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Caracterização de um novo modelo animal para avaliação dos 

efeitos ansiogênicos de psicoestimulantes 

 

Resumo 

 

O labirinto em cruz elevado é o modelo animal de ansiedade mais utilizado 

atualmente. Infelizmente, ele possui duas críticas importantes: 1) ele não avalia 

com precisão os efeitos ansiogênicos de psicoestimulantes como a anfetamina 

e a cocaína e 2) ele é sensível ao fenômeno de tolerância de primeira 

passagem (OTT). Na presente Tese, nós propomos um novo modelo animal 

para avaliar os efeitos ansiogênicos de psicoestimulantes. Resumidamente, o 

modelo é baseado no aumento do efeito estimulante locomotor dessas drogas 

(avaliado em um campo aberto) induzido por uma dose de uma droga 

benzodiazepínica que não é capaz de modificar a atividade locomotora de 

camundongos per se. Assim, o efeito estimulante locomotor tanto da 

anfetamina como da cocaína foi liberado por doses ansiolíticas (demonstradas 

pelo teste do labirinto em cruz elevado) de clordiazepóxido ou midazolam. Esse 

novo modelo não foi vulnerável ao fenômeno de OTT uma vez que foi efetivo 

também em camundongos previamente habituados ao campo aberto. 

Finalmente, tal modelo também foi parcialmente efetivo em detectar os efeitos 

ansiogênicos de drogas ansiogênicas como o pentilenotetrazol. De fato, uma 

dose de pentilenotetrazol que foi ineficaz em modificar per se a atividade 

locomotora de camundongos foi efetiva em diminuir o efeito estimulante 

locomotor da anfetamina (mas não da cocaína).  
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Characterization of a new animal model to evaluate the 

anxiogenic effects of psychostimulantes 

 

Abstract 

 

The elevated plus-maze is the most utilized animal model of anxiety nowadays. 

Unfortunately, it has two important criticisms: 1) it does not evaluate with 

accuracy the anxiogenic effects of psychostimulants like amphetamine and 

cocaine and 2) it is sensitive to the phenomenon of one-trial tolerance (OTT). 

Here, we propose a new animal model to evaluate the anxiogenic effects of 

psychostimulants. Shortly, the model is based on the enhancement of the 

locomotor stimulant effects of such drugs (evaluated in an open-field in mice) by 

a dose of a benzodiazepinic drug which is not able to modify locomotor activity 

per se. Thus, the locomotor stimulant effect of both amphetamine or cocaine 

was released by anxiolytic doses (demonstrated by the elevated plus-maze 

test) of chlordiazepoxide or midazolam. This new model was not vulnerable to 

the OTT phenomenon since it was also effective in mice previously habituated 

to the open-field apparatus. Finally, such model was also partially effective in 

detecting the anxiogenic effect of anxiogenic drugs such as pentilenotetrazole. 

Indeed, a dose of pentilenotetrazole, which was ineffective in modifying per se 

mice´s locomotor activity, was effective in decreasing the locomotor stimulant 

effect of amphetamine (but not of cocaine) in mice.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Ansiedade 

 

A ansiedade é um dos sentimentos mais experimentados pela espécie 

humana e aflige o homem desde a mais remota Antigüidade. É difícil de ser 

definida ou compreendida, uma vez que não existem limites claros entre aquilo 

que pode ser considerado como estado normal ou patológico. As tentativas de se 

definir a ansiedade remontam a Epicteto que, no século X d.C., definiu-a como 

sendo o “medo do medo”. Na tentativa de caracterizar o que seria “ansiedade” 

Kierkegaard (1884) afirmava que esse sentimento envolveria uma ambigüidade 

psicológica: uma “simpatia antipatizante e uma antipatia simpatizante”. Pode-se 

comparar à angustia e à vertigem. “Quando o olhar mergulha num abismo, há uma 

vertigem, que tanto nos vem do olhar como do abismo, pois que nos seria 

impossível deixar de o encarar. Tal é a angústia, vertigem da liberdade, que nasce 

quando, ao querer o espírito instituir a síntese, a liberdade mergulha o olhar no 

abismo das suas possibilidades e se agarra à finitude para não cair” (citado em 

Pessoti, 1978). 

Teorias tentam relacionar aspectos psicofisiológicos e biológicos presentes 

nessa emoção. O precursor de algumas dessas idéias, Charles Darwin descreve, 

em seu livro The expression of emotions in man and animals (1872), os padrões 

naturais de defesa das espécies como base essencial das reações humanas da 

ansiedade e medo. Com o desenvolvimento de modelos experimentais para o 

estudo da ansiedade, alguns autores, como Estes & Skinner (1941) e Schoenfeld 
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(1950), utilizaram definições operacionais de ansiedade fundamentadas nos 

modelos experimentais por eles propostos. Entretanto, todas essas definições 

apenas consideravam os aspectos psicológicos ou apenas biológicos, tornando-se 

inconclusivas (Pessoti, 1978). 

Uma série de estudos, partindo das idéias de Darwin, tem conceitualizado a 

ansiedade como componente essencial da resposta de defesa em homens e 

animais (Kidman, 1989; Deakin & Graeff, 1991; Blanchard et al., 1993; Rodgers et 

al., 1997). Desse modo, propõe-se que a ansiedade e o medo sejam estados 

emocionais estritamente relacionados. Ao se considerar uma resposta de medo 

(resposta comportamental e neurovegetativa como conseqüência de um perigo 

real e iminente) e uma resposta de ansiedade (resposta como conseqüência de 

uma situação ou estímulo avaliado subjetivamente como perigo) nota-se que 

existe uma relação entre essas respostas. Além disso, ansiedade e medo 

pertencem a um mesmo padrão de resposta, caracterizado como de defesa, 

padrão esse presente tanto em humanos, como em animais (Kidman, 1989; 

Deakin & Graeff, 1991; Blanchard et al., 1993; Rodgers et al., 1997; Delgado et al., 

2006). 

A primeira tentativa de sistematizar o conceito de ansiedade pode ser 

atribuída a Sigmund Freud, que em 1920 escreveu: “Como nós sabemos, o 

desenvolvimento da ansiedade é a reação do ego ao perigo e o sinal preparatório 

para a fuga; não é um grande salto imaginar que também na ansiedade neurótica 

o ego está tentando uma fuga das exigências da sua libido, e está tratando esse 

perigo interno como se ele fosse externo” (Citado em Pessoti, 1978). Em seu 

trabalho sobre angústia, Freud propõe uma diferença entre ansiedade e resposta 
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de medo. Enquanto que, na resposta de medo, o estímulo que o elicia é 

objetivamente ameaçador, na ansiedade o estímulo é ameaçador na dependência 

do conhecimento do indivíduo ou do sentimento de potência em relação ao mundo 

exterior.    

A ansiedade tem sido descrita como um estado emocional de grande valor 

adaptativo, que é experienciado de maneira subjetiva como não prazeroso e 

desconfortável e cuja expressão plena envolve alterações comportamentais, 

psicofisiológicas e cognitivas (Graeff, 1984; Pratt, 1992; Graeff, 1997). Dentro de 

uma perspectiva evolutiva, a ansiedade tem suas raízes nas reações de medo dos 

animais. Como já comentado, ambos os fenômenos podem gerar respostas 

psicológicas semelhantes, o que leva a supor a existência de mecanismos neurais 

comuns para esses estados emocionais (Graeff, 1984; 1993; Graeff et al., 1993). 

Diferentes autores ressaltam que a principal distinção entre o medo e a 

ansiedade reside nas características dos estímulos ou das situações pelos quais 

esses estados emocionais são desencadeados. Enquanto o medo seria 

desencadeado por situações específicas, claras e evidentes de perigo e ameaça, 

a ansiedade seria desencadeada por situações nas quais o perigo é apenas 

potencial, vago e obscuro (Graeff, 1984; Blanchard et al., 1990; Bishop, 2007).  

Diferentemente de outros distúrbios psiquiátricos como a esquizofrenia, a 

ansiedade pode existir tanto na forma patológica como pode ser experienciada em 

um contexto orgânico não patológico (Nutt, 1990, Graeff, 1993). Com efeito, a 

ansiedade pode constituir-se em um padrão normal de resposta no ser humano e, 

dentro de certos limites, torna-se até necessária para um desempenho adequado 
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em diversas situações ou tarefas comuns. Entretanto, quando esse estado 

emocional apresenta-se com duração e intensidade excessivas e passa a 

prejudicar o desempenho do indivíduo, alterando sua rotina, assume um caráter 

patológico. Uma série de manifestações psicofisiológicas apresentam-se 

associadas ao quadro de ansiedade patológica. Dentre essas manifestações 

destacam-se: palpitações, náuseas e sensação de vazio no estômago, tensão 

muscular, falta de ar, alterações no sistema imunológico, tonturas, sensações de 

apreensão e antecipação de infortúnios, insônia, perda de concentração, cefaléias 

e uma ambigüidade entre hipervigilância constante e dificuldade de concentração 

(Marks, 1987; Nutt, 1990; File & Briley, 1991; Ader & Cohen, 1993; Graeff, 1993; 

Barlow, 2002).  

No que se refere à ansiedade patológica, vários sistemas de classificação 

para os distúrbios mentais têm sido empregados em diferentes partes do mundo 

(Maser et al., 1991) e, dentre estes, o proposto pela Associação Psiquiátrica 

Norte-americana, o DSM (do inglês, Diagnostic Statistical Manual of Mental 

Disorders), e o proposto pela Organização Mundial de Saúde, o CID (do inglês, 

International Classification of Diseases). 

São vários os transtornos da ansiedade. Dentre eles, destacam-se as 

fobias, o transtorno de pânico, o transtorno obsessivo compulsivo, o transtorno do 

estresse pós-traumático e a ansiedade generalizada. Resumidamente, as fobias 

são caracterizadas por medo exagerado de estímulos específicos, que não 

representam real perigo à integridade física do indivíduo e que geram 

comportamentos de esquiva a essas situações. Já, o transtorno de pânico é 

caracterizado pela ocorrência repetida de episódios súbitos de terror e sensação 
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de morte iminente que são acompanhados de intensas manifestações 

autonômicas. Também ocorre desenvolvimento de comportamento de esquiva, 

geralmente ao lugar de ocorrência dos ataques de pânico, que pode levar à 

manifestação da agorafobia – fobia por lugares abertos. O transtorno obsessivo-

compulsivo caracteriza-se por pensamentos e imagens intrusivos acompanhados 

por comportamentos estereotipados, enquanto no transtorno de estresse pós-

traumático há uma revivescência de um acontecimento extremamente traumático. 

Finalmente, a ansiedade generalizada consiste em preocupação constante e 

persistente, cuja causa não é identificável, acompanhada de sintomas como 

fadiga, irritabilidade, dificuldade de concentração e de descanso, tensão muscular 

e distúrbios de sono (Graeff, 1993; American Psychiatry Association, 1994). 

A diversidade de quadros, conforme apresentada, torna difícil a 

compreensão dos mecanismos comuns de modulação da ansiedade, e também 

dificulta o desenvolvimento de tratamentos eficazes para os diferentes quadros de 

ansiedade. De fato, estudos têm demonstrado que diversos mecanismos 

neurobiológicos diferentes estão associados ao aparecimento e modulação dos 

diferentes quadros de ansiedade. Recentemente, o desenvolvimento de técnicas 

neuroquímicas bem como de neuroimagem tem permitido um conhecimento mais 

detalhado de alguns aspectos neurobiológicos relacionados à modulação da 

ansiedade. Diversas estruturas do sistema límbico têm sido implicadas na 

regulação da ansiedade, incluindo o sistema septo-hipocampal (Gray, 1987; 

Bishop, 2007), o hipotálamo (Schmitt et al., 1986; Millan, 2003; Bishop, 2007), a 

matéria cinzenta periaquedutal (Graeff et al., 1993; Graeff, 1994; Millan 2003), o 

colículo inferior (Melo et al., 1992; Brandão et al., 1993), e principalmente a 
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amígdala (Hodges et al., 1987; Tomaz et al., 1993; Graeff et al.,1993; Graeff et al., 

1994; Phelps & Ledoux, 2005; Garakani et al., 2006; Mathew et al., 2008). 

Entretanto, o estudo das bases neurais da ansiedade tem encontrado algumas 

dificuldades. Entre elas destacam-se as limitações das técnicas de investigação 

das funções neuronais no cérebro do ser humano vivo, os problemas na 

extrapolação dos dados obtidos em animais para a clínica e as mudanças e os 

diferentes significados do termo ansiedade. De fato, como comentado 

anteriormente, as classificações psiquiátricas vigentes consideram a existência de 

diversos transtornos de ansiedade, com quadros clínicos distintos, que respondem 

a intervenções terapêuticas diversas e que, provavelmente, possuem bases 

neurais diferentes (American Psychiatry Association, 1994). 

O tratamento medicamentoso da ansiedade patológica iniciou-se no século 

XIX, com a introdução dos sais de bromo. Os brometos tinham efeito ansiolítico 

moderado. No entanto, além de não serem substâncias tão eficazes, induziam a 

diversos efeitos colaterais e tóxicos. No início do século XX foram descobertos os 

derivados da malonilúreia, conhecidos como barbitúricos, especialmente o 

fenobarbital. Esses compostos, apesar de mais eficazes, produziam, dependendo 

da dose, sérios efeitos colaterais como sedação, hipnose, incoordenação motora, 

depressão respiratória, coma e até a morte. Assim, também os barbitúricos foram 

abandonados após um tempo de uso clínico. Com o surgimento dos 

benzodiazepínicos na década de 60 (Miller & Gold, 1990), chegou-se a um 

tratamento mais eficaz (Baldessarini, 1996). 

