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Resumo 
 
 
 
 
 
 

Cavaliere, Daniele Rodrigues; Landeira-Fernandez; Jesus (Orientador). 
Efeitos do benzodiazepínico midalozam no labirinto em cruz elevado 
em linhagens de ratos com traços altos ou baixos de ansiedade. Rio de 
Janeiro, 2017. 51 p. Dissertação de Mestrado – Departamento de 
Psicologia, Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 
 

Embora diversos modelos animais sejam utilizados para testar e 

selecionar efeitos de drogas ansiolíticas e ansiogênicas, relativamente poucos 

estudos têm examinado os efeitos de manipulações farmacológicas em animais 

geneticamente selecionados para fenótipos comportamentais mais diretamente 

relacionados a transtornos específicos de ansiedade em humanos. O presente 

estudo investigou os efeitos de um benzodiazepínico (midazolam) no labirinto 

em cruz elevado (LCE) em duas linhagens de ratos que vêm sendo 

selecionadas em nosso laboratório para traços altos (Cariocas Alto-

Congelamento, CAC) ou baixos (Cariocas Baixo-Congelamento, CBC) 

relacionados à ansiedade. Após terem suas respostas de congelamento ao 

contexto registradas e comparadas, animais da 24ª, 25ª e 26ª gerações dessas 

duas linhagens de ratos foram expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE) sob 

os efeitos de injeções intraperitoneais (1,0 ml/kg) de veículo-salina (0,9%) ou 

midazolam nas doses de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mg/kg. Quando injetados com 

salina, animais CAC e CBC apresentaram parâmetros maiores e menores de 

ansiedade, respectivamente, em comparação a animais-controle selecionados 

randomicamente. O midazolam aumentou de maneira semelhante a exploração 

dos braços abertos em todos os grupos, embora esse efeito ansiolítico nos 

animais CBC tenha ocorrido apenas na dose mais baixa da droga (0,25 mg/kg). 

Esses resultados indicam que os traços relacionados à ansiedade previamente 

selecionados para respostas altas ou baixas de congelamento ao contexto 

também se expressam fenotipicamente em padrões comportamentais de 

exploração no LCE. A utilidade dessas duas linhas de ratos para modelar 
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transtorno de ansiedade generalizada e selecionar efeitos potencialmente 

ansiolíticos de novas drogas é explorada. 

 
 
Palavras-chave 

Estado e traço de ansiedade; modelos animais; seleção genética; 
Cariocas de Alto Congelamento; Cariocas de Baixo Congelamento. 
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Abstract 
 
 
 
 
 
 

Cavaliere, Daniele Rodrigues; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor). 
Effects of a benzodiazepine midazolam in the elevated plus maze 
strains of rats with high and low levels of anxiety. Rio de Janeiro, 2017. 
52 p. Dissertação de Mestrado – Departamento de Psicologia, Pontifícia 
Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 
 

Although several animal models are used to test and screen anxiolytic 

and anxiogenic-like drug effects, relatively few studies have examined the 

effects of pharmacological manipulations in genetically selected animals for 

behavioral phenotypic traits more directly related to specific anxiety disorders 

in humans. The present study investigated the effects of a benzodiazepine 

midazolam in the elevated plus-maze (EPM) in two rat lines which have been 

selectively bred in our laboratory for high (Cariocas High-Freezing, CHF) or 

low (Cariocas Low-Freezing, CLF) anxiety-like traits. After being their 

contextual freezing response registered and compared, animals from the 24th, 

25th and 26th generations of these two rat lines were exposed to the EPM 

under the effects of intraperitoneal injections (1.0 ml/kg) of either vehicle-

saline (0.9%) or midazolam in the doses of 0.25, 0.5 and 0.75. When injected 

with saline, CHF and CLF animals showed higher and lower anxiety-like 

parameters, respectively, as compared to control-animals randomly selected. 

Midazolam similarly increased open-arm exploration in all groups, although 

this anxiolytic-like effect in CLF animals only occurred at the lowest drug dose 

(0.25 mg/kg). These results indicate that the anxiety-like traits previously 

selected for high or low contextual freezing responses are also phenotypically 

expressed in behavioral patterns of exploration in the EPM. The usefulness of 

these two rat lines to model generalized anxiety disorder and screen new 

putative anxiolytic drug effects is explored.   
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1 
Introdução 
 
 
 
 
 
 
1.1 Ansiedade 

 

Ao longo da evolução filogenética, diferentes habilidades passaram a ser 

incorporadas ao repertório comportamental de diferentes filos e espécies 

animais. Dentre os mamíferos, a enorme complexidade de comportamento 

emocional constituiu-se importante salto evolutivo (Giddens & Turner, 1999). 

Conforme já apontava Darwin (1872) em seu livro A expressão das emoções 

no homem e animais, a capacidade de os mamíferos expressarem e 

reconhecerem diferentes formas de emoção, com suas respectivas bases 

neuroanatômicas e fisiológicas, desempenhou papel adaptativo muito 

importante para diversas espécies, incluindo o homem.  

Medo e ansiedade estão entre as emoções mais elementares e parecem ter 

evoluído como suporte motivacional às reações de defesa diante das ameaças 

ambientais. A ansiedade humana tem suas raízes nas reações de defesa dos 

animais (Graeff, 2003). Subjetivamente, tais emoções compartilham 

semelhanças, mas os termos não são intercambiáveis. Enquanto o medo é 

definido como o estado emocional decorrente do contato direto do organismo 

com alguma fonte de perigo real e bem definida em seu ambiente, a exemplo 

do contato direto de uma presa com seu predador, a ansiedade se refere às 

sensações de apreensão e insegurança diante de estímulos sinalizadores de 

alguma ameaça em potencial, as quais se apresentam de maneira vaga e 

inespecífica (Steimer, 2002; Graeff, 2004; Perkins et al., 2007; Shuhama et al., 

2007; Blanchard et al., 2008; Davis et al., 2010; Graeff & Zangrossi Jr., 2010; 

Perkins et al., 2012; Perusini & Fanselow, 2015; Tovote et al., 2015).    

A ansiedade tem sido estudada experimentalmente em diversos modelos 

animais (para revisões ver Cruz et al., 1997; File et al., 2004; Belzung & 

Lemoine, 2011; Cruz & Landeira-Fernandez, 2012; Campos 
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et al., 2013; Bourin, 2015).  

Tais modelos são úteis e, de certa forma quase indispensáveis, na seleção 

de novas drogas ansiolíticas e no estudo das bases comportamentais e 

neurobiológicas da ansiedade. Mas como outros modelos em ciência, 

justamente por serem representações simplificadas de sistemas mais complexos 

e não o fenômeno em si, os modelos animais de ansiedade também têm 

limitações. Uma das principais limitações é a que animais não “falam”, 

tornando impossível assegurar, por meio de relatos verbais diretos, que eles 

tenham a mesma percepção subjetiva de ansiedade dos humanos. A despeito 

dessa limitação, existe grande correspondência entre as diferentes espécies de 

mamíferos em relação aos circuitos neurais envolvidos tanto na detecção dos 

sinais de perigo em potencial quanto na deflagração das reações de defesa. De 

fato, a possibilidade de se reproduzir experimentalmente essas variáveis vem 

sendo a base da utilização da maioria dos modelos animais de ansiedade. 

