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Abolicdo da imobilidade
de defesa induzida pela
estimulacao aversiva em ratos
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com leséo do nucleo
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ABOLITION OF THE BEHAVIORAL
FREEZING INDUCED BY AVERSIVE
STIMULATION IN RATS, Rattus
norvegicus albinus, (MAMMALIA,
RODENTIA) WITH LESION IN THE
MEDIAN RAPHE NUCLEUS

Abstract: Behavior is an evolutionary product and, at least, some
disorders may affect different species throught
homologous etiological mechanisms. The present study
evaluated the compulsive nature of the locomotor
hyperactivity observed in rats with electrolytic lesion of
the median raphe nucleus, a possible behavioral
inhibition system postulated by the ethologists. The
number of crossings of the median line of awiremesh
cage was counted during 10 minutes in lesioned (n=6)
and controls (n=7) rats (baseline period). They were
submitted during 30s to footshocks and crossings were
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counted again. The number of crossings was higher in
lesioned animals and did not reduce significantly after
the aversive stimulation. Control animals showed long
lasting behavioral freezing after shocks that resulted in
significantly lower rates of crossings. It is concluded
that such lesioned rats may be a valuable paradigm for
studies on repetitive behavior disorders.

Key-words: Median raphe nucleus, lesion, hyperactivity,
footshocks, freezing, compulsive disorders.

INTRODUCAO

Os distUrbios e transtornos mentais que afetam o compor-
tamento se inserem em uma das areas do conhecimento hu-
mano que ainda requer muita pesquisa para serem entendidos
e, conseqlientemente, estabelecer terapias satisfatérias.
TINBERGEN (1974), na cerimbnia de recebimento do Prémio
Nobel, apontou a possibilidade de abordagem destes disturbi-
0s como desajustes de comportamentos adaptativos naturais e
enfatizou a contribuicdo a ser dada pela Etologia. Os compor-
tamentos sdo produtos de uma histéria evolucionaria e é atual-
mente reconhecido que os estudos etoldgicos usando diferen-
tes espécies tém permitido avancos importantes na area das
desordens de comportamento (NURNBERG et al., 1997).

O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é um distarbio
gue se caracteriza pela intrusado freqiiente de pensamentos
indesejados, induzindo o portador a executar atos estereotipa-
dos para reduzir os niveis altos de ansiedade que tais pensa-
mentos evocam (KAPLAN, 1997). O wuso de drogas
antidepressivas, cujos mecanismos de acao se baseiam no blo-
gueio da recaptacdo de serotonina nas sinapses centrais, tem
mostrado sucesso no tratamento do TOC (GORMAN etal., 1987,
FINLEY et al., 1994). O mecanismo de acdo destes farmacos
indica o envolvimento deste neurotransmissor na etiologia desta
desordem (BILLET et al., 1997; HANNA et al., 1998). O nucleo
mediano da rafe (NMR), localizado no tronco cerebral, é ori-
gem de um conjunto importante de fibras serotonérgicas que
se projetam cranialmente no cérebro DAHSTROM & FUXE,
1964). Sua lesdo promove uma hiperatividade locomotora em
ratos (HOSHINO & SUGIZAKI, 1986). Estudos mais recentes



mostram que esta lesdo aumenta a susceptibilidade ao panico
gue é, também, um digurbio de ansiedade UGA et al., 2000).

A comorbidade clinica da sindrome do panico e TOC é
alta (PERNA et al., 1995). Isto sugere que a hiperatividade
locomotora dos ratos com leséo no NMR seja de natureza com-
pulsiva, principalmente pela sua caracteristica repetitiva, sem
causa ambiental justificavel. O presente estudo objetivou ava-
liar se a hiperatividade locomotora induzida em ratos pela le-
sdo eletrolitica do NMR tem caracteristicas compulsivas. Este
objetivo parece justificavel, pois, sdo poucos os paradigmas
existentes para o estudo experimental do TOC (SZECHTAMAN
etal., 1997; CAMPBELL et al., 1999). Comparou-se, para tanto,
0s parametros da inibicdo comportamental, induzida por cho-
gues elétricos aplicados nas patas, de um grupo de ratos com
hiperatividade locomotora induzida pela lesdo do NMR e em
um grupo de animais controles.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 ratos machos Wistar Rattus
norvegicus albinus) com pesos entre 300 e 359 gramase 3 a4
meses de idade. Onze animais foram submetidos a lesdo
eletrolitica do NMR, sendo selecionados 6 com hiperatividade
locomotora indicativa da lesdo correta. Sete animais (3 com
lesdo ficticia do NMR e 4 animais normais) foram utilizados
como controles.