Os estudos dos mecanismos de ação dos benzodiazepínicos e seu 

envolvimento com a neurotransmissão mediada pelo ácido gama-amino-butírico 
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(GABA), foram os responsáveis pela determinação de vários processos biológicos 

envolvidos na modulação dos quadros de ansiedade e, basicamente, inauguraram 

os estudos neurobiológicos da ansiedade. Mais recentemente, outras drogas 

ansiolíticas com diferentes mecanismos de ação foram introduzidas, levando a um 

declínio do uso dos benzodiazepínicos nos últimos vinte anos. Não obstante, os 

benzodiazepínicos são ainda os medicamentos ansiolíticos mais utilizados (Closs 

& Ferreira, 2009), indubitavelmente consistindo em um verdadeiro marco na 

Psicofarmacologia (Baldessarini, 1996). 

O distúrbio de ansiedade generalizada é, em particular, altamente 

susceptível ao tratamento farmacológico (Nutt, 1990; Millan 2003). Desde a sua 

introdução na clínica, na década de 60, os benzodiazepínicos tornaram-se as 

drogas mais prescritas no tratamento sintomático desse transtorno de ansiedade. 

A grande popularidade dessas drogas deve-se, principalmente, a sua rápida ação 

e ao elevado índice terapêutico (Shader & Greenblatt, 1993; Closs & Ferreira, 

2009). 

O clordiazepóxido foi o primeiro benzodiazepínico a ser empregado na 

clínica. Descoberto na década de 60 pelo farmacologista L. O. Randall (Randall et 

al., 1963; Zbinden & Randall, 1967), foi destacado por ter a capacidade de 

amansar macacos Cynomolgus altamente agressivos. A observação de Randall 

levou a estudos mais dirigidos para a verificação dos efeitos ansiolíticos do 

clordiazepóxido e análogos como o diazepam. Comprovadas as propriedades 

ansiolíticas em animais de laboratório, essas drogas foram usadas em pacientes 

ansiosos e agressivos, revelando-se eficazes (ver Sheehan, 1987). 

Posteriormente, desenvolveu-se uma série de outros benzodiazepínicos, como, 
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por exemplo, o bromazepam, o lorazepam, o flunitrazepam e o oxazepam que se 

tornaram as drogas de primeira escolha para o tratamento dos diversos quadros 

de ansiedade (Sternbach et al., 1965; Versiani, 2001; Closs & Ferreira, 2009). 

Como já mencionado, o sucesso dos benzodiazepínicos provavelmente 

decorre da sua eficácia e baixa toxicidade. Entretanto, essas drogas também 

apresentam alguns efeitos indesejáveis como indução de amnésia anterógrada 

(Lister, 1987; Thompson et al., 1995), sonolência, diminuição da coordenação 

motora dependente da dose empregada, tolerância cruzada ao álcool e a outros 

depressores do sistema nervoso central (SNC), além do desenvolvimento de 

dependência (Graeff, 1993; Hetem et al., 1996; Longo & Johnson, 2000; O'brien, 

2005; Arbanas et al., 2009). 

Até meados da década de 70 pouco se sabia a respeito do possível 

mecanismo de ação dos benzodiazepínicos, mas Squires & Braestrup (1977) e 

Möhler & Okada (1977) descobriram receptores de membrana que se 

combinavam especificamente com os benzodiazepínicos em neurônios cerebrais 

de mamíferos. Posteriormente, verificou-se que esses receptores estavam ligados 

ao complexo receptor do ácido gama-amino-butírico (GABA) e que os 

benzodiazepínicos acentuavam a ação de GABA no sistema nervoso central 

(SNC) (Graeff, 1993; Olkkola & Ahonen, 2008). 

O complexo receptor do GABA está associado a vários sítios receptores, os 

quais, por sua vez, estão direta ou indiretamente ligados a um canal de cloreto. 

Entre os receptores reconhecidamente associados ao complexo receptor 

GABA/ionoforo de cloreto, encontram-se os receptores dos barbitúricos, dos 

benzodiazepínicos, do etanol, da picrotoxina e do próprio GABA. Estudos já 
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descreveram três tipos de receptores GABA: GABAA, que está associado à 

modulação da ansiedade e é acoplado a um canal de cloreto (Nutt, 2006), o 

GABAB, que é metabotrópico e está relacionado ao controle do tônus muscular 

(Stahl, 1996; Waldmeier et al., 2008) e o GABAC, encontrado mais recentemente 

na retina de animais, mas ainda com função desconhecida (Watanabe et al., 2002; 

Zhu et al., 2007). 

 O GABA atua abrindo canais de cloreto, permitindo uma hiperpolarização 

da membrana pós-sináptica do neurônio, dificultando assim a gênese do potencial 

de ação. Sabe-se que o GABA é o principal neurotransmissor inibitório do SNC, 

modulando diversos sistemas funcionais (Biggio et al., 1995, Kandel et al., 2003). 

Os benzodiazepínicos atuam aumentando a afinidade dos receptores GABA pelo 

neurotransmissor, facilitando assim, a ligação do mesmo e a conseqüente 

abertura dos canais de cloreto (Olkkola & Ahonen, 2008). Sua ação seria, 

portanto, indireta no que se refere à abertura dos canais de cloreto. 

 Além das drogas ansiolíticas que atuam via sistema de neurotransmissão 

do GABA, têm sido descritas drogas ansiogênicas como o pentilenotetrazol (ptz), o 

qual, particularmente, promove efeito convulsivante além do ansiogênico. Esse 

fármaco liga-se no complexo receptor GABAérgico em um sítio de recepção 

específico, diminuindo a inibição promovida pelo GABA e aumentando a 

excitabilidade no SNC (Koff  & Miller, 1995;  Giorgi et al., 1996; Pericic et al., 

1996; Stahl, 1996, Jung et al., 2002). 

 

 



Lineane Helena Fernandes Zanlorenci                                                                           Introdução  

 10 

1.2 Modelos animais de ansiedade 

 

Muito do conhecimento existente sobre ansiedade e o seu tratamento foi 

obtido por intermédio da experimentação animal. Por meio do emprego de 

modelos animais, procura-se reproduzir, em laboratório, determinados aspectos 

da sintomatologia, da etiologia ou do tratamento da ansiedade.  Há mais modelos 

experimentais de ansiedade do que para qualquer outra condição psiquiátrica. No 

entanto, nenhum dos modelos é capaz de reproduzir, por si só, todos esses 

aspectos (Rodgers et al., 1997; Prut & Belzung, 2003).  

Como os demais modelos animais, os modelos de ansiedade são avaliados 

segundo três critérios pré-definidos: previsibilidade, semelhança e homologia 

(Treit, 1985; Rodgers et al., 1997; Andreatini et al., 2006). O primeiro diz respeito à 

capacidade de o teste reproduzir nas condições experimentais o efeito da droga 

que é observado na clínica. O segundo refere-se à semelhança entre o 

comportamento do animal no teste com as manifestações clínicas do transtorno 

psiquiátrico. Finalmente, o terceiro pressupõe que os mesmos processos 

psicobiológicos relacionados com a etiologia e a fisiopatologia dos sintomas 

clínicos atuem também no modelo. Assim, um modelo que satisfizesse esses 

critérios permitiria o estudo mais completo dos aspectos farmacológicos, 

fenomenológicos, etiológicos e fisiopatológicos associados à ansiedade humana.  

Mineka, em 1985, salientou que os modelos animais seriam de maior 

utilidade se considerados como mini-modelos, que, utilizados em conjunto, 

poderiam fornecer informações valiosas sobre a ansiedade e seus distúrbios. 
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Os modelos animais são a espinha dorsal das pesquisas pré-clínicas na 

neurobiologia de doenças psiquiátricas, sendo empregados tanto como 

ferramentas de pesquisas para novos agentes terapêuticos, como em simulações 

para estudos de mecanismos de ação (Rodgers et al., 1997).  

Existem cerca de 30 modelos animais de ansiedade em uso atualmente. 

Enquanto alguns são baseados em respostas fisiológicas (hipertermia) ou 

endócrinas (corticosterona plasmática) ao estresse, a grande maioria baseia-se 

em respostas comportamentais de medo, aprendidas ou espontâneas, que 

reproduziriam a ansiedade humana (Rodgers et al., 1997; Carobrez & Bertoglio, 

2005).   

Os modelos animais de ansiedade são divididos em dois grupos principais: 

modelos baseados em aprendizagem associativa e modelos baseados em medos 

inatos ou etologicamente fundamentados. 

Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de 

aprendizagem associativa baseados no condicionamento clássico e/ ou operante. 

No condicionamento clássico, estímulos neutros, como sons de baixa intensidade 

e luzes, após o pareamento sucessivo com estímulos aversivos incondicionados, 

como choques elétricos e sons intensos podem adquirir propriedades de estímulos 

condicionados e, isoladamente, desencadear respostas de medo/ansiedade 

(resposta condicionada). Nesse sentido, esses estímulos neutros passariam a 

desencadear as respostas de medo/ansiedade por anteciparem ao animal a 

apresentação de um estímulo aversivo. No condicionamento operante, os animais 

aprendem determinadas estratégias para diminuir ou suprimir as conseqüências 

negativas associadas com a apresentação de estímulos aversivos. Quando as 
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respostas dos animais são seguidas de apresentação do estímulo aversivo ocorre 

uma diminuição da expressão desse comportamento no futuro. Essa situação 

caracteriza a punição. Entre os modelos baseados em aprendizagem associativa 

estão: a resposta emocional condicionada, a resposta de sobressalto intensificada 

pelo medo, o teste de conflito de beber punido e a punição de pressão à barra 

(Geller et al., 1960; Vogel et al., 1971). 

Os modelos animais etologicamente fundamentados quantificam respostas 

incondicionadas de medo em diferentes espécies animais frente a situações e/ou 

estímulos naturalmente aversivos. Esses modelos oferecem várias vantagens 

sobre os modelos de punição, por não empregarem estímulos nocivos, como 

choques elétricos, privação de água ou de alimentos, por não requisitarem o treino 

ou a modelagem do comportamento do animal e por apresentarem baixo custo 

operacional (Pelow et al., 1985; Lister, 1990; Carobrez & Bertoglio, 2005). Entre os 

modelos etologicamente fundamentados estão: a transição claro-escuro, a 

interação social, o labirinto em cruz elevado e o campo aberto.     

Dentre os modelos que envolvem comportamento espontâneo, os quais são 

baseados em medos inatos do animal, pode-se ressaltar o labirinto em cruz 

elevado (LCE), como um dos modelos animais de ansiedade mais utilizados no 

mundo (Rodgers et al, 1997; Carobrez & Bertoglio, 2005).  

O modelo experimental do LCE foi desenvolvido e primeiramente 

empregado por Handley & Mithani, em 1984. Essas pesquisadoras observaram 

que ratos colocados no centro de um labirinto elevado, constituído por dois braços 

abertos unidos alternadamente a dois braços circundados por paredes, 

apresentavam preferência pela exploração destes últimos. A preferência pela 
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exploração dos braços fechados em relação aos braços abertos de um labirinto, já 

havia sido descrita por Montgomery (1955), utilizando um labirinto em forma de 

“Y”. Esse pesquisador atribuiu essa preferência ao conflito gerado nos animais 

entre os seus impulsos exploratórios e seus impulsos de medo. Os impulsos 

exploratórios seriam produzidos com a mesma intensidade tanto nos braços 

fechados como nos braços abertos, enquanto que os de medo seriam mais 

intensos nos braços abertos. A exposição dos ratos a situações naturalmente 

ameaçadoras a sua espécie, como a altura e espaços abertos, explicaria o maior 

medo pela exploração dos braços abertos. Posteriormente, Treit e colaboradores 

(1993) forneceram evidências de que a ausência de proteção lateral nos braços 

abertos seria mais importante do que a altura no desencadeamento do medo no 

labirinto em cruz elevado. Pellow e colaboradores (1985) validaram 

comportamental, fisiológica e farmacologicamente o labirinto em cruz elevado 

como modelo animal de ansiedade. Respostas comportamentais e fisiológicas 

indicativas de medo, como imobilidade, defecação e aumento das concentrações 

plasmáticas de corticosterona foram observados com o confinamento de ratos nos 

braços abertos. Drogas ansiolíticas, como benzodiazepínicos, barbitúricos e o 

etanol aumentam o número de entradas e o tempo de permanência dos animais 

nos braços abertos do aparelho (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; 

Pellow & File, 1986; Andreatini & Leite, 1994; Rodgers et al., 1997; Poleszak, 

2008). Paralelamente, drogas ansiogênicas, como por exemplo, a cafeína e o 

pentilenotetrazol, promovem uma diminuição desses parâmetros (Pellow et 

al.,1985; Lister, 1987; Kayir &  Uzbay, 2006). Assim, o modelo do labirinto em cruz 

elevado é capaz de quantificar alterações bidirecionais na ansiedade.  
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Entre as vantagens da utilização desse modelo convencional destacam-se 

a eficiência e facilidades desse teste, pois além de detectar efeitos de drogas 

ansiolíticas e ansiogênicas, o modelo envolve um procedimento simples e rápido, 

baseado no comportamento espontâneo do animal e não necessita de 

treinamento, uso de estímulos nociceptivos ou privação de água ou alimentos 

(Pellow et al., 1985; Rodgers et al., 1997). 

Tomados em conjunto, as vantagens acima enumeradas, fizeram do 

modelo do labirinto em cruz elevado (LCE) um dos mais utilizados modelos 

experimentais para o estudo da ansiedade.  

