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Tratamento com Dexametasona reduz
atividade exploratoria
de ratos Wistar jovens

Dexamethasone treatment reduces the exploratory activity
of young Wistar rats

El tratamiento con dexametasona reduce la actividad
exploratoria de ratas Wistar jovenes
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Resumo

Introducgdo. Dexametasona (DEX) é um glicocorticéide sintético com acdo anti-inflamatoria
utilizado no tratamento de muitas doencas como artrite reumatoide, asma, alergias e doencas
autoimunes. Estudos mostram que a DEX pode causar deficits cognitivos em animais, podendo
estar relacionada com a reducdo na atividade exploratéria, prejuizo na aprendizagem e
memoria espacial e aumento da ansiedade. Objetivo. O presente estudo investigou os efeitos
da DEX sobre atividade exploratoria, ansiedade e memoria espacial em ratos jovens. Método.
Ratos Wistar machos foram tratados com fosfato de dexametasona nas dosagens de 1 e 10
mg/Kg/dia durante 7 dias. No 5° dia de tratamento foi realizado o teste de campo aberto (CA)
para avaliacdo da atividade exploratéria; no 6° dia foi realizado o teste de labirinto em cruz
elevado (LCE) para avaliagdo da ansiedade e no 7° dia foi realizado o teste de labirinto em T
elevado (LTE) para avaliacdo da memodria espacial. Resultados. No CA, houve redugao de 48%
no numero total de quadrantes explorados no grupo DEX 10 mg/Kg, 46% e 56% de reducdo
no nimero de quadrantes centrais explorados nos grupos DEX 1 e 10 mg/Kg, respectivamente,
e 40% de redugdo no numero de elevagdes no grupo DEX (10 mg/Kg), indicando que a DEX
diminuiu a atividade exploratéria dos animais tratados. Nos testes LCE e LTE ndo houve
diferencas entre os grupos experimentais, indicando que a DEX ndo interferiu no
comportamento de ansiedade e memdria espacial. Conclusao. Nas condigées experimentais
deste estudo, a DEX diminuiu atividade exploratéria mas ndo alterou ansiedade e memodria
espacial.

Unitermos. Cognicdo; Glicocorticoide; Analise Comportamental Aplicada

Abstract

Introduction. Dexamethasone (DEX) is a synthetic glucocorticoid with anti-inflammatory
action used in the treatment of many diseases such as rheumatoid arthritis, asthma, allergies,
and autoimmune diseases. Studies show that DEX can cause cognitive deficits in animals,
which may result in reduced exploratory activity, impaired learning and spatial memory and
increased anxiety. Objective. This study investigated the effects of DEX on exploratory
activity, anxiety and spatial memory in young rats. Method. Young male Wistar rats were
treated with dexamethasone phosphate at doses of 1 and 10 mg/kg/day for 7 days. On the
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5th day of treatment, the open field test (OF) was performed to evaluate exploratory activity;
on the 6th day, the elevated plus maze test (EPM) was performed to evaluate anxiety, and on
the 7th day, the elevated T maze test (ETM) was performed to evaluate spatial memory.
Results. In OF there was a 48% reduction in the number of total quadrants explored in the
DEX group 10 mg/kg, 46% and 56% reduction in the number of central quadrants explored in
DEX 1 and 10 mg/kg groups, respectively, and 40% reduction in the number of elevations in
the DEX 10 mg/kg group, indicating that DEX decreased the exploratory activity on treated
animals. In the EPM and ETM tests, there were no differences between the experimental
groups, indicating that DEX did not interfere in the anxiety behavior and spatial memory.
Conclusion. In the experimental conditions of this study, DEX decreased exploratory activity
but did not alter anxiety behavior and spatial memory.

