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1. Resumo

A natagdo € um modelo experimental utilizado em estudos sobre a
fisiclogia do estresse e sobre 0s mecanismos envolvidos na depressao, no qual
a resposta comportamental de imobilidade de animais de laboratério é
interpretada, respectivamente como uma resposta adaptativa ou como
desespero comportamental. Tendo em vista que se tratam de modelos muito
usados na pesquisa cientifica, e que o significado da imobilidade ndo é
consenso na literatura, em um estudo inicial, testamos a hipdtese de que a
interpretagao do tempo de imobilidade ( desamparo aprendido ou adaptagéo)
pode variar conforme o modeio utilizado (teste da natacao forcada ou estresse
por natacgao). Nossos dados mostram que o estresse por natagao e o teste da
natagdo forgada induziram respostas fisioloégicas e comportamentais distintas
em ratos. Parecem portanto representar situagdes diferentes para o animal. O
objetivo deste estudo é validar farmacologicamente esta hipdtese, comparando
o efeito do antidepressivo desipramina e do ansiolitico diazepam nos dois

modelos experimentais.

2. Introdugéao

Atualmente, no Brasil, percebe-se que o Cirurgido Dentista, demonstra
uma certa inseguranga na prescricdo de medicamento de uso odontologico.
Qual seria o grande motivo para explicar tal comportamento? Se for feita uma
analise bem detalhada da formagdo académica deste profissional da salde,
pode se observar que a grande maioria dos curriculos do pais menosprezam
as diciplinas de Fisiologia e Farmacologia basicas em relagéo as diciplinas da

area clinica. Esse fato colabora para que o académico, ao concluir o curso,



ainda nao apresente a seguranga para receitar 0s principais medicamentos de
uso odontoldgico, incluindo o ansiolitico como medica¢&o pré anestésica e em
tratamentos com criangas n&o colaboradoras e pacientes muito nervosos ou
ansiosos.

O tratamento odontolégico geralmente induz um quadro de ansiedade e
apreensao nos pacientes. Sendo assim, mesmo os individuos que declaram
ndo ter medo do tratamento odontolégico podem apresentar reacoes
desagradaveis durante a intervengdo, dificultando a realizacdo dos
procedimentos odontolégicos.

A inseguranga apresentada pela maioria dos cirurgides dentistas em
relacdo ao emprego de ansioliticos pode estar relacionada a falta de
conhecimento de alguns aspectos relacionados ao mecanismo de acdo e
farmacocinética do medicamentos.

Nio sé em estfudos clinicos mas em trabalhos desenvolvidos com animais
de laboratdrio, existem modelos muito bem definidos e consagrados na
literatura para o estudo do estresse e da depressao.

Desde que foi descrito por Porsolt et al. (1977), o teste da natagdo forgada
tem sido usada como um modelo experimental para o estudo da depressao. O
protocolo classico é realizado em dois dias. O animal é submetido a natagéo,
por 15 minutos , em um tanque de 20cm de didgmetro, com uma coluna de agua
de 15cm a 25°C. Inicialmente, os ratos apresentam um comportamento de luta,
caracterizado por uma vigorosa atividade. Esta, apos alguns minutos diminui,
até os animais que passam a fazer somente os movimentos necessarios para
manter a cabeca fora da agua, o que foi denominado de imobilidade (Porsolt et

al., 1977, 1878 a; 1978 b). No segundo dia, o animal é submetido novamente a



natagao, nas mesmas condigdes, durante 5 minutos e o tempo de imobilidade &
medido, sendo este comportamento interpretado conmo desespero
comportamental (Porsolt et al.,1977; 1978 a; 1978 b; Barros, Ferigolo, 1998),
Neste modelo experimental classico, a maioria dos antidepressivos, como por
exemplo, a desipramina, reduz a imobilidade, estimulando o comportamento de
luta (Lucki et al, 1997). Como este efeito estd significativamente
correlacionado com o potencial clinico daqueles farmacos, € o modelo é
suficientemente especifico para discriminar antidepressivos de neurolépticos e
ansioliticos, o teste da natag¢ao forgada tem sido amplamente utilizado para o
estudo da depresséo (Porsolt et al., 1977; 1978 a; 1978 b; Borsini, Meli, 1988;
Beijamini et al., 1998; Contreras et al., 1998; Barros, Ferigolo, 1998; Stogner,
Holmes, 2000).