No entanto, o modelo também apresenta problemas, entre eles, a falta de 

previsibilidade para drogas serotonérgicas. Foi verificado que a administração de 

agonistas 5-HT1A, como a buspirona, que são utilizadas na clínica como 

ansiolíticas, podem produzir efeito ansiolítico (Soderpalm et al., 1989; Kshama et 

al., 1990), não produzir nenhum efeito (Critchley et al., 1992) ou mesmo produzir 

efeito ansiogênico (Critchley & Handley, 1987; Moser, 1989; Motta et al., 1992; Liu 

et al., 2007), diminuindo o número de entradas e o tempo de permanência nos 

braços abertos. 

Outro fator limitador importante a se destacar é o fenômeno de one-trial 

tolerance (tolerância de primeira passagem - OTT). Nesse aspecto, conforme já 

mencionado, sob o efeito de um benzodiazepínico está bem estabelecido que 

ratos ou camundongos apresentam um aumento da exploração dos braços 

abertos de um LCE (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Pellow & File, 

1986; Lister, 1987; File & Zangrossi, 1993; Frussa-Filho et al., 1999; Silva & 

Frussa-Filho, 2000, 2002; Nunes-de-Souza et al., 2002; Calzavara et al., 2004; 
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Bertoglio & Carobrez, 2004; Albrechet-Souza et al., 2005). Entretanto, o efeito 

desses fármacos nesse modelo animal de ansiedade apresenta o fenômeno de 

OTT. 

Mais especificamente, o fenômeno de OTT revela-se como uma acentuada 

diminuição ou até mesmo uma total inibição dos efeitos ansiolíticos dos 

benzodiazepínicos em conseqüência de uma exposição prévia ao aparelho (Lister, 

1987; File et al., 1990; Rodgers et al.,1992; Rodgers & Shepherd, 1993; Gonzalez 

& File, 1997; Dos Reis & Canto-de-Souza, 2008). O fenômeno de OTT não é 

dependente do tratamento recebido nessa exposição prévia, nem do material do 

qual o LCE é constituído (File et al., 1990). Foi constatado que o fenômeno ocorre 

com intervalos entre as exposições variando entre 24 horas e 2 semanas (Lister, 

1987; File et al., 1990; Rodgers et al., 1992; Gonzalez & File, 1997) e parece ser 

mediado por um aprendizado na primeira exposição, o qual se sugeriu, 

inicialmente, estar associado com a exposição aos braços abertos (File et al., 

1990). 

Ainda dentre as características do fenômeno de OTT pode-se citar o fato de 

que ele parece ser específico para modelos etológicos de ansiedade, como o LCE. 

Assim, o efeito ansiolítico dos benzodiazepínicos continua presente mesmo após 

uma segunda exposição em aparelhos utilizados em testes de ansiedade que 

envolvem medo aprendido, tais como, o beber punido (File & Zangrossi, 1993) e o 

teste de exploração de compartimentos claro/escuro (Rodgers & Shepherd, 1993).  

Conforme discutido por Gonzalez & File (1997), nenhuma explicação 

conclusiva foi encontrada para a ocorrência do fenômeno de OTT, mas diversas 

hipóteses têm sido sugeridas para explicar a perda da ação ansiolítica dos 
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benzodiazepínicos em uma segunda exposição ao LCE. Nesse sentido, alguns 

estudos sugeririam que uma experiência prévia no LCE poderia modificar a 

natureza do estado ansioso gerado pelo aparelho (File & Zangrossi, 1993; File et 

al., 1993; Cruz-Morales et al., 2002; Albrechet-Souza et al., 2005).  

A idéia básica é que a exposição inicial ao LCE poderia promover o 

desenvolvimento de uma fobia aos braços abertos do labirinto. Dessa maneira, a 

perda dos efeitos ansiolíticos dos benzodiazepínicos, na reexposição ao LCE, 

poderia ser relacionada à bem retratada insensibilidade dos comportamentos 

fóbicos à ação ansiolítica dos benzodiazepínicos (File & Zangrossi, 1993; File et 

al., 1993; Bertoglio & Carobrez, 2000; Cruz-Morales et al., 2002).  

A hipótese de que o fenômeno de OTT seria decorrente da incapacidade do 

benzodiazepínico em reverter a fobia aos braços abertos desenvolvida em uma 

exposição prévia ao LCE foi questionada pelo estudo de Frussa-Filho & Ribeiro 

(2002). Esses autores demonstraram que a exposição prévia a um LCE 

constituído de quatro braços fechados induz a ocorrência de OTT, enquanto que 

ratos expostos a um LCE constituído de quatro braços abertos apresentaram 

efeito ansiolítico do benzodazepínico quando posteriormente expostos ao LCE 

convencional. Esse resultado sugere fortemente que o fenômeno de OTT não é 

decorrente do desenvolvimento de um estado fóbico pela exposição prévia aos 

braços abertos do LCE. 

A discrepância dos resultados obtidos por Frussa-Filho & Ribeiro (2002) em 

relação aos dados de File e colaboradores (1990) foi atribuída ao fato de que, 

enquanto no estudo mais antigo os animais eram “confinados” em um braço do 

LCE, no estudo mais recente o animal podia explorar os quatro braços (todos do 
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mesmo tipo). Assim, a possibilidade de “escolha” de um braço poderia gerar algum 

tipo de conflito, que não estaria presente na situação de confinamento. 

Nesse sentido, Rodgers & Shepherd (1993) atribuíram o fenômeno de OTT 

à relativa ausência do conflito aproximação/evitação que ocorre na reexposição ao 

LCE. De acordo com essa idéia, o conhecimento prévio do LCE deve reduzir a 

tendência de o animal explorar áreas naturalmente aversivas, diminuindo assim o 

conflito e consequentemente eliminando a possibilidade de respostas aos 

benzodiazepínicos. Corroborando essa hipótese, Pereira e colaboradores (1999) 

demonstraram que os animais previamente expostos a um LCE no qual havia 

estimulação aversiva nos braços fechados apresentaram efeito ansiolítico do 

benzodiazepínico quando submetidos ao um LCE convencional. Portanto, a OTT 

ao efeito ansiolítico do clordiazepóxido no LCE foi abolida pela introdução de um 

conflito motivacional na segunda exposição, ou seja, a possibilidade de 

estimulação aversiva no braço fechado (aprendida na exposição prévia). 

Ainda, no que diz respeito aos possíveis mecanismos responsáveis pelo 

fenômeno de OTT, Dawson e colaboradores (1994) sugeriram que a perda da 

eficácia do benzodiazepínico na segunda exposição poderia ser resultado de uma 

habituação da atividade exploratória do animal. Nesse aspecto, embora nem todos 

os resultados mostrem uma diminuição do número total de entradas nos braços do 

LCE, diversas evidências experimentais apontam para uma redução do tempo 

gasto nos braços abertos do aparelho em decorrência de uma reexposição 

(Dawson, et al, 1994; Rodgers et al., 1996). Desse modo, poder-se-ia supor que 

um processo de aprendizagem ocorresse durante a primeira exposição ao LCE. 

Assim, roedores expostos ao LCE não ficariam “tolerantes” aos efeitos do 
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benzodiazepínico, mas a resposta comportamental ao aparelho simplesmente 

seria reduzida com a exposição repetida. Em outras palavras, conforme colocado 

por Rodgers e colaboradores (1996), algum tipo de aprendizagem claramente 

acontece na primeira exposição, e a evocação dessa aprendizagem resultaria em 

uma diferença do comportamento basal do animal quando exposto pela segunda 

vez ao LCE, independente do tratamento recebido pelo animal. 

A investigação dos mecanismos neurais subjacentes ao fenômeno de OTT 

não é importante apenas para o entendimento do LCE per se, mas também para o 

progresso dos modelos animais de ansiedade (Holmes & Rodgers, 1999). 

 Outra desvantagem do modelo do LCE é o fato que os efeitos de drogas 

ansiogênicas ou ansiolíticas podem ser confundidos por modificações na atividade 

locomotora (Dawson & Tricklebank, 1995; Weiss et al., 1998).  

 Weiss e colaboradores (1998) ao utilizarem modelos animais de ansiedade 

como o LCE, sugeriram que os efeitos de fármacos ansiogênicos poderiam ser 

confundidos por mudanças induzidas pelo tratamento na atividade locomotora dos 

animais. Segundo esses autores, o número total de entradas nos braços abertos 

seria uma medida pouco sensível dos níveis de ansiedade para fármacos que 

produzem mudanças na locomoção. De fato, as drogas psicoestimulantes como a 

cocaína e a anfetamina que aumentam a atividade locomotora podem, até mesmo, 

apresentar um perfil ansiolítico no labirinto em cruz elevado, por aumentar a 

atividade dos animais nos braços abertos do aparelho. Neste contexto, o efeito 

estimulante prejudicaria a escolha dos animais por braços abertos ou fechados. 

 Na literatura têm sido relatadas controvérsias a respeito dos efeitos da 

cocaína em modelos animais de ansiedade, apesar de a droga ser conhecida pelo 
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seu caráter ansiogênico em humanos (Ferreira Filho et al, 2003). De fato, 

utilizando o labirinto em cruz elevado, o efeito ansiogênico decorrente da 

administração aguda da cocaína foi demonstrado em ratos (Yang et al., 1992; 

Rogério & Takahashi, 1992a) e em camundongos (Rogério & Takahashi, 1992b), 

entretanto, Müller e colaboradores (2008) demonstraram um efeito ansiolítico da 

droga em ratos. 

Em relação a anfetamina, também têm sido relatadas na literatura 

controvérsias a respeito dos seus efeitos em modelos animais, apesar de a droga 

ser bem conhecida pelo seu caráter ansiogênico em humanos (Hall et al., 1996; 

Williamson et al., 1997). No labirinto em cruz elevado, um efeito supostamente 

ansiogênico foi previamente demonstrado em ratos (Pellow et al., 1985) e em 

camundongos (Lapin, 1993; Biala & Kruk, 2009), entretanto, Lister (1987) relatou 

que a anfetamina não foi capaz de alterar os índices de ansiedade em 

camundongos, e Dawson e colaboradores (1995), ainda, demonstraram um efeito 

ansiolítico da droga em ratos.  

Os efeitos comportamentais dos psicoestimulantes são classicamente 

verificados em aparelhos de campo aberto (Alvarez et al., 2006; Fukushiro et al., 

2008). Curiosamente, embora esse teste comportamental seja atualmente 

utilizado para o estudo da atividade locomotora, seu uso inicial baseava-se na 

sugestão de um modelo de ansiedade. O campo aberto foi originalmente descrito 

por Hall (1941) como uma arena circular para testar os efeitos de ambientes não 

familiares sobre a emocionalidade em ratos. A medida do estado emocional, 

geralmente tinha como parâmetros as taxas de ambulação e de defecação do 
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animal durante o seu desempenho no teste. A taxa de ambulação é aferida a partir 

da anotação do número de setores desenhados no chão do aparelho que são 

transpassados pelos animais, enquanto a taxa de defecação é obtida por meio da 

contagem do número de bolos fecais que o animal elimina durante a sessão. 

Nesse modelo, o ambiente não familiar, marcadamente distinto de seu ambiente 

usual, elicia medo e/ou ansiedade no animal. 

Nesse contexto, desde os trabalhos pioneiros de Hall (1941), até os dias 

atuais (Bouwknecht et al., 2007), o campo aberto tem sido capaz de detectar um 

aumento da emocionalidade de roedores por meio de uma diminuição da 

freqüência de locomoção. Bouwknecht e colaboradores (2007) demonstraram, por 

exemplo, que a freqüência de locomoção de ratos submetidos a um campo aberto 

com alto nível de iluminação (estimulação ansiogênica) apresentava-se 

marcantemente reduzida quando comparada à freqüência de locomoção verificada 

em um campo aberto com baixo nível de iluminação. Assim, poder-se-ia 

hipotetizar que enquanto o efeito estimulante locomotor das drogas 

psicoestimulantes como a anfetamina e a cocaína dificulta a detecção da ação 

ansiogênica dessas drogas no LCE, tal ação ansiogênica poderia dificultar a 

expressão do efeito estimulante locomotor por elas produzidas no campo aberto. 

Se confirmada experimentalmente, a quantificação dessa ação inibitória 

promovida pela ação ansiogênica dos psicoestimulantes sobre seu efeito 

estimulante locomotor poderia consistir em um novo e simples modelo animal para 

o estado de ansiedade em geral e da ação ansiogênica dessas drogas em 

particular.
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é o modelo animal de ansiedade mais 

amplamente utilizado em todo o mundo (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 

1985; Pellow & File, 1986; Lister, 1987; Rodgers et al., 1992; Goto et al., 1993; 

Rodgers et al., 1997; Frussa-Filho et al., 1999; Carobrez & Bertoglio, 2005), uma 

vez que tem um baixo custo, é de fácil utilização, além de permitir a detecção 

bidirecional de alterações na ansiedade por meio de uma abordagem etológica 

simples. Porém esse modelo, fundamentado no comportamento exploratório inato 

e na aversão natural desses animais por espaços abertos, apresenta alguns 

inconvenientes na sua utilização como: a falta de previsibilidade para drogas 

serotonérgicas, o fenômeno de one-trial tolerance e a incapacidade de detectar 

com confiabilidade e reprodutibilidade as alterações na ansiedade promovidas por 

drogas que concomitantemente modificam a atividade locomotora, como é o caso 

de psicoestimulantes como a anfetamina e a cocaína (Moser, 1988; Weiss et al., 

1998). 