 

1.2 Classificação e validação dos modelos animais de ansiedade 
 

Genericamente, os diversos modelos animais utilizados no estudo 

experimental da ansiedade podem ser agrupados em duas grandes categorias: 

modelos baseados em formas de aprendizagem associativa e modelos 

etologicamente fundamentados.  

Os modelos animais de ansiedade baseados em formas de aprendizagem 

associativa, conforme o próprio nome sugere, incluem diversos testes nos quais 

o estado de ansiedade é induzido experimentalmente por processos de 

aprendizagem associativa, sejam estes mediados pelo condicionamento 

clássico, pelo condicionamento operante, ou mesmo por essas duas formas de 

condicionamento combinadas em um único teste. Destacam-se dentre os 

modelos de ansiedade baseados em processos associativos os testes de conflito 

(Geller et al., 1962; Vogel et al., 1971), a supressão condicionada (Estes & 

Skinner, 1941; Allcoat et al., 2015), os testes de esquiva (Mowrer & 

Lamoreaux, 1946; Fernández-Teruel et al., 1991), a resposta de sobressalto 

intensificada pelo medo (Davis et al., 2010) e a resposta condicionada de 

congelamento “freezing” (Bolles & Riley, 1973; Bolles & Collier, 1976; 

Bouton & Bolles, 1980).  
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Ao contrário dos modelos animais de ansiedade baseados em processos 

de aprendizagem associativa, os modelos animais de ansiedade etologicamente 

fundamentados manipulam experimentalmente reações de defesa de uma 

determinada espécie animal diante de situações ambientais naturalmente 

aversivas, as quais sinalizam, de maneira inata e independente de qualquer 

forma de aprendizagem prévia, alguma forma de perigo em potencial (Lister, 

1990; Rodgers & Cole, 1994). Dentre estes modelos estão o teste do campo 

aberto (Hall, 1934; Christmas & Maxwell, 1970), a transição claro-escuro 

(Crawley & Goodwin, 1980), a interação social (File & Hyde, 1978; File, 

2003), a vocalização ultrassônica em ratos, a interação presa-predador, o 

labirinto em “T” elevado (Graeff et al., 1993; Zangrossi-Jr & Graeff, 1997; 

Graeff et al., 1998) e o labirinto em cruz elevado (Handley & Mithani, 1984; 

Pellow et al., 1985).  

Finalmente, embora não se enquadrando nessas duas categorias 

anteriores de modelos animais de ansiedade, existem ainda alguns modelos 

animais cujas reações de defesa são deflagradas por meio da estimulação 

(elétrica e/ou química) direta de estruturas e circuitos encefálicos subjacentes 

às reações de defesa e ansiedade. O exemplo mais conhecido desse tipo de 

modelo é o de pânico derivado da estimulação da matéria cinzenta 

periaquedutal dorsal (Brandão et al., 1982; Deakin & Graeff, 1991).  

O conjunto desses modelos animais vem sendo utilizado na seleção de 

novos compostos ansiolíticos, no teste de agentes ansiogênicos, bem como em 

investigações sobre os mecanismos neurobiológicos e comportamentais 

subjacentes à ansiedade. Eles são validados à medida que atendem 

satisfatoriamente um ou mais dos seguintes critérios: previsibilidade da 

resposta farmacológica, semelhança e homologia (Treit, 1985). 

Previsibilidade da resposta farmacológica é o critério alvo da seleção de 

novos compostos ansiolíticos e ansiogênicos. Nele são comparados os efeitos 

clínicos de uma droga em seres humanos e seus efeitos no modelo animal, e 

vice-versa. Por exemplo, uma droga comprovadamente ansiolítica na clínica 

em humanos deve promover, nas mesmas doses, efeitos ansiolíticos no modelo 

animal de ansiedade. Da mesma forma, uma droga que induz efeitos 

ansiogênicos em humanos, deve promover efeitos ansiogênicos no modelo 

animal de ansiedade. Têm-se, assim, um caminho da clínica para o modelo 
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animal, e um caminho do modelo animal para a clínica. Se um modelo animal 

detecta um efeito ansiolítico ou ansiogênico de uma dada substância, estes 

efeitos devem ser reproduzidos nas mesmas doses e relação de potência quando 

testados em humanos. Muitas vezes ocorrem problemas de falso negativo e de 

falso positivo. O falso negativo é configurado quando uma droga 

reconhecidamente ansiolítica na clínica falha ao promover efeito ansiolítico no 

modelo animal. O falso positivo ocorre quando o modelo detecta um efeito 

ansiolítico em potencial e o mesmo não se confirma em estudos clínicos de 

validação em humanos.  

O critério de semelhança, como o próprio nome sugere, se refere à 

semelhança compartilhada entre a ansiedade e seus sintomas e as 

características comportamentais definidas como ansiedade no modelo animal. 

Finalmente, o critério de homologia ou validade teórica pressupõe que as 

mesmas funções e organização de sistemas comportamentais e neurobiológicos 

presentes na etiologia e fisiopatologia dos sintomas clínicos integrem o mesmo 

conjunto teórico de explicações utilizado no modelo animal. 

Considerando que o presente estudo utilizou a resposta condicionada de 

congelamento ao contexto no processo de cruzamento seletivo das linhagens 

com alto ou baixo traço de ansiedade, bem como o labirinto em cruz elevado 

para o teste dos efeitos comportamentais do midazolam nessas linhagens, é 

feita a seguir uma descrição mais detalhada desses dois modelos animais de 

ansiedade. 

 

1.3 Resposta de congelamento ao contexto 

 

A capacidade de aprender e formar relações entre eventos aversivos ou 

nocivos e estímulos ambientes que predizem esses eventos é essencial para a 

sobrevivência e tem sido estudada experimentalmente em laboratório (LeDoux, 

1998; Maren, 2001).   

Em 1872, Darwin já dizia “[…] The frightened man at first stands like a 

statue motionless and breathless [...]”, ou seja, “[...] O homem amedrontado 

primeiro fica como uma estátua imóvel e sem fôlego [...]”. (p. 290). Em 

roedores, a resposta de congelamento (freezing) é uma das principais reações 
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de medo, sendo estudada há décadas (Bolles & Riley, 1973; Bolles & 

Fanselow, 1980; Fanselow, 1980, 1999).  