Devido ao exercicio fisico e ao componente emocional, relacionado a
impossibilidade de fuga e a novidade que este estimulo representa para o
animal, a natagdo também & usada em estudos sobre a fisiologia do estresse,
como um potente agente estressor (Marcondes et al., 1996, Shors et al., 1999,
Tanno et al.,2002 a; Tanno et al., 2002 b). No estresse por natagdo, ao ser
colocado na agua pela primeira vez, o rato rapidamente passa a nadar em
torno das bordas do tanque, aparentemente procurando escapar (Bianchi et ai.,
2001). Depois de alguns minutos seus movimentos passam a ser menos
vigorosos e o animal passa a boiar, alternando a natagdo com momentos de
imobilidade (Bianchi et al., 2001). Segundo Bruner, Vargas (1994), a
movimentagdo do animal na agua parece estar negativamente correlacionada

com suas chances de sobrevivéncia. Assim sendo, a diminui¢do da atividade,



caracterizada pela imobilidade, representaria uma resposta adaptativa, neste
modelo de estresse por natagéo.

Tendo em vista que o significado da imobilidade parece variar entre os
modelos acima, e que divergéncia entre pesquisadores que utilizavam estes
modelos de natag&o j& foram evidenciadas na literatura cientifica (Borsini et al.,
1986, Nishimura et al., 1988 a;b;), o objetivo deste estudo foi testar a hipotese
de que, sendo situagdes diferentes, a interpretacdo do tempo de imobilidade
pode variar conforme o modelo utilizado. Para isso, 0s modelos de natagéo
forcada e estresse por nata¢do foram comparados, por meio de avaliagdes
comportamentais, com e sem o uso de antidepressivo e ansiolitico.

Assim, este trabalho teve como objetivo_académico, além de testar os
modelos de natagdo envolvendo farmacos, aprofundar os conhecimentos do
aluno em Fisiologia, disciplina basica que & tao importante quanto qualquer

outra disciplina clinica no curso de Odontologia.

3. Material e Métodos
3.1. Delineamento experimental

Os animais utilizados foram ratos Wistar, com 3 meses de idade, pesando
entre 300 a 350 gramas. Eles foram mantidos no Biotério da FOP sob
condicdes padrdes de ciclo claro/escuro de 12/12h e climatizagédo de 22 +/-
2°C, sendo colocados 4 animais por gaiola recebendo agua e ragao a vontade.
Os experimentos foram realizados enfre 7:00 e 12:30h. Todos os

procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacao



Animal do instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA -
IB / UNICAMP).

Os animais foram submetidos, individualmente, a natacdo em um tanque
de acrilico medindo 50cm x 50cm x 50cm (estresse por natagéo - TANNO ej
al.,) ou 20cm x 20cm x 50cm (natagao forgada — BEIJAMINI ef al., 1998), entre
7:30 e 11:30h. O procedimento proposto seguiu o protocolo definido para o
teste da natagdo forgada. Os experimentos foram fimados para analise
comportamental. Antes de serem submetidos aos procedimentos acima
descritos, os animais receberam a administracdo intraperitoneal do agente
antidepressivo desipramina, ou ansiolitico diazepam ou de veiculo. Foram

avaliados os seguintes grupos experimentais:

Tabela 1. Grupos experimentais para avaliagdo comparativa do efeito da
desipramina e do diazepam no tempo de imobilidade de ratos
submetidos a duas sessfes de natagao forcada ou de estresse por

natacao.

Grupo N
Natagao for¢ada — veiculo 15
Natacao for¢cada ~ desipramina 15
Natacdo forgada — diazepam 13
Estresse por natagao - veiculo 15
Estresse por natacdo - desipramina 13
Estresse por natagao - diazepam 13

3.2. Tratamentos farmacolodgicos
O efeito de drogas que alteram o nivel de ansiedade e o tempo de
imobilidade de ratos submetidos a natagdo foi utilizado como um parametro

para comparagao entre os modelos da natacao forgada e o modelo de estresse



por natagao. Com este objetivo, os animais foram tratados com injecao i.p. de
solugéo salina (veiculo), desipramina (15 mg/Kg — FERIGOLO et al., 1998) ou
diazepam (1 mg/Kg — MOURA & DE MORAES, 1994; DRAGO et al., 1999). A
desipramina foi administrada em trés etapas : a primeira, imediatamente apds a
primeira sessao de natacdo. A segunda dose, as 7: 00 h da manha do dia da
segunda sessdo e finaimente a terceira 1h antes da segunda sessio de
natagao (MARTI & ARMARIO, 1993). O diazepam foi administrado meia hora
antes da segunda sessdo de natagdo (MARTI & ARMARIO, 1993; FERIGOLO
et al., 1998).