 O objetivo do presente estudo foi desenvolver um modelo comportamental 

simples e efetivo em avaliar os efeitos ansiogênicos dos psicoestimulantes 

anfetamina e cocaína em camundongos. Resumidamente, tal modelo consistiu em 

quantificar o aumento promovido por um benzodiazepínico (em uma dose inefetiva 

per se em modificar a atividade locomotora) sobre o efeito estimulante locomotor 
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produzido pelo psicoestimulante. A possível interferência do fenômeno de one-trial 

tolerance sobre a efetividade desse modelo também foi investigada. 
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2.2 Objetivos específicos 

 

Ï Verificar os efeitos da administração aguda de clordiazepóxido ou de 

diferentes doses de midazolam sobre o comportamento de camundongos 

no labirinto em cruz elevado e sobre a atividade locomotora em campo 

aberto. 

Ï Verificar os efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose sub-máxima ou máxima de anfetamina sobre a 

atividade locomotora de camundongos em campo aberto.  

Ï Verificar os efeitos da administração aguda e concomitante de midazolam e 

anfetamina sobre a atividade locomotora de camundongos em campo 

aberto. 

Ï Verificar os efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose sub-máxima ou máxima de cocaína sobre a 

atividade locomotora de camundongos em campo aberto. 

Ï Verificar os efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose de anfetamina ou cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos em campo aberto conhecido. 

Ï Verificar os efeitos da administração aguda de pentilenotetrazol sobre o 

comportamento de camundongos no labirinto em cruz elevado e sobre a 

atividade locomotora em campo aberto. 
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Ï Verificar os efeitos da administração aguda e concomitante de diferentes 

doses de pentilenotetrazol e anfetamina ou cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Sujeitos experimentais 

 

 Foram utilizados camundongos EPM – M2, machos, com 3 meses de idade, 

pesando entre 25 e 35 gramas, originários do Biotério Central da Escola Paulista 

de Medicina – UNIFESP (CEDEME). Os animais foram alojados em caixas de 

Plexiglass (41 x 34 x 16,5 cm) com aproximadamente 20 indivíduos em cada, 

sendo mantidos sob temperatura constante (22 ± 1°C) e respeitando um ciclo 

claro-escuro de 12 horas, no qual as luzes eram acesas às 6 horas e 45 minutos. 

Água e comida foram fornecidas ad libitum. 

 Todos os procedimentos realizados na presente tese estão de acordo com 

as normas estabelecidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de São Paulo (Processo CEP N° 1832/06) e pelos Princípios Éticos e 

Práticos do Uso de Animais de Experimentação (Andersen et al., 2004). 

 

3.2 Drogas 

 

 As seguintes drogas foram utilizadas: 

- Clordiazepóxido (Sigma®) 

- Midazolam (Cristália®) 

- Cocaína (Sigma®)  

- D-anfetamina (Sigma®) 
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- Pentilenotetrazol (Sigma®) 

         As drogas foram diluídas em solução salina 0,9%, que foi utilizada como 

solução controle. Todas as soluções foram administradas por via intraperitoneal 

(i.p.), em volume de 10 mL/Kg de peso corpóreo. As doses utilizadas para cada 

droga acima elencada foram determinadas a partir de dados da literatura, de 

experimentos piloto ou de experimentos anteriores dessa própria tese. Os 

intervalos de tempo entre as injeções de cada droga e a observação 

comportamental dos animais foram estabelecidos a partir de dados da literatura 

e/ou experimentos piloto.  

 

3.3 Aparelhos 

3.3.1 Labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevado, conforme apresentado na figura 1, trata-se de 

um aparelho de madeira em forma de cruz, elevado a 50 cm do solo e constituído 

de dois braços abertos (28,5 cm x 7,0 cm), dispostos perpendicularmente a outros 

dois braços fechados de mesma dimensão, mas cercados com paredes de 14 cm 

de altura. Como convenção, em todos os experimentos nos quais foram utilizados 

este aparelho, os camundongos foram colocados no centro com a face voltada 

para um dos braços fechados. Entre as exposições de cada animal, o aparelho foi 

limpo com uma solução de álcool/água 5%. 

 Durante cada exposição, foram quantificados, por observação direta, 

durante 5 minutos, o número de entradas e o tempo de permanência nos braços 
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abertos e fechados. As porcentagens de entrada e de tempo de permanência nos 

braços abertos foram calculadas – (número de entradas nos braços abertos/ 

número de entradas nos braços abertos + número de entradas nos braços 

fechados) x 100 e (tempo de permanência nos braços abertos/ tempo de 

permanência nos braços abertos + tempo de permanência nos braços fechados) x 

100, respectivamente – e utilizadas como parâmetros indicativos do nível de 

ansiedade. 

                               

                 Braços Fechados                                        Braços Abertos 

 

Figura 1 – O labirinto em cruz elevado (LCE) 
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3.3.2 Campo aberto 

O campo aberto, conforme apresentado na figura 2, consiste em uma arena 

de polivinila (PVC) branco opaco com formato cilíndrico e fundo de madeira. O 

corpo do cilindro tem 40 cm de altura e sua base é um cilindro de madeira do 

mesmo diâmetro e com 2 cm de altura. Desse modo, o corpo do cilindro (paredes 

da arena), apresenta um encaixe justo à base (chão da arena) podendo ser 

separado para a efetuação da limpeza. O chão da arena é subdividido em 19 

quadrantes, sendo 12 quadrantes periféricos (próximos à parede do campo 

aberto), 6 quadrantes intermediários e 1 central, de dimensões aproximadamente 

iguais, demarcados no chão da arena por 3 circunferências concêntricas de raios 

diferentes (8, 14 e 20 cm), intersectadas por segmentos de retas radiais. Cada 

animal foi observado individualmente no campo aberto por um tempo total de 5 

minutos durante os quais foi quantificada, por 

meio de observação direta, a freqüência de 

locomoção total. A locomoção total foi obtida 

através da somatória da locomoção 

periférica, intermediária e central. Cada 

unidade de locomoção corresponde ao ato 

de o animal penetrar com as quatro patas um 

dos quadrantes do campo aberto. 

 

 

                                                                      Figura 2 – Campo aberto 
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3.4 Análise estatística  

 

            Os dados foram comparados pela a análise de variância de uma via 

(ANOVA), seguida do teste de Duncan (Duncan, 1955). Em um caso, foi utilizado 

o teste T para amostras pareadas para comparação entre parâmetros 

apresentados pelo mesmo grupo de animais em diferentes tempos.  

 Em todas as comparações realizadas, a probabilidade de p<0,05 foi 

considerada para determinar diferenças significativas. O software utilizado para a 

análise dos dados foi o SPSS (versão 11,0).  
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 

 

Experimento 1. Efeitos da administração aguda de clordiazepóxido ou de 

diferentes doses de midazolam sobre o comportamento de camundongos no 

labirinto em cruz elevado 

 

Delineamento Experimental 

  

 Cinqüenta e oito camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 5 

grupos, contendo 11-12 animais cada, quais sejam: salina (sal), clordiazepóxido 

5,0 mg/Kg (cdz 5,0), midazolam 0,5 mg/Kg (mid 0,5), midazolam 1,0 mg/Kg (mid 

1,0) e midazolam 2,0 mg/Kg (mid 2,0). 

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina, 

clordiazepóxido ou midazolam nas diferentes doses descritas acima. Trinta 

minutos após a injeção, os camundongos foram avaliados no labirinto em cruz 

elevado por cinco minutos. 

Injeção Intervalo Observação 

sal 

cdz 5,0 

mid 0,5 

mid 1,0 

mid 2,0 

 

 

30 min 

 

 

LCE 5 min 

 

 Quadro 1- Esquema de tratamento do Experimento 1. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), mid (midazolam), LCE (labirinto em cruz elevado). 
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Resultados 

  

 A figura 3 ilustra o parâmetro porcentagem de tempo nos braços abertos 

(%TBA). A análise de variância de uma via (ANOVA) revelou diferença 

significativa entre os grupos [F(4,53)=3,80; p<0,05]. O teste de Duncan mostrou 

que apenas os animais tratados com mid 0,5 não apresentaram diferenças 

significativas em relação ao grupo sal. Já os grupos tratados com cdz 5,0, mid 1,0 

e mid 2,0 apresentaram uma %TBA significativamente maior que àquela exibida 

pelo grupo sal. Ainda, os grupos mid 1,0 e mid 2,0 apresentaram um aumento na 

%TBA quando comparados ao grupo mid 0,5.  

 Em relação aos resultados obtidos para o parâmetro porcentagem de 

entrada nos braços abertos (%EBA) de camundongos tratados com 

clordiazepóxido ou diferentes doses de midazolam, a análise de variância 

(ANOVA) [F(4,53)=4,71; p<0,05] e o teste de Duncan mostraram que todos os 

grupos apresentaram aumento da %EBA quando comparados ao grupo sal (figura 

4). 
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Figura 3- Porcentagem (média ± erro padrão) de tempo nos braços 

abertos (%TBA) de um labirinto em cruz elevado apresentada por 

camundongos tratados com salina (sal), clordiazepóxido na dose de 5 

mg/Kg (cdz 5,0) ou midazolam na doses de 0,5 (mid 0,5), 1,0 (mid 1,0) ou 

2,0 mg/Kg (mid 2,0).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal; 

   # p < 0,05 em relação ao grupo mid 0,5. 
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Figura 4- Porcentagem (média ± erro padrão) de entradas nos braços 

abertos (%EBA) de um labirinto em cruz elevado apresentada por 

camundongos tratados com salina (sal), clordiazepóxido na dose de 5 

mg/Kg (cdz 5,0) ou midazolam na doses de 0,5 (mid 0,5), 1,0 (mid 1,0) ou 

2,0 mg/Kg (mid 2,0). 

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal. 
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Experimento 2. Efeitos da administração aguda de clordiazepóxido ou de 

diferentes doses de midazolam sobre a atividade locomotora de 

camundongos em campo aberto 

 

Delineamento Experimental 

  

 Sessenta camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 5 grupos, 

contendo 12 animais cada, quais sejam: salina (sal), clordiazepóxido 5,0 mg/Kg 

(cdz 5,0), midazolam 0,5 mg/Kg (mid 0,5), midazolam 1,0 mg/Kg (mid 1,0) e 

midazolam 2,0 mg/Kg (mid 2,0).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina, 

clordiazepóxido ou midazolam nas diferentes doses descritas acima. Trinta 

minutos após a injeção, os camundongos foram avaliados no campo aberto por 

cinco minutos (Quadro 2). 

Injeção Intervalo Observação 

sal 

cdz 5,0 

mid 0,5 

mid 1,0 

mid 2,0 

 

 

30 min 

 

 

CA 5 min 

 

Quadro 2- Esquema de tratamento do Experimento 2. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), mid (midazolam), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 Conforme ilustrado na figura 5, a análise de variância de uma via (ANOVA) 

não revelou diferenças significativas na atividade locomotora entre os grupos 

tratados [F(4,55)=1,48; p>0,05]. 
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Figura 5- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina (sal), 

clordiazepóxido na dose de 5 mg/Kg (cdz 5,0) e/ou midazolam nas 

doses de 0,5 (mid 0,5), 1,0 (mid 1,0) ou 2,0 mg/Kg (mid 2,0).  

Análise de variância de uma via (ANOVA). 
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Experimento 3. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose sub-máxima de anfetamina sobre a atividade 

locomotora de camundongos em campo aberto 

 

Delineamento Experimental 

  

 Cinqüenta camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 5 grupos 

contendo 10 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), clordiazepóxido 

5 mg/Kg + salina (cdz+sal), salina + anfetamina 2 mg/Kg (sal+anf2), salina + 

anfetamina 4 mg/Kg (sal+anf4) e clordiazepóxido 5 mg/Kg + anfetamina 2 mg/Kg 

(cdz+anf2).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou clordiazepóxido na dose de 5 mg/Kg e quinze minutos após, uma segunda 

injeção i.p. de solução salina ou anfetamina nas doses de 2 ou 4 mg/Kg. Quinze 

minutos depois da segunda injeção, os camundongos foram avaliados no campo 

aberto por cinco minutos (Quadro 3).   

 

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 

anf2 sal 15 min 

anf4 

15 min 

sal 
cdz 15 min 

anf2 
15 min 

 

 

CA 5 min 

Quadro 3- Esquema de tratamento do Experimento 3. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), anf (anfetamina), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 Como pode-se observar na figura 6, a análise de variância de uma via 

(ANOVA) revelou diferenças significativas entre os grupos [F(4,45)=17,58; 

p<0,001]. O teste de Duncan mostrou que os grupos que receberam cdz+sal e 

sal+anf2 não apresentaram diferença significativa entre si, bem como em relação 

ao grupo sal+sal. Por outro lado, os grupos tratados com sal+anf4 e cdz+anf2 

apresentaram uma locomoção significativamente aumentada quando comparados 

aos demais grupos (sal+sal, cdz+sal e sal+anf2). Entretanto, não diferiram entre si. 
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Figura 6- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina + salina 

(sal+sal), clordiazepóxido na dose de 5 mg/Kg + salina (cdz+sal), salina 

+ anfetamina nas doses 2 (sal+anf2) ou 4 mg/Kg (sal+anf4) ou 

clordiazepóxido 5 mg/kg + anfetamina 2 mg/Kg (cdz+anf2).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

 # p < 0,05 em relação ao grupo cdz+sal; 

 ○ p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf2. 
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Experimento 4. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose máxima de anfetamina sobre a atividade 

locomotora de camundongos 

 

Delineamento Experimental 

  

 Cinqüenta e sete camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 5 

grupos contendo 10-12 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), salina 

+ anfetamina 2 mg/Kg (sal+anf2), salina + anfetamina 4 mg/Kg (sal+anf4), salina + 

anfetamina 6 mg/Kg (sal+anf6) e clordiazepóxido 5,0 mg/Kg + anfetamina 4 mg/Kg 

(cdz+anf4).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou clordiazepóxido na dose de 5 mg/Kg e quinze minutos após, uma segunda 

injeção i.p. de solução salina ou anfetamina nas doses de 2, 4 ou 6 mg/Kg. Quinze 

minutos depois da segunda injeção, os camundongos foram avaliados no campo 

aberto por cinco minutos (Quadro 4).   