A resposta de congelamento pode ser uma reação inata de defesa diante 

de situações ameaçadoras, mas também pode ser desencadeada por processos 

de aprendizagem associativa, mediados pelo condicionamento clássico. Em 

laboratório, um dos procedimentos mais utilizados para se estudar a resposta 

condicionada decorrente de processos de aprendizagem é a resposta 

condicionada de congelamento ao contexto em ratos (Fanselow, 1990; 

Fanselow & Kim, 1994; Fanselow et al., 1994). O procedimento envolve a 

exposição do animal a um determinado contexto, em que, após alguns 

instantes, ele toma contato com um estímulo aversivo, usualmente choques 

elétricos de baixa intensidade e duração. Após um intervalo, o animal retorna 

ao biotério. Vinte e quatro horas após é reexposto ao mesmo contexto na 

ausência de choque. Observa-se então que o animal apresenta um padrão típico 

de reação de congelamento, o qual é quantificado como índice de 

medo/ansiedade condicionado. O padrão típico de congelamento é definido 

operacionalmente pela ausência total de movimentos do corpo e vibrissas, 

exceto os necessários para respiração. 

Sua validação como modelo animal de ansiedade encontra respaldo no 

fato de que diversos fármacos com propriedades ansiolíticas reduzem a 

porcentagem de congelamento ao contexto nas mesmas doses que reduzem 

estados de ansiedade em humanos (Hashimoto et al., 1999; Maki et al., 2000; 

Pain et al., 2002). 

 

1.4 O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) 
 

Um dos modelos animais mais utilizados nas últimas décadas, o labirinto 

em cruz elevado (LCE) está baseado nos estudos de Handley, McBlane, 

Critchley e Njung’e (1993), já tendo sido amplamente validado como modelo 

animal de ansiedade por meio de estudos comportamentais, farmacológicos, 

fisiológicos e neurobiológicos (Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986; Lister, 

1987; para revisões ver também Hogg, 1996; Carobrez & Bertoglio, 2005; 

Pinheiro et al. , 2007; Pawlak et al., 2012).  
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Neste teste, ratos ou camundongos são colocados na plataforma central 

de quatro braços que formam uma cruz, elevados 50 centímetros em relação ao 

solo. Dois desses braços são abertos e os outros dois braços são envolvidos por 

paredes laterais. Nestas condições, os animais têm a tendência natural de 

explorar os quatros braços, mas exploram menos os braços abertos. 

Tradicionalmente, a porcentagem de entradas nos braços abertos [número de 

entradas nos braços abertos / (número de entradas nos braços abertos + número 

de entradas nos braços fechados) x 100] e a porcentagem de tempo gasto nos 

braços abertos [tempo gasto nos braços abertos / (tempo gasto nos braços 

abertos + tempo gasto nos braços fechados) x 100] são utilizadas como índices 

de ansiedade, enquanto o total de entradas (número de entradas nos braços 

abertos + número de entradas nos braços fechados) reflete atividade 

locomotora.  

Ansiolíticos aumentam seletivamente a exploração dos braços abertos, 

enquanto agentes ansiogênicos diminuem essa exploração (Pellow & File, 

1986; Lister, 1987; File & Aranko, 1988; Costall et al., 1989; Almeida et al., 

1991; Gibson et al., 1994; Hasenöhrl et al., 1996; Mora et al., 1997; Braun et 

al., 2011; Doukkali et al., 2016). Um efeito seletivo sobre estados de ansiedade 

neste teste é interpretado quando este aumento (efeito ansiolítico) ou 

diminuição (efeito ansiogênico) é observado na ausência de efeitos 

significativos sobre a atividade locomotora, a qual é identificada 

tradicionalmente pela soma das entradas nos braços abertos e fechados 

(Handley et al. 1984; Pellow et al., 1985), ou ainda pelo número absoluto de 

entradas nos braços fechados (Cruz et al., 1994; Rodgers & Dalvi, 1997).  

 Além das medidas convencionais de entradas e de tempo gasto nos 

braços abertos e fechados, alguns autores (p.ex., Cruz et al., 1994; Rodgers, & 

Cole, 1994; Silva & Brandão, 2000) têm incorporado outras medidas de 

exploração no LCE. Tais medidas permitiram uma visão mais complexa do 

padrão de exploração de ratos e camundongos nesse teste, bem como têm-se 

mostrado especialmente úteis na detecção de efeitos ansiolíticos e ansiogênicos 

não identificados pelas medidas convencionais (Setem et al., 1999). 
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1.5 Ansiedade enquanto estado e traço 
 

Existem duas formas de a ansiedade se manifestar. Uma se refere ao 

estado de ansiedade no qual o conjunto de reações comportamentais, cognitivas 

e neurobiológicas é ativado de maneira momentânea e transitória. Sua 

intensidade e duração variam bastante ao longo do tempo e mantêm uma 

relação direta com o evento ansiogênico desencadeador. Por outro lado, o traço 

de ansiedade refere-se às características ou peculiaridades de um indivíduo 

para lidar com maior ou menor ansiedade diante de mudanças ambientais que 

sinalizam perigo em potencial.  

Enquanto o estado de ansiedade é transitório, o traço de ansiedade é bem 

mais estável e se mantém praticamente inalterado por toda a vida (Endler et al., 

1976; Spielberger, 1989; Barlow, 2004; Chambers et al., 2004).  

O componente genético do traço de ansiedade está claramente 

demonstrado e parece influenciar o estado de ansiedade quando um indivíduo 

com maior ou menor traço de ansiedade se encontra diante de uma situação 

ansiogênica que lhe sinaliza algum perigo em potencial (Gordon & Hen, 2004; 

Hettema et al., 2005; McGrath et al., 2012; Domschke & Maron, 2013; Sharma 

et al., 2016; Gottschalk & Domschke, 2017). 

Aqui então se coloca uma questão importante. A despeito da 

inquestionável utilidade dos modelos animais de ansiedade para a seleção de 

novos compostos ansiolíticos e para o estudo das bases comportamentais e 

neurobiológicas dos transtornos de ansiedade, maioria dos estudos deriva da 

utilização de amostras de animais derivadas de populações com diferentes 

traços de ansiedade. 

 

1.6 Cariocas de alto (CAC) ou baixo (CBC) congelamento 
 

Desde 1995, o Laboratório de Neuropsicologia Clínica e Experimental do 

Departamento de Psicologia da Pontifícia Universidade Católica do Rio de 

Janeiro vem desenvolvendo um processo sequencial de cruzamento seletivo de 

linhagens de ratos (Rattus norvegicus) visando a seleção fenotípica de traços 

comportamentais de alta ou baixa ansiedade. A matriz dessas linhagens derivou 

de amostra inicial de 120 ratos Wistar albinos adultos (60 machos e 60 
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fêmeas), obtidos do Biotério Central da Fundação Oswaldo Cruz, no Rio de 

Janeiro, Brasil. 