Os animais foram pesados, a quantidade de pentobarbital
sédico (Hypnol, Lab. Cristalia) necessaria para uma dose de
40 mg/kg foi calculada, preparada e, finalmente, injetada
intraperitonealmente. Apos a perda do reflexo postural, inje-
tou-se anestésico local (Xilocaina 2% com vasoconstrictor) no
subcutaneo cranial e efetuou-se a tricotomia. ApGs a perda do
reflexo corneo-palpebral, fez-se incisdo longitudinal na pele
do cranio e a tabua 6ssea exposta pela remocao do tecido con-
juntivo. Abriu-se 0 meato auricular pela parte interna e, por ai,
fixou-se 0 animal no aparelho estereotaxico. Marcou-se o lo-
cal da passagem do eletrodo de coagulacado e se fez a
trepanacdo. A ponta do eletrodo de nigquel-cromo (0,12 mm de
diametro e sem isolamento em 0,8 a 1,0 mm da ponta) foi
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posicionada nas coordenadas A: 2,0 e 3,0; H: + 1,6 mm (a
partir do meato auricular) e L: 0,0 (aferido na sutura sagital) do
Atlas Estereotaxico de PAXINOS & WATSON (1985), usando-
se insercdo obliqua de 30° em relacdo ao plano vertical
coronal. Eletrocoagulou-se o tecido em volta da ponta dos ele-
trodos usando-se corrente DC de 4 mA por 15 segundos. Os
animais foram suturados e devolvidos as suas gaiolas para
a recuperacdo pos-operatéria. Os mesmos procedimentos,
exceto a passagem da corrente eletrocoagulante, foram usa-
dos para a lesdo ficticia. Os animais controles, sem leséo,
foram sorteados do mesmo grupo de animais submetidos a
cirurgia.

ApOs recuperacao pds-operatéria de 1 a 3 meses, 0s ani-
mais de ambos os grupos foram observados individualmente
para contagem do nimero de vezes que cruzavam, andando,
a linha mediana de uma gaiola de grades metalicas (24x30x24
cm), em um periodo de 10 minutos. O animal foi transferido
para uma gaiola de Skinner (FUNBECC), onde se aplicou cho-
gue elétrico de polaridade reversivel nas patas, usando-se a
intensidade 7 da escala do aparelho. Os animais foram devol-
vidos as gaiolas para repeticdo da contagem da atividade
locomotora nos 10 minutos subsequientes. Uma nova
recontagem foi feita do vigésimo ao trigésimo minuto apés o
choque. Toda esta seqiiéncia foi feita no periodo diurno, em
laboratério, com temperatura ambiente semi-controlada e luz
artificial.

Os dados quantitativos foram analisados com uso do tes-
te de Mann-Withney nos casos de comparacdes entre grupos
diferentes. O teste de Wilcoxon foi usado no caso de compa-
racGes de dados do mesmo grupo. O nivel de significancia foi
estabelecido em 0,05 em ambos 0s casos.



RESULTADOS

Os ratos se mostraram extremamente hiperativos nos pri-
meiros dias subsequentes a lesdo. Eles andavam continuamente,
com breves interrupcdes em certos locais da gaiola, onde emi-
tiam exploracéo olfativa por dois a cinco segundos e retoma-
vam a marcha imediatamente. A hiperatividade mostrou redu-
zir-se progressivamente nos dias subsequentes sem nenhuma
intervencdo programada. Ciclos diurnos de sono e alimenta-
¢do normais mostraram estar normalizados 30 dias ap6s a le-
sdo. Apesar desta aparente normalizacdo, os animais exibiram
alta hiperatividade quando mantidos em situagdes novas ou
em ambientes ansiogénicos, tais como locais elevados, pre-
senca de conspecificos ou barulhos excessivos.

Os ratos lesados apresentaram uma linha de base (antes
do choque) com um total de 333 cruzamentos, com média (+
desvio-padrdo) de 55,5 + 22,8 cruzamentos/rato que
correspondeu a 5,6 + 0,9 cruzamentos/minuto. Os animais do
grupo controle apresentaram um total de 87 cruzamentos,
correspondendo respectivamente a 12,4 + 5,3 cruzamentos/
rato e a 1,2 + 0,4 cruzamentos/minuto, ndo havendo diferen-
¢as notaveis entre 0s animais com lesao ficticia e animais con-
troles. O teste de Mann-Withney mostrou que a média apre-
sentada pelos animais lesados foi significantemente maior que
a dos controles (p<0,05).