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 

anf2 

anf4 
sal 15 min 

anf6 

15 min 

cdz 15 min anf4 15 min 

 

 

CA 5 min 

 

Quadro 4- Esquema de tratamento do Experimento 4. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), anf (anfetamina), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 

 Conforme demonstrado na figura 7, a ANOVA de uma via revelou diferença 

significativa entre os grupos [F(4,52)=28,15; p<0,001]. O teste de Duncan mostrou 

que os animais tratados com sal+anf2 não apresentaram nenhuma diferença 

significativa quando comparado ao grupo sal+sal. Por outro lado, os grupos 

tratados com sal+anf4, sal+anf6 e cdz+anf4 apresentaram uma locomoção 

significativamente aumentada quando comparados ao grupo sal+sal. Ainda, tanto 

os animais que receberam sal+anf4 quanto cdz+anf4 apresentaram uma atividade 

locomotora significativamente aumentada em relação aos grupos sal+anf2 e 

sal+anf6. Além disso, os animais tratados com cdz+anf4 apresentaram uma 

atividade locomotora significativamente maior quando comparado àquela 

apresentada pelo grupo sal+anf4.  
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Figura 7- Freqüência da locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina + salina 

(sal+sal), salina + anfetamina nas doses 2 (sal+anf2), 4 (sal+anf4) ou 

6 mg/Kg (sal+anf6) ou clordiazepóxido 5 mg/Kg + anfetamina 4 mg/Kg 

(cdz+anf4).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de 

Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

 # p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf2; 

 ○ p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf4; 

 ■ p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf6. 
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Experimento 5. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

midazolam e anfetamina sobre a atividade locomotora de camundongos em 

campo aberto 

 

Delineamento Experimental 

  

 Sessenta e um camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 5 

grupos contendo 12-13 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), 

midazolam 1 mg/Kg + salina (mid+sal), salina + anfetamina 2 mg/Kg (sal+anf2), 

salina + anfetamina 4 mg/Kg (sal+anf4) e midazolam 1 mg/Kg + anfetamina 2 

mg/Kg (mid+anf2).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou midazolam na dose de 1 mg/Kg e quinze minutos após, uma segunda injeção 

i.p. de solução salina ou anfetamina nas doses de 2 ou 4 mg/Kg. Quinze minutos 

depois da segunda injeção, os camundongos foram avaliados no campo aberto 

por cinco minutos (Quadro 5).   

 

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 

anf2 sal 15 min 

anf4 

15 min 

sal 
mid 15 min 

anf2 
15 min 

 

 

CA 5 min 
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Quadro 5- Esquema de tratamento do Experimento 5. sal (salina), mid 

(midazolam), anf (anfetamina), CA (campo aberto). 

Resultados 

 A análise de variância de uma via (ANOVA) revelou diferenças estatísticas 

significantes entre os grupos [F(4,56)=20,22; p<0,001]. O teste de post hoc 

mostrou que os animais que receberam mid+sal e sal+anf2 não apresentaram 

nenhuma diferença significativa entre si ou quando comparados com o grupo 

sal+sal. Por outro lado, os grupos tratados com sal+anf4 e mid+anf2 apresentaram 

uma locomoção significativamente aumentada quando comparados aos demais 

grupos (sal+sal, mid+sal e sal+anf2). Ainda, os animais tratados com mid+anf2 

apresentaram uma atividade locomotora estatisticamente menor quando 

comparados ao grupo sal+anf4 (figura 8).  
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Figura 8- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina + salina 

(sal+sal), midazolam na dose de 1 mg/Kg + salina (mid+sal), salina + 

anfetamina nas doses 2 (sal+anf2) ou 4 mg/Kg (sal+anf4) ou midazolam 1 

mg/Kg + anfetamina 2 mg/Kg (mid+anf2).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

 # p < 0,05 em relação ao grupo mid+sal; 

 ○ p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf2; 

  ■ p < 0,05 em relação ao grupo sal+anf4. 
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Experimento 6. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose sub-máxima de cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos em campo aberto 

 

Delineamento Experimental 

           

 Cinqüenta e quatro camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 4 

grupos contendo 13-14 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), salina 

+ cocaína 10 mg/Kg (sal+coc10), sal + cocaína 30 mg/Kg (sal+coc30), 

clordiazepóxido 5 mg/Kg + cocaína 10 mg/Kg (cdz+coc10).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou clordiazepóxido na dose de 5 mg/Kg. Vinte e cinco minutos após, receberam 

uma segunda injeção de salina ou cocaína nas doses de 10 ou 30 mg/Kg. Cinco 

minutos depois da segunda injeção, os camundongos foram avaliados no campo 

aberto por cinco minutos (Quadro 6).   

 

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 

coc10 sal 25 min 

coc30 

5 min 

cdz 25 min coc10 5 min 

 

 

CA 5 min 

 

Quadro 6- Esquema de tratamento do Experimento 6. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), coc (cocaína), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 

 A análise de variância de uma via (ANOVA) [F(3,50)=29,57; p<0,001] 

seguida do post-hoc de Duncan, revelou que os animais tratados com sal+coc10, 

sal+coc30 e cdz+coc10 apresentaram uma locomoção significativamente 

aumentada quando comparados ao grupo sal+sal. Além disso, os grupos 

sal+coc30 e cdz+coc10 apresentaram uma atividade locomotora 

significativamente aumentada em relação aos animais do grupo sal+coc10. Por 

outro lado, os animais que receberam cdz+coc10 apresentaram uma locomoção 

significantemente menor que os animais que receberam sal+coc30 (figura 9).  
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Figura 9- Freqüência da locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina + salina 

(sal+sal), salina + cocaína nas doses de 10 (sal+coc10) ou 30 mg/Kg 

(sal+coc30) ou clordiazepóxido 5 mg/Kg + cocaína 10 mg/Kg 

(cdz+coc10). 

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

  * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

  # p < 0,05 em relação ao grupo sal+coc10; 

  ○ p < 0,05 em relação ao grupo sal+coc30. 
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Experimento 7. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose máxima de cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos em campo aberto 

      

Delineamento Experimental 

 

 Cinqüenta camundongos foram distribuídos aleatoriamente em 5 grupos 

contendo 10 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), salina + cocaína 

10 mg/Kg (sal+coc10), salina + cocaína 30 mg/Kg (sal+coc30), salina + cocaína 60 

mg/Kg (sal+coc60) ou  clordiazepóxido 5,0 mg/Kg + cocaína 30 mg/Kg 

(cdz+coc30).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou clordiazepóxido 5 mg/Kg. Vinte e cinco minutos após, receberam uma segunda 

injeção i.p. de solução salina ou cocaína nas doses de 10, 30 ou 60 mg/Kg. Cinco 

minutos depois da segunda injeção, os camundongos foram avaliados no campo 

aberto por cinco minutos (Quadro 7).   

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 

coc10 

coc30 
sal 25 min 

coc60 

5 min 

cdz 25 min coc30 5 min 

 

 

CA 5 min 

 

Quadro 7- Esquema de tratamento do Experimento 7. Sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), coc (cocaína), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 

 A análise de variância de uma via (ANOVA) [F(4,45)=13,24; p<0,001] 

seguida do post-hoc de Duncan revelou que os animais tratados com sal+coc10, 

sal+coc30, sal+coc60 e cdz+coc30 apresentaram uma locomoção 

significativamente maior quando comparados ao grupo sal+sal. Ainda, os grupos 

sal+coc30 e cdz+coc30 apresentaram um aumento significativo na atividade 

locomotora quando comparados aos animais do grupo sal+coc10 e sal+coc60. 

Além disso, os animais tratados com cdz+coc30 apresentaram uma atividade 

locomotora significativamente aumentada quando comparado ao grupo sal+coc30 

(figura 10).  
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Figura 10- Freqüência da locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina + salina 

(sal+sal), salina + cocaína nas doses de 10 (sal+coc10), 30 (sal+coc30) ou 

60 mg/Kg (sal+coc60) ou clordiazepóxido 5 mg/Kg + cocaína 30 mg/Kg 

(cdz+coc30). 

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

  * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

  # p < 0,05 em relação ao grupo sal+coc10; 

  ○ p < 0,05 em relação ao grupo sal+coc30; 

  ■ p < 0,05 em relação ao grupo sal+coc60. 
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Experimento 8. Efeitos da administração aguda e concomitante de 

clordiazepóxido e uma dose de anfetamina ou cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos em campo aberto conhecido 

  

Delineamento Experimental 

 

 Durante três dias consecutivos, setenta e oito camundongos receberam 

uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina e posteriormente foram 

habituados, por quinze minutos, no campo aberto. A quantificação da locomoção 

foi realizada somente nos cinco minutos iniciais em cada dia. 

 No quarto dia, os animais foram aleatoriamente distribuídos em 6 grupos 

contendo 13 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), clordiazepóxido 

5 mg/Kg + salina (cdz+sal), salina + anfetamina 2 mg/Kg (sal+anf2), 

clordiazepóxido 5,0 mg/Kg + anfetamina 2 mg/Kg (cdz+anf2), salina + cocaína 30 

mg/Kg (sal+coc30), clordiazepóxido 5,0 mg/Kg + cocaína 30 mg/Kg (cdz+coc30). 

Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou clordiazepóxido 5 mg/Kg, trinta minutos antes do teste. Quinze minutos após, 

parte dos camundongos receberam uma segunda injeção i.p. de solução salina ou 

anfetamina na dose de 2 mg/Kg. Vinte e cinco minutos após, os camundongos 

restantes receberam uma injeção i.p de solução salina ou cocaína na dose de 30 

mg/Kg. Depois da segunda injeção, os animais foram avaliados no campo aberto 

por cinco minutos (Quadro 8). 
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   Habituação  1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal 
sal 15 min 

anf2 
15 min 

sal 
cdz 15 min 

anf2 
15 min 

sal 
sal 25 min 

coc30 
5 min 

sal 

 

 

 

3 dias 

(n=78) 

cdz 25 min 
coc30 

5 min 

 

 

 

CA 5 min 

 

Quadro 8- Esquema de tratamento do Experimento 8. sal (salina), cdz 

(clordiazepóxido), anf (anfetamina), coc (cocaína), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 

  A habituação ao campo aberto durante três dias está representada na 

figura 11. O teste T pareado revelou que os animais no DIA 2 [t=10,82; p<0,001] e 

DIA 3 [t=12,40; p<0,001] apresentaram uma atividade locomotora 

significativamente menor quando comparados ao DIA 1. Além disso, no DIA 3, os 

animais apresentaram uma locomoção significativamente reduzida em relação ao 

DIA 2 [t= 4,12; p<0,001]. Dessa forma, a habituação ao campo aberto foi efetiva. 

 A análise de variância de uma via (ANOVA) [F(5,72)=18,45; p<0,001] e o 

teste de Duncan mostrou que os animais que receberam cdz+sal e sal+anf2 não 

diferiram entre si nem apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo 

controle. Por outro lado, os grupos tratados com cdz+anf2, sal+coc30 e cdz+coc30 

apresentaram uma locomoção significativamente maior quando comparados a 

esses três grupos (sal+sal, cdz+sal e sal+anf2). Além disso, os animais tratados 

com a dose de cdz+coc30 apresentaram uma atividade locomotora 

significativamente aumentada quando comparada aos grupos cdz+anf2 e 

sal+coc30 (figura 12). 
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Figura 11- Habituação – Freqüência da locomoção (média ± erro 

padrão) em campo aberto de camundongos tratados com solução salina 

e observados por 5 minutos iniciais de uma sessão total de 15 minutos, 

durante os três dias de habituação (DIA 1, DIA 2 e DIA 3).  

Teste T pareado. 

* p < 0,001 em relação ao DIA 1; 

# p < 0,001 em relação ao DIA 2. 
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Figura 12- Freqüência da locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos previamente habituados e tratados com salina 

+ salina (sal+sal), clordiazepóxido 5 mg/Kg + salina (cdz+sal), salina + 

anfetamina 2 mg/Kg (sal+anf2), clordiazepóxido 5 mg/Kg + anfetamina 

2 mg/Kg (cdz+anf2), salina + cocaína 30 mg/kg (sal+coc30) ou 

clordiazepóxido 5 mg/kg + cocaína 30 mg/Kg (cdz+coc30). 

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

  * p < 0,05 em relação aos grupos sal+sal, cdz+sal e sal+anf2; 

  ○ p < 0,05 em relação aos grupos cdz+anf2 e sal+coc30. 
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Experimento 9. Efeitos da administração aguda de pentilenotetrazol sobre o 

comportamento de camundongos no labirinto em cruz elevado 

 

Delineamento Experimental 

  

 Trinta e seis camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 3 grupos 

contendo 12 animais cada, quais sejam: salina (sal), pentilenotetrazol 15 mg/Kg 

(ptz15) e pentilenotetrazol 20 mg/Kg (ptz20).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou pentilenotetrazol nas doses de 15 ou 20 mg/Kg. Cinco minutos após a injeção, 

os camundongos foram avaliados no labirinto em cruz elevado por cinco minutos 

(Quadro 9).   