Resumidamente, o protocolo envolve o cruzamento sequencial e seletivo 

de gerações de animais que apresentam porcentagens maiores (Cariocas de 

Alto Congelamento – CAC) ou menores (Cariocas de Baixo Congelamento – 

CBC) da resposta condicionada de congelamento (freezing) ao contexto, 

caracterizada pela imobilidade tensa (congelamento), na qual ocorre a redução 

total da atividade geral motora (Landeira-Fernandez, 1996). Em ratos, esse 

comportamento de defesa é altamente específico, retido pela evolução pela sua 

utilidade em dificultar sua localização pelo predador em situações em que a 

fuga não é possível - e tem sido usado como um indicador de ansiedade 

condicionada (Small, 1899; Rescorla, 1988; Landeira-Fernandez, 1996). 

Uma vez testados no procedimento de condicionamento clássico da 

resposta de congelamento ao contexto e sendo obtidas as porcentagens de 

congelamento de cada animal, machos e fêmeas CAC ou CBC são separados 

em grupos correspondentes de animais e passam a ser acasalados entre si. As 

gerações de filhotes derivadas desses dois grupos são submetidas, quando 

adultas, ao condicionamento clássico da resposta de congelamento ao contexto, 

identificando-se e agrupando-se novamente os animais com alto (CAC) ou 

baixo (CBC) congelamento. Novas gerações provenientes desses animais são 

então submetidas ao mesmo procedimento. Pares de cruzamentos irmãos-irmãs 

são evitados com o objetivo de reduzir graus elevados de endogamias.  

 Ao longo dos últimos 10 anos dentro do processo de cruzamento 

seletivo neste laboratório, foram realizados diversos estudos, nos quais foi 

possível observar a consistência do fenótipo relacionado à ansiedade, 

utilizando paradigmas tanto de medo incondicionado como condicionado.  

 O processo de cruzamento seletivo deste laboratório teve seu primeiro 

estudo publicado em 2008, quando foram apresentados os resultados das três 

primeiras gerações dos traços comportamentais, incluindo as reações de defesa 

associadas à emocionalidade, nesse caso, o fenótipo congelamento (Castro-

Gomes & Landeira-Fernandez, 2008). O resultado apresentando mostrou uma 

forte diferença entre as linhagens CAC, CBC um forte componente hereditário 

(Gomes, 2012), conforme descrito na literatura (Ponder et al 2007, 2008, 

Radicliffe et al 2000). 
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 Uma vez que as gerações apresentaram ganho fenotípico, foi 

introduzida uma linhagem controle, cruzada aleatoriamente. Em 2009, Dias et 

al. publicaram resultados demonstrando diferenças entre as três linhagens no 

fenótipo e maiores índices de ansiedade em CACs no LCE quando comparados 

aos animais-controle derivados de cruzamentos aleatórios ou não-seletivos 

(CTL). Também investigou diferenças entre CACs e CTLs na interação social, 

teste de nado forçado e reconhecimento de objetos. No teste de interação social 

CACs apresentaram maiores escores de ansiedade que CTLs, Já, no teste de 

reconhecimento de objetos e no teste de nado forçado CACs tiveram 

performance similar a CTLs (Dias et l., 2009). 

Uma extensa revisão sob as linhagens mostrou a performance de cada 

geração até a S14 em estudo no qual foram apresentados dados do fenótipo, 

que revelou CACs com níveis mais altos de ansiedade, CTLs com níveis 

intermediários e CBCs com níveis inferiores de ansiedade. Machos 

apresentaram maior ansiedade que fêmeas em todas linhagens. Também foi 

investigada a extinção de memória aversiva em CACs e CBCs, na qual CACs 

apresentaram uma piora na extinção comparados a CBCs (Gomes, 2012).  

 Em outro estudo, foi realizado um teste das três linhagens no seu 

fenótipo sob condições normais e no LCE sob o efeito de Ketanserina, um 

agonista serotonérgico inespecífico, os resultados demonstraram diferenças 

proporcionais ao fenótipo sob condições controle, isto é, CACs com maior 

ansiedade, CTLs com valores intermediários e CBC com menor ansiedade. 

Não houve diferenças significativas na motricidade entre as três linhagens. 

Quando testados sob o efeito da Ketanserina, CBCs e CTLs aumentaram em 

ansiedade, mas CACs diminuíram, comparados à própria linhagem. Sob 

condições normais as três linhagens não apresentaram diferenças significativas 

na motricidade, mas diferenças foram encontradas sob o efeito da Ketanserina: 

comparando animais da mesma linhagem sob efeito de tratamento e salina, 

CBCs aumentaram sua motricidade, CACs tiveram redução, enquanto CTLs 

permaneceram com níveis inalterados. Neste mesmo estudo foram investigados 

vários biomarcadores associados à ansiedade, como nível de corticoesterona 

basal antes (CAC > CBC > CTL) e depois do choque (CAC > CTL > CBC), 

proliferação celular no hipocampo (CAC < CTL = CBC) após procedimento 

normal de fenotipagem e após uma sessão extra de choque. Neste caso, CACs 
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que sofreram choques extras mostraram menos neuroblastos que os sujeitos à 

fenotipagem normal. Já em CBCs e CTLs a contagem não mostrou diferença 

(Léon A. et al., 2013). 

Ainda no mesmo estudo, foi investigada a expressão de C-Fos, um 

biomarcador associado à ansiedade, em diversas áreas do cérebro. No córtex 

pré-límbico, CBCs tiveram a menor contagem, seguidos por CACs; CTLs 

tiveram a maior contagem. No córtex cingulado e no perirrinal, CBCs tiveram 

a maior contagem, enquanto CACs e CTLs foram similares. No septum lateral 

dorsal e locus coeruleus CACs tiveram a maior contagem, e CBCs e CTLs não 

diferiram significativamente. No núcleo paraventricular, CACs tiveram a maior 

contagem, seguidos por CTLs; CBCs obtiveram a menor contagem. No 

hipocampo dorsal e no septum medial, CACs tiveram a menor contagem 

enquanto CBCs e CTLs não diferiram. Finalmente, na amigdala basolateral 

CBCs obtiveram a menor contagem, enquanto CACs e CTLs não diferiram. 

Não houve diferença significativa em outras regiões investigadas (Léon A. et 

al., 2013). 

Outro teste com CACs e CBCs no LCE, observou maiores escores de 

ansiedade em CACs sem diferença na motricidade, um sinal claro de diferenças 

no comportamento ansioso que não são explicadas por diferenças na motivação 

motora, sonolência etc. Nesse mesmo experimento foi investigada a presença 

de estresse oxidativo no hipocampo, tendo sido observado que CACs 

apresentaram mais estresse oxidativo que CBCs (Hassan et al., 2013).  

