacerbados realizados pelos pacientes (Graeff, 1999). Portanto, esse
comportamento compulsivo realizado pelos WAR pode ser em decorréncia de

um perfil ansiogénico endogenamente presente.

Na continuidade do estudo, consistindo na investigacdo dos possiveis
efeitos do kindling audiogénico nesses animais (WAR geneticamente
susceptiveis as crises audiogénicas) também no teste de conflito de Vogel, um
comportamento do tipo ansiogénico foi observado em comparagdo com
animais Wistar; e ndo havendo diferenca significativa na ingestdo de agua
durante a sessao treino dos animais, pode-se confirmar que a diferenga
observada nao foi consequéncia de uma alteracdo na ingesta de 4gua basal da

cepa, mas sim de um comportamento ansiogénico.

Sabe-se que a ansiedade patoldgica, assim como demais transtornos
psiquiatricos, pode depender ndo apenas de uma predisposi¢cao genética, mas
de uma interacdo dessa predisposicdo com fatores ambientais precipitantes
(Graeff, 1999). Portanto, esse comportamento dos animais WAR pode ter sido
observado em decorréncia de que, durante o kindling audiogénico, crises
epilépticas tbnico-cldénicas sdo induzidas em animais susceptiveis e o estimulo

acustico crbénico faz com que as regides do mesencéfalo, como coliculo inferior
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e coliculo superior, aumentem suas conexfes para circuitos do cortex,
hipocampo e amigdala, levando ao surgimento de crises limbicas (Garcia-
Cairasco et al.,, 1996; Moraes et al., 2000; Garcia-Cairasco, 2002; Romcy-
Pereira & Garcia-Cairasco, 2003). Isso foi possivel de ser observado nos
animais pelos indices de gravidade de crises limbicas significativamente
maiores nos ratos da cepa WAR do que nos ratos Wistar, além dos indices de
crises mesencefalicas também maiores e as laténcias para primeira corrida
significativamente menores nos ratos WAR em comparagdo aos Wistar que
apresentaram resposta a estimulacdo acustica, apesar dos indices das crises
tanto mesencefalicos quanto limbicos ndo apresentarem diferenca significativa

entre os estimulos, caracteristica peculiar do grupo estudado.

O kindling audiogénico, entdo, pode ter atuado nos animais WAR como
um fator precipitante do comportamento ansiogénico, interagindo com a
possivel predisposicdo observada nos outros testes de ansiedade (LCE, LTE e
campo aberto), mais especificamente pela ativacdo das areas do sistema
limbico, como amigdala e hipocampo. E bem descrito na literatura que a
amigdala possui um papel no comportamento da ansiedade (Graeff et al.,
1993a), e levando em conta que as raizes bioldégicas da ansiedade se
encontram nas reacfes de defesa dos animais, no nivel de perigo potencial
destaca-se grande envolvimento do sistema septo-hipocampal e da amigdala,
que atuam aumentando o nivel de vigilancia, dirigindo a atencdo do animal e

levando as reacfes as fontes de perigo (Graeff, 1999).

Adicionalmente, trabalhos de microinjecdo de drogas ansioliticas

evidenciam a participacdo da amigdala (Liu & Glowa, 2000; Moller et al., 2002;
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de Andrade Strauss et al., 2013) e também do hipocampo (Campos et al.,
2010; Nikiforuk et al., 2011) na mediacdo do comportamento de animais no
teste de conflito de Vogel. Essas informacdes, entdo, reforcam que podemos
supor que o surgimento do comportamento ansiogénico nos animais WAR apos
o kindling audiogénico, possa estar relacionado com uma maior ativacio

dessas areas.

Apesar dos animais que passaram pelo kindling audiogénico terem sido
previamente expostos ao teste de conflito de Vogel e, além disso, os nucleos
ativados durante o kindling audiogénico estdo envolvidos também em
mecanismos de memoéria, em especial a amigdala, que tem um importante
papel na aquisicao e expressdo de memoria emocional (LeDoux, 1992; Maren,
2001), além de termos dado um janela de tempo de 37 dias entre um teste e
outro, testes de retencdo de memdria emocional feitos com ratos WAR nédo
mostraram diferenca na resposta de esquiva inibitéria no LTE (Oliveira et al.,
2004) e também no step-through passive avoidance task (Oliveira et al., 2006)
apos estimulacdo acustica cronica (kindling audiogénico) em relacdo a ratos
Wistar, portanto é provavel que o comportamento ansiogénico observado seja

devido ao kindling audiogénico e ndo a reexposicao.

Em suma, portanto, os animais da cepa WAR, sem receber nenhum
estimulo acustico, no teste de conflito de Vogel ndo apresentaram
comportamento do tipo ansiogénico como elucidado em outros testes preditivos
de ansiedade; porém apoOs terem crises induzidas pelo kindling audiogénico,
onde ha ativacdo de é&reas do sistema limbico, um comportamento do tipo

ansiogénico passou a ser observado nesses animais.
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6. Conclusdes

Com os resultados obtidos, temos que os animais WAR, endogenamente,
podem apresentar um perfil ansiogénico em relacdo aos animais Wistar, ja que
uma diferenca de comportamento é notada em trabalhos anteriores feitos com
a cepa em modelos preditivos de ansiedade, porém esse perfil ndo foi
detectado no teste de conflito de Vogel no presente trabalho. Em contrapartida,
foi possivel observar que apos passarem pelo kindling audiogénico no qual
crises epilépticas sdo induzidas, o perfil ansiogénico passa a ser observado
nos animais da cepa, sugerindo assim que as areas recrutadas durante o
protocolo, cortex, hipocampo e amigdala, podem levar ao surgimento desse

tipo de comportamento.
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