 

Injeção Intervalo Observação 

sal 

ptz15 

ptz20 

5 min 

 

LCE 5 min 

 

 

Quadro 9- Esquema de tratamento do Experimento 9. sal (salina), ptz 

(pentilenotetrazol), LCE (labirinto em cruz elevado). 
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Resultados 

 Os resultados obtidos para o parâmetro porcentagem de tempo nos braços 

abertos (%TBA) estão representados na figura 13. A análise de variância de uma 

via (ANOVA) [F(2,33)=4,94; p<0,05] seguida do post-hoc de Duncan, revelou que 

a %TBA apresentada pelos animais do grupo ptz15 e ptz20 foi significativamente 

menor quando comparada àquela do grupo sal.  

 A figura 14 ilustra a porcentagem de entradas nos braços abertos (%EBA). 

A análise de variância de uma via (ANOVA) [F(2,33)=2,71; p>0,05] revelou a 

existência de diferenças significativas entre os grupos. O teste de Duncan mostrou 

que os animais tratados com ptz20 tiveram uma redução significativa na %EBA 

quando comparados ao grupo sal.   
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Figura 13– Porcentagem (média ± erro padrão) de tempo nos braços 

abertos (%TBA) de um labirinto em cruz elevado apresentada por 

camundongos tratados com salina (sal) ou pentilenotetrazol nas doses 

de 15 (ptz15) ou 20 mg/Kg (ptz 20).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal. 
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Figura 14– Porcentagem (média ± erro padrão) de entradas nos 

braços abertos (%EBA) de um labirinto em cruz elevado apresentada 

por camundongos tratados com salina (sal) ou pentilenotetrazol nas 

doses de 15 (ptz15) ou 20 mg/Kg (ptz 20).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal. 

 

 
 
      * 



Lineane Helena Fernandes Zanlorenci                                                                   Experimento 10 

 61 

Experimento 10. Efeitos da administração aguda de pentilenotetrazol sobre a 

atividade locomotora de camundongos em campo aberto 

 

Delineamento Experimental 

  

 Trinta e seis camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 3 grupos 

contendo 12 animais cada, quais sejam: salina (sal), pentilenotetrazol 15 mg/Kg 

(ptz15) e pentilenotetrazol 20 mg/Kg (ptz20).  

 Os animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina 

ou pentilenotetrazol nas doses de 15 ou 20 mg/Kg. Cinco minutos após a injeção, 

os animais foram avaliados no campo aberto por cinco minutos (Quadro 10).   

 

Injeção Intervalo Observação 

sal 

ptz15 

ptz20 

5 min 

 

CA 5 min 

 

 

Quadro 10- Esquema de tratamento do Experimento 10. sal (salina), ptz 

(pentilenotetrazol), CA (campo aberto). 
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Resultados 

 Conforme ilustrado na figura 15, a análise de variância de uma via (ANOVA) 

não revelou diferenças significativas na atividade locomotora entre os diferentes 

grupos [F(2,33)=1,58; p>0,05]. 
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Figura 15- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com salina (sal) ou 

pentilenotetrazol nas doses de 15 (ptz15) ou 20 mg/Kg (ptz 20).  

Análise de variância de uma via (ANOVA). 

  

 



Lineane Helena Fernandes Zanlorenci                                                                   Experimento 11 

 64 

Experimento 11. Efeitos da administração aguda e concomitante de 15 

mg/Kg de pentilenotetrazol e anfetamina ou cocaína sobre a atividade 

locomotora de camundongos 

 

Delineamento Experimental 

 

 Cento e um camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 8 grupos 

contendo 12-13 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal + sal), salina + 

pentilenotetrazol 15mg/Kg (sal+ptz), cocaína 30 mg/Kg + salina (coc30+sal), 

cocaína 30 mg/Kg + pentilenotetrazol 15 mg/Kg (coc30+ptz), anfetamina 4 mg/Kg 

+ salina (anf4+sal) e anfetamina 4 mg/Kg + pentilenotetrazol 15 mg/Kg (anf4+ptz).  

 Metade dos animais recebeu concomitantemente uma injeção 

intraperitoneal (i.p.) de solução salina associada com salina, solução salina 

associada com pentilenotetrazol 15 mg/Kg, cocaína 30 mg/Kg associada com 

solução salina ou cocaína 30 mg/Kg associada com pentilenotetrazol 15 mg/Kg. 

Cinco minutos depois das injeções, os animais foram avaliados no campo aberto 

por cinco minutos (Quadro 11). 

 A outra metade dos camundongos recebeu uma injeção intraperitoneal (i.p.) 

de solução salina ou anfetamina 4 mg/Kg e dez minutos após, uma segunda 

injeção i.p. de solução salina ou pentilenotetrazol 15 mg/Kg. Cinco minutos depois 

da segunda injeção, os animais foram avaliados no campo aberto por cinco 

minutos (Quadro 11). 

 

 



Lineane Helena Fernandes Zanlorenci                                                                   Experimento 11 

 65 

1° injeção Intervalo 2° injeção Intervalo Observação 

sal sal 

sal ptz15 

coc30 sal 

coc30 

 

 

0 min 

 ptz15 

sal sal 

sal ptz15 

anf4 sal 

anf4 

 

 

10 min 

ptz15 

 

 

 

 

5 min 

 

 

 

 

CA 5 min 

Quadro 11- Esquema de tratamento do Experimento 11. sal (salina), ptz 

(pentilenotetrazol), anf (anfetamina), coc (cocaína), CA (campo aberto).
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Resultados 

 Como pode-se observar na figura 16, a análise de variância de uma via 

(ANOVA) [F(5,95)=51,17; p<0,001] seguida do post-hoc de Duncan, revelou que 

os animais que receberam sal+ptz e anf4+ptz não apresentaram nenhuma 

diferença significativa em relação ao grupo sal+sal. Por outro lado, os grupos 

tratados com coc30+sal, coc30+ptz e anf4+sal apresentaram uma locomoção 

significativamente aumentada quando comparada àquela do grupo sal+sal e 

sal+ptz. Além disso, foi verificada uma diminuição significativa na atividade 

locomotora dos animais tratados com anf4+ptz quando comparada àquela exibida 

pelos grupos coc30+sal, coc30+ptz e anf4+sal. 
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Figura 16- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados e desafiados, respectivamente, com: 

salina + salina (sal+sal), salina + pentilenotetrazol 15 mg/Kg (sal+ptz), 

cocaína 30 mg/Kg + salina (coc30+sal), cocaína 30 mg/Kg + 

pentilenotetrazol 15 mg/Kg (coc30+ptz) ou anfetamina 4 mg/Kg + salina 

(anf4+sal) ou anfetamina 4 mg/Kg + pentilenotetrazol 15 mg/Kg 

(anf4+ptz).  

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

 # p < 0,05 em relação ao grupo sal+ptz; 

 ○ p < 0,05 em relação aos grupos coc30+sal, coc30+ptz e anf4+sal. 
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Experimento 12. Efeitos da administração aguda e concomitante de 20 

mg/Kg de pentilenotetrazol e cocaína sobre a atividade locomotora de 

camundongos 

 

Delineamento Experimental 

 

 Cinqüenta e dois camundongos foram aleatoriamente distribuídos em 4 

grupos contendo 13 animais cada, quais sejam: salina + salina (sal+sal), 

pentilenotetrazol 20 mg/Kg + salina (ptz20+sal), cocaína 30 mg/Kg + salina 

(coc30+sal) e cocaína 30 mg/Kg + pentilenotetrazol 20 mg/Kg (coc30+ptz). 

 Os animais receberam concomitantemente uma injeção intraperitoneal (i.p.) 

de solução salina associada com salina, pentilenotetrazol 20 mg/Kg e solução 

salina, cocaína 30 mg/Kg associada com solução salina ou cocaína 30 mg/Kg 

associada com pentilenotetrazol 20 mg/Kg. Cinco minutos depois das injeções, os 

camundongos foram avaliados no campo aberto por cinco minutos (Quadro 12).  

 

Injeção Intervalo Observação 

sal+sal 

ptz20+sal 

coc30+sal 

coc30+ptz 20 

 

5 min 

 

CA 5 min 

 

Quadro 12- Esquema de tratamento do Experimento12. sal (salina), ptz 

(pentilenotetrazol), coc (cocaína), CA (campo aberto). 
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Resultados 

  

  A análise de variância de uma via (ANOVA) [F(3,48)=13,47; p<0,001] 

seguida do teste de Duncan revelou que os animais que receberam ptz20+sal não 

apresentaram nenhuma diferença significativa no parâmetro locomoção quando 

comparados ao grupo sal+sal (Figura 17). Por outro lado, os grupos coc30+sal e 

coc30+ptz20 apresentaram uma atividade locomotora significativamente 

aumentada em relação a esses grupos (sal+sal e ptz20+sal), sem diferir 

significativamente entre si.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Lineane Helena Fernandes Zanlorenci                                                                   Experimento 12 

 70 

Locomoção

0

50

100

150

200

250
300

350

400

450

500

sal+sal ptz20+sal coc30+sal coc30+ptz20

Fr
eq

üê
nc

ia

  

Figura 17- Freqüência de locomoção (média ± erro padrão) em campo 

aberto de camundongos tratados agudamente com: salina + salina 

(sal+sal), pentilenotetrazol 20 mg/Kg + salina (ptz20+sal), cocaína 30 

mg/Kg + salina (coc30+sal) ou cocaína 30 mg/Kg + pentilenotetrazol 20 

mg/Kg (coc30+ptz20). 

Análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan. 

 * p < 0,05 em relação ao grupo sal+sal; 

 # p < 0,05 em relação ao grupo ptz20+sal. 
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           * 
           # 
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5. DISCUSSÃO 
 
 

Conforme comentado na Introdução desta tese, o labirinto em cruz elevado 

(LCE) tem sido amplamente utilizado como modelo animal de ansiedade (Handley 

& Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986; Lister, 1987; Rodgers et 

al., 1992; Goto et al., 1993; Rodgers et al., 1997; Frussa-Filho et al., 1999; 

Carobrez & Bertoglio, 2005). Baseado no fato de os roedores preferirem lugares 

protegidos a espaços abertos, a exploração dos braços abertos do LCE constitui-

se o parâmetro sugerido para avaliação dos níveis de ansiedade de roedores 

expostos tanto ao LCE convencional (referências acima) quanto a versões 

modificadas desse labirinto (Graeff et al., 1993; Conceição et al., 1994; Silva & 

Frussa-Filho, 2000, 2002; Silva et al., 2002, 2004; Calzavara et al., 2004).  

A exploração dos braços abertos é quantificada por meio de dois 

parâmetros: a porcentagem de tempo e a porcentagem de entradas nesses 

braços. Na grande maioria dos estudos envolvendo o LCE, o parâmetro 

porcentagem de tempo nos braços abertos (%TBA) tem se mostrado mais 

sensível do que a porcentagem de entradas (%EBA) nos mesmos (Frussa-Filho & 

Ribeiro, 2002), sendo o único parâmetro utilizado para avaliar a ansiedade em 

alguns estudos de outros grupos de pesquisa (Gonzalez & File, 1997). Não 

obstante, de maneira geral, esses dois parâmetros apresentaram perfis similares 

de resposta às manipulações realizadas.  

Na primeira etapa do presente estudo, fez-se necessário caracterizar os 

efeitos da administração aguda do clordiazepóxido e das diferentes doses de 

midazolam na ansiedade de camundongos exposto ao LCE. Foi realizada uma 
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curva dose resposta para a escolha de uma dose ansiolítica do midazolam e 

replicar, nas presentes condições experimentais o efeito ansiolítico do 

clordiazepóxido no LCE. Tal efeito já foi demonstrado em trabalhos anteriores do 

nosso grupo em camundongos (Silva et al., 2004), porém mostrou-se restrito a 

uma faixa limitada de doses. Os resultados mostraram que a administração aguda 

de clordiazepóxido na dose de 5,0 mg/Kg e midazolam nas doses de 1,0 e 2,0 

mg/Kg, 30 minutos antes da observação dos animais no LCE aumentaram tanto a 

porcentagem de tempo gasto na exploração dos braços abertos (figura 3), como a 

porcentagem de entradas nos braços abertos (figura 4). No que diz respeito à 

dose de 0,5 mg/Kg de midazolam, o efeito ansiolítico promovido por essa dose foi 

evidenciado apenas pelo parâmetro porcentagem de entradas nos braços abertos. 

Como já comentado, o parâmetro porcentagem de tempo de permanência nesses 

braços usualmente é o mais sensível na detecção de alterações na ansiedade. 

Assim, nossos dados salientam a importância da quantificação de ambos os 

parâmetros. De qualquer forma, a ausência de alterações após a administração da 

dose de 0,5 mg/Kg de midazolam sugere que essa dose não é tão efetiva, quando 

comparada às demais, em promover efeitos ansiolíticos sob nossas condições 

experimentais. Essa sugestão é corroborada por Naidu e colaboradores, os quais 

em recente trabalho (2007) não verificaram efeitos ansiolíticos após a 

administração de 0,5 mg/Kg de midazolam em camundongos.  

 No segundo experimento, fez-se necessário caracterizar os efeitos da 

administração aguda do clordiazepóxido e das diferentes doses de midazolam na 

atividade locomotora de camundongos expostos ao campo aberto. As doses 

utilizadas foram as mesmas do primeiro experimento. Nenhuma das doses tanto 
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de clordiazepóxido quanto de midazolam modificaram a atividade locomotora no 

campo aberto (figura 5). 

 Dessa forma, as doses escolhidas para serem utilizadas nos próximos 

experimentos foram aquelas que aumentaram a porcentagem de tempo nos 

braços abertos (%TBA) sem alterar a atividade locomotora dos animais no campo 

aberto. Sendo elas: clordiazepóxido na dose de 5,0 mg/Kg e midazolam na dose 

de 1,0 mg/Kg. Embora a dose de 2,0 mg/Kg de midazolam também tenha se 

enquadrado nesse perfil, preferimos a menor dose efetiva (1,0 mg/Kg) para evitar 

eventuais efeitos depressores locomotores em lotes de animais eventualmente 

mais sensíveis a esses efeitos. 