Em 2014, Dias e colaboradores investigaram diferenças entre CACs e 

CTLs no Morris Water Maze (um paradigma tipicamente usado para investigar 

depressão). CACs não mostraram diferenças significativas comparados a 

CTLs. Já no paradigma da esquiva passiva, CACs mostraram mais ansiedade 

que CTLs. Neste mesmo estudo foi investigada a proliferação celular no giro 

denteado do hipocampo destas duas linhagens, não sendo encontradas 

diferenças significativas entre CACs e CTLs. Também se investigou a 

quantidade de neuroblastos nesta região tendo-se observada quantidade menor 

em CACs do que em CTLs. Outros biomarcadores associados a estresse e 

ansiedade foram investigados no giro denteado do hipocampo. Morfologia 

dendrítica, com CACs apresentando mais fatores associados a alterações típicas 

de estresse e ansiedade que CTLs, fatores Neurotróficos, com CACs 
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apresentando mais marcadores deste do que CTLs, concentrações do ácido 

gama-aminobutírico (GABA) em resposta a íons de potássio (CAC < CTL), 

concentrações de corticoesterona basal (CAC > CTL), e finalmente, receptores 

de corticoesteroides, com CACs apresentando menos receptores que CTLs 

(Dias et al., 2014). 

Ainda em 2014, Salviano e colaboradores publicaram um artigo que 

investigou CACs e CBCs sob seu fenótipo, revelando maior ansiedade em 

CACs comparados a CBCs, e em machos. Também investigou essas duas 

linhagens no LCE, em que evidenciou maior ansiedade em CACs, e em 

machos. Também testou essas duas linhagens no teste de nado forçado, mas 

não foram encontradas diferenças significativas neste paradigma (Salviano et 

al., 2014).  

No ano seguinte, Mousovich-Neto e outros realizaram uma investigação 

sob as características endocrinológicas das linhagens CAC e CTL. Quando 

comparados a CTLs, CACs apresentaram níveis elevados de corticoesterona, 

leptina, T3, triglicerídeos e colesterol. Não houve diferença significativa entre 

essas duas linhagens em T4, TSH, tolerância a glicose ou nível de insulina. 

CACs apresentaram maior consumo de oxigênio (Mousovich-Neto et al., 

2015).  

Também em 2015, foi feito por Réus e colaboradores uma investigação 

sob dano no DNA em regiões cerebrais associadas ao circuito de medo, foram 

comparados CACs e CBCs e os resultados revelaram maior dano no DNA 

regional em CACs (Réus et al., 2015). 

Em 2017, Machado et al. publicaram uma revisão de todas as gerações 

produzidas pelo processo seletivo até aquele momento, na qual foi revelado 

pela primeira vez que as diferenças produzidas pelo fenótipo estavam 

ocorrendo de forma proporcional, mesmo em momentos pré-choque. Também 

realizou uma análise fatorial sob todo protocolo em que demonstrou que uma 

solução de quatro fatores emergia do protocolo de fenotipagem. O primeiro 

fator carregando os oito minutos de retorno ao contexto, associados à evocação 

da memória aversiva. O segundo fator carregando os quatro minutos finais do 

período de habituação, associados à transição entre um período de criação 

inicial da representação contextual do meio para manutenção dinâmica deste 

mapa. O terceiro fator carregou os três minutos pós-choque, sendo associados à 
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aquisição da memória aversiva. E o quarto fator carregando os primeiros quatro 

minutos da habituação, associados à aprendizagem inicial das características do 

contexto (Machado et al., 2017).  

A possibilidade dessas linhagens de ratos responderem de maneira 

distinta aos efeitos de ansiolíticos é investigada no presente trabalho. 
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2 
Objetivos 
 
 
 
 
 
 

Inserido em um projeto mais amplo que visa dar continuidade ao 

desenvolvimento de linhagens de ratos com traços altos ou baixos de 

comportamentos relacionados à ansiedade, o presente estudo investigou o 

efeito do tratamento farmacológico agudo com um benzodiazepínico 

(midazolam) no labirinto em cruz elevado nas duas linhagens de ratos com 

traços alto (CAC) ou baixo (CBC) da resposta condicionada de congelamento 

ao contexto.  

Para este fim, esse experimento tem dois objetivos, (1) dar continuidade 

ao desenvolvimento de linhagens de ratos com traços altos ou baixos de 

comportamentos relacionados à ansiedade, investigando a performance das 

gerações 24ª, 25ª e 26ª no processo seletivo utilizado para criar seu fenótipo e 

(2), investigar o efeito do tratamento farmacológico agudo com um 

benzodiazepínico (midazolam) no labirinto em cruz elevado, considerado o 

padrão-ouro para validar a ação de ansiolíticos já estabelecidos e, 

consequentemente, um experimento necessário para demonstrar que as 

diferenças de ansiedade observadas refletem alterações neurológicas 

suficientemente similares às contidas em transtornos de ansiedade. À medida 

que estas são tipicamente aliviadas pela ação do midazolam, demonstrar este 

efeito nas linhagens CACs mais recentes elevará a validade preditiva do 

modelo, servindo para solidificar seu status como um robusto modelo animal 

de ansiedade.  
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3 
Experimento 
 
 
 
 
 
 
3.1 Sujeitos 
 

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 300 

gramas, oriundos das 24ª, 25ª e 26ª gerações de cruzamentos seletivos de 

linhagens com traços alto (CAC) ou baixo (CBC) da resposta de congelamento 

de acordo com protocolo previamente padronizado para essa situação 

experimental (Gomes, 2012). Os cruzamentos foram realizados no biotério do 

Laboratório de Neuropsicologia Clínica e Experimental da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro. Animais selecionados 

randomicamente no mesmo biotério serviram de controle. O protocolo de 

cruzamentos das linhagens e todos os procedimentos experimentais estiveram 

de acordo com as normas do Guia de Uso de Animais Experimentais 

estabelecido pela Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento 

(SBNeC), e foram aprovados pelo Comitê de Ética.  

Os animais foram mantidos em grupos de quatro indivíduos por gaiola-

viveiro (18 x 31 x 38 cm), tendo livre acesso à água e comida, sob um ciclo 

claro-escuro (início às 6h30), em uma temperatura ambiente mantida em torno 

de 22 oC. Os experimentos foram realizados na fase clara do ciclo. Água e 

comida foram fornecidas ad libitum para todos os animais durante todo o 

estudo. 

 

3.2 Equipamentos 
 

Para o condicionamento contextual da resposta de congelamento foram 

utilizadas caixas (25 x 20 x 20 cm), com paredes laterais de alumínio, tampas 

de acrílico transparente e assoalhos formados por 15 hastes metálicas 

equidistantes 1,5 centímetro umas das outras. As hastes eram conectadas a um 
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estimulador de choques elétricos	 em corrente alternada (AVS Projetos®, 

Brasil). 

As caixas de condicionamento foram encerradas em câmaras de 

isolamento acústico parcial, iluminadas por uma lâmpada vermelha (25 W). No 

teto de cada caixa de condicionamento foi posicionada uma câmera de vídeo 

CCD, possibilitando o acompanhamento visual e registro das sessões com o 

auxílio de um programa de leitura de imagens (Winfast). Uma ventoinha 

instalada na câmara de isolamento acústico servia de refrigeração e de ruído-

branco (78 dB).	(Gomes, 2012). 

