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RESUMO

Apesar dos disturbios de ansiedade apresentarem uma alta prevaléncia na nossa
sociedade, as opgdes de tratamento farmacoldgico ainda sao restritas e apresentam uma
série de efeitos adversos indesejados. Nesse sentido, modelos ‘etoldgicos’ se aproximam
mais do que realmente ocorre na natureza e podem ter seus resultados melhor
extrapolados para humanos, apesar de testes desta natureza serem escassos em
primatas ndo-humanos. Calitriquideos, em particular, sofrem altas taxas de predacao,
mantendo suas estratégias de defesa mesmo em cativeiro. Seu amplo espectro de
indicadores comportamentais representa uma oportunidade impar para se avaliar o
comportamento emocional, podendo ser utilizados como ferramenta para estudo do
medo/ansiedade. O presente estudo, portanto, teve como objetivo avaliar as respostas
comportamentais de micos-estrela (Callithrix penicillata) submetidos aos testes de
Ameaca Humana (AH) e Confronto com Predador (CP), sob efeito do ansiolitico
benzodiazepinico diazepam (DZP). Cada sujeito (n=13) foi submetido pseudo-
randomicamente a quatro sessbes de habituacdo. Em seguida, para cada um dos dois
testes, os sujeitos foram submetidos a outras quatro sessdes de confronto (0; 1; 2 e 3
mg/kg de DZP). Cada sesséo consistiu de 15-min de observagado: 5-min antes, 5-min
durante a exposigdao a um experimentador humano ou a um gato taxidermizado (gato-do-
mato) e 5-min apos a exposi¢ao. A administragdo de todas as doses de DZP induziu uma
diminuicao significativa na atividade locomotora, antes, durante e depois do confronto,
sugerindo um possivel efeito sedativo deste farmaco. Foi entdo realizado um novo
experimento onde os sujeitos (n=10) foram submetidos novamente a quatro sessdes de
confronto por estimulo, porém, com doses mais baixas de DZP (0; 0,10; 0,25 e 0,50

mg/kg). Uma rapida exposicdo (5 min) ao experimentador induziu um aumento

vi



significativo nas taxas de olhares diretos e vocalizagdo de alarme, além de uma reducgao
nos niveis de proximidade e comportamentos deslocados. A administragcdo de DZP
reverteu, significativamente, apenas a frequéncia de olhares diretos. O confronto com o
gato taxidermizado alterou, de forma significativa, a taxa de olhares diretos, a qual nao foi
re-estabelecida pelo DZP. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas em
cada uma das respostas, quando na presenca destes dois estimulos, sugerindo que estes
exercem um efeito similar. Contudo, no conjunto das alteracbes observadas, o
experimentador humano pareceu ser mais eficaz, podendo isso ser devido em parte aos
procedimentos rotineiros de captura/manipulagdo. Ja para o gato taxidermizado, varios
fatores podem ter contribuido para a baixa responsividade, como a exposi¢ao repetida, o
confronto realizado em um ambiente altamente familiar, a presenga de um outro animal no
viveiro, o uso de sujeitos com exposi¢cao prévia ao estimulo e o uso de um objeto que néo
€ uma ameagca real. Diferengas na duragido da exposi¢ao e nos ambientes fisico e social,
também podem ter influenciado as discrepéncia vistas entre os resultados deste estudo
dos descritos na literatura. Dessa forma, os testes de AH e CP podem vir a ser boas
ferramentas experimentais para a avaliagcdo do medo/ansiedade e o desenvolvimento de
novas compostos com potencial valor terapéutico. Porém, novos estudos, avaliando os
fatores discutidos, sdo necessarios para uma melhor elucidagdo dos aspectos de

medo/ansiedade sendo avaliados nestes testes.
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ABSTRACT

Although anxiety disorders have a high prevalence in our society, few
pharmacological options exist for its treatment, having well-established unwanted effects.
In this sense, ethologically based animal models approximate the natural conditions under
which such emotional states are elicited and thus provide comparable results to anxiety
seen in humans. Such models using non-human primates, however, are scarce.
Callitrichids, in particular, suffer one of the highest rates of predation among primates.
Their anti-predation strategies are even observed among captive individuals. Thus,
defense-related behaviors in this primate may represent a unique opportunity to evaluate
fear and anxiety in an experimental setting. Therefore, this study aimed at investigating the
defense-related response of captive marmosets (Callithrix penicillata) submitted to two
experimental tests of fear/anxiety: Human Threat (HT) and Predator Confrontation (PC).
The effects of the anxiolytic diazepam (DZP) were also evaluated. Each subject (n=13)
was pseudo-randomly submitted to four habituation trials, followed by four confrontation
sessions (0; 1; 2 e 3 mg/kg of DZP) for each test. Each session consisted of a 15-min
observation period: 5-min prior, 5-min during a confrontation with a human observer or a
natural taxidermized predator (oncilla cat) and 5-min following the exposure. The DZP
administrations induced a significant decrease of the marmoset's locomotion, before,
during and after the confrontation, indicating a possible sedative effect. Thus, a second
experiment was held, during which subjects (n=10) were once again submitted to another
four confrontations trials. However, lower doses of DZP were used (0; 0,10; 0,25 e 0, 50
mg/kg). A rapid exposure (5-min) to the human observer induced a significant increase in
direct gazes and alarm calls, as well as a decrease in proximity and displacement

activities. DZP administration only significantly reversed the frequency of direct gazes.
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Confrontation with the taxidermized cat significantly altered solely the levels of direct
gazes, although DZP injections did not reverse this response. Furthermore, significant
differences between each behavioral parameter were not observed, when in the presence
of the stimuli, suggesting that they exert a similar effect. However, when analyzing the
whole behavioral profile observed, the human observer seemed to be more effective. This
may have been due to the routine capture/manipulation procedures. For the taxidermized
cat, several factors could have contributed to the low responsiveness, such as the
repeated exposure procedure, the confrontations taking place in a highly familiar
environment, the presence of other subject in the home-cage, the use of experienced
subjects and the fact that the stimulus was not truly a threat. Differences in terms of the
duration of the confrontations and the physical and social environment may also have
influenced the discrepancies seen between the results from the present study and those of
previous investigations. Therefore, the AH and PC tests may possibly be used as an
experimental tools to evaluate fear/anxiety and screen new compounds with potential
therapeutic value. However, new studies are necessary to fully assess the factors
discussed, in order to better elucidate the aspects of fear/anxiety which are being analyzed

in these tests.
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Introducéao 1

1. INTRODUCAO

1.1. ANSIEDADE

A palavra ansiedade advém do grego anshein, que significa estrangular, sufocar
ou oprimir (Cunha, 1999). Em latim, os termos correlatos anxietas e anxietatis indicam
aflicdo, angustia, desejo veemente e desconforto (Machado, 1995) denotando, portanto, a
algo ruim, dispensavel para 0 homem. Porém, ao longo da histéria tem-se visto a
ansiedade como uma resposta emocional normal, ocorrendo, principalmente, diante da
expectativa ou antecipagdo de estimulos ou situagdes presentes no ambiente (ex.
Rodgers e cols., 1997). Neste contexto, a ansiedade constitui uma emocg¢ao normal,
advertindo sobre perigos de dano fisico, dor, impoténcia, possiveis puni¢des, separagéo
social, entre outros. (Sandford e cols., 2000). Desta forma, ela estimula o organismo a
tomar as medidas necessarias para impedir a ameaga ou, no minimo, reduzir suas
consequéncias (Brandado, 2001). Ademais, a ansiedade parece estar intimamente
associada ao medo, uma resposta emocional basica frente a um estimulo ameagador no
ambiente, estando o seu circuito neural envolvido em alguns tipos de ansiedade (LeDoukx,
1996; 1998).

Desta forma, o medo e a ansiedade fazem parte das primeiras linhas de defesa na
natureza — particularmente em mamiferos — compreendendo a habilidade de prever o
perigo antes que ele ocorra de fato (Kim e Gormam, 2005). Portanto, neste contexto, e
considerando que foram moldados ao longo da evolugdo pelo processo de selegcéo
natural, o medo e a ansiedade tém um importante significado adaptativo e evolutivo,
sendo emocgodes fundamentais para a sobrevivéncia (Darwin, 1872; McNaughton, 1997;
Nesse, 1999).

A ansiedade pode ser observada em duas importantes formas, a saber: ansiedade
traco e ansiedade estado. A primeira corresponde a uma resposta persistente e

duradoura, inerente a personalidade do individuo, indicando a forma com que ele interage
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com seu ambiente fisico e social. A ansiedade estado, por sua vez, é a resposta de um
determinado individuo a uma situagao especifica. Essa resposta pode mudar, ao longo do
tempo, em decorréncia do nivel de estresse e de acordo com o modo com que este é
percebido pelo individuo (revisado em Sandford e cols., 2000).

Apesar de ser uma resposta emocional normal, a ansiedade pode se adquirir
caracteristicas patolégicas no homem, ocorrendo em momentos inapropriados ou de
forma exacerbada (Sandford e cols., 2000). Neste estado a resposta emocional torna-se
inadequada a um determinado estimulo, em virtude de sua intensidade e/ou duracéo.
Pode provocar confusdo e distorcdes da percepgdo temporal e espacial em relacédo a
pessoas e ao significado dos acontecimentos. Estas distorgdes podem interferir no
aprendizado pela diminuicdo da concentragdo, redu¢do da meméria e prejuizo da
capacidade de associacdo (Brandao, 2001).

A ansiedade varia em tanto termos quantitativos (i.e., duragcdo e intensidade),
como qualitativos. Uma simples preocupacado diaria persistente é diferente de uma
expectativa a um desafio, que por sua vez também é diferente de uma crise subita,
rapida, imprevisivel e irracional de medo intenso. Essas respostas podem ser normais em
condicbes apropriadas, porém, patolégicas e mal adaptadas quando em situagdes
inapropriadas. Essas diferengas fenomenolégicas também podem ser acompanhadas por
diferencas em termos das respostas fisioldgicas, autonémicas e farmacoldgicas, o que
levou a necessidade de se descrever e entender melhor as diversas reacoes
comportamentais e fisiolégicas associadas a ansiedade (Sandford e cols., 2000).

Os disturbios associados a ansiedade podem ser classificados com base nos seus
fendmenos (intensidade, duragdo, qualidade, curso natural do disturbio, sintomas e
histérico familiar), respondendo de maneira diferenciada aos tratamentos farmacoldgicos
disponiveis atualmente. A ansiedade patolégica necessita de intervengao terapéutica e
pode ocorrer em decorréncia de outras patologias, psicologicas e/ou fisiolégicas, sendo

considerada, nesses casos, uma manifestacdo secundaria. Quando € a principal ou Unica
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manifestacao observada, a ansiedade se enquadra nos disturbios ou transtornos de
ansiedade primaria (Graeff, 1996). Independente de ser uma manifestagao primaria ou
ocorrer em comorbidade com outras patologias, um quadro clinico de ansiedade
patolégica tem se tornado cada vez mais freqiente em nossa sociedade, acometendo
aproximadamente 25% da populagao (Kim e Gorman, 2005).

Pela classificacdo do DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, elaborado pela Associagado Psiquiatrica Americana — APA), em vigor desde
1994, os varios tipos de ansiedade patolégica passam a ser classificados como
ansiedade generalizada, panico — com ou sem agorafobia, disturbio obsessivo-
compulsivo, disturbio do estresse pds-traumatico, disturbio de ansiedade atipica e as
fobias (agorafobia, social e simples). Mais especificamente, o disturbio do panico é
caracterizado pela recorréncia de ataques de panico, um episddio subito e inesperado de
medo intenso, acompanhado por manifestacbes somaticas ou cognitivas, incluindo
palpitacoes, falta de ar, tremores, tonturas, nauseas, e medo de perder o controle,
enlouquecer ou morrer. Os disturbios de panico vém sendo tratados farmacologicamente
com antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptagcdo de serotonina (ISRSs)
e inibidores da enzima monoaminoxidase (IMAOs). Por outro lado, o disturbio da
ansiedade generalizada (DAG) € uma perturbagao crbénica caracterizada por uma tensao
OuU apreensao excessiva, sem causa aparente, com relagdo a diversos aspectos da vida
cotidiana, acompanhado dos seguintes sintomas: inquietagdo, fadiga, dificuldade de
concentragao, irritabilidade, tensdo muscular e disturbios do sono. O DAG vem sendo
tratado farmacologicamente com ansioliticos benzodiazepinicos (BZDs) e, em menor
escala com antidepressivos friciclicos, ISRSs e IMAOs (Graeff, 1999).

Além disso, sabe-se que os diversos tipos de ansiedade afetam diferentemente as
estruturas cerebrais (Sandford e cols., 2000). Neste sentido, os sistemas neurais
envolvidos na ansiedade normal e patolégica vém sendo intensamente investigados,

podendo sua elucidagdo contribuir significativamente para uma melhor compreensao de
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funcdes especificas dentro do complexo circuito neural responsaveis pelas emocdes de
medo e ansiedade (Sandford e cols., 2000; Kim e Gorman, 2005), assim como para o
desenvolvimento de novos tratamentos farmacolégicos para os disturbios a eles

associados.

1.1.1.Bases neuroanatomicas

A elucidacdo dos circuitos neurais que subsidiam a ansiedade tem sido baseada
em experimentos com animais € em estudos clinicos com humanos (neuroimagem
estatica ou funcional). Por ser essencialmente uma resposta emocional, é de se esperar
que as estruturas implicadas na ansiedade fagcam parte do sistema limbico (Graeff, 1999).
Este compreende a parte mais velha, filogeneticamente, do cortex cerebral e é
considerado o centro das emocdes (Kim e Gormam, 2005). Em 1878, Paul Broca, um
neurocirurgido francés, cunhou a expressao ‘sistema limbico’ para se referir ao anel
cortical que envolve o tronco encefalico (Graeff e Hetem, 2004). Com base em evidéncias
experimentais e clinicas, o neuroanatomista James Papez aplicou conotagao funcional a
este conceito de sistema limbico, identificando neste um papel principal no controle das
emocoes. Foi o Circuito de Papez, um dos primeiros a implicar também o hipocampo na

regulacado das emocgdes (Graeff, 1999; Dalgleish, 2004; Machado, 2006).

Este circuito, compreendendo estruturas do lobo limbico até entdo identificadas
(giro para-hipocampal, giro do cingulo, giro subcaloso e o cortex subjacente a formagao
hipocampal), formava o principal substrato neural das emoc¢des. Papez, ao elaborar um
circuito que explicava a comunicacao dos centros corticais superiores com o hipotalamo,
propbés um papel de processador de informagbes neurais de carater emocional ao
hipocampo (ex. Graeff, 1999). Sabe-se hoje que essa estrutura transmite informagdes
aos corpos mamilares do hipotalamo, através do fornix. Seguindo este circuito, via os

corpos mamilares do hipotalamo, as informagdes de cunho emocional sdo entdo
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projetadas para o talamo, passando pelo trato mamilo-talamico, para depois seguirem até
o giro do cingulo. Por fim, a atividade neural é repassada para outras regides corticais a
partir do cortex cingulado, recebendo, assim, novos aspectos emotivos (ex. Graeff, 1999;

Figura 1).

_» Giro do cingulo

drtex
Corte -

mﬂﬁ:*-ﬁ*é‘-- G

0
el e

--» Talamo

Hipotadlamo 4~

“A Hipocampo

Figura 1. Esquema ilustrativo do circuito de papez. Adaptado de Ribas, 2007.

Contudo, novos estudos indicaram a participacdo de outras estruturas na
regulacdo das emocgdes. A exemplo disso, Paul MacLean, em 1949, acrescentou outras
estruturas ao circuito de Papez, como o hipotdlamo - que regula a expresséo
neurovegetativa e hormonal dos estados emocionais - e a amigdala - que exerce papel

fundamental sobre o medo e a ansiedade (MacLean, 1952).

Um dos sistemas formulados para o estudo das emocgdes que também atribui
valor essencial ao hipocampo € o Sistema de Inibicao Comportamental (SIC; Figura 2).
Elaborado na década de 60, pelo psicélogo Jeffrey Gray, este constructo tedrico, em sua
primeira versao, correlacionava a ansiedade a ativacdo do SIC, a partir de determinadas
classes de estimulos: sinais condicionados de punigao, de frustragao, de perigos inatos e

estimulos ou situagdes novas (Graeff e Hetem, 2004). Posteriormente, Gray concluiu que
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as alteragbes comportamentais mais proximas das resultantes de agentes ansioliticos
eram as lesbes do septo, do hipocampo ou de ambas as estruturas (Graeff e Hetem,
2004). Portanto, o hipocampo e o septo fazem parte do SIC. Pelo fato dessas estruturas
apresentarem intimas conexdes neurais, o termo sistema septo-hipocampal (S-H)
também passou a ser utilizado em referéncia ao SIC. Assim, estimulos inatos e
condicionados de medo, novidade e sinais de frustracdo ativariam o SIC. Esse, por sua
vez, ao ser ativado, promoveria a inibicdo de comportamentos, ou seja, produziria a
“ansiedade”. Nesses casos, o sujeito passaria a um estado de niveis de alerta e atengao

mais altos (Gray, 1982).

Sinais de Novidade Estimulos
punicdo ou frustracao l ameacadores inatos

Inibicdo comportamental
Aumento de vigilancia
Aumento de atencdao seletiva

Figura 2. Representagdo esquematica do Sistema de Inibigdo Comportamental (SIC). Adaptado do
livro Fundamentos de Psicofarmacologia (Graeff e Guimaraes, 1999).

