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RESUMO

A ansiedade é uma emogdo com consequéncias psicolégicas e fisiolégicas para o organismo. Gera
estresse, sendo possivel ser avaliado pelos niveis de glicocorticéide sanguineo, um importante
biomarcador daquele. O presente trabalho buscou investigar se a restricdao hidrica e alimentar,
rotineiramente empregada com animais de laboratério, é capaz de induzir estresse em ratos
Wistar submetidos a tempos progressivamente maiores de restricdo. Trinta e seis ratos foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos, sendo um grupo controle sem restricdo, e trés grupos
com restricées, em intervalos de 24h, 36h e 48h. O nivel de estresse dos animais foi avaliado
através dos niveis de corticosterona sérica e pelo teste no Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Os
resultados mostraram auséncias de diferengas significantes entre os grupos com niveis
semelhantes de corticosterona sérica e de ansiedade, sugerindo que o tratamento nado foi capaz
de modular o nivel de ansiedade dos animais.
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EFFECTS OF WATER AND FOOD RESTRICTIONS ON SERUM CORTICOSTERONE AND ANXIETY OF
WISTAR RATS

ABSTRACT

Anxiety is an emotion with psychological and physiological effects on the organism. It generates
stress which can be evaluated by the levels of blood corticosterone, an important biomarker of the
level of stress. The present study investigated if water and food restriction, commonly used in
laboratory animals, is able to induce stress in Wistar rats subjected to progressively larger
restriction times. Thirty-six Wistar rats were randomly divided into four groups: one Control Group
(no restriction) and three groups of water and food restriction (Group 24h, 36h and 48h). The
stress level of the animals was assessed by means of serum corticosterone and on the Elevated
Plus Maze Task (EPM). Results showed absence of significant differences between groups with
high levels of serum corticosterone and anxiety, suggesting that the treatment was not able to
modulate stress levels in all animal.

Keywords: anxiety, corticosterone, EPM, restriction.

INTRODUGAO gerenciamento de objetivos, isto é, promovem

EmocGes sdo respostas transitérias que resposta comportamental mais adequada.
se manifestam em nivel fisioldgico, cognitivo e Ansiedade é o nome dado ao sentimento eliciado
comportamental. Segundo Oatley’, funcionam no por certos estimulos e envolve sentimento
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principal de antecipacdo e expectativa a eventos
futuros.

Assim, vdrias alteracdes fisioldgicas
podem ser observadas durante uma resposta
ansiosa, mediadas por estimulagdo simpatica:
aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria,
pressao arterial, tonus muscular, além da inibicao
do trato gastrointestinal, dilatacdo da pupila e
aumento do fornecimento de energia metabdlica
aos musculos esqueléticos @

Com relagdo ao comportamento, uma
ameaca pode desencadear respostas como
esquiva, congelamento, aproximacao e avaliacdo
de risco, e em caso de muita ansiedade, podem
ocorrer ainda respostas de defesa ou de
ataque®.

Sendo assim, Corticosterona é o principal
corticoide a ser secretado nos ratos”. Os
glicocorticdides participam em todas as etapas da
resposta de estresse, e sdo, por isso,
considerados como marcadores biolégicos(s’,
tendo como papel relevante em todo o momento
da resposta de estresse, e ainda, indiretamente,
continua apds o desaparecimento do agente
estressor'®.

Por conseguinte, a glandula suprarrenal,
na sua porgdo cortical (zona fasciculada), é a
responsavel pela sintese dos glicocorticdides e
estd sob o comando adenohipofisdrio do ACTH
(hormonio adrenocorticotréfico) que, por sua
vez, é controlado pelo horménio liberador de
corticotropina (CRH), secretado pelo
hipotalamo"”, ja que a resposta ao estresse gera
a secrecdo de ACTH, que desencadeia a liberacdo
de glicocorticéides.

Vale frisar que tanto corticosterona
quanto ACTH seguem um ciclo circadiano de
Iiberagéo(g) , ou seja, ciclos de 24h onde ha
variacdao de iluminacdao ambiental denominado
dia e noite, respectivamente, isto é, fase clara e
fase escura®?). Tal alternancia de variacdo é o
que garante a sincronizacao enddgena, embora
seja passivel de influéncia por fatores externos,
em geral sdo regulados por controle do Nucleo
Supraquiasmatico do Hipotalamo®®.