  Depois de escolhidas as doses, o terceiro experimento foi realizado com o 

intuito de verificar a possível liberação do efeito estimulante locomotor da 

anfetamina pela inibição do seu efeito ansiogênico promovida pelo clordiazepóxido 

em camundongos expostos ao campo aberto. Para tanto, os animais foram 

inicialmente submetidos a diferentes tratamentos farmacológicos (salina, 

clordiazepóxido 5 mg/Kg, anfetamina 2 ou 4 mg/Kg e clordiazepóxido 5 mg/Kg + 

anfetamina 2 mg/Kg) e expostos ao campo aberto. A análise dos resultados (figura 

6), confirma, primeiramente a incapacidade de a dose de 5 mg/Kg de 

clordiazepóxido modificar a atividade locomotora de roedores em campo aberto. 

Revela, também, que a dose de 2 mg/Kg de anfetamina não foi efetiva em 

aumentar a freqüência de locomoção dos animais. Esse resultado pode estar 

relacionado ao fato que a exposição de camundongos a um ambiente novo pode 

aumentar os níveis de ansiedade (Alvarez et al, 2006). Nesse sentido, a soma do 

efeito ansiogênico promovido pela novidade com o efeito ansiogênico eliciado pela 
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anfetamina sobressairia ao efeito estimulante da droga, impedindo o aumento da 

atividade locomotora. Por outro lado, a anfetamina na dose de 4 mg/Kg promoveu 

tal aumento na freqüência de locomoção. Dessa forma, em uma dose maior de 

anfetamina o efeito estimulante motor parece superar o efeito ansiogênico. 

Essa resposta comportamental já era esperada, considerando a ação da 

anfetamina em aumentar a liberação de dopamina no núcleo accumbens (Creese 

& Iversen, 1974). A transmissão dopaminérgica nessa região desempenha um 

papel importante na hiperlocomoção induzida pela administração de 

psicoestimulantes (Clarke et al., 1988). Essa estrutura é tradicionalmente 

considerada um moderador do fluxo de informações entre o sistema límbico e o 

sistema motor (Mogenson, 1980; Cornish & Kalivas, 2001). 

 Já, quando combinada, a administração da dose menor de anfetamina 

(inefetiva em promover per se aumento da atividade locomotora) com um agente 

ansiolítico (clordiazepóxido, em dose também inefetiva em promover per se 

aumento da atividade locomotora), verificou-se uma freqüência de locomoção 

aumentada em relação àquelas apresentadas tanto pelo grupo controle (salina) 

como pelos grupos que receberam apenas a administração de anfetamina ou de 

clordiazepóxido. Corroborando esse dado, cabe colocar que esta hiperatividade 

pela associação do clordiazepóxido com a anfetamina já foi observada por Arban 

e colaboradores (2005). É importante mais uma vez enfatizar que a dose de 

clordiazepóxido utilizada (5 mg/Kg) não apresentou efeito per se sobre a atividade 

locomotora. Esse último fato fortalece a possibilidade de que o efeito 

potencializador do clordiazepóxido sobre a ação estimulante da anfetamina tenha 

decorrido do antagonismo da ação ansiogênica desse psicoestimulante; efeito 
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ansiogênico este que atenuaria a manifestação do efeito estimulante. Em outras 

palavras, o clordiazepóxido liberaria o efeito estimulante da anfetamina por 

antagonizar sua ação ansiogênica concomitante. 

Essas evidências permitiram sugerir que quando se associou um ansiolítico 

como o clordiazepóxido, houve uma inibição do efeito ansiogênico e a liberação do 

efeito estimulante dos psicoestimulantes. A diferença entre a atividade locomotora 

apresentada pelo grupo que só recebeu o psicoestimulante e aquela do grupo em 

que este é associado ao ansiolítico pode ser indicador do efeito ansiogênico da 

droga. 

Um aspecto interessante a ser notado é o fato de que a atividade 

locomotora apresentada pelos animais submetidos à associação 

clordiazepóxido/anfetamina 2 mg/Kg foi similar àquela exibida pelos camundongos 

que receberam unicamente anfetamina 4 mg/Kg. Em outras palavras, o efeito 

estimulante locomotor da anfetamina correspondeu àquele promovido pelo dobro 

da dose quando esta foi associada com o benzodiazepínico. 

 Já, no experimento 4, procurou-se verificar a possível potencialização do 

efeito estimulante locomotor máximo da anfetamina pela inibição do seu efeito 

ansiogênico pelo clordiazepóxido em camundongos expostos ao campo aberto. 

Para tanto, os animais foram inicialmente submetidos a diferentes tratamentos 

farmacológicos (salina, anfetamina 2, 4 ou 6 mg/Kg, clordiazepóxido 5 mg/Kg + 

anfetamina 4 mg/Kg) e expostos ao campo aberto. A análise dos resultados (figura 

7) permite dizer que a dose de 2 mg/Kg de anfetamina não foi capaz de aumentar 

a freqüência de locomoção dos animais do mesmo modo que o experimento 

anterior. Por outro lado, a anfetamina nas doses de 4 e 6 mg/Kg aumentou a 
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freqüência de locomoção geral, sendo a dose de 4 mg/Kg aquela que promoveu o 

efeito locomotor máximo. Yates e colaboradores (2007) demonstraram que a dose 

de 6 mg/Kg de anfetamina aumentou a resposta locomotora dos camundongos, 

entretanto com períodos de comportamentos estereotipados, os quais poderiam 

inibir a expressão do efeito estimulante locomotor por um processo de competição 

comportamental (Chinen et al., 2006). 

 Na literatura, é bem relatado que a anfetamina em doses baixas e 

moderadas aumenta a locomoção enquanto que em altas doses há uma indução 

de comportamentos estereotipados (Creese & Iversen, 1974; Fink & Smith, 1980; 

Yates et al., 2007). Os diferentes tipos de respostas comportamentais observados 

após a administração de anfetamina (intensificação da atividade motora geral e 

eliciação de comportamentos estereotipados) podem ser atribuídos ao fato de que 

psicoestimulantes promovem efeitos comportamentais específicos ao atuarem nos 

sistemas dopaminérgicos mesolímbico e nigroestriatal, respectivamente. De fato, 

doses pequenas a moderadas parecem agir primeiramente no núcleo accumbens. 

A estimulação dessa área produz uma ativação psicomotora caracterizada 

principalmente por aumento da atividade locomotora. Por outro lado, doses 

maiores costumam eliciar comportamentos estereotipados como movimentos de 

cheirar, lamber ou roer repetitivamente um mesmo local. Essa resposta 

comportamental seria resultado da ativação de neurônios dopaminérgicos 

principalmente localizados no corpo estriado (estriado dorsal) do sistema 

nigroestriatal (Kelly et al., 1975). De importância, os resultados do experimento 4 

demonstraram claramente que a associação com o benzodiazepínico 

clordiazepóxido foi eficaz em potencializar o efeito estimulante locomotor máximo 
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promovido pela anfetamina. Esse fato sugere que mesmo em doses de 

anfetamina que produzem um efeito estimulante locomotor capaz de sobrepujar o 

efeito ansiogênico concomitante este último ainda é capaz de atenuar o primeiro. 

 No experimento 5, procuramos validar o modelo proposto com a utilização 

de outro ansiolítico benzodiazepínico (midazolam). Para tanto, os animais foram 

inicialmente submetidos a diferentes tratamentos farmacológicos (salina, 

midazolam 1 mg/Kg, anfetamina 2 ou 4 mg/Kg e midazolam 1 mg/Kg + anfetamina 

2 mg/Kg) e expostos ao campo aberto. A análise dos resultados (figura 8) permite 

dizer que a dose de 2 mg/Kg de anfetamina não foi capaz de aumentar a 

freqüência de locomoção dos animais. Novamente esse dado corroborou os 

anteriores. Da mesma forma, a anfetamina na dose de 4 mg/Kg promoveu um 

aumento na freqüência de locomoção. Quando se combinou a administração da 

dose menor de anfetamina com o midazolam, verificou-se uma freqüência de 

locomoção aumentada em relação àquela apresentada apenas pela administração 

de anfetamina na mesma dose. Nesse aspecto é importante ressaltar que a dose 

de midazolam utilizada (1 mg/Kg) não apresentou efeito per se. Esse último fato 

uma vez mais fortalece a possibilidade de que o efeito potencializador de 

benzodiazepínicos sobre a ação estimulante da anfetamina tenha decorrido do 

antagonismo do efeito ansiogênico desse psicoestimulante; efeito ansiogênico 

este que atenuaria a manifestação do efeito estimulante. Desta maneira, por meio 

da utilização de outro benzodiazepínico, o modelo proposto nesta tese foi 

validado. 

Com os resultados do experimento 5 validamos nosso modelo para avaliar os 

efeitos ansiogênicos de psicoestimulantes com dois agentes benzodiazepínicos 
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diferentes. O objetivo do experimento 6 foi validar esse modelo, agora, para um 

segundo agente psicoestimulante: a cocaína. Assim, passamos a investigar, a 

semelhança do experimento 3, a possível liberação do efeito ansiogênico da 

cocaína pela administração conjunta com o clordiazepóxido. Para tanto, os 

animais foram inicialmente submetidos a diferentes tratamentos farmacológicos 

(salina, cocaína 10 ou 30 mg/Kg e clordiazepóxido 5 mg/Kg + cocaína 10 mg/Kg) e 

expostos ao campo aberto. A análise dos resultados (figura 9) permite-nos sugerir 

que a menor dose de cocaína utilizada (10 mg/Kg) já foi capaz de aumentar a 

freqüência de locomoção dos animais. Entretanto, o aumento na freqüência de 

locomoção promovido pela dose de 30 mg/Kg foi significativamente maior. Esse 

fato é esperado visto que a estimulação locomotora induzida pela cocaína tem 

sido associada com freqüência ao aumento extracelular dos níveis de dopamina 

no sistema mesolímbico. O aumento de dopamina no núcleo accumbens em 

particular tem sido mais implicado no aumento da atividade locomotora induzido 

pela cocaína (Reith, 1986; Elliott et al., 1987; Kuczenski et al., 1991), porém há 

evidências de outros importantes neurotransmissores nesta mediação, como por 

exemplo, o glutamato (Cornish & Kalivas, 2001; Carlezon & Nestler, 2002). 

Quando se combinou a administração da dose menor de cocaína com o 

clordiazepóxido, verificou-se uma freqüência de locomoção aumentada em relação 

àquela apresentada apenas pela administração tanto de cocaína como de  

clordiazepóxido. Da mesma maneira que ocorrido com a anfetamina, o 

clordiazepóxido parece ter liberado o efeito estimulante da cocaína por 

antagonizar sua ação ansiogênica concomitantemente.  
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Um aspecto relevante a ser observado nos resultados do experimento 6 foi 

o fato de que, ao contrário do verificado para a anfetamina (experimento 3, figura 

6), a associação de uma dose menor de cocaína com clordiazepóxido não foi 

efetiva em produzir um aumento da atividade locomotora na mesma magnitude 

que aquela produzida por uma dose maior do psicoestimulante. De fato, a figura 9 

mostra que a freqüência de locomoção dos animais do grupo cdz+coc10 foi 

significativamente menor que àquela apresentada pelo grupo sal+coc30. Por outro 

lado, a figura 6 nos mostra que a freqüência de locomoção apresentada pelo 

grupo cdz+anf2 não diferiu significativamente daquela exibida pelo grupo sal+anf4. 

A primeira possibilidade que surge para explicar essa aparente menor efetividade 

de o clordiazepóxido liberar o efeito estimulante locomotor da cocaína, em relação 

à anfetamina está associada ao fato de que a maior dose de anfetamina (4 mg/Kg) 

foi o dobro da menor dose (2 mg/Kg), enquanto a maior dose de cocaína utilizada 

(30 mg/Kg) foi o triplo da menor (10 mg/Kg). Assim, seria mais difícil que a 

atividade locomotora do grupo cdz+coc10 se equiparasse àquela do grupo 

sal+coc30. Não obstante, a comparação das figuras 6 e 9 nos mostra que a 

duplicação da dose de anfetamina foi visualmente mais efetiva em aumentar a 

atividade locomotora do que a triplicação da dose de cocaína (a diferença entre a 

atividade locomotora dos grupos sal+anf4 e sal+anf2 é maior do que a diferença 

entre os grupos sal+coc30 e sal+coc10). Assim, uma possibilidade que nos parece 

mais provável é a de que em relação à anfetamina, a participação do efeito 

ansiogênico promovido pela dose de 10 mg/Kg de cocaína seja menos relevante 

(talvez por ser menos intenso) para a expressão da atividade locomotora dos 

animais. Assim, a abolição do efeito ansiogênico da cocaína produziria uma menor 
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liberação do efeito estimulante locomotor da droga. Alternativamente, poder-se-ia 

propor um raciocínio inverso: que o efeito ansiogênico da cocaína fosse mais 

intenso do que o da anfetamina e, portanto, não completamente abolido pelo 

clordiazepóxido. Esse fato também resultaria em uma menor liberação do efeito 

estimulante locomotor da droga. Todavia, se essa possibilidade estivesse correta 

seria de se esperar que essa mesma dose de clordiazepóxido tivesse ainda mais 

dificuldade em liberar o efeito estimulante locomotor promovido por uma dose 

ainda maior de cocaína (a qual provavelmente produziria um efeito ansiogênico 

ainda mais intenso). Como mostram os resultados do experimento 7, discutidos a 

seguir, não foi verificada essa hipotética maior dificuldade do clordiazepóxido em 

liberar o efeito estimulante locomotor de uma dose maior (30 mg/Kg) de cocaína. 