Keywords. Cognition; Glucocorticoid; Applied Behavior Analysis

Resumen

Introduccion. Dexametasona (DEX) es un glucocorticoide sintético con accion
antiinflamatoria utilizado en el tratamiento de muchas enfermedades como artritis reumatoide,
asma, alergias y enfermedades autoinmunes. Estudios muestran que la DEX puede causar
déficits cognitivos en animales, puede resultar en actividad exploratoria reducida, aprendizaje
y memoria espacial deficientes y un aumento de la ansiedad. Objetivo. Este estudio investigd
los efectos de DEX sobre actividad exploratoria, ansiedad y memoria espacial en ratas jovenes.
Método. Se trataron ratas Wistar macho jovenes con fosfato de dexametasona a dosis de 1y
10 mg/kg/dia durante 7 dias. Al quinto dia, se realizd la prueba de campo abierto (CA) para
evaluar la actividad exploratoria; en el sexto dia, se realizé la prueba de laberinto cruz elevado
(LCE) para evaluar la ansiedad, y en el séptimo dia se realizé la prueba de laberinto en T
elevado (LTE) para evaluar la memoria espacial. Resultados. En OF hubo una reduccién del
48% en el nUmero de cuadrantes totales explorados en el grupo DEX 10 mg/kg, 46% y 56%
de reduccion en el nUmero de cuadrantes centrales explorados en los grupos DEX 1 y 10
mg/kg, respectivamente, y reduccion del 40% en el niUmero de elevaciones en el grupo DEX
10 mg/kg, lo que indica que DEX disminuyd la actividad exploratoria en los animales tratados.
En las pruebas LCE y LTE, no hubo diferencias entre los grupos experimentales, lo que indica
que DEX no interfiri6 en ansiedad y memoria espacial. Conclusién. En las condiciones
experimentales de este estudio, DEX disminuyd la actividad exploratoria pero no alteré el
comportamiento de ansiedad y la memoria espacial.

Palabras clave. Cognicién; Glucocorticoide; Anadlisis de comportamiento aplicado
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INTRODUCAO

Os glicocorticoides sdo hormoénios esteroidais utilizados
em areas da imunologia, dermatologia, reumatologia e
alergologia. Em 1949, foi relatado, pela primeira vez, a
eficacia dos glicocorticoides como agentes anti-inflamatodrios
para o tratamento da artrite reumatoide. H4 muitos anos

estes medicamentos sao empregados em uma variedade de
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condicbes clinicas com manifestacdes inflamatorias e
alérgicas!-3.

A todo momento 0s organismos vivos sao desafiados
por estimulos estressores, sendo eles internos ou externos.
Estes estimulos induzem a liberagdo de hormonios, tais como
os glicocorticoides, que em desequilibrio podem afetar
negativamente a fungao cognitiva do animal*. Uma vez que
os glicocorticoides possuem caracteristicas lipofilicas, sao
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, podendo
se ligar ao seu receptor e desencadear varias respostas no
sistema nervoso®.

A Dexametasona (DEX) € um glicocorticoide sintético
com propriedades anti-inflamatdrias e imunossupressoras e,
apresenta forte afinidade aos receptores de glicocorticoides.
Foi demonstrado que a administracdo de DEX em periodos
iniciais da vida do animal resulta em alteragcdes na
plasticidade sindptica do hipocampo, podendo interferir na
formacao de memorias®’. O modelo animal é util para fins
de pesquisa, visto que as alteragbes plasticas que ocorrem
no cérebro humano podem ser elucidadas em estudos
experimentais?.

A administracao de DEX nos dias 1, 2 e 3 pds-natais nas
doses de 0,5ug/g, 0,3pg/g e 0,1ug/g, respectivamente,
promoveu uma reducao no comportamento de ansiedade dos
animais tratados, mas nao apresentou efeitos sobre a
atividade exploratdria dos animais adultos, avaliados no 90°
dia pés-natal®. Por outro lado, a exposicao pré-natal a DEX

na dose de 50 pg/g resultou em um aumento no
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comportamento relacionado a ansiedade em prole masculina
adulta, na 102 semana pds-natali®,

Em outro estudo, a DEX na dose de 1mg/Kg nao foi
capaz de alterar significativamente o comportamento de
ansiedade, visto que nao houve diferenca no teste de
labirinto em cruz elevado (LCE). Por outro lado, o tratamento
com 5mg/kg ou 10mg/kg de DEX durante 1 semana induziu
um comportamento de ansiedade aumentado?!l.