A ansiedade é mais que uma simples e estereotipada resposta a um estimulo
aversivo. Animais e humanos, em especial, aprendem complexas associagbes de
estimulos adversos, e sdo capazes de executar respostas discriminativas. Para isso é
necessario um “sistema comparador” capaz de detectar quando a ameacga é familiar ou
uma novidade. Nesse sentido, tem sido atribuido ao hipocampo esse papel (Sandford e
cols., 2000), disfuncdes em sua atividade normal resultam em dificuldade de aprendizado,

levando a uma generalizagdo do medo (LeDoux, 1998). Além disso, sabe-se que, em
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animais, o estresse crénico causa sério prejuizo na atividade hipocampal (Sapolsky,

1996).

A amigdala é uma massa esferdide de substancia cinzenta formada por um denso
conjunto de nucleos e subnucleos, suas conexbdes sao extremamente amplas e
complexas (Machado, 2006). Tanto a amigdala quanto o sistema S-H recebem proje¢des
do cortex associativo polimodal, informagdes de todos os sentidos chegam até estas
estruturas (LeDoux, 1996). A amigdala ndo apenas detecta e organiza as respostas a
ameagcas “naturais” como também, pode ser o centro do aprendizado de novas ameacas,
conhecido como condicionamento classico (LeDoux, 1996). Portanto a amigdala faria
uma interface entre aspectos emocionais e cognitivos (Tomaz e cols., 1993). Havendo
discrepancia entre essas informacdes, seria gerada uma inibicdo comportamental (Gray,
1982). A ativacao desse sistema, denominado sistema de inibicdo comportamental (SIC),
resulta em um estado de ansiedade modulada, principalmente, pela neurotransmissao
noradrenérgica e serotonérgica, provenientes da regido mesencefalica (Gray, 1982).
Drogas ansioliticas, como os BZDs, podem atuar reduzindo a ativagdo dessas vias
monoaminérgicas (ex. Graeff, 1999) e, dessa forma, a amigdala constitui um importante
alvo para manipulag¢des farmacoldgicas (Sandford e cols., 2000). A amigdala também
possui conexdes com outras areas cerebrais, projetando-se para o hipotalamo e regides
do tronco encefalico, resultando em respostas enddcrinas, autonbémicas e
comportamentais que compdem as complexas reagcdes de medo/ansiedade (LeDoux,

1998).

A matéria cinzenta periaquedutal (MCP), por sua vez, recebe projecées da
amigdala e das vias sensoriais interoceptivas e nociceptivas. Sendo assim, acredita ser a
estrutura responsavel pelas respostas mais simples, incondicionadas e automaticas a

ameacgas de natureza inata (Sandford e cols., 2000). Além disso, a MCP atua no sentido
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de selecionar e comandar a resposta de defesa e aspectos neurovegetativos a esses

estimulos (Fanselow, 1991).

Outro conceito em relacdo a ativagcdo do circuito cerebral frente a respostas
emocionais iniciou-se com Charles Darwin. O denominado Sistema Cerebral de Defesa
(SCD) refere-se, essencialmente, a repertérios emocionais em animais, decorrente de
pressdes evolutivas. Ao estudar as reagbes de defesa em gatos com eletrodos
implantados no hipotalamo medial, o pesquisador suigco Robert Hess denominou “reacéo
de defesa afetiva” ao comportamento apresentado pelos animais que se assemelhava,
quando estimulado, ao comportamento de animais diante de seus predadores (Graeff e
Hetem, 2004). Mais tarde, novos estudos verificaram que a estimulacdo da amigdala
também produzia uma “reagdo de defesa afetiva”. Portanto, este conjunto de estruturas
neurais ativadas em estados de medo e ansiedade ficou conhecido efetivamente como

SCD (Figura 3).

Estimulos Estimulos Estimulos
nociceptivos ameacadores inatos aversivos condicionados

v

- v
-

Luta ou fuga -

Imobilidade

Analgesia
Hipertensédo
Taquicardia

Hiperventilacao

mmm) Alteracdes hormonais

Figura 3. Representagcédo esquematica do Sistema Cerebral de Defesa. Adaptado do livro Fundamentos de
Psicofarmacologia (Graeff e Guimaraes, 1999).
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O hipotalamo é uma massa muito pequena de substancia cinzenta agrupada em
nucleos, localizado no diencéfalo e pesa apenas 4g em um cérebro de 1.200g. Possui
conexdes amplas e complexas (Machado, 2006). O hipotalamo recebe projecées do
sistema limbico (amigdala, hipocampo, septo e area cortical pré-frontal) e da MCP, além
disso, estabelece conexdes viscerais e com a hipofise (Sandford e cols., 2000; Machado,
2006). Por isso, o hipotalamo tem papel importante na coordenagdo das respostas
neuroenddcrinas a ansiedade atuando através da ativacado do eixo hipotalamo-hipofise, e
resultando na liberagdo de horménios (Graeff, 1996; Sandford e cols., 2000; Kim e

Gorman, 2005; Machado, 2006).

Portanto, no que diz respeito a ansiedade e as emogdes relacionadas, tal como o
medo, pode-se dizer que as raizes bioldgicas estdo arraigadas nas reacgdes de defesa
dos mamiferos. Seguindo esse pensamento, é possivel acreditar que o sistema cerebral
de defesa e o sistema de inibicAo comportamental atuam de modo complementar

(Brandao, 2001).

Diferentes estruturas cerebrais com complexas conexdes participam das reacdes
de medo/ansiedade. Essas regides sado heterogéneas e se comunicam através de
diferentes vias de neurotransmissores. Portanto, o estudo dessas Vvias
neurotransmissoras fornece uma pega importante para o entendimento da ansiedade

(Millan, 2003; Kim e Gormam, 2005).

1.1.2. Bases neuroquimicas — via GABAérgica

Diversas vias neurotransmissoras tém sido implicadas nas respostas de
medo/ansiedade, porém, o maior nimero de trabalhos esta focado na serotonina (5-HT) e
na neurotransmissdo GABAérgica. Esta énfase em determinadas vias est3,
possivelmente, associada a comprovada eficacia clinica de compostos que afetam esses

neurotransmissores na modulacio das respostas de medo e ansiedade (Sandford e cols.,
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2000). Como o presente estudo se propds a investigar os efeitos do ansiolitico
benzodiazepinico diazepam, que modula a neurotransmissdo GABAérgica, apenas essa
via sera discutida a seguir.

O acido y-aminobutirico (GABA) € um aminoacido derivado da glutamina. O GABA
€ o principal neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo
aproximadamente 40% de todas as sinapses GABAérgicas (Graeff, 1999). Os neurbnios
GABAérgicos enervam estruturas cerebrais distantes de seus corpos celulares e
dendritos (na via nigroestriatal e no coértex cerebelar), mas em sua maioria, estdo
envolvidos na modulagéo local, prevenindo uma atividade neural excitatéria excessiva.
Inclusive, estruturas corticais do sistema limbico, conhecidamente envolvidas na
modulagédo da ansiedade, como o hipocampo, septo, amigdala e MCP, contém inUmeras
redes de inter-neurénios GABAérgicos e projegcdes GABAérgicas (Bateson, 2002; Millan,
2003).

Os receptores para GABA se dividem em duas grandes classes: os ionotropicos
(GABAA e GABA() e os metabotropicos (GABAg). A diferenca entre esses receptores tem
como base a localizagdo, a utilizagdo e/ou tipo de segundo mensageiro e aspectos
farmacoldgicos (Cooper e cols., 1996; vide Tabela 1). Os receptores do tipo GABA, e
GABA: sado canais ibnicos transmembranicos, porém, diferem farmacologicamente.
Ambos sdo formados por cinco subunidades transmembrana e, quando ativado pela
ligacao extracelular de GABA, aumentam a permeabilidade da membrana aos ions
cloreto (Chebib, 2004; Wafford, 2005).

Nos receptores do tipo GABA,, as subunidades sado formadas por proteinas com
estruturas distintas, pertencentes a diferentes familias. A maioria dos receptores GABA4 é
formada por subunidades das familias a-(1-6), B-(1-3) e y-(1-3) (Rowlett e cols., 2005).
Quando este receptor esta localizado na membrana pés-sinaptica, o influxo de cloreto

induz uma hiperpolarizacdo do neurdnio em questdo, dificultando a despolarizagao
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excitatoria, resultando na inibigdo da transmissao, conhecida como inibigdo pos-sinaptica.
Ja os receptores GABA, localizados na membrana pré-sinaptica, promovem o efluxo de
cloreto, despolarizando a célula, resultando em wuma menor Iliberagdo do
neurotransmissor excitatério na fenda sinaptica — uma inibicao pré-sinaptica (Cooper e

cols., 1996; Graeff, 1999).

Tabela 1. Tipos e caracterizagao farmacologica dos receptores GABAérgicos.

Tipo de Canal Segundo Atividade Farmacoldgica
receptor ~ 16nico  Mensageiro Agonistas Antagonistas Moduladores
. . BZDs
GABA, Ccr na GABA b!cucullr_1a barbituricos
muscimol picrotoxina esterdides
1K adelinatociclase GABA CGP7930
GABAs  1(ca?  fosfatidil inositol  baclofen faclofen GS39783
_ GABA
727
GABAc Cl na CACA TPMPA 27

na = nao se aplica; GABA = &cido y—aminobutirico; BZDs = benzodiazepinicos; CGP7930 = N,N’-
dicyclopentyl-2-methylsulfanyl-5-nitro-pyrimidine-4,6-diamine; GS39783 = N,N’-dicyclopentyl-2-methylsulfanyl-
5-nitro-pyramidine-4,6-diamine; CACA = cis-4-aminocrotonic acid; TPMPA = (1,2,5,6-tetrahydropyridin-4-yl)
methylphosphinic acid. Adaptado do livro The Biochemical Basis of Neuropharmacology (Cooper e cols.,
1996); Chebib, 2004 e Cryan e Kaupmann, 2005.

Receptores do tipo GABA, foram, por muito tempo, os mais estudados por serem
o sitio de acado de drogas que agem como ansioliticos, sedativos, anticonvulsivantes e
relaxantes musculares. Estudos recentes revelaram a existéncia de varios subtipos de
receptores GABAA e pesquisas com roedores postularam que os diversos efeitos dos
ansioliticos benzodiazepinicos parecem estar ocorrendo em decorréncia da agdo nos
diferentes subtipos (Rowlett e cols., 2005; vide sec¢ao 1.1.3 abaixo).

Os receptores GABAc, assim como os receptores GABA,, sdo canais i0nicos,
porém possuem diferentes propriedades farmacoldgicas. Esses receptores sao

encontrados em grande quantidade na retina, mas estudos recentes mostram sua
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localizagdo também em diversas partes do Sistema Nervoso Central (revisado em: Pan e
cols., 2006). Ademais, no receptor GABA, o ligante natural endégeno GABA parece ser
mais potente do que no receptor GABA, (Gibbs e Johnston, 2005), sendo o primeiro
também mais sensivel a compostos agonistas ou antagonistas (Zhang e cols., 2001). Os
receptores GABA¢ séo formados por proteinas da familia p-(1-5) e em sua maioria séo
formados pelas subfamilias pl e p2 (Chebib, 2004; Pan e cols., 2006). Em termos
funcionais, Johnston e cols. (1998) avaliaram uma possivel participacdo dos receptores
GABAc em processos cognitivos.

Por ultimo, os receptores metabotrépicos GABAg também podem ser encontrados
pré- e pos-sinapticamente, sendo expressos em grande quantidade no sistema limbico
(Cryan e Kaupmann, 2005) e formados por heterodimeros compostos por duas
subunidades: GABAg1s « ry € GABAg,. Os na membrana pré-sinaptica sdo acoplados
indiretamente a canais de calcio. Dessa forma, a ativagdo deste receptor aumenta a
permeabilidade ao calcio, diminuindo uma posterior liberacdo de GABA na fenda
sinaptica (auto-receptores) ou de outros neurotransmissores (ex. neuropeptideos) — os
heteroceptores. Os receptores GABAg pos-sinapticos sdo acoplados a canais de potassio
que quando ativados, aumentam a liberacdo desses ions positivos pelo neurdnio,
causando um aumento lento no potencial inibitério do GABA (Cryan e Kaupmann, 2005).

A ativacdo da via inibitéria GABAérgica é o mecanismo basico de agdo dos
ansioliticos benzodiazepinicos no tratamento dos disturbios de ansiedade generalizada,

panico, disturbios do sono e na epilepsia (Rudolph e Moéhler, 2006).

1.1.3. Aspectos farmacoldgicos dos benzodiazepinicos

Os BZDs sao os compostos ansioliticos mais utilizados clinicamente, embora seu
uso venha declinando nos ultimos anos (Graeff, 1999). Apesar de terem sido introduzidos

na pratica clinica em 1960, foi apenas em 1967 que seu mecanismo de acao foi elucidado
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através de trabalhos que demonstraram uma interagdo entre os BZDs e o
neurotransmissor GABAérgico (ex. Bateson, 2002).

De fato, os BZDs apresentam um sitio de ligagdo especifico no receptor
GABAérgico, sendo esta ligagdo dependente da presenga de subunidades a no receptor
GABA. Portanto, os BZDs se ligam exclusivamente aos receptores GABA, (Millan, 2003).
Uma vez ligado a esta subunidade, os BZDs alteram a conformacao do receptor GABA,,
que por sua vez, facilita a ligacdo do GABA ao mesmo, e assim aumenta a
permeabilidade do canal de cloreto e amplifica a resposta biolégica (Graeff, 1999;
Sandford e cols., 2000; Bateson, 2002). Visto que dependem da presenca de GABA na
fenda sinaptica para exercer sua agao, os BZDs ndo possuem acgao intrinseca propria,
sendo considerados moduladores (e ndo mediadores) da atividade sinaptica.

A descoberta do sitio modulador dos BZDs gerou uma busca por outros sitios no
receptor GABA,, j&4 tendo sido identificados regides especificas para ligagdo de
barbituricos, esterdides, alcool e picrotoxina. Inclusive, essa variedade de sitios
modulatérios contribuiu para elucidagdo da semelhancga entre o perfil farmacolégico de
estruturas quimicas distintas (ex. barbituricos, alcool, DZP), que apresentam tolerancia
cruzada, e sado capazes de interagirem entre si (Graeff, 1999; Sandford e cols., 2000;
Figura 4).

Os BZDs exercem diversos efeitos comportamentais em humanos e testes
experimentais com animais, podendo ser utilizados como anticonvulsivantes,
sedativos/hipndéticos, relaxantes musculares e ansioliticos. Uma vez que apresentam um
perfil farmacodindmico semelhante, em termos de afinidade e eficacia, diferencas
farmacocinéticas entre os compostos determinam em grande parte sua aplicabilidade
clinica (Bateson, 2002). Além disso, sabe-se que os BZDs podem amplificar os efeitos de
depressores do SNC. Sendo assim, seu uso concomitante com, por exemplo, a ingestao

de bebidas alcodlicas ndo é recomendado (Graeff, 1999).
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Figura 4. Representacdo esquematica de um receptor GABAa. (A) representacdo tridimensional do
receptor na membrana plasmatica. (B) representacdo dos sitios de ligagdo do complexo receptor

GABA/BZD.
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Dentre os subtipos de receptores GABA,, 0s mais encontrados sido aqueles
formados por duas unidades o, duas unidades B e uma unidade y. Os residuos de
aminoacidos das subunidades o e 3 contribuem para a ligagdo do GABA, enquanto que
os residuos dos aminodacidos das subunidades a e y para a ligacédo BZD. Estes se ligam
predominantemente em sitios localizados entre as subfamilias al, 02, a3 ou a5, com a
subfamilia y2, ativando o complexo receptor, sendo inativos nos receptores que contém
as subfamilias a4 e a5 (Rudolph e Mdéhler, 2004; Rowlett e cols., 2005).

Além disso, estudos farmacolégicos com camundongos transgénicos (Rudolph e
Mohler 2004; 2006) e em primatas (Rowlett e cols., 2005) tém apontado para fungdes
distintas entre os diferentes subtipos do receptor GABAA. De acordo com Rowlett e cols.
(2005), receptores formados pelas subunidades a2, 3 ¢ 5 seriam responsaveis pelo efeito
ansiolitico dos BZDs, enquanto que os efeitos motores e sedativos ocorreria pela ativagao
dos receptores formados pelas subunidades al. A identificagcdo desses efeitos em
diferentes receptores € um importante passo para o desenvolvimento de drogas seletivas
para o tratamento de transtornos de ansiedade (Rudolph e Méhler, 2004; 2006; Rowlett e
cols., 2005).

A utilizacao de BZDs no tratamento da ansiedade gera efeitos indesejaveis como
relaxamento muscular, ataxia, sonoléncia diurna e dependéncia fisica, além de possuirem
propriedades sedativo-hipndticas e efeito amnéstico anterégrado (Graeff 1999; Bateson,
2002). A tolerancia aos efeitos dos BZDs é diferenciada e a retirada subita do
medicamento em tratamento crénico pode causar sindrome de retirada (Bateson, 2002).