Segundo Tomanari, Pine e Silva? a
privagdo hidrica ou alimentar é uma das
operagdes motivacionais mais comumente
usadas em laboratdrios de Psicologia para o
estudo de processos de aprendizagem. Assim,
privam-se os animais de alimento ou agua, que
serdo apresentados como consequéncias de
comportamentos emitidos em sessdo. Este
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procedimento faz com que as respostas que
produziram a comida ou agua aumentem de
frequéncia.

No entanto, pouco se avalia as
consequéncias da restricao para o
comportamento dos animais. Leathwood e
Plummer (1969) descrevem que ambas as
restricdes levam a hiperatividade, curiosidade
diminuida e diminuicdo do comportamento
exploratério, comportamentos semelhantes ao
de ratos ansiosos ™.

Desde a década de 80 o Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) vem sendo utilizado como um dos
principais e mais robustos instrumentos de
mensuracio de ansiedade ™" Fatores como
seu baixo custo de produgdo e utilizagdo, assim
como sua rapidez de aplicagdo foram essenciais
na sua popularizacdo e seu principio basico de
funcionamento reside em novos ambientes
gerarem tanto medo como curiosidade, criando
um  conflito  esquiva-aproximacio™®.  Os
parametros mais usados sdo o tempo gasto em
cada braco, o numero de entradas nos bracos
abertos e as porcentagens de tempo, sendo a
permanéncia nos bragos abertos um indice
robusto de ansiedade *°.

A combinag¢do da medida dos niveis de
corticdides com o desempenho de ratos no LCE
tem grande relevancia para o entendimento do
guanto as restricdes hidrica e alimentar podem
estressar os animais e avaliar a amplitude de
alteragbes tanto em seus aspectos subjetivos
(emocionais) quanto fisiolégicos.

Portanto, o presente trabalho tem como
avaliar se restricGes hidricas e alimentares com
diferentes periodos de duragdo, tem efeitos
ansiogénicos sobre ratos Wistar.

METODOLOGIA
Animais

Foram utilizados 36 ratos albinos,
machos, da raga Wistar com aproximadamente
100 dias de vida como sujeitos experimentais. Os
animais pesavam entre 250 e 450g e foram
fornecidos pelo Biotério Central (BC) da
Universidade. Foram alojados individualmente
em gaiolas de metal e distribuidos entre quatro
grupos (n=9 cada): (1) um Grupo Controle; e trés
grupos privados de d&gua e alimento por
intervalos de tempo progressivamente maiores,
constituindo o (2) Grupo 24 horas; o (3) Grupo 36
horas; e o (4) Grupo 48 horas. O periodo de
adaptacdo ao laboratério, onde os experimentos
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foram realizados, foi de uma semana, periodo no
qual os animais tiveram agua e alimento ad
libitum. A restricdo apenas teve inicio apos esse
periodo, para os experimentos.

Todos 0s procedimentos  foram
autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade
(Protocolo 1732). O numero final de ratos em
cada grupo foi de n=7 para o Grupo Controle, n=8
para o Grupo 24h, n=9 para o Grupo 36h e n=8
para o Grupo 48h, por problemas com a coleta de
sangue de quatro dos animais (coleta insuficiente
em dois ratos e anestesia ineficiente em outros
dois).

Aparato
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O LCE (Figura 1) é um aparato elevado a
50 cm do chdo, constituido por passarelas em
forma de cruz simétrica formada por quatro
bragos de 50x10cm, sendo dois bragos abertos
(A) e dois fechados (B) por paredes laterais com
40cm de altura. Todos os bragos sao unidos por
um Quadrante Central (QC) de 10x10 cm, a area
de jungdo dos quatros bracos *® % Cada rato é
colocado individualmente no QC voltado para um
dos bragos fechados e tem 5 minutos para
explorar o ambiente. Os parametros do teste ja
tém sido extensivamente validados, inclusive
para o teste de drogas ansioliticas "®.

Figura 1. Demonstragao do Labirinto em Cruz Elevado (LCE

Coleta e andlise de amostras

As amostras de sangue (2 mL) foram
coletadas por puncdo cardiaca *? com tubos a
vacuos sem heparina, refrigerado até 7 dias entre
2° e 8°C e enviadas para o laboratério Hermes
Pardini, Belo Horizonte-MG, para andlise
quantitativa de Corticosterona. A dosagem foi
realizada pelo método de Quimioluminescéncia.
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Procedimento

Todos os testes foram conduzidos dentro
do Laboratério de Psicologia Experimental (LPE)
numa sala com iluminagdo ambiente. Apds uma
semana de aclimatacdo, deu se inicio aos
experimentos.