Para a avaliação dos efeitos do tratamento farmacológico com o 

midazolam utilizou-se um labirinto em cruz elevado, construído de acordo as 

especificações de Pellow, Chopin, File e Briley (1985). Este consistia em dois 

braços abertos (50 x 10 cm cada) e dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm 

cada), dispostos perpendicularmente uns aos outros formando uma cruz. Os 

braços eram unidos por uma arena central (10 cm) e suspensos 50 cm em 

relação ao solo do cubículo experimental. O cubículo era iluminado (80 lux 

aproximadamente) e as sessões filmadas e gravadas para registro posterior. 

 

3.3 Drogas 
 

Foi utilizado midazolam (Roche®, Brasil), diluído em solução salina 

(NaCl 0,9%) que serviu de veículo-controle. As doses utilizadas foram 0,25, 

0,5 0,75 e 1,0 mg/kg. Droga e veículo foram administradas por via 

intraperitoneal em um volume de 1,0 ml/kg. 

 

3.4 Procedimento 
 

3.4.1 Condicionamento da resposta de congelamento ao contexto 
 

Inicialmente, cada animal foi gentilmente manuseado (handling) 

diariamente por dois minutos pelo experimentador. Cinco dias após o 

manuseio, os animais foram submetidos a uma sessão de treino na caixa de 

condicionamento. Durante esse treino, foram expostos à caixa de 

condicionamento, podendo explorá-la por oito minutos. Esse período foi 
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chamado de pré-choque. Imediatamente após esse período, três choques 

elétricos (1,0 mA, 1s) foram liberados no assoalho da caixa, em intervalos de 

20 segundos entre cada choque. Ao término do terceiro choque elétrico, os 

animais permaneceram na caixa de condicionamento por dois minutos 

adicionais, período denominado de pós-choque. Ao termino desses dois 

minutos, foram retirados da caixa e levados às suas gaiolas-viveiro no biotério. 

Vinte e quatro horas após, foram então reexpostos à mesma caixa de 

condicionamento por 8 minutos, porém sem a apresentação de qualquer choque 

elétrico. Essa sessão foi denominada de teste.  

A resposta de congelamento, definida operacionalmente pela ausência 

total de movimentos, exceto os de respiração (Darwin, 1859; Small, 1899; 

Griffith, 1920; Bolles & Collier, 1976), foi registrada por amostragem de 

tempo. Nela, um observador treinado avaliava e anotava em uma folha de 

registro, a cada dois segundos, se o animal apresentava o comportamento de 

congelamento. A porcentagem de congelamento foi calculada para cada animal 

nas três fases do experimento: pré-choque, pós-choque e teste. Todo o 

procedimento seguiu parâmetros previamente descritos para essa situação 

experimental (Fanselow, 1990; Fanselow & Kim, 1994; Fanselow et al., 1994). 

 
3.4.2 Exposição ao LCE 

 
Representantes de cada uma das duas linhagens, CAC e CBC, bem como 

animais-controle derivados de cruzamentos aleatórios ou não-seletivos (CTL) 

foram unidos em grupos correspondentes para serem expostos ao LCE sob o 

efeito de injeções intraperitoneais de salina ou midazolam nas doses de 0,25, 

0,5 0,75 e 1,0 mg/kg. Formaram-se, assim, os seguintes grupos 

correspondentes: animais CAC injetados com salina (n = 10) ou midazolam nas 

dose de 0,25 (n = 10), 0,5 (n = 10), 0,75 (n = 10)  e 1,0 mg/kg (n = 10); animais 

CBC injetados com salina (n = 10) ou midazolam nas dose de 0,25 (n = 10), 

0,5 (n = 10), 0,75 (n = 10)  e 1,0 mg/kg (n = 10); animais-controle derivados de 

cruzamentos não seletivos injetados com salina (n = 10) ou midazolam nas 

dose de 0,25 (n = 10), 0,5 (n = 10), 0,75 (n = 10)  e 1,0 mg/kg (n = 10).     

Vinte minutos após a injeção de salina ou midazolam, cada animal foi 

colocado na plataforma central do LCE, com a cabeça voltada para um dos 
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braços fechados. Durante 5 minutos, o animal explorava o aparato e a sessão 

filmada para análise posterior. Ao término de cada exposição, o aparato era 

higienizado com uma solução de etanol a 20% antes de o próximo animal ser 

colocado. 

O número de entrada e o tempo de permanência em cada um dos braços 

foram registrados. A partir dessas medidas, foram calculadas como índices de 

ansiedade a porcentagem de entradas nos braços abertos [número de entradas 

nos braços abertos / (número de entradas nos braços abertos + número de 

entradas nos braços fechados) x 100] e a porcentagem de tempo gasto nos 

braços abertos [tempo gasto nos braços abertos / (tempo gasto nos braços 

abertos + tempo gasto nos braços fechados) x 100]. O total de entradas 

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

fechados) foi calculado como índice de atividade locomotora. 

 

3.5 Resultados 
 
3.5.1 Análises do congelamento durante a fenotipagem 

 
As Figura 1 ilustra o padrão da resposta de congelamento ao contexto das 

diferentes linhagens durante os oito minutos que antecederam os choques ou 

fase pré-choque (acima), nos dois minutos imediatamente após a sequência de 

choques (meio) e na sessão de teste quando foram reexpostas, 24 horas após, 

ao mesmo contexto na ausência de choques (abaixo). Conforme sugerido pela 

figura, as linhagens apresentaram padrões diferentes de congelamento ao 

contexto. Uma análise de variância (ANOVA) confirmou essa impressão, 

revelando diferenças estatisticamente significantes entre os grupos na fase pré-

choque [(F(2, 149) = 6,15, p< 0,01], no período pós-choque [(F(2, 149) = 

111,74; p<0.001] e na sessão de teste [(F(2, 149) = 221,98; p< 0,001].  

Comparações post hoc entre pares investigaram essas diferenças. Na fase 

pré-choque, os animais da linhagem CAC apresentaram uma porcentagem 

maior de congelamento em relação aos animais CTL e CBC (ps<0,05). 

Animais da linhagem CBC não apresentaram diferença estaticamente 

significante (p>0,3) em relação aos animais-controle, apesar de uma tendência 
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para menor porcentagem de congelamento. No período pós-choque, os três 

grupos apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre eles 

(ps<0,05). Animais da linhagem CAC apresentaram maior porcentagem da 

resposta de congelamento tanto em relação aos animais-controle quanto aos 

animais da linhagem CBC. No polo oposto, animais da linhagem CBC 

apresentaram menor porcentagem da resposta de congelamento em tanto em 

relação aos animais-controle quanto aos animais da linhagem CAC (ps<0,05). 