Se por um lado os BZDs se destacam pela série de efeitos farmacoldgicos (alguns
indesejaveis), a auséncia de alguns efeitos também é importante e justifica sua utilizacao
como agentes ansioliticos largamente empregados na clinica. Esses compostos sao

praticamente destituidos de efeitos periféricos nos sistemas cardiovascular, respiratorio,
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digestivo, urinario e &sseo, além de nao afetar os sistemas nervoso simpatico e
parassimpatico (Graeff, 1999).

Dentre os compostos BZDs desenvolvidos até o presente, destaca-se o DZP cuja
acao ansiolitica ja foi comprovada em diversos estudos com animais, sendo um dos
compostos mais empregados para o tratamento dos disturbios da ansiedade em
humanos (Graeff, 1999; Bateson, 2002). O DZP ¢é rapidamente absorvido por via oral,
altamente lipossoluvel e atravessa tanto a barreira hemato-encefalica, quanto a barreira
placentaria durante a gravidez. Este ansiolitico sofre biotransformagéao hepatica, sendo
alguns desses metabdlitos altamente ativos, podendo gerar um efeito cumulativo com o
uso de doses repetidas (Katzung, 2003).

Por possuir agédo ansiolitica bem estabelecida, o DZP é largamente empregado na

validacdo farmacoldgica de novos testes experimentais de medo/ansiedade.

1.2. Modelos experimentais para o estudo da ansiedade

A influéncia do processo de selegcdo natural, e suas implicacbes sobre a
neurobiologia do medo/ansiedade, foram inerentemente incorporadas ao estudo destas
respostas emocionais que ocorrem no homem, através do uso de testes experimentais
em animais. Esta abordagem baseia-se essencialmente na analise comparativa do
repertério comportamental de espécies aparentadas, com estruturas anatdmicas e
processos fisiologicos semelhantes (Hall, 1994; Gilbert, 1996). Baseado nesta
perspectiva evolutiva do comportamento emocional, estudos relacionados aos
componentes anatémicos, fisioldgicos, bioquimicos e genéticos do medo/ansiedade em
animais, podem em grande parte, contribuir para a elucidacdo da origem e funcéo
(normal e patoldgica) dessas respostas emocionais no homem. De fato, acredita-se que a

existéncia de diversos comportamentos e regides cerebrais envolvidas pode vir a explicar
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a grande variedade de patologias relacionadas aos mecanismos de defesa (Blanchard e
cols., 1997).

Uma das maiores dificuldades de se estudar os disturbios da ansiedade é a
auséncia de parametros que possibilitem a definicdo e especificagdo da ansiedade em si.
Nao ha medida operacional para ansiedade, tal como se mede a hipertensao, por
exemplo, apesar de alguns indicadores fisioldgicos (ex. pressdo arterial, hipertermia,
taquicardia) poderem auxiliar na avaliagdo deste estado emocional. Contudo, variagcées
no sistema nervoso autbnomo podem ser inapropriadas, podem ocorrer em diversos
outros estados emocionais, € ndo servem para caracterizar os mecanismos cerebrais
envolvidos nos disturbios de ansiedade. Sendo assim, o perfil comportamental parece ser
o melhor pardmetro para estudar os disturbios da ansiedade (Millan, 2003).

Os diversos modelos animais para o estudo da ansiedade podem ser agrupados,
em geral, em dois grandes grupos baseados na natureza essencial de estimulo
ansiogénico, a saber: (1) estimulos mais artificiais, baseados essencialmente em testes
de medo condicionado (ex. choque elétrico e um puff de ar nos olhos); e (2) estimulos
naturalmente aversivos, como o uso de predadores (ex. Barros e Tomaz, 2002) e
interacdes sociais.

O primeiro tipo de estimulo tem seu uso limitado pela desvantagem do sujeito
experimental possivelmente ndo apresentar um repertério comportamental especifico,
evolutivamente selecionado, para tais situagdes, podendo gerar respostas que diferem da
ansiedade eliciada na natureza (Hendrie e cols., 1996). Além disso, testes com estimulos
aversivos condicionados podem ser influenciados pelos complexos processos de
aprendizagem, o que pode dificultar a correta interpretacao dos resultados e aumentar o
tempo gasto no experimento, pois, 0 sujeito deve aprender o teste antes dele ser
aplicado.

Por sua vez, dentre os estimulos ansiogénicos ditos etolégicos para avaliagao da

ansiedade, varios dos problemas metodolégicos se originam da extrema sensibilidade
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desses comportamentos aos aspectos relevantes do estimulo e da situagao (ex. distancia
até o sujeito e/ou a movimentagao do estimulo - Blanchard e cols., 1997). Neste contexto,
0 uso de interagdes sociais apresenta algumas desvantagens em relagao ao processo de
aprendizagem e memoria acerca do animal intruso e a variagdo comportamental entre
animais tratados farmacologicamente que sao confrontados com sujeitos ndo-tratados e
vice-versa. Uma possivel forma de minimizar esses aspectos seria, por exemplo, 0 uso
de animais treinados/experientes, podendo-se fazer até mesmo uma analise diferenciada
entre sujeitos dominantes e subordinados. Contudo, o treino prévio dos sujeitos também
possibilita que ocorram aspectos interferentes associados a meméaria, sendo neste caso a
influéncia das conseqliéncias do encontro prévio no comportamento de confrontos
subsequentes (Blanchard e cols., 1997).

Diante disso, testes de confronto com um predador se apresentam como uma
alternativa interessante para estudos neuropsicofarmacologicos do medo/ansiedade.
Nesse caso, um experimentador humano pode atuar como estimulo aversivo, desde que
0 sujeito ndo seja altamente domesticado. Além disso, estimulos parciais (ex. cheiro do
predador) também geram respostas de defesa apropriadas, podendo até serem mais
intensas se associadas ao um conhecimento prévio a cerca do estimulo total (ex.
presenca do proprio predador — Blanchard e cols., 1997; 2001). Confrontos com
predadores apresentam ainda a possibilidade da avaliacgdo de manipulagdes
farmacoldgicas nos géneros, apontando possiveis diferengcas entre as respostas
comportamentais de machos e fémeas (Blanchard e cols., 1997). No entanto, testes de
confronto com predador ndo escapam das dificuldades, como as ja citadas para os
procedimentos empregando interagdes sociais.

Independente da natureza do estimulo utilizado, um teste experimental deve tentar
satisfazer alguns critérios, classificados essencialmente como validades tedrica,
fenomenoldgica, concorrente e preditiva (Treit, 1985; Zangrossi, 1997). A primeira

procura avaliar a similaridade entre os processos neuropsicolégicos relacionados a
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patologia observada no homem com os que estariam atuando no modelo animal. A maior
adversidade de tal critério reside no fato de que nem todos os mecanismos € vias neurais
que subsidiam estas respostas estdao devidamente esclarecidos, além da dificuldade de
se demonstrar claramente a ocorréncia de um estado emocional em animais. A do tipo
fenomenolodgica analisa as possiveis semelhancas entre o modelo animal e o disturbio
manifestado no homem, enquanto que a validade concorrente procura determinar a
similaridade entre dois ou mais modelos. A validade preditiva, por sua vez, avalia se os
efeitos de manipulagbes farmacoldgicas ou de lesdes cerebrais no modelo animal séao
semelhantes aos resultados esperados/encontrados em humanos. A possibilidade de se
estabelecer resultados falso-negativos ou falso-positivos € apontada como uma das
maiores desvantagens de testes baseados essencialmente neste tipo de validagao (Treit,
1985).

Véarios animais tém sido empregados para se investigar o medo/ansiedade,
incluindo diversas espécies de aves (ex. Fluck e cols., 1996), roedores (ex. Graeff e cols.,
1998) e primatas nao-humanos (ex. Barros e cols., 2000). Apesar dessa diversidade, um
foco maior tem sido dado principalmente para algumas espécies de roedores. O mérito
desse modelo ¢é indiscutivel, tendo dado ndo somente uma importante contribuicdo para o
nosso entendimento atual dos mecanismos do medo e da ansiedade, mas também para o
desenvolvimento de tratamentos farmacologicos dos disturbios de ansiedade em
humanos. Contudo, para minimizar possiveis restricdes ao se generalizar para humanos
os resultados obtidos com animais, primatas ndao-humanos tém sido empregados com

uma frequéncia cada vez maior (ex. Barros e cols., 2000).

1.2.1 Uso de primatas ndao-humanos em testes de ansiedade

O uso de primatas nado-humanos como modelos para investigar medo e ansiedade

€ baseado nao apenas na sua proximidade filogenética a humanos, mas também no fato
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de que eles exibem respostas comportamentais e fisiolégicas semelhantes a de
humanos, quando a ansiedade é induzida experimentalmente (Vellucci, 1990; Newman e
Farley, 1995). Ademais, a complexidade do cérebro de primatas ndo-humanos e a sua
semelhanca ao do homem colaboram para o uso desses sujeitos em experimentos para
investigar os mecanismos neurobiolégicos das emog¢des humanas, como o medo e a
ansiedade. De fato, varias espécies de primatas ndo-humanos tém sido utilizadas como
ultimo passo em ensaios pré-clinicos para averiguar a seguranga e eficacia de novos
tratamentos farmacolégicos antes destes compostos serem testados em humanos (ex.
King e cols., 1988).

Porém, muitas sédo as dificuldades em se trabalhar com esses animais. A
exigéncia de uma dieta especial, espago, higiene e complexas interagdes sociais sao
parametros importantes que precisam ser levados em consideracdo a fim de evitar
anormalidades comportamentais e fisiolégicas (Stellar, 1960; Sainsbury e cols., 1990;
Kitchen e Martin, 1996; King e cols., 1988). Neste contexto, e com o intuito de se
minimizar as dificuldades relacionadas ao custo e a manutencdo de primatas nao-
humanos em cativeiros, surgiu, nas ultimas duas décadas, um interesse especial pelas
espécies do Novo Mundo, correspondente aquelas que ocorrem na América Central e
América do Sul.

O género Callithrix, particularmente, pode ser encontrado habitando diversas
regides, desde a bacia Amazénica e Mata Atlantica até o cerrado do Planalto Central.
Apesar da grande destruicdo do seu habitat e conseqliente risco de extingao, as espécies
Callithrix jacchus (mico-comum) e C. penicillata (mico-estrela) nunca foram consideradas
ameacgadas ou estiveram vulneraveis a extingdo. Essas duas espécies sido ainda
conhecidas por habitarem regides caracteristicamente indspitas (cerrado e caatinga) e se
adaptam facilmente ao cativeiro, em comparagao a outros simios (Sussman e Kinzey,

1984; Stevenson e Rylands, 1988).
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Este género, pertencente a familia dos calitriquideos, pesa entre 250-450g
quando adulto, tem uma expectativa de vida de 10-12 anos em cativeiro, atinge a
maturidade sexual aos 12-18 meses, sua gestagdo dura aproximadamente 145 dias,
dando a luz a gémeos e apresenta um estro pos-parto (Epple, 1975; Sussman e Kinzey,
1984; Tardif e cols., 1986; Goldizen, 1987; Stevenson e Rylands, 1988). Além disso,
estes pequenos primatas neotropicias possuem um sistema nervoso que se assemelha
ao dos demais antropoides (Reis e Erhaht, 1979).

Os calitriquideos também apresentam wuma variedade de respostas
comportamentais quando deparados com diferentes situagbes ambientais, sendo o perfil
geral ainda presente em micos mantidos em cativeiro (Stevenson e Rylands, 1988). Em
diversos tipos de situagcbes de ameacga (ex. confronto com predador, interagdes co-
especificas), mais especificamente, estes pequenos primatas apresentam um repertério
comportamental complexo, mas facilmente discernivel, variando desde expressodes faciais
(ex. slit-stare, flat tufts) e vocalizagbes especificas (ex. tsik-tsik), até alteracbes posturais
(ex. cogar, marcacao-de-cheiro, catacdo e exposi¢cao genital) (revisado em: Barros e
cols., 2002).

Este vasto repertorio comportamental, juntamente ao baixo custo de manutencgao,
facil manejo, adaptabilidade ao cativeiro e alta taxa reprodutiva, vém contribuindo para o
estabelecimento desses simios como sujeitos experimentais em investigacbes

biomédicas, comportamentais e neuropsicofarmacolégicas (Barros e Tomaz, 2002).

1.2.2. Testes de medo/ansiedade em primatas

Em primatas ndo-humanos, varios testes tém sido validados. Tais procedimentos
experimentais, assim como visto na seg¢ao 1.2., podem ser agrupados em: (1) testes de
respostas condicionadas (ex. choque elétrico e puff de ar nos olhos — Rowlett e cols.,

2005); e (2) testes de respostas inatas, tais como: interagdo social (ex. Cilia e Piper,
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1997), isolamento social (ex. Kalin e cols., 1987), ‘ameaca humana’ (ex Carey e cols.,
1992) e confronto com predador (ex. Barros e Tomaz, 2002). Dentre os de respostas
condicionadas, destaca-se o teste de reflexo acustico condicionado em macacos rhesus,
recentemente validado por Winslow e cols (2002) e que, posteriormente, mostrou-se
sensivel a manipula¢gdes com DZP e morfina (Winslow e cols, 2007). Visto que testes de
resposta condicionada necessitam de uma fase de aprendizado (pré-treino) e de um grau
de motivagdo, podem empregar estimulos dolorosos e ndo apresentam respostas de
linha de base (Rodgers e cols., 1997), testes mais etologicamente-baseados — que
avaliam respostas inatas — também foram desenvolvidos para primatas ndo-humanos.

Os testes etoldgicos de interagao/isolamento social estdo baseados no fato de
primatas n&o-humanos serem animais altamente sociais, variando desde aliangas
temporarias, até a formacado de pares monogamicos duradouros (Cheney e Wrangham,
1987). Apesar de validados comportal e farmacologicamente, estes testes ndo vém sendo
muito empregados no ambito de se investigar os mecanismos diretamente relacionados
ao medo/ansiedade, sendo bastante utilizados para uma avaliagdo psicolégica e
fisioldgica do comportamento afetivo (revisado em Gilmer e McKinney, 2003).

A ‘ameacga humana’ e confronto com predador, por sua vez, sdo testes que se
baseiam na interagdo presa-predador como fonte indutora de medo/ansiedade nos
animais. Uma vez que primatas sao fundamentalmente dependentes de estratégias
comportamentais para se defenderem de diversos tipos de predadores (Barros e cols.,
2004), e que comportamentos de defesa sado vistos como possiveis ‘precursores
evolutivos’ dos disturbios de ansiedade em humanos (Deakin e Graeff, 1991; Nesse,
1999), ndo é surpreendente o uso de ‘predadores’ como uma estratégia experimental
para se induzir ansiedade nesses animais.

O teste da Ameaca Humana (AH) é atualmente um dos procedimentos mais
empregados em primatas, devido, em parte, a sua simplicidade e baixo custo. Em micos,

foi inicialmente desenvolvido e validado por Costall e cols. (1988), estando baseado
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essencialmente no fato da mera presenca de um experimentador ser capaz de induzir
ataques defensivos e respostas associadas ao medo/ansiedade nesses primatas. De
fato, o perfil comportamental induzido neste teste foi revertido pela administracdo de
diversos compostos ansioliticos classicos (ex. DZP, buspirona), mas nao por outras
substancias psicoativas (ex. anfetamina e cafeina; Carey e cols., 1992). Por exemplo, a
administracdo de DZP antagonizou, principalmente, o aumento no numero de posturas
agressivas, como a exposi¢ao genital, como também diminuiu o tempo de proximidade ao
experimentador (Costall e cols., 1988; Carey e cols., 1992).

Contudo, questbes como a influéncia da domesticacdo de animais cativos, o
numero reduzido de comportamentos indicadores de medo/ansiedade, e uma possivel
habituagdo ao estimulo (homem), devem ser levados em conta ao se interpretar e
generalizar os resultados obtidos com este teste (Barros e Tomaz, 2002). Ademais, nas
condicbes do teste de AH, os sujeitos podem nao apresentar um repertério
comportamental especifico, evolutivamente selecionado, visto que um experimentador
humano ndo é essencialmente um predador natural de primatas ndo-humanos. Tal
aspecto pode gerar, em um ambiente laboratorial, uma ativagao neuronal e conseqientes
respostas comportamentais que diferem da ansiedade normalmente eliciada na natureza
(Blanchard e cols., 1997).

O teste de Confronto com Predador (CP), por outro lado, foi recentemente
desenvolvido e validado por Barros e cols. (2000) para investigar, de forma mais natural,
as respostas de medo/ansiedade de micos-estrela. O teste consiste essencialmente em
confrontar, individualmente, este pequeno primata com um gato-pintado-do-mato (Felis
tigrina) taxidermizado, dentro de um ambiente de labirinto ao qual o sujeito foi
previamente habituado. Dentre varios tipos de potenciais predadores, este estimulo —
comumente encontrado no ambiente natural destes simios — induziu comportamentos de
defesa de forma mais pronunciada, significativa e duradoura (Barros e cols., 2000). Na

tentativa também de se aproximar ainda mais essa situacdo experimental ao que seria



Introducéao 24

encontrado na natureza, o contato visual com o gato-pintado ocorre através da prépria
atividade locomotora/exploratéria do sujeito no ambiente do labirinto.