No primeiro dia do experimento foram
testados os ratos do Grupo Controle e iniciada a
privacdo hidrica e alimentar dos trés grupos de
restricdo (Grupo 24h, 36h, e 48h). No LCE os ratos
eram colocados sobre a plataforma central com a
cabeca sempre voltada para um dos bracos
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fechados, podendo explorar o labirinto por cinco
minutos. Os dados de movimentacdao do animal
foram registrados com o programa X-Plo-Rat®®),
software para registro comportamental do LCE.
Entre um teste e outro, o LCE era limpo com
alcool 70% e os ratos eram anestesiados com
pentobarbital sddico (30 mg/kg) para a coleta de
sangue.

As amostras de sangue foram coletadas
em tubos Vacutainer de 4mL, com a agulha 25x7
mm a vdcuo, 2mL de sangue por puncao cardiaca,
onde posicionava-se o animal em decubito
dorsal, localizava-se o coragdo posicionando o
dedo indicador sobre o toérax, introduzindo a
agulha perpendicularmente a parede toracica **
25)

Dado que o Corticosterona sofre
variacOes didrias nos niveis séricos, as amostras
de sangue e os testes no LCE foram realizados ao
redor das duas horas da tarde para os grupos
Controle, 24h e 48h e as duas horas da manha
para o Grupo 36h, horarios em que os niveis de
Corticosterona sérica sdao semelhantes para a
espécie %,

Ao final do experimento os ratos foram
recolocados em suas caixas individuais sendo
retirados de suas restri¢cdes hidrica e alimentar.
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Andlise dos dados

Uma Andlise de Variancia Multivariada
(MANOVA) foi utilizada para comparar os niveis
de corticosterona sérica e o desempenho no LCE,
com grupo como fator entressujeitos. Para o LCE,
foram considerados como indicadores de
ansiedade a porcentagem de tempo em bracos
abertos (TBA), a porcentagem de tempo em
bracos fechados (TBF) (ambos calculados em
funcdo do tempo total gasto em bracos do LCE,
isto é, excluindo-se o tempo no QC) e o nimero
de entradas nos bragos abertos (EBA).

O numero de entradas nos bracos
fechados (EBF) foi utilizado como medida de
atividade locomotora. Além disso, o tempo no QC
foi utilizado como uma estimativa de tomada de
deciszo 9.

RESULTADOS

A MANOVA apresentou auséncia de
diferenca  significante entre os  Grupos
(F12,81=0,365; p=0,517) na comparacao geral.

Amostras de Corticosterona
Os niveis médios de Corticosterona sérica
podem ser vistos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios e erro padrdo da média (EPM) de Corticosterona sérica por grupo

(ug/dL). MANOVA (p=0,713).

Grupos Média Erro Padrdo
Grupo Controle 0,614 0,096
Grupo 24h 0,538 0,050
Grupo 36h 0,633 0,060
Grupo 48h 0,625 0,056

Os testes wunivariados da MANOVA
mostraram auséncia de diferenca significante
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para os niveis de Corticosterona sérica dos ratos
(F3,,8=0,047; p=0,713) (Figura 2).

Artigo Open Access sob uma licenga CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).




16

Niveis de Corticosterona

0.8

:
e
-
|
|

04

0,2 4

Corticosterona sérica (ug/dL)

0.0 T T T T
Grupo Controle Grupo 24h Grupo 36h  Grupo 48h

Figura 2. Niveis médios de Corticosterona sérica em pg/dL nos Grupos Controle, 24h, 36h e 48h.
Barras representam EPM.

Teste comportamental 48h gastaram 100% do tempo em bragos do LCE

Os testes univariados da MANOVA nos bracos fechados do LCE. Os dados brutos
mostraram auséncia de diferenga significante (ndo mostrados) revelam que no Grupo 24h,
para a TBA (F;,,3=1,000; p=0,407), auséncia de apenas um dos ratos, uma Unica vez entrou nos
diferenca significante para a TBF (Fs,2=1,000; bragos abertos, gerando a pequena porcentagem
p=0,407) e auséncia de diferenca significante exibida na Figura 3.

para o EBA (F;,,5=1,000; p=0,407). A Figura 3
mostra que os ratos dos Grupos Controle, 36h e

Porcentagem de tempo médio nos bracos do LCE
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Figura 3. Porcentagem de tempo médio gasto em bragos abertos e fechados do LCE para os
Grupos Controle, 24h, 36h e 48h.