Os animais lesados apresentaram um total de 430 cruza-
mentos nos dois periodos de contagem apds o choque elétrico
nas patas, perfazendo uma média individual de 71,7 + 34,0
cruzamentos/rato e 3,6 + 0,8 cruzamentos/minuto. Os contro-
les apresentaram um total de 17 cruzamentos/rato, correspon-
dentes a 2,4 + 4,0 cruzamentos/rato e 0,1 + 0,2 cruzamentos/
minuto. Todos os animais lesados reiniciaram a marcha no pri-
meiro minuto apos a experiéncia estressante do choque elétri-
€O nas patas. Tal fato foi observado em apenas 2 animais do
grupo controle. Os animais controles permaneceram geralmen-
te imdveis em um dos cantos da gaiola, acordados, em postura
de expectativa e acompanhando visualmente o que ocorria
no ambiente (padrdo denominado de imobilidade, congelamen-
to comportamental ou “freezing”). Trés animais do grupo con-
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trole permaneceram neste estado e ndo apresentaram nenhum
cruzamento nos dois periodos de observacdo ap6s os
eletrochoques. As laténcias médias para o primeiro cruzamento
foram de um minuto em todos os animais lesados e 6,1 + 3,9
minutos nos controles. O teste de Mann-Withney revelou
significaAncia nas diferencas de todos os pardmetros dos ani-
mais lesados em comparacdo aos respectivos dados obtidos
nos controles. A Figura 1 mostra as frequéncias cumulativas,
minuto por minuto, dos cruzamentos feitos pelos animais lesa-
dos e seus controles. O baixo numero de cruzamentos nos
controles revela a imobilidade apds o estresse, enquanto o alto
namero de cruzamentos nos animais lesados mostra a ausén-
cia deste tolhimento comportamental.

A comparacdo do nimero de cruzamentos feitos pelos
animais controles apos a estimulacdo aversiva mostrou redu-
cdo significativa em relacdo a contagem feita na linha de base
(teste de Wilcoxon, p<0,005). A comparacao similar feita nos
animais lesados mostrou também uma reducéo ligeira e pro-
gressiva, entretanto, sem significancia estatistica.

—&—  controle = | lesado

Fregiiéncia cumulativa de
cruzamentos a cada minuto

minutos

Figura 1. Atividade locomotora ap0s estimulacédo aversiva em ratos com
lesdo no ndcleo mediano da Rafe e em seus controles. Atividade locomotora
medida pelo nimero de cruzamentos da linha média de uma gaiola. O nime-
ro de cruzamentos dos animais de cada grupo, em cada minuto ap6s a aplica-
¢ao de eletrochoque nas patas por 30 segundos, foram ordenados e somados
cumulativamente para a feitura do grafico. O namero total de minutos sem
cruzamentos nos animais lesados (6) é significativamente menor que o obser-
vado nos controles (53), assim como, o nimero total de cruzamentos (qui-
quadrado, p<0,05).



DISCUSSAO

O resultado principal de nosso estudo mostra que os ani-
mais com lesdo cronica do NMR néo apresentaram a inibicédo
comportamental natural ap6s experiéncia aversiva estressante.
Esta imobilidade pode ser classificada como defensiva, uma
vez que é expressa por um estado de alerta intenso, justifica-
vel pela imprevisibilidade e incontrolabilidade dos choques
elétricos recebidos anteriormente. Pode-se dizer, portanto, que
a atividade locomotora dos animais lesados tem uma forca
motivacional que suplanta a emissdo de uma resposta natural
de defesa. A atividade compulsiva denota a emissao irresistivel
de atos contrarios & vontade ou razdo (DORLAND, 1972). E
possivel, portanto, interpretar-se a hiperatividade estudada
como sendo compulsiva, desde que se afaste a possibilidade
da mesma se tratar de um automatismo motor, tal como ocorre
no balismo ou na coréia. A observagdo de que os animais lesa-
dos apresentam comportamentos indiferenciaveis daqueles ob-
servados nos normais, quando mantidos em suas gaiolas-viveiro,
indica que a hiperatividade ndo é um automatismo motor. A
hiperatividade, por outro lado, manifesta-se quando 0s animais
sdo submetidos a situacdes ou manipulacdes ansiogénicas (DE
PAULA et al., 2000). O declinio do numero total de cruzamentos
com a repeticdo das observacdes apOs o estresse indica
habituacéo, fato pouco comum em automatismos motores.