De fato, um confronto agudo com o gato taxidermizado gerou comportamentos
caracteristicos a exposi¢cao a um predador (Stevenson e Rylands, 1988), induzindo uma
resposta de evitagdo ao estimulo (proximic avoidance), e elevando as taxas de vigilancia
e de outras reagdes associadas ao medo/ansiedade em micos (ex. swaying, tongue in-
out), além da vocalizagdo de alarme tsik-tsik (Barros e cols., 2004). Por outro lado,
também foi observada uma diminuigdo nas atividades exploratérias (ex. farejar/lamber o
labirinto, leg stand) e na vocalizacdo de contato social long-call. Em termos
farmacoldgicos, a administracdo de DZP (Barros e cols., 2000) e buspirona (Barros e
cols., 2001) reverteram comportamentos de medo/ansiedade induzidos pela presenca do
predador, visto que houve uma diminuicdo na marcacédo-de-cheiro e cogar, assim como
um aumento na proximidade ao predador e exploracdo. Resultados semelhantes também
ja foram encontrados com o uso do neuropeptideo substancia P (SP,.7; Barros e cols.,
2002b) e com o antagonista de receptores 5-HT,4 WAY 100635 (Barros e cols., 2003).

Apesar de sua validagdo comportamental e farmacoldgica, alguns aspectos
metodoldgicos do teste de CP devem ser considerados, como a duracdo e frequéncia do
confronto com o estimulo aversivo. Em termos da duragao e freqiiéncia, exposi¢coes
longas (ex. 30-min) e muito freqlentes (>2x por semana) ndao parecem ser 0 que se
observa comumente na natureza (ex. Heymann, 1987; Ferrari e Lopes Ferrari, 1990).
Nestas condigdes, pode haver uma habituagdo das respostas que normalmente ocorrem
frente a um estimulo indicativo da presenga do predador, como um playback de
vocalizagbdes especificas, um odor ou um predador taxidermizado. De fato, confrontos
repetidos com o gato-pintado taxidermizado no ambiente do labirinto levaram a uma
habituagao rapida e completa de alguns comportamentos indicativos de medo/ansiedade
no teste de CP (ex. vocalizacdo tsik-tsik), enquanto que para outros, 0 processo ocorreu

gradualmente (ex. vigilancia, exploragao) (Barros e cols., 2004). Poucos foram os
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indicadores comportamentais (ex. proximidade ao predador) que n&o retornaram a linha
de base apds uma série de confrontos (Barros e cols., 2004) ou meses apos terem sido
expostos a este estimulo (Barros e cols., 2007). Uma exposigao rapida (< 5-min) ao gato
taxidermizado também parece induzir respostas apropriadas de medo/ansiedade em
micos cativos (Barros e cols., 2002; Dacier e cols., 2006), apesar do fato que apds uma
série frequente destes confrontos, alguns aspectos do comportamento de vigilancia
habituaram (Dacier e cols., 2006).

No teste de CP, o local onde ocorrem os confrontos também consiste em um
aspecto metodolégico a ser considerado, uma vez que ambientes novos per se sao
altamente aversivos para calitriquideos (ex. Johnson e cols., 1996). Apesar de serem
expostos ao ambiente do labirinto, antes de qualquer confronto com o gato taxidermizado,
ndao se pode afirmar que os sujeitos se encontram totalmente habituados
(comportamental e fisiologicamente) a este ambiente. Ademais, o isolamento social curto
(<30-min) ao qual os sujeitos sdo submetidos, uma vez que sao testados individualmente,
também pode influenciar a resposta comportamental e fisiolégica observada neste teste.

Portanto, procedimentos realizados no proprio viveiro de moradia do sujeito,
empregando uma exposi¢cao rapida (<5-min) ao estimulo naturalmente aversivo, e com
intervalo de tempo significativo entre cada confronto podem ser mais apropriados para
primatas ndo-humanos. Tais parametros podem: 1) minimizar a influéncia de uma
exposi¢do a um ambiente novo nos dados comportamentais observados, 2) diminuir a
habituagédo das respostas induzidas pela presenga do estimulo, e 3) melhor reproduzir o
que realmente acontece (e foi selecionado) na natureza.

Sendo assim, os testes de medo/ansiedade atualmente disponiveis para primatas
nao-humanos, e principalmente calitriquideos, precisam ser melhor avaliados em termos
de sua validade fenomenolégica e ecoldgica, assim como se beneficiariam de novos

indicadores comportamentais do estado emocional sendo investigado.
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2. JUSTIFICATIVA

Os disturbios de ansiedade apresentam uma alta prevaléncia na nossa sociedade,
uma vez que afligem diversas faixas etarias (incluindo criancas e idosos), homens e
mulheres, e niveis soécio-econdmicos diferentes (Branddo, 2001). De acordo com a
Organizacado Mundial de Saude (OMS, 2001), cerca de 8% das pessoas que procuram 0sS
servigcos médicos primarios, sao diagnosticadas com DAG. No Brasil, esse niumero chega a
22%. Contudo, as opgdes para o seu tratamento ainda sao restritas, visto que nem todos os
mecanismos neurais associados as respostas comportamentais e fisiolégicas destes
disturbios estao suficientemente esclarecidos. Neste contexto, ndo é de se surpreender que
os tratamentos atualmente existentes, principalmente os medicamentos da classe dos
benzodiazepinicos, apresentam muitos efeitos colaterais. Sendo assim, ha uma necessidade
de se realizar novos estudos a cerca das bases neuropsicobiolégicas da ansiedade — normal
e patoldgica, assim como de se desenvolver novos alvos terapéuticos, mais seletivos e com
menos efeitos adversos, para o tratamento dos disturbios a ela associados.

Para tanto, trabalhos empregando animais sdo de suma importancia, podendo os
resultados, na maioria das vezes, serem extrapolados para humanos. Neste sentido, estudos
utilizando estratégias etolégicas merecem destaque, visto que aproximam a condi¢ao
experimental com a que foi selecionada na natureza. Contudo, a fim de minimizar possiveis
restricdes no uso de animais, primatas nao-humanos sao sujeitos impares para elucidar os
mecanismos da ansiedade normal e patoldgica. Apesar de serem ainda pouco empregados,
0s simios permitem uma extrapolagcdo mais fidedigna e realista do que ocorre no homem,
além de apresentarem varios indicadores comportamentais do seu estado emocional. De
fato, as reagdes de medo/ansiedade em calitriquideos ja foram estabelecidas — em animais

selvagens e cativos — permitindo um estudo mais amplo e aprofundado dos efeitos de uma
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ameaca de predacgao e de manipulagdes farmacoldgicas, o que facilita o estudo de aspectos
neuropsicofarmacoldgicos. Esta possibilidade de avaliar um amplo espectro de indicadores
comportamentais € de grande importancia, visto que diferentes aspectos de uma mesma
patologia podem responder de forma diferente a uma mesma manipulagdo farmacoldgica.
Além disso, através de diferentes manipulagdes farmacoldgicas, pode-se modular vias
neurotransmissoras distintas, o que resulta em um diferente repertério comportamental.
Dentre os procedimentos experimentais mais empregados para avaliar o medo e a
ansiedade em primatas, destacam-se os testes utilizando como ameaga um experimentador
humano (Costall e cols., 1988) e um predador taxidermizado (Barros e cols., 2000). Apesar
de bem validados, alguns aspectos metodolégicos destes testes ainda precisam ser melhor
avaliados. A realizagao desses testes em um ambiente social altamente familiar (ex. viveiro
de moradia), assim como empregar confrontos rapidos e bem espagados, pode contribuir
para a validade fenomenoldgica e preditiva dos resultados ja obtidos. Ademais, novos
potenciais indicadores comportamentais (ex. vigilancia) precisam ser avaliados nestes dois
testes, principalmente em termos de sua sensibilidade a manipulagdes farmacoldgicas.
Finalmente, ainda nao foi realizado nenhum estudo especifico, sob condigcdes experimentais
equivalentes (ou até mesmo semelhantes), verificando a validade concorrente entre os testes

de AH e CP em primatas nao-humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral investigar as respostas comportamentais de
micos-estrela (Callithrix penicillata) submetidos a dois testes experimentais de
medo/ansiedade: os testes da Ameaga Humana e do Confronto com Predador, sob o

efeito da administragdo do benzodiazepinico diazepam.

3.2. Objetivos especificos

Este trabalho se prop6s, especificamente, a:

e avaliar as respostas comportamentais de micos-estrela (em seus proéprios viveiros de
moradia) antes, durante e apds uma rapida exposicdo a um experimentador humano
(teste de AH) e a um predador taxidermizado (teste de CP);

e investigar o efeito da administragédo sistémica aguda do benzodiazepinico diazepam
sobre as respostas comportamentais dos micos-estrela submetidos as mesmas duas
condi¢des experimentais acima descritas;

o verificar a viabilidade de se empregar as respostas comportamentais de vigilancia
como novos indicadores comportamentais de medo/ansiedade nos dois testes sendo
avaliados;

e estabelecer a validade concorrente entre os dois testes de AH e CP para avaliagao de

medo/ansiedade em micos-estrela.
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4. METODOLOGIA

Todo o procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (Anexo 1). O presente estudo

foi dividido em dois experimentos, descritos a seguir:

4.1. EXPERIMENTO 1

4.1.1. Sujeitos

Foram utilizados treze micos-estrela adultos (7 fémeas; 6 machos) da espécie
Callithrix penicillata (vide Anexo 2; peso: 285 - 415q), alojados no Centro de Primatologia
da Universidade de Brasilia (CPUNB). Este é credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA como criadouro de primatas
para fins cientificos (Registro IBAMA, 1/53/1999/000006-2). Os animais foram mantidos
no Pavilhdao Central do CPUNB sobre condi¢cbes naturais de temperatura, luminosidade e
umidade, em casais heterossexuais, em viveiros-padrao (1,3 m de largura x 2 m de
comprimento x 2 m de altura). O Pavilhdo Central possui dois corredores com doze
viveiros cada, separados por um corredor de seguranga (Figura 5). Cada viveiro possui
uma caixa-ninho suspensa, um pote de aluminio para alimentos frescos, um tubo de PVC
para racao seca; uma plataforma de aluminio suspensa e balancos feitos com madeiras
naturais em diversas alturas. Os viveiros sdo formados por duas paredes de concreto
paralelas e trés telas de arame (malha: 2,5 sz), formando a frente, o fundo e o teto. Este
dltimo é ainda coberto por telha Eternite® intercalada com telha transparente, cobrindo
dois tercos do Pavilhdo Central a partir do corredor de seguranca (Figura 5). Desta forma
os viveiros ficam com uma area livre aberta. O chdo é de terra, coberto com folhas

naturais secas.
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Figura 5. Fotografias do Pavilhdo Central do CPUNB. (A) Vista frontal do pavilh&o: porta de acesso
ao pavilhao; (B) Vista interna do pavilhdo: corredor e disposi¢cdo dos viveiros, (C) Vista de um
viveiro tipico; e (D) Vista lateral do pavilhdo.

Ao longo do estudo, os animais foram acompanhados por um médico veterinario,
assim como pesados e avaliados no inicio de cada més. Diariamente, das 07:30 as
17:00h, os animais receberam frutas, vegetais frescos e ragédo a vontade. Peito de frango,
ovos cozidos e larvas de tenébrio foram fornecidos esporadicamente, enquanto que agua
estava sempre disponivel. Durante todo o experimento, a rotina de manejo ja
estabelecida no CPUNB para os calitriquideos foi mantida.

O procedimento experimental descrito abaixo também foi realizado no CPUNB,
sendo os micos testados em seus proprios viveiros de moradia. Animais de um mesmo

viveiro foram testados e observados simultaneamente.
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4.1.2. Droga

Neste estudo, foi utilizado o benzodiazepinico diazepam (Diazepamil®; Hipolabor,
Brasil). O farmaco foi dissolvido em solugédo salina (0,9% NaCl — uso comercial) com
0,01% de Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA) e administrado por via intraperitoneal (ip) nas
doses de 1, 2 e 3 mg/kg e no volume de 1 ml/kg. Como controle, foi administrado a
mesma solucao de salina com 0,01% de Tween 80. As doses empregadas neste estudo
foram baseadas em trabalhos anteriores com micos-estrela submetidos ao teste de

Confronto com Predador (Barros e cols., 2000; 2002).

4.1.3. Procedimento Experimental

O procedimento experimental foi dividido em duas fases consecutivas, descritas a
sequir:

FASE 1: HABITUAGAO

Essa fase teve como objetivo habituar os animais a presencga dos observadores e
dos equipamentos para observacido do comportamento. Para tanto foram realizadas
quatro sessoes (H1; H2; H3; H4), em intervalos de 48 h. Em cada sessao os dois sujeitos
de um mesmo viveiro foram observados simultaneamente por 15 min, divididos em trés
intervalos consecutivos (PRE, EXP e POS; Figura 6). Estes serviram apenas para
acompanhar a mesma divisdo em trés intervalos das sessdes da Fase 2 a segquir,
facilitando assim a comparagdo dos resultados obtidos nessas duas fases do
Experimento 1, uma vez que nesta primeira fase os animais ndao foram manipulados nem
expostos a estimulos aversivos.

As observagdes comportamentais foram realizadas em tempo real por dois
observadores posicionados no corredor de seguranga do Pavilhdo Central dos Micos do
CPUnB e a uma distancia de 2 m da tela frontal do viveiro. Contudo, cada observador

registrou, em um laptop, os comportamentos de interesse de um uUnico sujeito. A ordem



Metodologia 32

na qual os sujeitos de diferentes viveiros foram observados variou aleatoriamente em
cada dia de teste, sendo as sessdes realizadas entre as 08:00 e 10:00 h. Para isolar
visualmente os animais sendo testados dos demais calitriquideos do pavilhdo, foi

colocado um sistema de cortinas ao redor de todo o sefup experimental.

Aplicagao do
tratamento .
JL PRE EXP POS
-20 0 5 10 15 (min)

Figura 6. Representacado esquematica de uma sessao experimental de 15 min da Fase 1 do procedimento
experimental para habituacdo dos micos aos observadores e dos equipamentos para observacdo do
comportamento.

FASE 2: CONFRONTO

Essa fase, iniciada 48 h apés a ultima sessdo da Fase 1 (H 4), teve como obijetivo
avaliar as respostas comportamentais dos animais submetidos — em seus préprios
viveiros de moradia — a dois diferentes testes de medo/ansiedade: (1) Ameaga Humana
(AH), onde o sujeito foi exposto a um experimentador, e (2) Confronto com Predador
(CP), onde o mico foi confrontado com um predador taxidermizado (Leopardus tigrinus).
Para tanto, os animais foram randomicamente divididos em dois grupos experimentais,
sendo o primeiro grupo submetido inicialmente ao teste AH e 15 dias depois ao CP,
enquanto o segundo grupo foi exposto primeiramente ao teste CP e apés 15 dias ao AH.
Os animais de um mesmo viveiro foram necessariamente alocados no mesmo grupo
experimental.

Para cada um dos 2 estimulos/testes, cada sujeito foi pseudo-randomicamente
submetido a quatro sessdes de confronto, em intervalos de 4 dias, a saber: 0, 1,2 e 3

mg/kg de diazepam (DZPO, DZP1, DZP2 e DZP3). Desta forma, ao final do Experimento
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1, cada sujeito foi submetido a oito sessdes de confronto: quatro para o teste AH e quatro
para o CP.

Antes do inicio de cada sessao, o sujeito foi capturado em seu viveiro de moradia
pelo experimentador, com o auxilio de uma rede e luvas de couro, sendo em seguida
imobilizado para administracao ip do tratamento pré-estabelecido e finalmente liberado de
volta ao seu viveiro. Apés um intervalo de 20 min, deu-se inicio de fato a observacao
comportamental, seguindo o mesmo procedimento descrito acima nas sessbes de
habituagdo. Desta forma, cada sessdo de confronto de 15 min foi dividida em trés
intervalos consecutivos de 5 min cada: pré-exposicdo (PRE), exposicdo (EXP) e poés-
exposicao (POS). No primeiro intervalo, foi obtida uma linha de base do comportamento
do sujeito durante 5 min. Em seguida um dos estimulos sendo testado — experimentador
ou predador taxidermizado — foi posicionado proximo a tela frontal do viveiro. O predador,
que foi taxidermizado em uma posi¢ao de ataque/ameaca e fixado a um galho de arvore,
foi colocado a 1 m de altura com auxilio de um suporte, enquanto que o experimentador
permaneceu de pé, imoével, evitando olhar diretamente ao sujeito e com as mé&os erguidas
na altura da cabeca, usando as mesmas luvas usadas para a captura (Figura 7).

Vale ressaltar que o experimentador consistiu na mesma pessoa responsavel
pela captura do sujeito para administragdo do tratamento. Apds o rapido posicionamento
de um dos estimulos aversivos, deu-se inicio ao intervalo de 5-min de exposi¢ao. Ao final
do mesmo, o estimulo foi rapidamente retirado, sendo o comportamento do sujeito

observado por mais 5 min, correspondendo ao intervalo de pds-exposigao.



Metodologia 34

Figura 7. Fotografias do procedimento experimental. (A) Equipamento de observacéo e
isolamento visual; (B) Vista interna do local de observagao, teste de ameaga humana; (C)
Experimentador; e (D) Gato taxidermizado.