Assim, no experimento 7 procurou-se verificar a possível liberação do efeito 

estimulante locomotor máximo da cocaína pela inibição do seu efeito ansiogênico 

pelo clordiazepóxido em camundongos submetidos ao campo aberto. Para tanto, 

os animais foram inicialmente submetidos a diferentes tratamentos farmacológicos 

(salina, cocaína10, 30 ou 60 mg/Kg e clordiazepóxido 5 mg/Kg + cocaína 30 

mg/Kg) e expostos ao campo aberto. A análise dos resultados (figura 10) nos 

revela dizer que as doses de 10 e 60 mg/Kg de cocaína foram capazes de 

aumentar a freqüência de locomoção dos animais. Entretanto, a cocaína na dose 

de 30 mg/Kg promoveu um aumento significativamente maior na freqüência de 

locomoção, ou seja, o efeito locomotor máximo. A cocaína eliciou um aumento da 

atividade locomotora com um perfil em U invertido no que tange à dose, como 

previamente descrito na literatura (Snoddy & Tessel, 1985; Nielsen & Scheel-

Kruger, 1988; Rocha, 2003). Assim, essa hiperatividade é mais proeminente em 
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doses intermediárias e diminui em altas doses que, assim como ocorre com a 

anfetamina passam a eliciar comportamentos estereotipados (Tyler & Tessel, 

1979; Rocha, 2003). Quando se combinou a administração da dose máxima de 

cocaína com o clordiazepóxido, verificou-se uma freqüência de locomoção 

aumentada em relação àquela apresentada apenas pela administração de 

cocaína. Esse último fato fortalece a possibilidade de que o efeito potencializador 

do clordiazepóxido sobre a ação estimulante da cocaína tenha decorrido do 

antagonismo do efeito ansiogênico desse psicoestimulante; efeito ansiogênico 

este que atenuaria a manifestação do efeito estimulante. Além disso, assim como 

discutido anteriormente para a anfetamina, sugere que mesmo em doses nas 

quais o efeito estimulante sobrepuja a ação ansiogênica, os efeitos ansiogênicos 

da cocaína ainda são capazes de atenuar de forma significativa sua ação 

estimulante locomotora. 

Com os experimentos acima pode-se sugerir que o campo aberto foi um 

método simples e eficaz para medir por meio da atividade locomotora os efeitos 

ansiogênicos de drogas psicoestimulantes. 

No próximo experimento, procurou-se verificar se o modelo proposto neste 

trabalho seria sensível ao fenômeno de one-trial tolerance ou tolerância de 

primeira passagem (OTT). Esse fenômeno é uma importante crítica ao labirinto em 

cruz elevado e corresponde ao fato de o efeito ansiolítico de benzodiazepínicos 

não ser detectado numa segunda exposição ao LCE. Várias hipóteses não 

necessariamente exclusivas foram levantadas para explicar o fenômeno de OTT. 

Dentre elas, acredita-se que esse fenômeno decorra 1) da redução do conflito 

(curiosidade/segurança) gerado pelo aparato na segunda passagem (Rodgers & 
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Shepherd, 1993); 2) de uma rápida tolerância ao benzodiazepínico (File et al., 

1992); 3) do reconhecimento de áreas seguras do LCE (Frussa-Filho & Ribeiro, 

2002); 4) de uma habituação ao comportamento locomotor (Dawson et al., 1994); 

5) de um aumento do medo dos animais pelos braços abertos (Rodgers & 

Shepherd, 1993); ou, por fim, 6) de uma alteração ao tipo de ansiedade, ou seja, 

uma ansiedade generalizada na primeira passagem para uma fobia específica na 

segunda passagem (File et al., 1993). Além disso, essa perda dos efeitos 

ansiolíticos dos benzodiazepínicos têm sido encontrada em outros modelos 

animais de ansiedade como por exemplo o teste claro/escuro (Holmes et al., 2001) 

e no beber punido (File & Zangrossi, 1993). Em nosso oitavo experimento, os 

animais foram expostos ao aparelho durante 3 dias por 15 minutos, sendo apenas 

quantificados os 5 minutos iniciais de cada dia. Foi observada uma redução da 

locomoção ao passar dos dias (figura 11), caracterizando, assim, uma efetiva 

habituação ao aparelho. O comportamento de habituação à exploração é definido 

como uma redução da resposta a um novo ambiente como conseqüência de uma 

exposição repetida (Platel & Porsolt, 1982; Dawson et al., 1994). No dia seguinte 

após o término do procedimento de habituação, os animais foram desafiados com 

o clordiazepóxido em uma dose inefetiva, anfetamina ou cocaína administradas 

isoladamente ou combinadas com clordiazepóxido. Nossos resultados mostraram 

que a associação entre a droga ansiolítica e os psicoestimulantes continuou 

efetiva em aumentar a atividade locomotora dos camundongos (figura 12). Esses 

dados sugerem que não há o desenvolvimento do fenômeno de OTT, aos efeitos 

ansiolíticos de benzodiazepínicos. 
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Uma característica interessante referente ao modelo de ansiedade proposto 

nesta tese é o fato de que o mesmo é efetivo em simultaneamente detectar a ação 

ansiogênica dos psicoestimulantes e os efeitos ansiolíticos dos benzodiazepínicos. 

Nos experimentos 9 a 12 desta tese procuramos investigar se o modelo também 

seria efetivo em detectar a ação de uma droga conhecidamente ansiogênica, 

como é o caso do pentilenotetrazol. Em outras palavras, procuramos verificar se o 

modelo proposto seria capaz de detectar de forma bidirecional alterações nos 

níveis de ansiedade de camundongos. Para isso, utilizou-se uma droga 

ansiogênica, o pentilenotetrazol (ptz), que, em humanos, foi inicialmente utilizada 

como uma droga convulsivante, sendo constatado posteriormente que, em doses 

subconvulsivantes, produzia intensa ansiedade e ataques de pânico (Schenberg et 

al., 2001; Jung et al., 2002). A propriedade ansiogênica do pentilenotetrazol tem 

sido demonstrada em vários modelos animais, incluindo labirinto em cruz elevado 

(Pellow et al., 1985), sendo utilizada em alguns modelos como um estímulo 

ansiogênico interoceptivo. É interessante notar que animais treinados a 

reconhecer os efeitos do pentilenotetrazol, generalizam a reposta comportamental 

(geralmente a pressão a uma barra) a outras drogas ansiogênicas, como, por 

exemplo, ioimbina e cocaína. Da mesma forma, outras situações ansiogênicas, 

como retirada de um benzodiazepínico, assemelham-se a um estímulo induzido 

pelo pentilenotetrazol. Em geral, drogas ansiolíticas conhecidas antagonizam tais 

efeitos com potência similar à relatada clinicamente (Jung et al., 2002, Hansen et 

al., 2004). Está claro que os efeitos específicos do pentilenotetrazol são 

largamente mediados pelo receptor GABAA, embora o mecanismo específico de 

bloqueio do receptor pelo ptz ainda não esteja esclarecido (Jung et al., 2002, 
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Hansen et al., 2004). Sabe-se que age via sítio da picrotoxina (situado no interior 

do canal de cloreto) no complexo receptor GABAA-benzodiazepínico-canal de 

cloreto, reduzindo o influxo de íons cloreto. 

Desta maneira, no experimento 9 houve a necessidade de caracterizar os 

efeitos da administração aguda das diferentes doses de pentilenotetrazol na 

ansiedade de camundongos exposto ao labirinto em cruz elevado. Foi realizada 

uma curva dose resposta para a escolha de uma dose ansiogênica. Os resultados 

mostraram uma redução na porcentagem de tempo nos braços abertos dos 

animais que receberam as doses de 15 e 20 mg/Kg de pentilenotetrazol (figura 13) 

e uma diminuição na porcentagem de entradas nos braços abertos somente dos 

animais que receberam a dose de 20 mg/Kg de pentilenotetrazol (figura 14). Esse 

efeito é semelhante ao que já foi relatado por Pellow e colaboradores (1985), por 

Cruz e colaboradores (1994) e por Kliethermes e colaboradores (2003), 

interpretado pelos autores como um aumento nos níveis de ansiedade dos 

animais expostos ao labirinto em cruz elevado.  

 Já, no experimento 10, fez-se necessário caracterizar os efeitos da 

administração aguda do pentilenotetrazol na atividade locomotora de 

camundongos expostos ao campo aberto. As doses utilizadas foram às mesmas 

do experimento anterior. Nenhuma das doses de pentilenotetrazol modificou a 

locomoção dos camundongos no campo aberto (figura 15). 

 Dessa forma, foi escolhida a menor dose de pentilenotetrazol que 

diminuísse a porcentagem de tempo nos braços abertos sem que alterasse a 

atividade locomotora no campo aberto, sendo ela: a dose de 15 mg/Kg. 
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A bidirecionalidade do modelo foi testada a partir da avaliação da 

administração concomitante de ptz com psicoestimulantes (figura 16- experimento 

11). Para tanto, os animais foram inicialmente submetidos ao seguinte tratamento: 

(salina, pentilenotetrazol 15 mg/Kg, cocaína 30 mg/Kg, cocaína 30 mg/Kg + 

pentilenotetrazol 15 mg/Kg, anfetamina 4 mg/Kg e anfetamina 4 mg/Kg + 

pentilenotetrazol 15 mg/Kg). Foram utilizados as doses máximas de cocaína e 

anfetamina no que tange à capacidade de produzir um efeito hiperlocomotor para 

que houvesse maior magnitude de locomoção a ser diminuída pelo 

pentilenotetrazol, evitando assim um “efeito chão”. 

Em relação à cocaína, os animais tratados a dose de 30 mg/Kg ou com a 

combinação de cocaína 30 mg/Kg + pentilenotetrazol 15 mg/Kg apresentaram 

uma atividade locomotora aumentada em relação aos grupos salina e 

pentilenotetrazol, não diferindo, entretanto, entre si. Esses dados mostram que 

para a cocaína não foi observada a bidirecionalidade do modelo, ou seja, uma 

droga ansiogênica não foi capaz de diminuir a locomoção eliciada pela cocaína, 

potencializando seu efeito ansiogênico, ao menos nessas doses. 

Já, a análise dos resultados da anfetamina permite-nos dizer que a dose de 

4 mg/Kg foi capaz de aumentar a ambulação dos animais no campo aberto. 

Entretanto, quando se combinou a administração dessa dose de anfetamina com o 

agente ansiogênico pentilenotetrazol (em dose inefetiva em promover per se 

alterações na ansiedade), verificou-se uma freqüência de locomoção diminuída 

em relação àquela apresentada apenas pela anfetamina. É importante ressaltar 

que a dose de 15 mg/Kg não apresenta efeito per se, sugerindo que o ptz tenha 

potencializado o efeito ansiogênico da anfetamina e, consequentemente, 
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provocado uma diminuição da magnitude do seu efeito estimulante. Esses 

resultados mostram que para a anfetamina foi possível verificar a bidirecionalidade 

do modelo, ou seja, o ptz potencializou o efeito ansiogênico da anfetamina 

diminuindo seu efeito estimulante. 

É importante ressaltar que embora a cocaína e a anfetamina compartilhem 

de mecanismos semelhantes para aumentar a disponibilidade sináptica de 

dopamina no sistema mesolímbico, há fortes evidências que apontam diferenças 

nos efeitos comportamentais induzidos por essas drogas. Lesões em subáreas 

distintas no córtex pré-frontal atenuam a sensibilização comportamental induzida 

por cocaína, mas não pela anfetamina (Tzschentke & Schmidt, 2000). Nesse 

sentido, antagonistas de receptores delta-opióides atenuam a atividade 

locomotora de ratos induzida pela anfetamina, mas não pela cocaína (Jones et al., 

1993). Além disso, Cadoni e colaboradores (2000) verificaram que ratos pré-

expostos a anfetamina mostram uma sensibilização da transmissão 

dopaminérgica na porção core, mas sem alteração da transmissão dopaminérgica 

na porção shell do núcleo accumbens. Paralelamente, ratos pré-expostos a altas 

doses de cocaína não apresentaram um aumento da transmissão dopaminérgica 

na porção core, mas exibiram uma diminuição de dopamina na porção shell desta 

estrutura. 

No último experimento, procurou-se verificar se com o aumento da dose de 

pentilenotetrazol poderíamos diminuir o efeito estimulante da cocaína. Para tanto, 

os animais foram inicialmente submetidos ao seguinte tratamento: salina, 

pentilenotetrazol 20 mg/Kg, cocaína 30 mg/Kg e cocaína 30 mg/Kg + 

pentilenotetrazol 20 mg/Kg. Os resultados (figura 17) mostraram que a cocaína na 
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dose de 30 mg/Kg e a combinação da cocaína 30 mg/Kg + pentilenotetrazol 20 

mg/Kg aumentaram a freqüência de locomoção dos animais. Entretanto, 

novamente não houve diferenças entre os grupos. Esse experimento mostrou, 

assim, que mesmo com o aumento da dose de pentilenotetrazol não houve a 

diminuição do efeito estimulante da cocaína. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A presente tese propõe um modelo novo e extremamente simples para a 

avaliação da ação ansiogênica de psicoestimulantes como a anfetamina e a 

cocaína. Esse modelo é capaz de, simultaneamente, detectar os efeitos 

ansiolíticos de benzodiazepínicos como o clordiazepóxido e o midazolam, não 

estando sujeito ao fenômeno de one-trial tolerance. Em situações específicas, tal 

modelo pode ainda detectar os efeitos de agentes ansiogênicos como o 

pentilenotetrazol. 
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