Com base em evidéncias cientificas da influéncia da DEX
sobre funcao cognitiva e emocional e a controvérsia de
resultados em estudos experimentais em relacdo as doses,
tempo de tratamento e periodo de vida dos animais tratados,
o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da DEX, nas
doses de 1mg/kg e 10mg/kg, sobre os padroes
comportamentais, atividade exploratéria, ansiedade e

memoria espacial, em ratos Wistar machos jovens.

METODO
Animais Experimentais e Administracao de
Dexametasona

Foram utilizados ratos Wistar machos jovens, com idade
entre 5 e 6 semanas de vida e peso inicial entre 125 e 165
gramas, provenientes do biotério Central da UFS] e mantidos
no biotério setorial do Laboratério de Fisiologia no Campus
Centro-Oeste Dona Lindu. Os ratos foram alojados em
gaiolas coletivas de polietileno, cada uma contendo quatro
animais, a temperatura de 22+2°C e em ciclo de claro-
escuro de 12 horas. Os animais foram divididos em trés

grupos: DEX 1mg/kg, DEX 10mg/kg e controle. Aqueles do
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grupo DEX foram tratados com uma injecdo diaria, via
intraperitoneal, com 1mg/kg ou 10mg/kg de fosfato de
dexametasona (Sigma®) durante 7 dias. Animais do grupo
controle receberam uma injecao de solucao salina 0,9% de
mesmo volume, pelo mesmo periodo de tempo. Os ratos
foram eutanasiados no oitavo dia de experimento. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSJ,
protocolo experimental 016/2017.

Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados no 59, 6°
e 79 dias de tratamento, apds as 18 horas, devido ao ciclo
circadiano do animal que apresenta um periodo de vigilia
noturno. Foram utilizados os testes de campo aberto (CA),
labirinto em cruz elevado (LCE) e teste de labirinto em T
elevado (LTE). O delineamento experimental esta
representado na Figura 1.

O aparato de teste e os objetos utilizados foram limpos
com alcool 70% antes cada sessao. Todos os testes foram
filmados para posterior analise do comportamento animal
por avaliadores que desconheciam 0s grupos experimentais

dos ratos avaliados.

Teste de Campo Aberto
Foi realizado no 5° dia de tratamento, para avaliar
atividade exploratéria espontdnea dos animais, em uma

caixa de acrilico (70cmx70cmx40cm) leitoso, com uma das
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laterais transparente e o fundo da caixa dividido em vinte e

cinco quadrantes.

Figura 1. Delineamento experimental: tratamento com Dexametasona durante 7
dias, realizacdo do teste de campo aberto no 5° dia, labirinto em cruz elevado no 6°
dia e labirinto em T elevado no 7° dia, seguido pela eutandsia do animal no 8° dia de
experimento.

Procedimento experimental

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8

[ Tratamento ] [ Tratamento ] [ Tratamento ] [ Tratamento ] [ Tratamento ] [ Tratamento ] [ Tratamento] [ Eutanasia ]

CA ] [ LCE ] [ LTE

O teste foi realizado por 10 minutos e os animais foram
colocados sempre no mesmo quadrante inicial. Os
parametros avaliados foram os numeros de mudanca de
quadrantes, visitas aos quadrantes centrais e elevacdes do
corpo, além do tempo do comportamento de auto limpeza.
O numero de animais em cada grupo para o teste de CA foi:
Controle n=15, DEX 1mg/Kg n=15 e DEX 10mg/Kg n=14.

Teste de Labirindo em Cruz Elevado

O comportamento de ansiedade foi avaliado no 6° dia
de tratamento, através do teste de LCE. O aparato de teste
consiste em dois bracos fechados e dois abertos, horizontais,
dispostos perpendicularmente, posicionados 50 centimetros
acima do chao. Os animais foram posicionados na plataforma
central, (10cm x 10cm), no meio da ligacao dos quatro

bracos, para iniciar o teste que durou 10 minutos. Foi
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avaliada a locomogao do rato, mensurando-se o tempo de
permanéncia e frequéncia de visita aos bracos abertos, a
area central e aos bragos fechados. Um aumento no tempo
de permanéncia nos bracos fechados comparados com o
tempo de permanéncia do grupo controle, refere-se ao
comportamento de ansiedade aumentado. O numero de
animais em cada grupo para o teste de LCE foi: Controle
n=13, DEX 1mg/Kg n=15 e DEX 10mg/Kg n=11.