Esse mesmo padrão de diferença estatisticamente significante entre os três 

grupos se repetiu na sessão de teste (ps<0,05).  

Com objetivo de investigar se as diferentes entre os três grupos durante 

na sessão de teste estavam ou não associadas a diferenças encontradas durante 

os períodos pré-choque imediatamente pós-choque, essas duas variáveis foram 

empregadas subsequentemente como fatores de covariação uma ANOVA. O 

resultado dessa análise indicou que a diferença entre os grupos permaneceu 

estatisticamente significante [(F(2, 149) = 82,74, p< 0,001], revelando que as 

diferenças entre os três grupos na sessão de teste não decorreram das diferenças 

apresentadas pelas linhagens durante os períodos pré-choque e pós-choque.  
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Figura 1 - Porcentagem da resposta de congelamento ao contexto nos períodos pré-choque 
(acima), imediatamente pós-choque (meio) e teste (abaixo) nas linhagens com traços alto 
(CAC) ou baixo (CBC) de congelamento, e em animais-controle derivados de cruzamentos 
não-seletivos (CTL). Barras indicam as médias (n = 10 por grupo) e as linhas verticais 
representam o erro padrão da média.  
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3.5.2 Exposição ao LCE   
 

A Figura 2 apresenta o padrão exploração no LCE, indicado pelas 

porcentagens de entradas nos braços abertos (acima), porcentagem de tempo 

nos braços abertos (meio) e total de entradas (abaixo), das diferentes linhagens 

vinte minutos terem sido injetadas com salina ou midazolam nas doses 0,25, 

0,5, 0,75 ou 1,0 mg/kg. Os resultados foram analisados com base em uma 

ANOVA de duas vias, composta de três níveis, relacionados às linhagens CAC, 

CTL ou CBC, e de cinco níveis relacionados ao tratamento farmacológico com 

veículo-salina ou midazolam nas quatro doses (0,25, 0,5, 0,75 ou 1,0 mg/kg).  

Em relação às porcentagens de entrada nos braços abertos, ANOVA 

revelou efeito principal de linhagens [(F(2,149)= 20,21; p<0,001] e do 

tratamento farmacológico [F(4,149)= 5,61; p< 0,01], e ausência de interação 

entre estes dois fatores [F(8,149)= 1,06; p>0,8]. Comparações post hoc entre 

pares indicaram que, quando injetadas com salina, as linhagens CAC, CTL e 

CBC apresentaram diferenças entre cada um destes três grupos (ps<0,05). 

Animais da linhagem CAC injetados com salina apresentaram uma menor 

porcentagem de entradas nos braços abertos quando comparados com animais 

desta mesma linhagem injetados com midazolam nas doses de 0,25 e 0,5 mg/kg 

(ps< ,05). Animais-controle injetados com salina apresentaram uma menor 

porcentagem de entradas nos braços abertos quando a estes mesmos animais 

injetados com midazolam nas doses de 0,25, 0,5 e 0,75 mg/kg (ps< 0,05). 

Finalmente, animais da linhagem CBC injetados com salina apresentaram 

menor porcentagem de entradas nos braços abertos quando comparados com 

animais desta mesma linhagem injetados com midazolam na dose de 0,25 

mg/kg (p< 0,05).    

 ANOVA aplicada às porcentagens de tempo gasto nos braços abertos 

também indicou efeito principal de linhagens [(F(2,149)= 13,48; p<0,001)] e 

tratamento farmacológico [(F(4,149) = 5,96; p< 0,001], sem qualquer interação 

entre estes dois fatores [F(8,149)= 0,56; p>0,7). Da mesma forma que a 

porcentagem de entradas no braço aberto, comparações post hoc entre pares 

indicaram que as linhagens CAC, CTL e CBC injetadas com salina 

apresentaram diferenças entre cada um destes três grupos (ps< 0,05). Animais 

da linhagem CAC injetados com salina apresentaram uma menor porcentagem 
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de tempo nos braços abertos quando comparados com animais desta mesma 

linhagem injetados com as doses de 0,25 ou 0,5 mg/kg de midazolam (ps< 

0,05).  
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Figura 2 - Porcentagem de entradas nos braços abertos (superior), porcentagem de tempo gatos 
nos braços abertos (meio) e total de entradas (inferior) nas diferentes linhagens expostas ao 
LCE sobre o efeito de injeções (1,0 mg/kg, IP) de veículo-salina ou midazolam nas doses de 
0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mg/kg. Barras indicam as médias (n = 10 por grupo) e as linhas verticais 
representam o erro padrão da média (+). 
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4  
Discussão 
 
 
 
 
 
 

O objetivo principal deste estudo foi a investigação do efeito da variação 

biológica decorrente da seleção para alta e baixa ansiedade na curva dose-

efeito do fármaco midazolam. O LCE foi escolhido como paradigma por ser 

considerado bem mais poderoso para detectar a ação de ansiolíticos 

estabelecidos do que outras opções disponíveis (como o próprio procedimento 

de medo condicionado ao contexto usado para criar o fenótipo) (Dawson & 

Tricklebank, 1995; Hogg, 1996; Rodgers et al., 1997; Haller & Alicki, 2012).  

As linhagens Cariocas fazem parte de um longo e abrangente 

experimento que busca, por meio da seleção artificial bidirecional, criar 

fenótipos de alta e baixa ansiedade (Gomes, 2012). Os resultados demonstrados 

pelas gerações S24 à S26 refletem o sucesso dessa empreitada. No paradigma 

utilizado para criação do fenótipo, a linhagem CAC apresenta maiores escores 

de congelamento em todos os momentos, até mesmo no período que precede o 

choque; em contrapartida, os escores da linhagem CBC são consistentemente 

os menores. Isso corrobora achados anteriores nessas linhagens e indica a 

presença de diferenças psicológicas relacionadas a comportamentos defensivos 

decorrentes da seleção empregada (Machado, 2017). 

Os resultados obtidos pelas três linhagens sob o efeito de salina no LCE 

estão de acordo com resultados obtidos anteriormente quando CACs foram 

expostos ao LCE (Dias et al., 2009; Hassan et al., 2013). Estes novos 

resultados demonstrando CBCs com resultados de baixa ansiedade no LCE 

refletem os padrões do fenótipo com animais selecionados para alta ansiedade 

obtendo os maiores escores de ansiedade, e vice-versa. Isso revela que o 

processo de criação seletiva produziu animais que não só apresentam ansiedade 

diferenciada em seu fenótipo, mas também em outros paradigmas, indicando 

que o traço selecionado que resulta em ansiedade elevada ou reduzida foi 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612301/CA



36	
	

inespecífico ao contexto e que foi selecionado, refletindo tendências mais 

sistêmicas e abrangentes do comportamento, que modelam de forma apropriada 

a ansiedade patológica típica de um quadro de transtorno de ansiedade 

generalizado.  