As observagdes comportamentais também foram realizadas em tempo real por
outros dois observadores sentados a uma distancia de 2 m da tela frontal do viveiro, ou
seja, a aproximadamente 1,5 m atras do estimulo. Contudo, cada observador registrou,
em um Japtop, os comportamentos de interesse de um unico sujeito. Vale ressaltar que
0s animais de um mesmo viveiro foram observados simultaneamente, e em cada dia de
teste receberam necessariamente o mesmo tratamento. A ordem na qual os sujeitos dos
diferentes viveiros foram observados variou aleatoriamente em cada dia de teste, sendo
as sessoOes realizadas entre as 08:00 e 10:00 h. Para isolar visualmente os animais
sendo testados dos demais calitriquideos do pavilhdo, foi colocado um sistema de

cortinas ao redor de todo o equipamento experimental.
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Figura 8. Representacdo esquemédtica da sequéncia de sessbes realizada no Experimento 1,
incluindo as quatro sessées de habituacdo (H1 — H4) iniciais da Fase 1, as oito sessbes de confronto
com um estimulo aversivo (1-8; sendo quatro para cada estimulo testado) da Fase 2, e a divisdo de
cada sessdo em trés intervalos consecutivos de 5-min (branco=pré-exposi¢ao, preto=exposi¢ao,
hachurado=pds-exposigéo).

4.1.4.Analise Comportamental

Os comportamentos foram registrados por observadores previamente treinados,
tendo-se uma confiabilidade inter-observador de 95%, através do programa Etholog®
versdo 2.2.5 (Departamento de Psicologia Experimental, Universidade de Sao Paulo,
Brasil; freeware). Nas sessbes de confronto, os observadores nao tinham conhecimento
prévio do tratamento ao qual o sujeito havia sido submetido. Uma descri¢do detalhada

dos comportamentos analisados encontra-se na Tabela 2, abaixo.

4.2. EXPERIMENTO 2

A analise dos resultados do Experimento 1 revelou que as doses de diazepam
utilizadas haviam gerado um efeito sedativo significativo, o que por sua vez impossibilitou

uma real interpretacdo do possivel efeito ansiolitico nos dois testes de medo/ansiedade
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sendo avaliados nos micos (vide item 5.1). Desta forma, foi realizado um novo
experimento com o intuito de avaliar as respostas comportamentais de micos-estrela
submetidos aos mesmos dois testes de medo/ansiedade (AH e CP), mas agora

empregando doses menores do mesmo farmaco.

4.2.1. Sujeitos

Foram empregados dez micos-estrela adultos (5 fémeas e 5 machos) da espécie
Callithrix penicillata (305-455g), também provenientes do CPUnB e mantidos nas
mesmas condicées que os animais do experimento anterior (item 4.1.1). Dentre os
sujeitos empregados neste segundo experimento, cinco haviam sido usados no estudo
anterior, enquanto que os outros cinco tinham sido usados em outros tipos de

investigagdes no CPUNB (Anexo 2).

4.2.2. Droga

Foi utilizado novamente o benzodiazepinico diazepam (Compaz®; Cristalia; Brasil),
dissolvido em solugéo salina (0,9% NaCl — uso comercial) com 0,01% de Tween 80
(Sigma-Aldrich, EUA) e administrado por via ip nas doses de 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg e no
volume de 1 ml/kg. Como controle, também foi administrado a mesma solugéo de salina
com 0,01% de Tween 80. As doses empregadas neste estudo foram baseadas em

trabalhos anteriores com calitriquideos submetidos ao teste de AH (Carey e cols., 1992).
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Tabela 2. Descricdo dos parametros comportamentais avaliados nos micos-estrela
submetidos aos testes de medo/ansiedade de Ameacga Humana e Confronto com
Predador*.

Comportamento Descrigao

Locomogéao tempo total se deslocando, sendo considerado como um
episddio o deslocamento 22s ou por uma distancia maior que a
medida da metade do corpo

Comportamentos frequéncia dos comportamentos de cogar (movimentar

deslocados rapidamente e repetitivamente as maos ou os pés contra o pelo),
catar (movimentar precisamente e lentamente as maos contra o
pelo) e fazer marcagao-de-cheiro (friccionar a regiao
circumgenital em qualquer substrato)

Monitoramento frequéncia e duragdo da varredura continua do ambiente ou

aéreo outros movimentos visiveis de cabeca direcionada ao ambiente,
do plano horizontal para cima, persistindo por 25s, enquanto o
sujeito permanece parado

Monitoramento frequéncia e duragdo da varredura continua do ambiente ou

terrestre outros movimentos visiveis de cabeca direcionada ao ambiente,
abaixo plano horizontal, persistindo por =5s, enquanto o sujeito
permanece parado

Olhar aéreo frequéncia da observacdo rapida do ambiente através da

Rapido movimentagado da cabeg¢a com duragdo <5s, do plano horizontal
ou acima

Olhar terrestre frequéncia da observacdo rapida do ambiente através da

rapido movimentacdo da cabega com duracdo <5s, abaixo do plano
horizontal

Olhar direto frequéncia da observacdo rapida e direta ao estimulo

(experimentador ou predador)
Vocalizagao** duracéo da vocalizagdo de alarme do tipo tsik-tsik

Proximidade** *** tempo de permanéncia na tela frontal do viveiro

* A descrigdo dos comportamentos foi baseada em etogramas de micos (Stevenson & Rylands,
1988), e estudos anteriores (Barros e cols., 2000, 2001, 2002, 2003, 2004; Caine, 1984; e Koening,
1998).

** parametros avaliados apenas no Experimento 2

*** par@metro avaliado manualmente com um cronémetro

4.2.3. Procedimento Experimental

Assim como no primeiro experimento, os micos foram testados em seus proprios
viveiros de moradia. O procedimento desse experimento foi dividido em quatro fases

(Figura 9), todas realizadas entre as 10:00 e 12:00 h, descritas a seguir:
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FASE 1: HABITUAGAO 1

Nesta fase foram realizadas duas sessbes de habituacdo (H1 e H2) para cada
sujeito, em um intervalo de 24 h, seguindo o0 mesmo procedimento experimental descrito
acima para as sessodes de habituacdo do Experimento 1.

FASE 2: CONFRONTO 1 (teste de AH)

Nesta fase, que teve inicio 48 h apds a ultima sessao de habituacado (H2), cada
sujeito foi submetido ao teste de AH. Para tanto, foram realizadas quatro sessbes de
confronto com cada sujeito, em intervalos de 72 h, nas quais foram administrados os
seguintes tratamentos de forma pseudo-randémica: 0; 0,10; 0,25 e 0,50g/kg de diazepam
(DZPO; DZPO0,10; DZP0,25 e DZPO0,50). O procedimento empregado nesta fase do
Experimento 2 seguiu o mesmo descrito acima para as sessdes de confronto do
Experimento 1.

FASE 3: HABITUAGAO 2

Apd6s um intervalo de aproximadamente 3 meses, 0s mesmos sujeitos foram
novamente submetidos a duas sessdes de habituacao (H1 e H2), realizadas em um
intervalo de 24 h. O procedimento experimental também foi o0 mesmo que o descrito
acima para sessodes de habituagao do Experimento 1.

FASE 4: CONFRONTO 2 (teste de CP)

Nesta ultima fase, que também teve inicio 48 h apds a ultima sessao de
habituagdo (H2), cada sujeito foi submetido ao teste de CP. Para tanto, foram realizadas
mais quatro sessdes de confronto com cada sujeito, em intervalos de 72 h, nas quais
foram administrados os mesmos tratamentos da Fase 2 acima. O procedimento
empregado nesta fase também seguiu o0 mesmo descrito acima para as sessdes de

confronto do Experimento 1.
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Figura 9. Representacdo esquemédtica da sequéncia de sessbes realizada no Experimento 2,
incluindo: 1) as duas sessdes de habituagado (H1-H2) iniciais da Fase 1, 2) as quatro sessbdes de
confronto do teste de Ameaga Humana (AH1-AH4) da Fase 2, 3) as duas sessdes de habituagédo da
Fase 3 (H1-H2), 4) as quatro sessdes de confronto do teste de Confronto com Predador (CP1-CP4)
da Fase 4, e a divisdo de cada sessdo em ftrés intervalos consecutivos de 5-min (branco=pré-
exposicao, preto=exposi¢do, hachurado=pds-exposig¢ao).

4.2.4.Analise Comportamental

A analise comportamental do experimento 2 se deu da mesma forma que descrita
para o Experimento 1 (vide 4.1.4), tendo sido incluido porém dois novos parametros, a
saber: vocalizagdo e proximidade (vide Tabela 2). Ademais, com o intuito de verificar
possiveis diferencas entre os estimulos aversivos utilizados nos dois testes, as respostas
comportamentais observadas apenas durante o confronto (intervalo EXP) de todas as
sessdes experimentais de um teste foram comparadas ao mesmo intervalo do outro

teste.
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados de cada parametro comportamental foram analisados para se detectar
possiveis diferencas entre: 1) as quatro sessdes de habituagdo (H1-H4); 2) as quatro
sessdes de confronto de cada estimulo testado (0, 1, 2 e 3 mg/kg de DZP no
Experimento 1 e 0; 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg de DZP no Experimento 2) juntamente com a
ultima sessao de habituacdo (H4 ou H2, respectivamente); 3) os trés intervalos de cada
sessao (pré-exposicao, exposicao e pds-exposicao); e 4) os intervalos de EXP entre os
dois tipos de teste de medo/ansiedade. Para tanto, os dados foram analisados por meio
de uma Analise de Varidncia para amostras repetidas (two-way repeated measures
ANOVA), sendo a sessao experimental e o intervalo das sessdes usados como variaveis
independentes (itens 1, 2 e 3) ou a sessdo experimental e o tipo de teste (AH ou CP; item
4). Resultados significativos foram seguidos pelos testes post hoc de: 1) Dunnett, quando
detectado diferengas entre as sessodes de habituacido ou as de confronto, ou de 2) Tukey,
quando observado uma diferengca entre os intervalos de cada sessdos. O nivel de

significancia adotado em todos os testes foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

Os dados de cada parametro comportamental analisado foram agrupados, uma vez

que nao foram detectadas diferencas entre machos e fémeas. Para cada comportamento, os

resultados estdo expressos como a média dos valores e o erro padrao da média (+e.p.m.).

5.1. EXPERIMENTO 1

5.1.1. FASE 1 - HABITUAGAO

Durante a fase de habituagdo (H1-H4), conduzida na auséncia dos estimulos
aversivos e de qualquer tratamento farmacolégico, o Unico pardmetro comportamental
significativamente alterado entre as quatro sessdes foi o de olhar direto [F(3,12)=3,90;
p<0,05; Fig. 10A]. Analises post hoc indicaram que a frequéncia de olhar diretamente aos
dois observadores sentados a sua frente diminuiu significativamente [p<0,05] nas sessdes
H2 e H3, com relagdo a H1. Contudo, para este mesmo comportamento, diferengas
significativas dentre cada sessao [F(2,12)=2,74; p=0,08] e uma interagdo sesséao-intervalo
experimental ndo foram observadas [F(6,72)=1,10; p=0,37]. Os demais comportamentos
analisados permaneceram inalterados [olhar aéreo rapido: entre sessdes — F(3,12)=2,31;
p=0,09; entre intervalos — F(2,12)=0,32; p=0,73; interagdo — F(6,72)=1,20; p=0,32; olhar
terrestre rapido: entre sessdes — F(3,12)=0,71; p=0,56; entre intervalos — F(2,12)=0,56;
p=0,58; interagdo — F(6,72)=1,27; p=0,28; comportamentos deslocados: entre sessdes —
F(3,12)=2,78; p=0,06; entre intervalos — F(2,12)=0,35; p=0,71; interagdo — F(6,72)=1,13;
p=0,36; locomog¢éo: entre sessdes — F(3,12)=9,20; p=0,44; entre intervalos — F(2,12)=0,59;

p=0,56; interagao — F(6,72)=1,35; p=0,25; monitoramento — vide Anexo 3; Fig. 10B-E].
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Figura 10: Frequéncia média (+e.p.m.) de olhar direto (A),
olhar aéreo rapido (B), olhar terrestre rapido (C) e
comportamentos deslocados (D), e a duragdo média (+e.p.m.)
em segundos de locomogao (E) durante as quatro sessdes de
habituagdo (H1-H4) divididas nos trés intervalos
experimentais (pré-exposigdo em branco, exposicao em preto,
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5.1.2. FASE 2 - CONFRONTO

O perfil comportamental observado durante as quatro sessdes de confronto do teste
de AH e do de CP, quando também foi administrado o tratamento farmacolégico com DZP,
foi representado graficamente junto com a ultima sessao de habituacado da fase anterior (H4)
para facilitar a comparacao dos dados (Fig. 11).

A presencga de ambos os estimulos aversivos, correspondente ao intervalo de EXP da
sessdo DZPO, induziu uma alteragao significativa apenas no comportamento de olhar direto
[teste de AH: F(2,12)=37,51; p<0,001; teste de CP: F(2,12)=14,13; p<0,001; Fig. 11A]. Para
ambos os testes, analises posteriores indicaram que a frequéncia de olhar diretamente ao
experimentador ou gato taxidermizado aumentou significativamente [p<0,05] durante a EXP,
comparado aos intervalos de PRE e POS. A presenga dos dois estimulos (DZPO-intervalo
EXP) também gerou uma diminuigdo na frequéncia dos comportamentos deslocados, apesar
de nédo atingir niveis significativos [teste de AH: F(2,12)=3,04; p=0,07; teste de CP:
F(2,12)=1,68; p=0,21; Fig. 11D]. Para os demais comportamentos analisados, nao foram
observadas diferencas significativas entre os trés intervalos experimentais [olhar aéreo
rapido AH: F(2,12)=0,84; p=0,44; olhar aéreo rapido CP: F(2,12)=0,99; p=0,39; olhar terrestre
rapido AH: F(2,12)=1,78; p=0,19; olhar terrestre rapido CP: F(2,12)=0,23; p=0,79; locomogéao
AH: F(2,12)=1,14; p=0,39; locomog¢ao CP: F(2,12)=0,61; p=0,55; monitoramento: vide Anexo
3; Fig. 11B-E].

A administracdo de DZP, por sua vez, diminuiu significativamente o perfil de olhar
direto [teste de AH: F(4,12)=5,70; p<0,001; teste de CP: F(4,12)=10,13; p<0,001; Fig. 11A],
olhar terrestre rapido [teste de AH: F(4,12)=11,77; p<0,001; teste de CP: F(4,12)=13,06;
p<0,001; Fig. 11C] e locomogao [teste de AH:. F(4,12)=8,47; p<0,001; teste de CP:

F(4,12)=14,77; p<0,001; Fig. 11E] dos micos nas trés doses testadas (DZP1-3).
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Figura 11: Frequéncia média (+e.p.m.) de olhar direto (A), olhar aéreo rapido (B), olhar
terrestre rapido (C) e comportamentos deslocados (D), e a duragdo média (+e.p.m.)
em segundos de locomogao (E) durante a ultima sessao de habituacdo (H4) e as
quatro sessoes de confronto de cada um dos dois testes de medo/ansiedade, divididas
nos trés intervalos experimentais (pré-exposigdo em branco, exposigédo em preto, pos-
exposicdo em hachurado). Nas sessbes de confronto, foi administrado diazepam nas
doses de 0, 1, 2 e 3 mg/kg. *p<0,05 vs. controle salina (DZP0) do respectivo teste;
**p<0,05 vs. intervalo de pré- e pods-exposi¢ao da respectiva sessao.
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No teste de AH a freqliéncia de olhar aéreo rapido diminuiu significativamente nas doses de
2 e 3 mg/kg de DZP, comparado ao controle salina [F(4,12)=18,13; p<0,001; Fig. 11B],
enquanto que na dos comportamentos deslocados houve uma diminuicdo significativa com
as doses de 1 e 3 mg/kg de DZP, em relagdo ao controle salina [F(4,12)=4,85; p<0,01; Fig.
11D]. Ja para o teste de CP, a administracao de 1 e 3 mg/kg de DZP reduziu os niveis de
olhar aéreo rapido, em relagao ao controle salina [F(4,12)=11,20; p<0,001; Fig. 11B], mas os
comportamentos deslocados permaneceram inalterados [F(4,12)=3,14; p=0,08; Fig. 11D]. Da
mesma forma, os comportamentos de monitoramento também permaneceram inalterados,
nos dois testes, apos a administragao das trés doses de DZP (vide Anexo 3).

Em termos de uma interagcdo sessao-intervalo experimental, foram observados
valores significativos apenas para os comportamentos deslocados [teste de AH.
F(6,72)=2,59; p<0,05] e o olhar direto [teste de AH: F(6,72)=3,89; p<0,001; teste de CP:

F(6,72)=2,03; p<0,05].

5.2. EXPERIMENTO 2

O perfil comportamental observado durante as quatro sessdes de confronto do teste
de AH (Figs. 12-13) e do teste de CP (Figs. 14-15) — quando também foi administrado o
tratamento farmacolégico com DZP — foi representado graficamente junto com a ultima
sessao de habituacado (H2) do seu respectivo teste, para facilitar a comparagdo dos dados.
As sessodes de habituacao deste experimento foram realizadas antes de iniciar a fase do

confronto (vide segéo 4.2.).