Teste de Labirinto em T Elevado

A membodria espacial foi avaliada no 7° dia de
tratamento. O aparato de teste foi o mesmo utilizado para o
LCE, mas com um dos bracos fechados bloqueado,
assumindo o formato em T. A habituacao do animal ao
aparato aconteceu no dia anterior na realizacao do teste de
LCE. Foram realizados dois treinos e um teste, de cinco
minutos cada, com um intervalo de 30 minutos entre eles.

Nas sessdes denominadas treinos 1 e 2, um objeto foi
colocado no braco aberto esquerdo e os animais puderam
explorar o aparato. Apds os treinos, foi realizado o teste em
gue o objeto foi colocado no braco contralateral do aparato.
Foi mensurado o tempo de exploracao do objeto e o tempo
de permanéncia e o numero de entradas no brago onde
estava o objeto nos treinos. De acordo com os parametros
do teste, a memodria espacial do animal ndo é comprometida
quando ha um aumento no tempo de permanéncia e no
numero de entradas no braco onde estava o objeto durante

o treino (esquerdo) e/ou uma reducao no tempo de
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exploragao do objeto.

O numero de animais em cada grupo para o teste de
LTE foi: Controle n=10, DEX 1mg/Kg n=11 e DEX 10mg/Kg
n=9.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrao
da média. As diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando o One Way ANOVA, post hoc de Tukey, com
P<0,05 para nivel de significancia. Foi realizado o teste de
normalidade que mostrou que a distribuicdo dos dados é

normal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de Campo Aberto

Os animais tratados com DEX (10mg/Kg) apresentaram
uma reducdo de aproximadamente 48% no numero de
quadrantes visitados (Figura 2A). Ao analisar a visita aos
quadrantes centrais, observou-se uma reducao de 46 e 56%,
nos grupos tratados com DEX (1 e 10mg/Kg),
respectivamente (Figura 2B). Houve uma reducao de 40%
das elevagdes corporais dos ratos tratados com DEX
(10mg/Kg; Figura 2C). Nao houve diferenca com relagao ao

tempo do comportamento de auto limpeza entre os grupos.
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Figura 2. Efeitos do tratamento com Dexametasona sobre a atividade exploratéria
espontanea. (A) visita aos quadrantes totais; (B) visita aos quadrantes centrais; (C)
numero de elevacbes corporais. *p<0,05 vs. controle. Controle n=15, DEX 1mg/Kg
n=15 e DEX 10mg/Kg n=14.
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Os resultados do presente estudo corroboram com os
achados de Yilmaz et al'? que demonstraram que em ratos
adultos a administracao de DEX 10mg/Kg durante 9 dias,
reduziu o nuUmero de quadrantes totais percorridos e o
numero de elevagdes corporais quando comparados com o
grupo controle, indicando uma diminuicao no
comportamento exploratériol?. Observa-se que a dose é a
mesma utilizada nesse trabalho e o tempo de tratamento
com a DEX é bastante parecido, favorecendo respostas

bioldgicas semelhantes.
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Outros trabalhos mostraram que ndao ha mudanca na
atividade exploratdria espontanea dos animais utilizando-se
doses de vinte até cem vezes menores que a de 10mg/kg.
Em um tratamento neonatal com DEX nas doses de 0,5ug/g,
0,3ug/g e 0,1pg/g, durante os dias 1, 2 e 3 de vida,
respectivamente, demonstrou que o tratamento nao afetou
a distancia percorrida no CA e nao resultou em diferencas na
atividade exploratdria central e periférica durante os quatro
dias consecutivos de teste, quando avaliado no 50° dia de
vida, indicando que o comportamento exploratdério no CA nao
foi influenciado pelo tratamento com DEX!3. A plasticidade
neural é intensa no periodo pds-natal, sendo um periodo
critico para acao bioldgica de agentes externos, entretanto a
dose é importante na inducdo de potenciais mudancgas.