O alto nimero de cruzamentos observados na linha de
base dos animais lesados reforca, também, a conclusédo de que
a hiperatividade tem possivelmente natureza compulsiva. E fato
bastante conhecido que ambientes novos induzem ansiedade,
ocasionando aumento concomitante dos comportamentos com-
pulsivos. Nossos dados mais recentes mostram que 0s ratos
com este tipo de lesdo emitem comportamento de conferén-
cia de altura repetitivamente (UGA & HOSHINO, 2000). A
conferéncia é um dos padrdes de compulsdo mais freqlentes
em humanos. Isto sugere que a lesdo do NMR facilita a emis-
sdo compulsiva de comportamentos, inclusive, da locomocéao
gue foi avaliada no presente estudo.

A imobilidade de alerta (congelamento) foi o padréo
comportamental predominante nos animais controles apés a
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aplicacdo dos eletrochoques nas patas. Esta imobilidade é ex-
pressdo de um padrdo de comportamento defensivo, gerado
por um estado de ansiedade elevada (GRAEFF, 1994). A au-
séncia desta imobilidade no rato com lesdo no NMR pode,
portanto, levar a supor que estes animais perderam a ansieda-
de com a lesdo. Isto permite deduzir, por extensdo, que a
hiperatividade estudada nédo se trata de compulsdo equivalen-
te aquelas do TOC, visto que este transtorno é um distarbio de
ansiedade, como classifica 0 DSM-1V. Esta suposicao é, entre-
tanto, insustentavel. Ela se baseia na suposicéo errbnea de que
a ansiedade sO se manifesta através da imobilidade
comportamental. A ansiedade é um estado emocional que pre-
para 0s organismos para 0s eventos iminentes que requerem
alto gasto energético, particularmente para a luta ou fuga nas
situacdes de defesa anti-predatéria (GRAEFF, 1994). A imobili-
dade de alerta ou expectativa é apenas um estagio deste pro-
cesso de defesa. A hiperatividade para a procura de um meio
para fugir da situacdo potencialmente perigosa €, portanto,
perfeitamente compativel em um estado de ansiedade aumen-
tada. E perfeitamente admissivel que niveis elevados de ansie-
dade induzam a hiperatividade locomotora, tal como a obser-
vada nos animais lesados apds a experiéncia aversiva. Estu-
dos de nossos laboratérios demonstram que 0 aumento da ansi-
edade por administracdo de cafeina, ou pela administracédo de
lactato hipertbnico, induz aumento da hiperatividade locomotora
em ratos com lesdo do NMR (DE PAULA et al., 2000;
MONTANHER et al., 2000). Esta dualidade de expressédo
comportamental da ansiedade explica porque ANDRADE (1997)
chegou a conclusdes conflitantes. Esta autora observou que a le-
sdo promovia aumento do tempo de permanéncia dos ratos nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado (efeito ansiolitico da
lesdo), enquanto 0s mesmo animais mostraram reducéo das pas-
sagens no sentido escuro (efeito ansiogénico da lesdo).

A conclusdo de que a hiperatividade locomotora obser-
vada nos ratos com lesdo do NMR se trata possivelmente de
manifestagcdo compulsiva leva a consideracéo de que ela pode
ser um paradigma experimental promissor para o estudo do
TOC. Para isto, no entanto, é necessario preencher-se outros
critérios, tais como o de preditividade (controle da
hiperatividade com drogas eficazes no tratamento do TOC) e



de homologia (envolvimento de mecanismaos neuroquimicos e
neurofisiolégicos equivalentes).

O fato dos animais com lesdo no NMR apresentarem alta
hiperatividade locomotora ¢é fato conhecido HOSHINO &
SUGIZAKI, 1986). Isto confere a possibilidade do sistema
serotonérgico do NMR ser um sistema de inibicdo geral do
comportamento (GRAY, 1982). Este sistema serotonérgico, além
do mais, parece ser o substrato anatdbmico do sistema geral de
inibicdo da acdo, postulado por Lorenz (CUNHA, 1983). A
desaferentacdo subita deste sistema parece promover a
hiperatividade inicial e sua reducao progressiva parece se dever
a um rearranjo na quantidade de neurotransmissores e recep-
tores em outros sistemas centrais. O reaparecimento da
hiperatividade em ambientes novos, tal como observada no
presente estudo, ou em outras situacdes ansiogénicas, parece
indicar que um mecanismo central gerador de ansiedade esta
sob controle inibitério do NMR em condic¢des normais. De fato,
KAPLAN (1997) aponta o envolvimento do sistema
dopaminérgico na origem do TOC. O mesmo envolvimento é
apontado nos comportamentos compulsivos de ratos
(RAMASUBBU et al., 2000; CAMPBELL et al., 1999;
SZECHTMAN et al., 1998). Estes dados parecem oferecer opor-
tunidade para a investigacdo do critério de homologia no pa-
radigma experimental que o presente trabalho apresenta.
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