Com o objetivo de realizarmos este estudo com o menor nimero possivel
de animais, por indicagdo da Comissao de Etica na Experimentacdo Animal, e
obedecendo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), o efeito da aplicagé@o de veiculo foi avaliado em dois subgrupos de
animais. Para cada modelo de natagao, um subgrupo recebeu a solugéo salina
em trés administragées conforme sera realizado nos animais do grupo tratado
com desipramina . O segundo subgrupo recebeu somente uma injecéo i.p. de
veiculo de acordo com a administragdo de diazepam (MART! & ARMARIO,
1993). Foi avaliado se havia diferenga entre estes grupos. Como nao houve
diferenca significativa estes dados foram agrupados e foi utilizado este grupo

como veiculo.

3.3. Sessoes de natagdo e avaliagao comportamental
Houve uma sessao de pré-teste, na qual os animais foram submetidos a
15 min de natagdo. Imediatamente depois, foram retirados da agua, secos com

uma toalha e mantidos préximo a um aguecedor de ambiente. Apds estarem



completamente secos (cerca de 30 min) foram recolocados em suas gaiola-
moradia e transportados ao biotério de experimentacéo.

No dia seguinte, 24 h apds a sess&o de pré-teste, os animais foram
novamente submetidos a natagao, no mesmeo protocolo, durante 5 min.

O comportamento de cada animal foi filmado nas duas sessbes de
natacao. Com um cronémetro foi registrado o tempo, em segundos, de nado
ativo nas proximidades das bordas do tanque. Este comportamento,
denominado de ‘“tentativa de fuga” (IWAMOTO & MARCONDES, 1998;
BIANCHI et al., 1999) caracteriza-se por grande movimentagdo das quatros
patas, sendo que com as patas anteriores o animal aparenta querer “subir” pela
parede do aquario para sair da agua. Também foi registrado o tempo de
imobilidade. Neste caso, ¢ animal béia, fazendo apenas movimentos
necessarios para manter a cabega fora da agua.

Segundo LYNCH & KATCHER (1974) durante um mergulho a demanda
de oxigénio aumenta, crescendo também a possibilidade de hipdxia a
consequentemente, o risco de afogamento. Ratos que realizam um grande
nimero de mergulhos tendem a morrer mais faciimente do que ratos que
nadam ritmicamente ou somente flutuam (BINIK et al ; 1983). Animais que
repetidamente afundarem na agua, aparentando fadiga, foram retirados do
tanque, a fim de evitar a morte dos mesmos. Os dados referentes a estes

animais foram descartados.



3.4. Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram analisados empregando-se teste "t" de Student
(subgrupos veiculo) ou andlise de variancia seguida do teste de Tukey. Valores

de p menores do que 0,05 serdo indicativos de significadncia estatistica.

4. Resultados e Discussiéo

No presente trabalho avaliamos o comportamento de ratos tratados com
desipramina ou veiculo e diazepam ou veiculo, submetidos ao teste da natacao
forcada ou ao modelo de estresse por natagdo. O protocolo utilizado foi o
descrito para o teste da natagdo forgada, cujo modelo tem sido utilizado
recentemente para testar novos compostos de acdo antidepressiva com o
minimo de efeitos colaterais indesejaveis ( Yamada & Sugimoto, 2001; Aranda
et al.,, 2002; Mota ef al, 2002). Foi realizada uma sesséo de pré teste com 15
minutos de natagado e, 24 horas depois uma uma sessao de teste foi aplicada
com duragao de 5 minutos.. Para avaliacao do efeito da desipramina foram
aplicadas trés doses deste farmaco sendo a primeira 24 horas, a segunda 5
horas e a terceira 1 hora antes da segunda sessdc de natagdo, ja para
avaliagcao do efeito do diazepam foi aplicada uma Unica dose 30 minutos antes
da segunda sessao de natagao.

Os dados apresentados na figura 1 referem-se a comparacéo do efeito da
desipramina, e do diazepam em relagdo ao veiculo em ratos submetidos a
segunda sessdo de natagio, tanto no teste da natagdo forcada quanto no
estresse por natacdo. No teste da natagdo forgada (Figura 1 A} o tratamento

com desipramina diminuiu 0 tempo de imobilidade dos animais em relagdo aos



animais tratados com veiculo (p<0.05). Por outro iado o diazepam nao alterou o
comportamento dos ratos submetidos ao teste da natagéo forgcada.