Resultados 46

5.2.1. TESTE DE AMEACA HUMANA

A presenga do experimentador (DZPO-intervalo EXP), induziu uma alteragcao
significativa nos niveis de olhares direcionados ao estimulo [F(2,9)=37,13; p<0,001; Fig.
12A], de vocalizagédo de alarme tsik-tsik [F(2,9)=8,72; p<0,01; Fig. 13B] e de monitoramento
aéreo [duracdo: F(2,9)=12,07; p<0,001; Anexo 3-Tabela C]. Analises post hoc indicaram que
a frequéncia de olhares diretos e a duragdo deste tipo de vocalizagdo aumentou
significativamente [p<0,05] durante a EXP, comparado aos intervalos de PRE e POS. Ja o
tempo de monitoramento aéreo diminuiu de forma significativa na EXP, em relagdo aos
intervalos PRE e POS. Os demais comportamentos dos micos que foram analisados neste
teste ndo alteraram significativamente em resposta a presengca do experimentador [olhar
aéreo rapido: F(2,9)=1,15; p=0,34; olhar terrestre rapido: F(2,9)=0,18; p=0,84; proximidade:
F(2,9)=1,58; p=0,23; comportamentos deslocados: F(2,9)=2,00; p=0,17; locomog&o:
F(2,9)=2,22; p=0,14; monitoramento — vide Anexo 3; Figs. 12 e 13].

Porém, as trés doses de DZP administradas nao foram capazes de reverter as
alteragdes comportamentais induzidas pela presenga do experimentador [olhar direto:
F(4,9)=2,04; p=0,11; vocalizagdo: F(4,9)=2,07; p=0,11; duragcdo monitoramento aéreo:
F(4,9)=1,25; p=0,31] e os demais comportamentos permaneceram inalterados [olhar aéreo
rapido: F(4,9)=1,34; p=0,27; olhar terrestre rapido: F(4,9)=1,64; p=0,18; locomogéao:
F(4,9)=0,91; p=0,46; monitoramento — vide Anexo 3; Figs. 12 e 13]. Contudo, para o tempo
despendido na tela frontal do viveiro [proximidade: F(4,9)=5,32; p<0,05; Fig. 13A] e a
frequéncia dos comportamentos deslocados [F(4,9)=3,34; p<0,05; Fig. 13C], os niveis
observados na ultima sessédo de habituagdo (H2) foram significativamente maiores que no

controle salina (DZPO0).
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Figura 12: Frequéncia média (+e.p.m.) de olhar direto (A), olhar aéreo rapido
(B), olhar terrestre rapido (C) durante a ultima sessdo de habituagdo (H2) e as
quatro sessbes de confronto com experimentador, divididas nos trés intervalos
experimentais (pré-exposicdo em branco, exposicdo em preto, pds-exposicdo
em hachurado). Nas sessées de confronto, foi administrado diazepam nas doses
de 0; 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg. *p<0,05 vs. intervalo de pré- e pds-exposi¢céo da
respectiva sessao.

Em termos da interagdo sessao-intervalo experimental, foram observados valores
significativos apenas para a proximidade [F(8,72)=2,21; p<0,05] e o olhar direto

[F(8,72)=4,66; p<0,001].
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Figura 13: Frequéncia, ou tempo médio (+e.p.m.) gasto em segundos, em
proximidade ao estimulo (A), emitindo vocalizagdo f(sik-tsik (B), de
comportamentos deslocados (C) e em locomogao (D) durante a ultima sessao de
habituacdo (H2) e as quatro sessdes de confronto com experimentador, divididas
nos trés intervalos experimentais (pré-exposicdo em branco, exposicdo em
preto, pos-exposicdo em hachurado). Nas sessbes de confronto, foi administrado
diazepam nas doses de 0; 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg. *p<0,05 vs. controle salina
(DZP0); **p<0,05 vs. intervalo de pré- e pds-exposicao da respectiva sessao.
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5.2.2. TESTE DE CONFRONTO COM PREDADOR

O confronto rapido com um predador natural (DZPO-intervalo EXP) alterou, de forma
significativa, apenas a freqliéncia com que os micos olharam diretamente ao gato
taxidermizado [F(2,9)=9,45; p<0,01; Fig. 14A]. Analises posteriores indicaram que este
comportamento de olhar direto aumentou significativamente [p<0,05] durante a EXP, em
relagcdo aos intervalos PRE e POS. Apesar dos niveis da vocalizacdo de alarme tsik-tsik
também estarem elevados durante o confronto, valores significativos nao foram observados
[F(2,9)=2,46; p=0,11; Fig. 15B]. Os demais comportamentos analisados neste teste
permaneceram inalterados [olhar aéreo rapido: F(2,9)=0,39; p=0,68; olhar terrestre rapido:
F(2,9)=3,24; p=0,06; proximidade: F(2,9)=0,45; p=0,65; comportamentos deslocados:
F(2,36)=2,73; p=0,09; locomogéo: F(2,36)=3,32; p=0,06; monitoramento — vide Anexo 3;
Figs. 14 e 15].

Neste teste, nenhuma das doses de DZP administradas foi capaz de reverter a
alteragcdo no comportamento de olhar direto, induzido pela presenga do gato taxidermizado
[olhar direto: F(4,9)=0,45; p=0,77], e os demais comportamentos permaneceram inalterados
[olhar aéreo rapido: F(4,9)=0,66; p=0,62; olhar terrestre rapido:. F(4,9)=0,80; p=0,54;
proximidade: F(4,9)=1,35; p=0,27; vocalizagdo: F(4,9)=1,58; p=0,20; comportamentos
deslocados: F(4,9)=2,33; p=0,08; locomogéo: F(4,9)=1,54; p=0,21; Fig. 14 e 15]. Além disso,
uma interagdo sessdo-intervalo experimental significativa foi observada apenas para o

comportamento de olhar direto [F(8,72)=2,83; p<0,01].
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Figura 14: Frequéncia média (+e.p.m.) de olhar direto (A), olhar aéreo rapido
(B), olhar terrestre rapido (C) durante a ultima sessdo de habituagdo (H2) e as
quatro sessdes de confronto com gato taxidermizado, divididas nos trés
intervalos experimentais (pré-exposicdo em branco, exposicdo em preto, pos-
exposicdo em hachurado). Nas sessdes de confronto, foi administrado diazepam
nas doses de 0; 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg. *p<0,05 vs. controle salina (DZPO0).
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Figura 15. Freqliiéncia, ou tempo médio (+e.p.m.) gasto em segundos, em
proximidade ao estimulo (A), emitindo vocalizagdo ftsik-tsik (B), de
comportamentos deslocados (C) e em locomogao (D) durante a ultima sessao
de habituagdo (H2) e as quatro sessGes de confronto com o gato
taxidermizado, divididas nos trés intervalos experimentais (pré-exposi¢cdo em
branco, exposicao em preto, pés-exposicdo em hachurado). Nas sessées de
confronto, foi administrado diazepam nas doses de 0; 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg.
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5.2.3. TESTE DE AMEACA HUMANA versus CONFRONTO COM PREDADOR

Com o intuito de verificar possiveis diferencas entre os dois estimulos aversivos
utilizados, as respostas comportamentais observadas apenas durante o confronto de um dos
testes (intervalo EXP) foram comparadas as mesmas mensuradas do outro teste (Figs. 16 e
17).

A presenga do experimentador humano e do gato taxidermizado (DZPOQ) induziu uma
alteragao significativa no comportamento de olhar direto [F(4,9)=4,02; p<0,01; Fig. 16A] e de
proximidade [F(4,9)=2,59; p=0,05], como visto anteriormente (vide se¢bes 5.2.1 e 5.2.2).
Analises posteriores indicaram que as frequéncias de olhares direcionados aos estimulos
aumentaram enquanto que o tempo de permanéncia em proximidade ao estimulo aversivo
diminuiu significativamente [p<0,05], comparados a suas respectivas sessdes H2. A
presengca de ambos os estimulos também induziram uma diminuicdo na freqiiéncia dos
comportamentos deslocados [F(4,9)=3,50; p=0,02; Fig. 17C] e um aumento na vocalizagao
tsik-tsik [F(4,9)=2,90; p=0,08; Fig. 17B], apesar de n&o atingirem niveis significativos. Os
demais comportamentos analisados permaneceram inalterados [olhar aéreo rapido:.
F(4,9)=2,17; p=0,09; olhar terrestre rapido: F(4,9)=1,52; p=0,22;; locomogédo: F(4,9)=0,54;
p=0,71; Figs. 16 e 17].

Comparados entre si, os dois tipos de estimulos testados resultaram em uma
resposta significativamente diferente para o comportamento de olhar direto [F(1,36)=5,66;
p<0,05; Fig. 16A]. Analises post hoc indicaram que a frequéncia desta resposta foi
significativamente [p<0,05] maior no teste de AH que no de CP, mas apenas para a sessao
DZP0,25. Para os demais parametros comportamentais analisados, ndo houve diferenca
significativa entre as respostas observadas na presenca dos dois estimulos [olhar aéreo

rapido: F(1,36)=0,52; p=0,49; olhar terrestre rapido: F(1,36)=0,05; p=0,82; proximidade:
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F(1,36)=2,50; p=0,15; vocalizacdo tsik-tsik.: F(1,36)=1,01; p=0,34; comportamentos

deslocados: F(1,36)=1,13; p=0,32; Figs. 16 e 17].
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Figura 16. Frequéncia média (+e.p.m.) de olhar direto (A),
olhar aéreo rapido (B) e olhar terrestre rapido (C) durante os
5 min do intervalo de exposigdo da ultima sessdo de
habituacdao (H2) e das quatro sessbes de confronto
correspondente ao teste de Ameaga Humana (em branco) e
de Confronto com Predador (em preto). Nas sessbes de
confronto, foi administrado diazepam nas doses de 0; 0,10;
0,25 e 0,50 mg/kg. *p<0,05 vs. controle salina (DZPO0),
**p<0,05 vs. teste de Ameaga Humana da respectiva
sesséo.
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Figura 17. FreqUéncia, ou tempo médio (+e.p.m.) gasto em
segundos, em proximidade ao estimulo (A), emitindo
vocalizagao tsik-tsik (B), de comportamentos deslocados (C)
e em locomogao (D) durante a ultima sessao de habituagao
(H2) e das quatro sessbes de confronto correspondente ao
teste de Ameaga Humana (em branco) e de Confronto com
Predador (em preto). Nas sessGes de confronto, foi
administrado diazepam nas doses de 0; 0,10; 0,25 e 0,50
mg/kg.
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6. DISCUSSAO

Varios sdo os estimulos naturalmente aversivos capazes de induzir respostas de
estresse, medo e ansiedade em animais, a exemplo de co-especificos e predadores naturais.
Esses estimulos ndo somente induzem reagdes mais proximas as que foram selecionadas
na natureza, como geram um maior numero de paradmetros comportamentais (Blanchard e
cols., 1998). Neste contexto, o repertério comportamental resultante de um confronto com
estes estimulos vem sendo cada vez mais empregado para investigar os mecanismos
neurais envolvidos nos disturbios de ansiedade, assim como no desenvolvimento de novos
compostos com uma possivel atividade ansiolitica na pratica clinica.

Dentre os estudos desta natureza, vem crescendo o uso de primatas ndo-humanos
como modelos experimentais. Simios constituem modelos impares para o estudo do medo e
da ansiedade devido a sua proximidade filogenética a humanos e a semelhanga
comportamental e fisiolégica exibida quando estas emogdes sao induzidas
experimentalmente, como também a complexidade e semelhanga do seu SNC com a do
homem. De fato, varias espécies de primatas ndo-humanos tém sido utilizadas como ultimo
passo em ensaios pré-clinicos para averiguar a seguranga e eficacia de novos tratamentos
farmacolégicos antes destes compostos serem testados em humanos (ex. King e cols.,
1988).

Em calitriquideos, particularmente, tém-se explorado as reacbes de defesa
observadas quando estes simios sao confrontados com um potencial predador, a exemplo
de um experimentador humano ou gato-do-mato taxidermizado. De fato, o risco de predagao
parece ter exercido uma influéncia significativa sobre varios aspectos do repertorio
comportamental desses pequenos primatas neotropicais (Sussman e Kinzey, 1984; Caine,

1993), tendo uma das maiores taxas estimadas de predacdo entre os primatas (Cheney e
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Wrangham, 1987). Contudo, tal pressuposto esta mais fundamentado na diversidade e
complexidade de suas estratégias anti-predatérias, do que no numero de predacgbes
propriamente dito, uma vez que tais eventos sdo pouco observados na natureza (Searcy e
Caine, 2003).

Dentre suas diversas estratégias contra a predagio, os calitriquideos escolhem
cuidadosamente seus sitios de descanso, recolhem-se antes do pbér-do-sol, distanciam-se
rapidamente do sitio de descanso apds acordarem, dormem amontoados em grupos, tém
membros do grupo que atuam como sentinelas, formam grupos mistos com outras espécies
de primatas e emitem vocalizagbes especificas (Caine, 1987; Dawson, 1979; Ferrari e Lopes
Ferrari, 1990; Hardie e Buchanan-Smith, 1997; Heymann, 1990; Peres, 1993; Pook e Pook,
1982; Savage e cols., 1996). Relata-se ainda que os calitriquideos mantenham altos niveis
basais de monitoramento visual (Ferrari e Lopes Ferrari, 1990), um comportamento que
persiste mesmo entre individuos cativos ou nascidos em cativeiro (Barros e cols., 2004;
Buchanan-Smith, 1999; Caine, 1984).

Além disso, estes pequenos simios s&o vulneraveis a varios potenciais predadores —
aves de rapina, cobras e felinos — respondendo diferentemente a ameacas aéreas e
terrestres (Ferrari & Lopes Ferrari, 1990). Mesmo estimulos apenas relacionados a presenca
de um predador (ex. odor), ou ataques mal sucedidos, podem ter um efeito significativo e
duradouro sobre o seu comportamento (Caine e Weldon, 1989; Hankerson e cols., 2001;
Barros e cols., 2002, 2004). Em resposta a situagdes de ameaca (ex. confronto com
predador, interagdes co-especificas), esses animais apresentam um repertorio
comportamental complexo e facilmente discernivel, variando desde expressdes faciais e

vocalizagbes especificas, até alteragdes posturais (Barros e cols., 2002).
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6.1. Efeitos comportamentais e do diazepam

6.1.1. Experimento 1

Os micos confrontados com um experimentador humano e gato taxidermizado, em
conjunto com a administragdo das doses de 1, 2 e 3 mg/kg de DZP, apresentaram uma
redugdo significativa no seu padrdao de locomogdo. De fato, a atividade locomotora dos
sujeitos estava reduzida ndo somente durante o intervalo de EXP, como também nos de
PRE e POS também, o que é sugestivo de um efeito sedativo da administragcdo deste BZD.
Sabe-se, na verdade, que o DZP pode gerar efeitos adversos marcantes como relaxamento
muscular, ataxia e sedacgao (ex. Argyropoulos e cols., 2000). Interessante é o fato destas
mesmas doses de DZP ndo terem causado um efeito sedativo em estudos anteriores no
teste de CP (Barros e cols., 2000; 2004). Essa discrepancia pode ser devida, em parte, a
diferengcas metodoldgicas, ja que nos estudos anteriores os testes foram realizados em um
labirinto-em-8. Este, um ambiente novo, pode ja ser visto como algo aversivo para
calitriquideos (ex. Johnson e cols., 1996). Portanto, as demais alteragdes comportamentais
observadas neste experimento podem ter sido influenciadas por este efeito sedativo das
doses de DZP que foram testadas, inviabilizando uma correta interpretacdo desses
resultados.

Vale destacar, porém, que o confronto com ambos os estimulos usados neste estudo
induziram um aumento na frequéncia com que o0s micos olharam diretamente ao
experimentador e o gato taxidermizado (apenas no intervalo EXP), que por sua vez foi
revertido pela administragdo do DZP. Este perfil, sugestivo de um efeito ansiolitico deste

composto, deve ser analisado com cautela, devido a sedagédo que também foi observada.
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6.1.2. Experimento 2

Um novo experimento foi realizado entdo, utilizando doses mais baixas de DZP, para
que os efeitos comportamentais e farmacolégicos destes ansiolitico pudessem ser avaliados
confiavelmente nos testes de AH e CP de medo/ansiedade nos micos. Para tanto, neste
segundo experimento, foram administradas as doses de 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg, baseado
em resultados obtidos com o teste de AH (Carey e cols., 1992).

Portanto, neste segundo experimento, as doses mais baixas de DZP que foram
usadas nao alteraram significativamente a atividade locomotora observada antes, durante ou
apos o confronto dos sujeitos com ambos os estimulos aversivos. Sendo assim, as demais
alteragdes comportamentais observadas estdo mais relacionadas a presenca do
experimentador humano ou gato taxidermizado, do que a um efeito sedativo induzido pela
administracao do DZP. A tabela 3 faz um resumo dos resultados observados no intervalo de
exposicdo para cada parametro comportamental avaliado nos dois testes de
medo/ansiedade.

Neste sentido, a presenca de ambos os estimulos aversivos induziu um aumento
significativo na frequiéncia de olhares direcionados a estes estimulos. De forma semelhante,
Hayes e Snowdon (1990) também observaram um aumento na freqliéncia de olhares
direcionados a estimulos aversivos (ex. jibdia — Constrictor constrictor), comparado aos que
foram direcionadas a estimulos neutros (ex. flores). Além disso, no presente estudo, apenas
a administracdo da maior dose (0,5 mg/kg) de DZP, no teste de AH, reverteu esse aumento.
Neste contexto, e considerando os resultados obtidos no Experimento 1, uma alteragcédo nos

niveis desta resposta parece estar relacionada ao reconhecimento de um estimulo e seu
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potencial ameagador, podendo vir a ser empregado como um indicador comportamental de

medo/ansiedade em micos.

Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos no intervalo de exposicdo para cada parémetro
comportamental observado nos dois teste de medo/ansiedade dos Experimentos 1 e 2*.

Experimento 1° Experimento 2°
Ameaca Confronto Ameaca Confronto
Comportamento Humana com Predador Humana com Predador
VEH DZP VEH DzZP VEH DZP VEH DzZP
Olhar direto T \L T \L T \L T 0]
Olhar aéreo rapido \L \L ) \L @) ) ) )
Olhar terrestre rapido @) \L o) \L @) ) @) @)
Proximidade - - - - \L ) @) @)
Vocalizagéo - - - - T \L ) o)
Deslocados \L \L \L 0] @) ) @) 0]
Locomocgéao @) \L ) \L @) ) @) @)
Monitoramento:
aéreo (frequiéncia) (0] (0] 0] 0] (0] O O o]
aéreo (duragio) 0] (0] 0] 0] \L \L O o]
terrestre (freqiiéncia) (0] (0] 0] 0] (0] O O o]
terrestre (duragao) (0] (0] 0 0] (0] 0] (0] (0]

* (T)=aumentou; (¢)=diminuiu; (O)=nao alterou; (--)=nao avaliado
@ diazepam administrado nas doses de 1; 2 e 3 mg/kg (i.p.)
® diazepam administrado nas doses de 0,10; 0,25 e 0,50 mg/kg (i.p.)

Outro parédmetro comportamental avaliado neste estudo foi o de proximidade ao
estimulo, medido pelo tempo de permanéncia em contato com a tela frontal do viveiro de
moradia do sujeito. Uma resposta de ‘evitagdo ao estimulo’ ja foi observada em varios
animais confrontados com diferentes predadores (ex. Hayes e Snowdon, 1990). Em micos,
mais especificamente, uma diminuicdo na proximidade também ja foi detectada quanto estes

simios foram confrontados com um experimentador humano (ex. Carey e cols., 1992) e um
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gato taxidermizado (ex. Barros e cols., 2004), sendo considerado um importante indicador
comportamental de medo/ansiedade nestes primatas. Contudo, no presente estudo, uma
diminuicdo na proximidade ao estimulo foi observada apenas em resposta a presenga do
experimentador humano (teste de AH). Este comportamento de evitagao, por sua vez, nao foi
revertido pela administragdo das baixas doses de DZP (0,10; 0,25; 0,50 mg/kg), apesar de
Carey e cols. (1992) terem observado um efeito ansiolitico significativo no parametro de
proximidade usando as mesmas doses deste benzodiazepinico.

No teste de CP, a presenga do gato taxidermizado — com ou sem a administracao de
DZP — nao induziu um perfil de evitagdo nos micos testados, ao contrario do que ja foi
relatado para este teste (Barros e cols., 2000). Esta discrepancia pode ser devido a
diferencas metodoldgicas entre os dois estudos, como o uso de animais ingénuos vs.
experientes. Neste segundo experimento do presente trabalho, foram empregados apenas
sujeitos experientes, sugerindo que uma possivel habituacdo a presenga do gato
taxidermizado pode ter diminuido o comportamento de evitagcdo dos micos a presenca do
gato taxidermizado. Contudo, estes primatas ainda evitam uma proximidade ao mesmo gato
taxidermizado, e apresentam um efeito ansiolitico do DZP sobre esta resposta, mesmo
depois de trés meses de um confronto inicial (Barros e cols., 2007). Portanto, outros fatores
metodologicos, como ambiente fisico (labirinto vs. viveiro de moradia) e social (confronto
individual vs. pares) podem estar contribuindo de forma mais significativa para as diferencas
observadas entre o presente estudo e outros trabalhos ja realizados com este teste de
medo/ansiedade (vide discussao mais detalhada no item 6.2.)

Em termos da vocalizagdo tsik-tsik, foi detectado um aumento no seu tempo de
emissao por parte dos micos durante a exposicdo aos estimulos aversivos. Contudo, o
aumento nos niveis desta vocalizagdo foi de forma significativa apenas na presenca do

experimentador humano (teste de AH), tendo sido revertido pela administragdo de DZP nas



Discuss3o 61

doses de 0,10 e 0,50 mg/kg. Visto como uma vocalizagdo de alarme e componente
importante do repertorio comportamental de defesa dos calitriquideos (Stevenson e Rylands,
1988), o tsik-tsik estd normalmente associado a aproximagédo de predadores terrestres
(Ferrari e Lopes Ferrari, 1990). De fato, Hayes e Snowdon (1990) também observaram um
aumento na duragdo de vocalizagbes de alarme em saguis confrontados com estimulos
aversivos (ex. jibdia) versus estimulos neutros (ex. flores), corroborando a nogédo de que
esses animais reconhecem estimulos potencialmente ameagadores e exibem vocalizagbes
especificas diante destas ameagas. Na presenga de um experimentador humano,
vocalizacdes de alarme ainda ndo foram avaliadas em micos, mas em macacos rhesus, um
aumento nas suas taxas foi relatado por Newman e Farley (1995) empregando o teste de
AH.

No teste de CP em micos, um aumento nesse parametro ja foi observado durante um
confronto com o mesmo predador (Barros e cols., 2004). A falta de um aumento significativo
na vocalizagao tsik-tsik no presente estudo pode ter ocorrido devido a: 1) uma habituagéo
dos sujeitos em relagao ao estimulo utilizado, uma vez que todos eram experientes (Barros e
cols., 2004); e 2) uma grande variabilidade inter-individual dos sujeitos e o reduzido numero
de sujeitos testados. Outros aspectos metodolégicos também podem ter influenciado, sendo
estes discutidos no item 6.2. abaixo.

Adicionalmente foram observados os comportamentos de cogar, fazer marcagao-de-
cheiro e catar, agrupados como comportamentos deslocados. Sua freqiéncia diminuiu
significativamente quando os micos foram submetidos ao teste de AH, ndo sendo revertida
pela administragdo das doses baixas de DZP testadas neste experimento. No teste de CP, a
taxa de comportamentos deslocados dos micos ndo foi alterada, podendo novamente o uso

apenas de animais experientes ter influenciado o perfil observado. Além disso, a
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administragdo de DZP nao alterou a frequéncia observada deste parametro comportamental
no teste de CP.

Estudos anteriores, porém, vém indicando que um aumento nestas repostas podem
indicar um estado de medo e ansiedade em calitriquideos, quando em uma situagao de
incerteza, conflito, tensdo ou estresse (Cilia e Piper, 1997). Apesar de nao ter sido ainda
avaliado no teste de AH, este indicador de medo/ansiedade ja foi observado durante
confrontos com co-especificos (ex. Epple e cols., 1993) e predadores (ex. Barros e cols.,
2002), sendo reduzidas pela administragao de ansioliticos, como DZP e buspirona, em testes
de medo/ansiedade de confronto com co-especifico (Cilia e Piper, 1997). O fato dos
estimulos aversivos usados no presente estudo ter diminuido os niveis de comportamentos
deslocados sugere que os sujeitos podem estar habituados a presenga do estimulo, visto
que nesse experimento os sujeitos utilizados eram todos experientes. Além disso, sabe-se
que alguns comportamentos habituam mais rapidamente que outros (Barros e cols, 2004),
indicando também que esse comportamento pode ter sido rapidamente influenciado.

O ultimo parametro comportamental associado ao medo/ansiedade, também avaliado
nos dois testes, foi o de vigilancia. Na verdade, esta resposta vem sendo empregada como
importante indicador comportamental de medo/ansiedade em roedores, mas em primatas
ainda é pouco estudada. Em micos, sabe-se que as taxas de vigilancia aumentam em
resposta a uma ameacga (Caine, 1987; Koenig, 1998), possivelmente facilitando a sua
detecgéo, sendo mensurada como o comportamento de monitoramento do ambiente (Caine,
1984), e mais recentemente também pelo olhar rapido (Koenig, 1998). De fato, o contato
com um predador, ou com qualquer ameaca incerta, aumentam as taxas de vigilancia
(Caine, 1986; Barros e cols., 2004), possivelmente havendo uma diferenca quantitativa e
qualitativa entre o padrao de monitoramento aéreo e o terrestre (Barros e cols., 2004). Os

micos parecem passar mais tempo monitorando seu ambiente (ex. Barros e cols., 2003),
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corroborando o fato de serem mais susceptiveis a predadores aéreos (Caine, 1984), mas
olham rapidamente para baixo com mais frequéncia.

No presente estudo a duragdo do monitoramento aéreo diminuiu, significativamente,
durante o confronto com o experimentador humano, porém esta alteracdo comportamental
nao foi em geral revertida pela administragdo de DZP. O comportamento de olhar (aéreo e
terrestre) rapido, por sua vez, nado foi alterado pela exposigdo aos dois estimulos aversivos.
No teste de CP, realizado num ambiente de labirinto, tem-se um relato de que apenas a
presenca do gato taxidermizado n&o alterou a vigilancia dos micos, mas a administragéo de
2 mg/kg de DZP aumentou o monitoramento terrestre e diminuiu o olhar aéreo rapido (Barros
e cols., 2007). Contudo, esses comportamentos ainda nao foram avaliados no teste de AH.

Baseado apenas nestes poucos estudos a cerca dos comportamentos de vigilancia
em testes de medo/ansiedade em micos, estas respostas ndo parecem ser bons indicadores
do estado emocional dos sujeitos submetidos a este tipo de procedimento. Portanto, novos
estudos sdo necessarios para se avaliar melhor os parametros experimentais que
possivelmente influenciam este comportamento e se de fato ndo se enquadra como um

indicador de medo/ansiedade em primatas nao-humanos.

6.2. Aspectos metodoldégicos

Tendo em vista as diferengas observadas entre os dados obtidos no presente estudo
e os ja descritos na literatura, torna-se relevante uma discussdo a respeito de alguns
aspectos metodolégicos, a exemplo do tempo e frequéncia de exposicdo aos estimulos,
assim como dos ambientes fisico e social onde ocorrem os confrontos.

O tempo e a frequéncia de exposi¢cdo a um estimulo aversivo pode ser considerado

um fator metodoldgico importante, visto que os calitriquideos possuem uma capacidade
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cognitiva desenvolvida (Caine e Weldon, 1989; Buchanan-Smith e cols., 1993), podendo sua
resposta comportamental habituar se confrontados varias vezes com a mesma situagao. Em
estudos anteriores, uma sequéncia de exposigdes longas (30 min) ao mesmo gato
taxidermizado usado neste estudo induziu reagcbes de medo/ansiedade em micos-estrela,
porém, também gerou um efeito de habituagdo ao longo das sessdes realizadas em um
ambiente de labirinto (Barros e cols., 2004). Confrontos mais curtos e em ambientes
familiares, por sua vez, podem reduzir esses efeitos de habituagdo ao estimulo, ao mesmo
tempo em que se aproxima mais do que ocorre na natureza com esses animais. Em uma
situagao deste tipo (confrontos 1-3 min), e em um ambiente altamente familiar (ex. viveiro de
moradia), os micos também demonstraram um perfii comportamental indicativo de
medo/ansiedade (Hayes e Snowdon, 1990; Carey e cols., 1992; Rodgers e cols., 2000;
Barros e cols., 2002), apesar de um efeito de habituagdo também ter sido observado por
Dacier e cols. (2006) apds trés exposicbes. Em termos de confrontos com um
experimentador humano, a duragdo de <5 min que é normalmente empregada gerou
respostas de medo/ansiedade em micos (Carey e cols., 1992), apesar de nao existirem
estudos avaliando o impacto de exposi¢des repetidas a este estimulo. Portanto, outros
fatores também parecem contribuir, de forma significativa, para o padrao de respostas
observadas nos testes de AH e CP, além da combinagado entre a duracao e frequéncia de
exposicoes.

Neste contexto, também é importante considerar o local onde o teste é conduzido,
principalmente pelo fato de ambientes novos poderem atuar, por si s6, como uma fonte
ansiogénica para calitriquideos (Smith e cols, 1998; Dettling, 2002), e assim influenciar o
perfil comportamental observado na presenga de um experimentador ou predador natural.
Em ambientes novos, esses animais demonstram altas taxas de vigilancia, vocalizagbes de

contato social (long call), comportamentos deslocados e atividade locomotora, assim como
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niveis mais elevados de cortisol (Caine, 1998; Smith e cols., 1998; Norcross e Newman,
1999; Dettling, 2002; Barros e cols., 2004). Para animais selvagens, ambientes novos podem
aumentar o risco de predacgéo devido a uma separagcdo dos outros membros do grupo ou a
falta de rotas de fuga ou abrigos para protecao (Barros e cols., 2004).

No teste de AH, os animais vem sendo testados nos seus proprios viveiros, mas no
de CP so foram testados estudos em um ambiente de labirinto. Sessdes de habituagao
prévia a este aparato sdo geralmente realizadas, tendo-se uma diminuigcdo na atividade
locomotora dos sujeitos (ex. Barros e cols., 2000), mas ndo se sabe ainda se os animais
estdo realmente familiarizados a este ambiente antes de se iniciar os confrontos com o
predador. Dessa forma, testes realizados no proprio viveiro de moradia dos sujeitos reduzem
o possivel efeito de novidade do ambiente, além de diminuir o tempo necessario para a
realizacdo do teste, visto que n&do ha necessidade de uma habituacio ao aparato.

Ademais, primatas sdo animais extremamente sociaveis, sendo o isolamento social
também uma fonte de estresse consideravel, induzindo respostas de medo/ansiedade.
Inclusive, esta estratégia é aplicada como fonte indutora de ansiedade em testes
experimentais em primatas (ex. Kalin e cols., 1987). Como os procedimentos experimentais
do presente estudo foram conduzidos no proprio viveiro de moradia dos sujeitos, estes
estavam em seu ambiente social familiar — aos pares, minimizando novamente possiveis
efeitos gerados pelo isolamento social ja observado anteriormente (Norcross e Newman,
1999).

Portanto, as diferengas em termos da duragado de exposig¢édo (20-30 min vs. 5 min), e
dos ambientes fisico (labirinto vs. viveiro de moradia) e social (isolamento vs. aos pares),
entre os testes anteriores usando o procedimento de confronto com um predador e o do
presente trabalho, podem ter contribuido significativamente para as discrepancias

observadas. Dentre elas, destaca-se o efeito sedativo do DZP no Experimento 1 e a
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auséncia de resposta tipicas de medo/ansiedade, como o comportamento de evitar uma
proximidade com o predador. Estes aspectos metodoldgicos ndo parecem se aplicar ao teste
de AH, que foi realizado em condi¢des similares aos ja descritos na literatura — confronto de

5 min no viveiro de moradia com os demais membros do grupo.

6.3. Validade dos testes de medo/ansiedade

Testes experimentais de medo/ansiedade devem tentar satisfazer alguns critérios de
validade, sendo eles — principalmente — o tedrico, o fenomenoldgico, o preditivo e o
concorrente (Treit, 1985; Zangrossi, 1997). Este ultimo estabelece o grau de similaridade
entre um teste com outros modelos previamente desenvolvidos e validados. A validade
concorrente entre os testes de AH e CP em calitriquideos ainda nao foi propriamente
estabelecida, devido em parte a importantes diferengas metodoldgicas. No presente trabalho,
os testes foram realizados de forma semelhante, com o intuito de se avaliar este tipo de
validade entre os dois procedimentos.

Neste sentido, ndo foram observadas diferengas significativas em cada uma das
respostas comportamentais demonstradas pelos micos quando na presenga do
experimentador humano e do gato taxidermizado. Tal resultado sugere que, de uma forma
geral, os dois estimulos apresentam um efeito similar sobre o comportamento dos micos.
Contudo, ao analisar o conjunto das alteragbes observadas, o experimentador humano do
teste de AH pareceu ser um pouco mais eficaz para induzir alteragdes comportamentais
relacionadas ao medo/ansiedade, e estas por sua vez mais sensiveis aos efeitos da
administragdo do DZP (Experimento 2). Os micos, em seus viveiros de moradia, séo
rotineiramente capturados e manipulados por experimentadores durante diversos tipos de

procedimentos de manejo, o que pode ter contribuido para as respostas de medo/ansiedade
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observadas frente a este estimulo. J&a em termos do gato taxidermizado do teste de CP,
varios fatores podem ter contribuido para a baixa responsividade apresentada pelos micos,
entre elas: 1) a exposigao repetida ao estimulo, 2) o confronto realizado em um ambiente
altamente familiar, 3) a presenga de um outro animal no viveiro (social buffering), 4) o uso de
sujeitos com exposigao prévia ao gato taxidermizado, e 5) o0 uso de um estimulo que nao é
uma ameaga real ao sujeito (Caine, 1990), faciltando a habituacdo do comportamento.
Sabe-se que alguns aspectos do predador em si (ex. movimento) podem influenciar a
resposta observada decorrente de um confronto (Blanchard e cols., 1997). Diante de um rato
de laboratdrio vivo, um grupo de saguis apresentou as mesmas reacgdes de grito de alarme e
olhar direto demonstradas frente a uma cobra viva (Hayes e Snowdon; 1990), indicando que
o movimento do estimulo pode ser tdo importante quanto o estimulo em si.