Uma dose de 1,5mg/kg, em um periodo pds-natal um
pouco maior, 5 a 10 dias, nao resultou em diferencas entre
0s grupos no total de quadrantes percorridos, bem como no
nimero de quadrantes periféricos no CA. No entanto, o
nimero de quadrantes centrais percorridos foi maior no
grupo DEX do que no grupo controle. Esse aumento de
visitas aos quadrantes centrais também pode ser
interpretado como indicativo de um animal com ansiedade

reduzidals.

Teste de Labirinto em Cruz Elevado
No teste de LCE, nao foram observadas diferencas entre
0os grupos tratados e o controle no tempo de permanéncia

nos bracos fechados, como mostrado na Figura 3A, bem
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como no numero de entradas nos bracos fechados,

apresentado na Figura 3B.

Figura 3. Efeito da administracdo de Dexametasona sobre o comportamento de
ansiedade. (A) tempo de permanéncia nos bracos fechados; (B) niumero de entradas
nos bragos fechados. Controle n=13, DEX 1mg/Kg n=15 e DEX 10mg/Kg n=11.
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Nossos resultados mostraram que as doses 1 e
10mg/kg nao mudaram a resposta de ansiedade do animal
em 7 dias de tratamento. Embora o rato jovem apresente
grande capacidade de resposta plastica, o comportamento
emocional nao apresentou as mudancas descritas em outros
estudos.

Manojlovi¢-Stojanoski et al'®> mostraram que a
administracao pré-natal de DEX 0,5mg/Kg, no teste de LCE,
reduziu significativamente o nimero de entradas nos bracos
abertos, o tempo de permanéncia nos bracos abertos e a
distancia percorrida nos bracos abertos, revelando um
aumento do comportamento de ansiedade comparado aos

animais controles!®. Outro trabalho mostrou que a exposicao
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pré-natal a DEX 0,2mg/Kg, resultou em uma reducdo no
tempo de permanéncia nos bragos abertos e no nimero de
entradas nos bracos abertos e, um aumento no tempo de
permanéncia nos bragos fechados no teste de LCE!®. Esses
estudos indicam que o cérebro pré-natal tem grande
capacidade plastica e pequenas doses da DEX podem
promover mudanca na ansiedade.

Corroborando com achados cientificos de alguns
trabalhos, o presente estudo nao identificou mudancas
relacionadas a ansiedade. O tratamento com DEX nas doses
de 2, 4 e 8mg/Kg durante 7 dias, nao provocou mudancas
no comportamento semelhante a ansiedade em ratos!’. Tal
comportamento foi avaliado pela percentagem da entrada
total nos bracos abertos ou fechados do labirinto!’. Outro
trabalho mostrou que o tratamento com DEX 0,5ug/g,
0,3ug/g e 0,1pug/g, nos dias 1, 2 e 3 de vida,
respectivamente, nao apresentou diferencas entre os grupos
em relacdo ao tempo total de permanéncia nos bracos
abertos e fechados e, na plataforma central. Além disso, nao
encontrou diferenca no niumero de entradas nos bragos, bem
como na proporcao de entradas no braco aberto para

entradas no brago fechado!3.

Teste de Labirinto em T Elevado
O teste LTE nao indicou alteracdo da memoria espacial
dos animais, nao houve diferenca no tempo de exploracao

do objeto nem no tempo de permanéncia e na percentagem
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de entradas no braco aberto esquerdo do labirinto, como

representado na Figura 4.