A MANOVA apontou ainda diferenca teste post hoc (Tukey HSD) aponta diferencas
significante para o EBF (Fs,,3=39,026; p=0,023). O entre os Grupos Controle e 24h (p=0,024),
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indicando que o Grupo 24h caminhou mais entre os dois bracos fechados do LCE (Figura 4).

Numero de entradas em bracgos fechados

* p=0,024

Numero médio de entradas em bragos fechados
w
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Figura 4. Numero total médio de entradas nos bracos fechados do LCE nos Grupos Controle, 24h,
36h e 48h. Barras representam EPM.

A MANOVA também mostrou diferencas proxima de significante entre os Grupos Controle
significantes para o Tempo no Quadrante Central e 48h (p=0,065), revelando que o Grupo 24h
(F5,,5=0,005; p=0,032) e o teste post hoc (Tukey consumiu mais tempo decidindo que ambiente
HSD) também aponta diferencas entre os Grupos do LCE explorar, pelo menos em relagdo ao
Controle e 24h (p=0,042), além de diferenca Grupo Controle (Figura 5).
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Figura 5. Tempo médio gasto no Quadrante Central do LCE nos Grupos Controle, 24h, 36h e 48h.
Barras representam EPM.

No conjunto, esses dados ndao suportam mesmo aqueles do Grupo Controle estavam
diferencas de ansiedade entre os grupos, mas ansiosos.
apontam que todos os ratos no experimento,
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DISCUSSAO

A auséncia de diferencas significantes,
com relagao aos divergentes niveis de ansiedade
entre os grupos Controle e os grupos 24h, 36h e
48h de restricao hidrica e alimentar submete-se
tanto pelos niveis de Corticosterona sérica,
quanto pelo teste comportamental no LCE,
inclinando-se a uma casuistica em que o Grupo
24h gastou mais tempo no quadrante central do
LCE, indice de Tomada de Decisdo, e os mesmos
também transitaram mais entre os dois bracgos
fechados do LCE, indice de atividade locomotora.

Desse modo, é importante apontar que a
auséncia de diferenca entre os grupos pode ser
causada por dois fatores distintos: em primeiro
lugar porque o tratamento realizado com os
grupos (restricdo hidrica e alimentar) nao foi
suficiente para gerar ansiedade nos ratos, ou
porque todos os ratos, incluindo aqueles do
Grupo Controle, estavam ansiosos. Os resultados
apresentados, tanto para os niveis séricos de
Corticosterona quanto para o comportamento no
LCE, sustentam esta segunda hipdtese.

Qian, et al® apontam que o
Corticosterona em ratos exibe ciclo diario de
concentragdo sérica, com picos de concentragdo
ao final da tarde, horario em que os animais
acordam, ja que os mesmos possuem habitos
noturnos. Humanos também apresentam ciclo
circadiano para glicocorticoides, sendo o principal
deles o Cortisol, porém com pico de liberagdo
pela manh3 %

Assim, para os hordrios em que os
experimentos foram realizados (14h ou 2h), a
concentragdo sérica esperada de Corticosterona
seria de 0,1 pg/dL. Os dados obtidos apontam
concentragdes aproximadamente seis vezes
maiores, indicando que os ratos estavam
bastante ansiosos, o que é suportado também
pelo teste comportamental.

Dessa forma, o presente experimento
falhou em  evidenciar possiveis efeitos
ansiogénicos da restricdo hidrica e alimentar,
mas, por outro lado, sustenta que hd uma
miriade de fatores que podem influenciar o
desempenho comportamental dos ratos,
especialmente no LCE, como defendido por
Rodgers e Dalvi™®.

Além do mais, o presente trabalho ndo
buscou evidenciar qual o peso respectivo de cada
um desses fatores na elevacdo dos niveis de
ansiedade e, portanto, n3ao poderia fazer
consideracbes nesse sentido. Ainda assim,
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defende-se aqui que todos os fatores apontados
a seguir podem ter contribuido em maior ou
menor grau para elevar a ansiedade dos ratos.

Some-se a isto que as condicdes do
biotério do LPE, onde os ratos foram aclimatados
para o experimento, ja pode ter sido um dos
primeiros fatores ansiogénicos. Ja em relacdo ao
BC da UNOESTE, o biotério do LPE funcionava
com ciclo claro-escuro invertido, isto é, as luzes
eram acesas as 18h e apagavam-se as 6h.
Todavia, dado o curto tempo de aclimatacdo
(uma semana), os animais possivelmente nao
tiveram tempo suficiente para, de fato,
aclimatarem-se as novas condi¢bes, gerando
estresse.