Vale ressaltar que as alteragbes comportamentais observadas, no Experimento 2,
foram em resposta aos estimulos em si, uma vez que os micos ndo apresentaram
modificagdes decorrente a presenca dos observadores. Nas sessdes de habituacdo — de
ambos os experimentos — ndo foram observadas diferencas significativas dentre e entre as
sessdes. Ja nas sessdes de confronto, alteragdes foram observadas apenas no intervalo de
EXP, quando o estimulo estava de fato presente, algumas das quais foram revertidas pela
administracdo do DZP (Experimento 2). Saber identificar, rapidamente e com precisao, um
estimulo ameacgador é, sem duvida, vital para a sobrevivéncia de qualquer individuo.
Contudo, apos a retirada do estimulo, o perfil observado (POS) voltou rapidamente aos
niveis iniciais (PRE), corroborando trabalhos anteriores que demonstraram que esses
animais tendem a minimizar os altos custos de comportamentos anti-predatorios, retornando
as suas atividades normais logo que a ameaca nao é mais percebida (Caine, 1988; Dacier e

cols., 2006).
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6.4. Perspectivas futuras

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que os testes de AH e CP
corroboram achados anteriores em que se revelaram ser ferramentas Uteis para avaliar
respostas comportamentais de medo/ansiedade em calitriquideos. Tendo sido conduzidos no
ambiente social do préprio viveiro de moradia dos sujeitos e com uma curta duragao, estas
condigdes se assemelham mais ao que se acredita ocorrer no ambiente natural dessa
espécie. Conseqlentemente, as alteragbes comportamentais geradas, e os efeitos da
administragdo do DZP, podem corresponder mais a uma validade ‘ecolégica’. Contudo, as
importantes diferencas observadas entre os dados obtidos neste trabalho e os de estudos
anteriores — principalmente no teste de CP — sugere que alguns aspectos metodoldgicos
podem influenciar significativamente a reacbes de calitriquideos frente aos estimulos
testados. Desta forma, novos estudos avaliando cada um dos fatores discutidos, como a
duracdo e frequéncia das exposi¢cdes, assim como os ambientes fisicos e sociais do
confronto, sdo necessarios para uma melhor elucidacido dos aspectos de medo/ansiedade
sendo avaliados nestes testes e validagdo destes procedimentos como ferramentas

experimentais.
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7. CONCLUSOES

A exposicao ao experimentador humano e ao predador taxidermizado induziu

alteragdes comportamentais.

A administracdo de diazepam reverteu poucos dos pardmetros comportamentais

que foram alterados, ao contrario do que ja foi observado em estudos anteriores.

Exposicdo a ambos os estimulos ndo alterou as taxas de vigilancia dos micos,

mas houve uma resposta significativa em termos do olhar direto.

Resultados comportamentais e da administracdo de diazepam podem ter sido
influenciados por aspectos metodoldgicos:

o duragao e/ou freqiiéncia de exposicao

o ambiente fisico

o ambiente social

Em geral, os dois estimulos parecem exercer efeitos similares nos micos,
demonstrando uma possivel validade concorrente, apesar do experimentador
humano ter induzido um numero mais significativo de respostas indicativas de

medo/ansiedade.

Os achados do presente estudo corroboram o fato de que os testes de Ameacga
Humana e Confronto com Predador parecem ser ferramentas uteis para a

avaliagdo do medo/ansiedade em calitriquideos.
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ANEXOS

Anexo 1: Parecer do comité de ética no uso animal

Anexo 2: Discriminagao dos sujeitos utilizados nos experimentos 1 e 2.

Anexo 3: Tabelas dos resultados obtidos para o monitoramento aéreo e terrestre nos
experimentos 1 e 2.



83

Anexo 1

ANEXO 1

YN3ID Op EIOPEU2RICO
89909 I1}9ZU

‘ejold

¥

‘elsely ap

apepisisaiun ep seoibojoig sepusgl) ap onysul op (YN3D) [ewjuy osn ou E2113 op @Nwoy ojad opeacide a opejjeae 10 ‘soleq eljej eiq
‘BJOId Bp apepljiqesuodsal qos  YNYWNH YOVIWY,, "SA ¥0ava3dd WO OLNOY4NOD :3ava3ISNY/0a3IW 3a SIVINIWIKNAMXT $31S3L sloa
W3 SONYINH-OYN SYLVWINd N3 YIONYTIIDIA 3d SYLSOdSIH SY 34E0S Wvd3Zvid 0d 01343, openiul ojeloid o anb sowelepag

¥N3D - TYIWINY OSN ON V3113 3a JLIN0D
gl - SY21907018 SVIONJIO 3d OLNLILSNI

AN

ovivyvY123g

"900Z 8p Oduew 8p 4( ‘BYSEIg



Anexo 2

ANEXO 2

Discriminagéo dos sujeitos utilizados nos experimentos 1 e 2.

Experimento

Sujeito #1 #2
ingénuo experiente _ingénuo experiente
Bela -—- X
Bia X X
Bila --- - X
Cibele -— - -—- -
Davi X X
Dinho -—- — X
Fantasma X X
Golias - -— -
Mara X X
Michele X - —
Miguel - X
Miriam X -—- —
Mixo X -
Nana X —
Nhonho X - —
Rui X X
Sula X —
Valdemiro X -
Valquiria - -— X
Vanessa X —
Vanusia --- -—- - -

Total 06 07 00 10
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ANEXO 3

Tabela A: Frequéncia e duragcdo média (xe.p.m.) em segundos do comportamento de
monitoramento aéreo do Experimento 1, nas quatro sessdes de habituagdo (H1-H4), nas quatro
sessdes de confronto com o experimentador do teste de Ameaga Humana (DZP 0-3 mg/kg) e nas
quatro sessdes de confronto com o gato taxidermizado no teste de Confronto com Predador (DZP

0-3 mg/kg).
Freqiiéncia’ Duragio®

PRE’ EXP’ POS’ PRE’ EXP’ POS’
Habituagao
H1 0,3+0,2 09+04 1,004 08 + 04 33 + 1,3 48 + 2.2
H2 05+04 0,703 0,8%+0,3 3,3 £ 2.2 57 + 2,7 10,8 + 6,1
H3 14+04 18+06 1,5+04 10,3 + 49 13,0 + 6,5 89 + 41
H4 1,1+04 10+£03 0,6+0,2 253 + 15,8 255 + 14,9 53 & 2,2
Ameaca Humana
DzPO 1,3+04 0603 1,2%04 74 £ 34 3,8 £+ 2,1 48 + 2,1
DzP1 05%02 0,2+01 0,4%0,2 43 + 19 05 £+ 04 1,8 + 1,4
DzP2 0,2+02 03+x01 0,8%0,5 41 = 3,0 16 + 0,8 1,8 + 0,8
DzP3 05+0,3 0,2+02 0,3+0,3 6,3 + 4,3 14 + 1,3 1,9 + 1,9
Confronto com Predador
DzPO 06+0,3 0,2+02 0,8+0,3 3,1 + 1,8 25 + 2.2 44 + 23
DzP1 09+04 05+02 08+04 10,2 + 59 47 + 29 12,7 + 8,0
DzP2 0,2+0,2 0,2+0,1 0,2+0,2 0,7 + 0,7 04 + 04 20 + 14
DZzP3 06+02 04+01 0,3+0,1 24 + 0,8 26 + 13 1,2 + 0,6

T PRE=intervalo de pré-exposigdo; EXP=intervalo de exposicdo; POS=intervalo de pos-exposicao.
2 Habituagdo: entre sessdes — F(3,12)=1,61; p=0,20; entre intervalos — F(2,36)=1,66; p=0,21; interacdo —

F(6,24)=0,85; p=0,53; Ameaga Humana: entre sessdes — F(4,12)=2,43; p=0,06; entre intervalos
F(2,48)=1,51; p=0,24; interacdo — F(8,24)=1,08; p=0,39; Confronfo com Predador. entre sessdes

F(4,12)=1,47; p=0,23; entre intervalos — F(2,48)=1,57; p=0,23; interagdo — F(8,24)=1,04; p=0,41.

3 Habituagdo: entre sessdes — F(3,12)=0,67; p=0,42; entre intervalos — F(2,36)=0,78; p=0,47; interagado

F(6,24)=1,47; p=0,20; Ameagca Humana: entre sessdes — F(4,12)=1,54; p=0,21; entre intervalos —

F(2,48)=2,77; p=0,08; interacdo — F(8,24)=1,14; p=0,34; Confronto com Predador. entre sessdes

F(4,12)=1,28; p=0,29; entre intervalos — F(2,48)=0,59; p=0,56; interacdo — F(8,24)=1,59; p=0,14.



Anexo 3 86

Tabela B: Freqiéncia e duragdo média (tEPM) em segundos do comportamento de
monitoramento terrestre do Experimento 1, nas quatro sessdes de habituagdo (H1-H4), nas quatro
sessdes de confronto com experimentador do teste de Ameaca Humana (DZP 0-3 mg/kg) e nas
quatro sessbes de confronto com um gato taxidermizado no teste de Confronto com Predador
(DZP 0-3 mg/kg).

Freqiiéncia® Duragio®

PRE’ EXP’ POS’ PRE’ EXP’ POS’
Habituagéo
H1 0,0+0,0 02+02 0,3+0,3 0,0 + 0,0 06 + 0,5 15 + 14
H2 02+02 02+02 0,2+0,1 0,8 + 0,5 0,7 + 0,5 06 + 04
H3 02+02 02+01 05+0,2 0,5 + 0,5 0,2 + 0,1 1,5 + 0,7
H4 05+02 07+03 0,3+0,2 22 + 11 22 + 11 1,0 =+ 0,7
Ameaca Humana
DzPO 0,2+0,2 0,2+0,1 0,2+0,1 0,6 £ 0,5 04 + 0,2 05 + 0,2
DzP1 0,2+01 0,2+0,2 0,5+0,2 1,5 £+ 1,3 1,8 + 1,2 55 + 35
DzP2 0,2+02 0,3+0,2 0,2+0,2 24 + 16 26 + 1,8 06 + 04
DzP3 04+01 03+02 0,1+0,1 50 + 3,0 24 + 14 1,3 + 1,3
Confronto com Predador
DzPO 05+03 0,1+01 0,2+0,2 21 + 16 16 + 16 0,9 + 0,8
DzP1 09+03 02+01 06+0,2 39 + 16 0,7 + 04 25 + 12
DzP2 05+02 02+01 08+04 23 + 10 1,0 + 0,5 75 + 58
DzP3 0,2+01 01+0,1 0,2+0,2 0,8 + 0, 0,1 + 0,1 0,7 + 0,5

"PRE-=intervalo de pré-exposicao; EXP=intervalo de exposigao; POS=intervalo de pds-exposigao.

2 Habituagéo: entre sessdes — F(3,12)=1,11; p=0,36; entre intervalos — F(2,36)=0,34; p=0,71; interacao
F(6,24)=1,14; p=0,35; Ameagca Humana: entre sessdes — F(4,12)=0,88; p=0,48; entre intervalos
F(2,48)=0,26; p=0,77; interacdo — F(8,24)=1,09; p=0,37; Confronto com Predador. entre sessbes —
F(4,12)=1,25; p=0,30; entre intervalos — F(2,48)=2,85; p=0,08; interacédo — F(8,24)=1,37; p=0,22.

3 Habituagdo: entre sessdes — F(3,12)=1,53; 0,23; entre intervalos — F(2,36)=0,11; p=0,90; interacéo
F(6,24)=1,04; p=0,41;, Ameaca Humana: entre sessdes — F(4,12)=0,81; p=0,53; entre intervalos
F(2,48)=0,30; p=0,74; interacdo — F(8,24)=1,19; p=0,32; Confronto com Predador. entre sessbes
F(4,12)=1,01; p=0,41; entre intervalos — F(2,48)=1,52; p=0,24; interagado — F(8,24)=0,88; p=0,53.
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Tabela C: Freqléncia e duragcdo média

(+EPM)

em segundos do comportamento de
monitoramento aéreo dos Experimentos 2 e 3, incluindo as duas sessdes de habituagdo (H1-H2),
as quatro sessodes de confronto com experimentador do teste de Ameaga Humana (DZP 0-0,50
mg/kg) e as quatro sessdes de confronto com um gato taxidermizado e um modelo de cobra no
teste de Confronto com Predador (DZP 0-0,5 mg/kg).

Fregiiéncia® Duragio®
PRE’ EXP’ POS’ PRE’ EXP’ POS’

Ameacga Humana

H1 1,1+05 0,3+0,1 0,1+0/1 43 + 2,1 0,8 + 0,5 0,7 + 0,7
H2 1,003 04+02 04+0,2 56 + 21 20 + 1,2 20 + 1,2
DZP 0 22+06 05+0,2 1,3+0,5 175 + 5,7 31 +12* 77 + 3,6
DZzP 0,10 2,0+05 13+06 1,3+0,6 15,6 + 6,1 78 + 48 89 + 47
DZPO0,25 23+04 15+06 16+0,6 20,7 + 59 78 + 34* 80 + 34
DZzP 050 1,7+04 10+02 1,0+0,3 14,8 + 41 29 + 0,8* 47 + 1,6
Confronto com Predador

H1 1,5+05 13+x0,7 1905 9,0 £ 4,2 11,5 £ 5,7 11,8 + 4,6
H2 1,1+05 10+03 10+04 11,9 + 59 79 + 3,7 77 + 4,0
DZP 0 10+06 0,7+04 1,3+0,6 41 + 2.7 31 + 25 142 + 7,6
DZzP0,10 16+0,7 06+04 14+05 11,8 + 5,7 26 + 1,8 72 + 3,0
DZP0,25 1,0+06 05+02 09+05 3,1 + 1,8 38 + 23 33 + 1,8
DZzP050 1,8+05 08+05 12+05 6,5 + 2,2 29 + 20 83 + 3,3

' PRE=intervalo de pré-exposi¢ao; EXP=intervalo de exposigdo; POS=intervalo de pds-exposicao.
2 Ameaca Humana: entre sessdes — F(4,9)=1,43; p=0,24; entre intervalos — F(2,36)=6,36; p=0,01; interacdo —
F(8,18)=0,85; p=0,57; Confronto com Predador: entre sessdes — F(4,9)=0,18; p=0,95; entre intervalos —
F(2,36)=10,25; p=0,001; interagdo — F(8,18)=0,47; p=0,87.
3 Ameacga Humana: entre sessdes — F(4,9)=1,25; p=0,31; entre intervalos — F(2,36)=12,07; p<0,001; interagédo
— F(8,18)=0,84; p=0,57; Confronto com Predador: entre sessdes — F(4,9)=0,71; p=0,92; entre intervalos —
F(2,36)=1,46; p=0,26; interagao — F(8,18)=1,16; p=0,34.
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Tabela D: Freqiéncia e duragdo média (tEPM) em segundos do comportamento de
monitoramento terrestre dos Experimentos 2 e 3, incluindo as duas sessbes de habituagéo (H1-
H2), as quatro sessbes de confronto com experimentador do teste de Ameaca Humana (DZP 0-
0,50 mg/kg) e as quatro sessdes de confronto com um gato taxidermizado e um modelo de cobra
no teste de Confronto com Predador (DZP 0-0,5 mg/kg).

Fregiiéncia® Duragio®
PRE’ EXP’ POS’ PRE’ EXP’ POS’

Ameaca Humana

H1 06+02 02+01 06+0,3 45 + 22 0,7 + 0,6 36 + 25
H2 03+0,1 10+0,5 0,3+0,2 09 + 04 73 + 57 1,3 + 0,9
DZP 0 04+02 05+02 10+04 1,1 + 0,7 1,2 + 0,7 46 + 1,7
DzP0,10 04+0,2 01+01 0,2+0,1 1,3 + 0,9 0,2 + 0,2 0,7 + 0,6
DzP0,25 10+04 06+04 05+04 64 + 24 14 + 0,9 156 + 14
DzP050 0,8+0,3 04+0,2 04+0,2 3,1 + 1.8 14 + 0,8 16 + 0,9
Confronto com Predador

H1 0,0+0,0 05+0,3 0,1+0,1 0,0 £ 0,0 1,1 £ 0,7 0,1 £ 01
H2 07+04 06+03 0,3+0,2 1,1 + 0,7 27 + 1,2 06 + 04
DZP 0 0,1+0,1 00+00 0,1+0,1 0,3 + 0,3 0,0 + 0,0 06 + 0,6
DZzP 0,10 0,3+0,2 0,0+0,0 0,1+0,1 27 + 2,2 0,0 + 0,0 0,3 + 0,3
DZzP0,25 0,1+01 0402 0,3+0,2 0,2 + 0,2 37 + 23 0,7 + 0,6
DZzP050 0,3+0,2 0,1+0,1 0,3+0,2 19 + 1,3 0,2 + 0,2 1,1 + 0,8

TPRE=intervalo de pré-exposicdo; EXP=intervalo de exposicdo; POS=intervalo de pds-exposicao.

2 Ameaca Humana: entre sessdes — F(4,9)=1,06; p=0,39; entre intervalos — F(2,36)=0,15; p=0,86; interacéo —
F(8,18)=1,13; p=0,36; Confronto com Predador: entre sessdes — F(4,9)=1,56; p=0,21; entre intervalos —
F(2,36)=0,41; p=0,67; interagao — F(8,18)=1,05; p=0,41.

3 Ameaga Humana: entre sessdes — F(4,9)=0,86; p=0,50; entre intervalos — F(2,36)=0,12; p=0,89; interagéo —
F(8,18)=1,65; p=0,13; Confronto com Predador: entre sessbes — F(4,9)=0,64; p=0,64; entre intervalos —
F(2,36)=1,09; p=0,36; interagao — F(8,18)=1,67; p=0,12.