Experimentos envolvendo índices de motricidade para inferir a presença 

de ansiedade precisam controlar a possibilidade de que variações motoras (e 

não afetivas) estão causando os resultados (Sestakova et al., 2013). Caso 

contrário, seria possível inferir que os baixos escores da linhagem CAC não 

são decorrentes de seu elevado medo (nesse caso, da altura), mas sim de uma 

baixa motivação exploratória, sonolência etc.  

Para controlar isso foi investigado o total de entradas que, sob o efeito de 

salina, também revelou diferenças proporcionais ao fenótipo entre as três 

linhagens. Ao investigar os efeitos das diferentes dosagens de midazolam 

(MDZ) na performance no LCE, controlar diferenças de motricidade se torna 

ainda mais importante, pois é possível que certas dosagens causem efeitos 

sedativos (Olkkola & Ahonen, 2008). A ANOVA revelou diferenças no fator 

linhagem, mas não no fator tratamento, indicando que o MDZ não causou 

diferença significativa no total de entradas quando comparado a performance 

sob salina, indicando ausência de alterações significativas na motricidade. Esse 

resultado corrobora a hipótese de que as alterações de motricidade exploratória, 

especialmente sob a dosagem de 0.25 mg/kg, são decorrentes de um efeito 

ansiolítico e não de um efeito sedativo. 

Nesse sentido, o baixo escore da linhagem CAC sob salina é condizente 

com seu padrão comportamental exageradamente ansioso. Uma hipótese para 

explicar sua performance é que, à medida que a interação com o elemento 

ansiogênico do LCE (altura) necessita de exploração, possivelmente CACs 

realizam uma aprendizagem mais rápida dos elementos aversivos contidos no 

labirinto, e, consequentemente, realizam menos movimento no mesmo. 

A investigação da curva dose-efeito revelou que sob a dosagem de 0.25 

mg/kg todas as três linhagens apresentam redução na ansiedade, inferida por 

meio do aumento nas entradas e no tempo gasto nos braços abertos. Este efeito 

persiste nas linhagens CAC e CTL sob a dosagem de 0.5 mg/kg, mas não em 

CBCs. Finalmente, apenas a linhagem CTL apresentou menor ansiedade sob a 

dosagem de 0.75 mg/kg. Nenhuma redução significativa foi observada sob a 
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dosagem de 1.0 mg/kg. Neste sentido, a dosagem de 0.25 mg/kg se mostrou 

ideal para futura investigação do midazolam neste setting experimental, pois 

foi capaz de promover efeitos ansiolíticos esperados sem comprometer outras 

variáveis em todos os grupos. 

É interessante que para cada linhagem houve uma dosagem distinta para 

se atingir um limite no efeito. CBCs são afetados pela dose de 0.25 mg/kg mas 

dosagens maiores não surtiram efeito significativo, enquanto que em CACs 

esse ponto de corte foi 0.5 mg/kg e em CTLs, 0.75 mg/kg. Uma hipótese para 

explicar estes resultados é que uma vez que o midazolam atinge concentração 

suficiente em regiões envolvidas com a exploração, avaliação de risco e 

esquiva, como a amigdala e o hipocampo, as alterações promovidas pela droga 

possivelmente ficam tão intensas comparadas ao normal do animal que são 

reconhecidas como aversivas, causando alterações no estado afetivo que 

aumentam respostas ansiosas apesar da ação do ansiolítico.  

Outra hipótese é que as diferentes dosagens param de causar diminuição 

na ansiedade porque estão causando sedação. Seguindo esta lógica, isso 

indicaria que as diferentes linhagens possuem diferentes limiares para sedação. 

Porém, o índice de atividade de CBCs é elevado mesmo sob altas doses, o que 

indica que algo mais complexo está ocorrendo.  

À medida que o midazolam modula a transmissão de GABA, estes dados 

revelam três biologias distintas, cada uma com uma sensibilidade diferenciada. 

Uma hipótese é que a seleção artificial causou em CACs uma deficiência 

localizada na transmissão de GABA em regiões da amigdala que causam uma 

aprendizagem aversiva, dificultando a inibição destas aprendizagens. Em 

CBCs, possivelmente veríamos um quadro inverso, com transmissão excessiva 

de GABA inibindo a aprendizagem aversiva. É necessária uma investigação 

mais profunda em relação às bases neuroquímicas presentes nas regiões 

cerebrais responsáveis por comportamentos defensivos para esclarecer de que 

forma essas biologias distintas estão interagindo com os diferentes 

neurotransmissores (Olkkola & Ahonen, 2008). 
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5  
Conclusão 
 
 
 
 
 
 

Os dados revelados neste estudo corroboram observações feitas em 

estudos anteriores que demonstram nas linhagens Cariocas traços distintos de 

alta e baixa ansiedade. Esses traços têm-se mostrado presentes em mais de um 

paradigma, indicando que este é um excelente modelo animal para investigação 

da ansiedade patológica (Machado, 2017).  

Foi demonstrado que a dosagem de 0.25 mg/kg foi capaz de provocar um 

potente efeito ansiolítico que elevou os níveis exploratórios em todas 

linhagens, especialmente CACs na qual o escore médio foi mais que o dobro 

comparado à salina, enquanto que dosagens superiores tiveram um efeito 

linhagem-dependente, que deve ser melhor investigado. 

Combinados, estes dados demonstram validade preditiva das linhagens 

Cariocas, pois, quando sujeitas ao LCE, um dos mais bem estabelecidos testes 

de detecção da ação de ansiolíticos, as três linhagens Cariocas apresentam 

validade preditiva adequada para modelar transtornos de ansiedade 

generalizada, à medida que animais selecionados para alta e baixa ansiedade 

estão apresentando esses padrões comportamentais em vários contextos, e 

reagindo aos ansiolíticos de forma esperada (Dawson & Tricklebank, 1995).  

No caso, animais selecionados para alta ansiedade apresentam grande 

diferença entre seu comportamento normal e seu comportamento sob efeito do 

fármaco, enquanto animais controle e selecionados para baixa ansiedade 

apresentaram uma diferença proporcionalmente menor a ação do midalozam. 

Essa sensibilidade distinta à ação do midazolam serve de indicador de que as 

três linhagens contêm alterações neurobiológicas significativas que, a 

princípio, indicam causar em CACs um quadro de ansiedade exagerada, a qual 

parece ser restaurada no LCE pela ação de midazolam, enquanto as outras 

linhagens diminuem seus escores de ansiedade, mas não de forma tão 

significativa. Essa alteração intensa no padrão comportamental CAC é um 
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indicador de que o fármaco está aliviando o quadro de ansiedade sistêmica de 

acordo com o que se esperaria de um modelo de ansiedade patológica 

(Jacobson & Cryan, 2010).  

Em conjunto, essas observações revelam nas linhagens Cariocas uma 

alternativa sólida para servir de modelo à investigação das bases 

neurobiológicas e neuroquímicas por trás de traços hereditários de alta e baixa 

ansiedade.  
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