De acordo com a proposta de Thierry et al. (1984) o animal submetido a
natacao pode apresentar duas estratégias opostas, uma ativa e outra passiva.
A estratégia mais adaptativa mudaria de uma situagéo para outra dependendo
de varios fatores, incluindo caracteristicas comportamentais, capacidade
objetivas e subjetivas e as caracteristicas do ambiente. A integracéo de todos
esses fatores determina o comportamento do animal em uma situagao
particular. Foi proposto que o comportamento dos animais no teste da natagéo
forcada depende da tendéncia individual do animal em adotar estratégias
passivas ou ativas. Os antidepressivos exercem um efeito na diminui¢do da
imobilidade através da potencializagdo de estratégias ativas (Armaric et al.,
1988). Nossos dados mostram que a desipramina parece néo ter intensificado
o comportamento de luta, uma estratégia ativa contra a situagao inescapavel na
qual se encontra o animal. Com relacéo ao diazepam nossos dados confirmam
os resultados de outros autores (Porsolt et al., 1977, 1978 a; Kawashima et al,,
1986: Calil et al ., 2002) e indicam que a imobitidade ndo estava relacionada a
ansiedade ou medo, no teste da natagao forgada.

Portanto, o comportamento de imobilidade no teste da natacdo forcada
reflete um estado depresssivo (Porsolt et al., 1977) ou uma tendéncia em
adotar estratégias passivas em situagdes inescapaveis e aversivas, efeitos
estes que s&o revertidos pelos antidepressivos.

A figura 1 B mostra a comparagéoe entre o tempo de imobilidade de ratos
tratados com desipramina, diazepam e veiculo no modelo estesse por natagao.

No estresse por natagdo, o tratamento com desipramina ndo alterou o tempo




de imobilidade de animais (p>0.05). Por outro lado, animais tratados com
diazepam apresentaram aumento neste parametro, em relacdo aos animais
tratados com veiculo (p<0.05).

O modelo de estresse por nata¢éo além de ser uma situacdo aversiva e
inescapavel, representa para o animal uma ameaga de afogamento e morte
eminente, caso ndo possa manter a cabeca fora da agua. A imobilidade nesta
situacdo poderia representar uma resposta adaptativa. A menor movimentagéo
do animal na agua resultaria em economia de energia para o organismo que
esta sendo submetido ao exercicio fisico (Bruner, Vargas., 1994). O aumento
do tempo de imobilidade, induzido pelo tratamento com diazepam, no modelo
de esiresse por natagéo, indica que a diminui¢do da ansiedade potencializou a
capacidade adaptativa do animal. Por outro lado, como neste protocolo n&o
houve efeito significativo da desipramina, a imobilidade parece nao representar

um estado de desamparo aprendido.
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Figura1. Tempo de imobilidade de ratos submetidos ao teste da natagao

forgada (A) ou ao modelo de Estresse por natagdo (B),
tratados com  veiculo, desipramina ou diazepam.
«Estatisticamente  diferente  do grupo tratado com
veiculo(p<0.05). O numerc de animais por grupo esta indicado

entre parénteses.

Na Tabela 2 apresentamos o nimero de animais que mergulharam, em

cada modelo

de natacdo. Devido ao pequeno numero de animais que



realizaram mergulho, ndo foi possivel analisar estatisticamente esta variavel.
Observa-se porém que o diazepam parece diminuir a frequéncia deste
comportamento no teste da natacdo forcada, sem altera-lo no estresse por
natacao (Tabela 2).

Segundo Lynch e Katcher (1974) durante um mergulho a demanda de
oxigénio aumenta, crescendo também a probabilidade de hipdxia e
conseqlientemente de afogamento. Ratos que realizam um grande nlmero de
mergulhos tendem a morrer mais facilmente do que ratos que nadam
ritmicamente ou somente flutuam (Binik et al; 1983). Logo um menor nimero
(ou auséncia) de mergulho estaria ligado a maior probabilidade de
sobrevivéncia do animal submetido & natagao. Como este comportamento foi
avaliado na segunda sessao, sugerimos gue, de alguma forma, os animais
possam ter “aprendido” que seriam retirados da agua, e isto pode ter diminuido

0 estresse dos mesmos, diminuindo a probabilidade de realizarem merguthos.

Tabela 2. Numero de mergulhos realizados por ratos, durante a segunda
sessdo de natagdo (dia2) no teste da nata¢do forgada (TNF) e

estresse por natagdo (EN ).

GRUPO N N° de ratos que Porcentagem de ratos
mergulharam que mergutharam
TNF - veiculo 15 2 13%
TNF - diazepam 13 1 7%
EN - veiculo 15 0 0%
EN - diazepam 13 0 0%
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5. Conclusao

Os resultados obtidos confirmam a hipotese de que o teste da natagéo
forcada e 0 modelo de estresse representam duas situagdes distintas para o
animal de laboratério, e portanto o comportamento de imobilidade nestes
protocolos tém diferentes interpretacdes: desamparo aprendido no teste da

natacdo forgada, e adaptacéo no modelo do estresse por natagao.
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