Outrossim, a inversdo do ciclo claro-
escuro também inverte o padrao de liberagdo do
hormonio Corticosterona, idealizando que mais
duas semanas de aclimatagdo seriam necessarias
para provocar a inversdo do ciclo 28 Frisa-se
ainda que com a mudanca de biotério, os animais
também tiveram alteracdo de gaiolas e passaram
a ficar em gaiolas individuais, outro fator
ansiogénico *®.

Da mesma forma, a fase do dia também
parece importante para os resultados obtidos no
LCE, no que notasse para espécies noturnas. Bilu
e Kronfeld-Schor® demonstraram que ratos
apresentam comportamento mais ansiogénico no
LCE, durante o dia, em relagdo a noite. Embora os
dados apresentados neste trabalho ndo suportem
essa diferenca, vale notar que todos os testes
foram no claro, com luz natural e artificial
durante o dia, e com luz artificial durante a
madrugada, de forma que a presenca de luz pode
ter sido um dos fatores que contribuiram para
elevar a ansiedade dos ratos.

Dados semelhantes sao reportados por
Griebel, Moreau, Jenck, Martin e Misslin (29) que
demonstraram que os ratos tém comportamento
menos ansiosos pela manha em relagao a tarde e,
ainda, que ha mais ansiedade quando o labirinto
estd iluminado em relagdo a condi¢do de baixa
luminosidade. No entanto, ndo ha dados para
testes durante a madrugada, na fase ativa dos
ratos.

Salienta-se que os autores também
fizeram avaliacGes apenas comportamentais, sem
avaliar as concentragdes séricas de
Corticosterona, embora estes resultados sejam
condizentes com o ciclo circadiano de
Corticosterona em ratos *°.
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Vale ressaltar que os horarios do
presente experimento foram escolhidos com
base no ciclo didrio de Corticosterona sérica, de
forma que as concentracdes basais fossem as
mesmas para todos os grupos, apesar da inversdo
de fase em 12h do Grupo 36h. E importante notar
também que o LCE permite avaliacGes
independentes entre Ansiedade e Atividade
Locomotora™® de forma gue efeitos gerados por
animais em diferentes fases (sono ou vigilia)
poderiam ser avaliados independentemente.

Apesar disso, os resultados apontaram
que somente o Grupo 24h, apresentou maior
taxa de entrada em bracos fechados e tempo no
QC, indicando, respectivamente, maiores niveis
de Atividade Locomotora e de Tomada de
Decisdo neste Grupo. Dados os altos niveis de
ansiedade em todos os grupos, acreditamos que
esta diferenca ndo deve ser levada em
consideracdo como significativa, como o
resultado geral da MANOVA sugere.

A Unica particularidade do Grupo 24h é o
menor tempo de restricdo (em relagdo aos outros
grupos que também tiveram restricdo) e um dia a
mais de aclimatacdo (em relagdo ao Grupo
Controle), que ndo parece ser significativo para
reduzir os niveis de ansiedade em relagdo ao
pequeno periodo de aclimatagdo. Assim, talvez
para o Grupo 24h ainda houvesse alguma reserva
energética que justificasse a exploragdo do
ambiente, o que ndo ocorreu para os grupos com
maior tempo de restricdo, mas, ndo ha dados
coletados do metabolismo dos animais, no
presente experimento, que possam sustentar
essa hipodtese.

Destarte, este conjunto de dados suporta
afirmacGes ja feitas por outros autores, seja
ressaltando os apontamentos de picos de
concentragdo sérica dentro de um ciclo diério(zs’,
demonstrando assim comportamentos mais
ansiogénicos de ratos no LCE®® sempre dentro de
uma transicdo de dia e noite/claro e escuro. Ou
mesmo frisando em pequenas particularidades
no desempenho comportamental™®, tais como a
singularizacdo temporal na restricdo hidricas e
alimentares, ou mesmo de aclimatizacdo pré-
inclusdo no LCE. Assim, em relagdo ao cuidado
experimental em testes que envolvem ansiedade
e, em especial, cronobiologia, além de chamar a
atencdo para o rigor no cuidado com biotérios e
no trato com os animais de laboratério & 2 2830
3 0s resultados mostraram-se, até certo ponto,
com insignificantes diferencas entre os grupos
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com e sem restri¢cOes, deixando uma ténue limiar
de ansiedade nas Tomadas de Decisdes dos
individuos daqueles.
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