Figura 4. Efeitos da administracdo de Dexametasona sobre a memoria espacial.
Controle n=10, DEX 1mg/Kg n=11 e DEX 10mg/Kg n=9.
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Esse resultado contraria o achado de outros estudos, foi
demonstrado que os glicocorticoides podem levar a efeitos
adversos no desenvolvimento do hipocampo e na memoria
espacial. Deficits mostrados, através do Labirinto em Y, em
animais tratados com 0,5mg/kg de DEX a partir do 4° dia
pos-natal, durante 3 dias e testados no 35° dia'®. Embora o
tempo de tratamento e a dose de DEX tenham sido menores
com relacdo ao presente estudo, €& possivel que a
plasticidade neural do cérebro pds-natal tenha promovido

alteracdes de memoria detectaveis a longo prazo.
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Onaolapo et al*® avaliaram o efeito do tratamento com
DEX nas dosagens de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 1,5mg/kg
durante 14 dias sobre a memoria espacial, através do
labirinto em Y elevado, apds o primeiro e ultimo dia de
tratamento. No teste realizado no dia 1, observaram um
aumento significativo no desempenho da tarefa de memoaria
espacial nas dosagens de 0,5mg/Kg e 1,5mg/kg em
comparagao ao grupo controle. O teste realizado no dia 14
mostrou um aumento significante na dose de 0,5mg/kg e,
uma reducdo nas tarefas de memoaria nas doses 1,0mg/Kg e
1,5mg/kg em comparagao ao controle?®,

A discussdo sobre os efeitos da DEX sobre a memodria
espacial, e outros parametros emocionais e cognitivos, €
complexa e envolve dados ndo apenas relacionados a dose e
a idade do animal, mas também ao tempo do tratamento.
Um estudo, através do labirinto aquatico de Morris (LAM),
que avalia memodria espacial, demonstrou que animais de 35
dias de vida, tratados com DEX na dose de 0,2mg/Kg por 5
dias consecutivos, apresentaram uma reducao na laténcia de
escape durante a fase de aprendizagem. Por outro lado, os
animais tratados com a mesma dose por 7 dias, seguido de
7 dias sem tratamento e depois mais 7 dias de tratamento
com DEX, apresentaram um aumento na laténcia de escape,
nas fases de aprendizagem e memoria espacial, retratando
que tratamento curto com DEX promove melhor
desempenho no LAM, mas o tratamento prolongado produz

deficits de desempenho no mesmo teste?°.
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Em um outro estudo utilizando o LAM, foi demonstrado
que o tratamento com DEX nas doses de 2, 4 e 8mg/Kg
durante 6 dias com essas dosagens de DEX nao apresentou
efeito significativo sobre a laténcia de escape no labirinto,
como uma medida de meméria espacial de longo e de curto
prazo!’. Nosso estudo corrobora com os resultados desse
trabalho mostrando que o tratamento com DEX nao altera a
memoria espacial.

Alguns animais foram perdidos no teste do LCE porque
pularam do aparato e no teste do LTE porque nao exploraram
o objeto durante os treinos e, portanto, nao foram
submetidos ao teste.

Embora os testes comportamentais sejam um método
cientifico relevante para avaliacao do sistema nervoso, nao
sao as unicas ferramentas de investigacao da funcionalidade
neural. Andlises bioquimicas podem mostrar alteracao desse
tecido e ativacao de mecanismos de defesa e compensacao.
Como o presente estudo utilizou apenas os testes
comportamentais na avaliacao funcional dos animais, a
interpretacao do resultado deve levar em conta que a DEX
pode ter afetado o sistema limbico, avaliado através da
ansiedade pelo teste do LCE e o hipocampo, estrutura
relacionada a memoria espacial e avaliada pelo LTE, mas
essas estruturas podem ter se reorganizado
bioguimicamente e a funcdo foi preservada. A bioquimica
mostra-se uma ciéncia capaz de elucidar mecanismos

celulares importantes na investigacao do efeito da DEX sobre
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0 sistema nervoso e deve ser considerada como ferramenta

de investigacdo cientifica em trabalhos futuros.

CONCLUSAO

O tratamento com dexametasona, nas doses de 1 e
10mg/Kg/dia, administrada em ratos jovens por 7 dias
consecutivos, diminui a atividade exploratdria espontanea,
mas nao altera a ansiedade e a memodria espacial de ratos

Wistar machos jovens.
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