
1

Revista BRasileiRa de análise do CompoRtamento / BRazilian JouRnal of BehavioR analysis, 2010, vol. 6, nº 1, 1-8

EFEITOS DO CLONAZEPAM NA ESQUIVA INIBITÓRIA NO PEIXE-DOURADO

(CARASSIUS AURATUS)

EFFECTS OF CLONAZEPAM IN INHIBITORY AVOIDANCE IN GOLDFISH

(CARASSIUS AURATUS)

paula danielle palheta CaRvalho1 e amauRi Gouveia JR.
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito do clonazepam na esquiva inibitória (EI) de um ambiente branco em 
peixes-dourados, descrito como aversivo para peixes dessa espécie. Foram utilizados 30 peixes dourados distribuídos em quatro grupos, 
conforme a concentração de fármaco (0 mg/ml, n = 9; 0,001 mg/ml, n = 7; 0,003 mg/ml, n = 7; e 0,006 mg/ml, n = 7). A droga foi 
administrada por via hídrica em 86 ml de água por 180 segundos. Para EI, foi utilizado um aquário dividido em dois compartimentos, 
um preto e um branco, por uma porta corrediça, sendo o animal inicialmente colocado no compartimento preto. Após 180 s, a porta 
foi removida e o tempo de travessia para o compartimento branco foi registrado (latência), cada travessia correspondendo a uma ten-
tativa, sendo sete no total. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste de Dunnet. Os resultados indicaram 
diferença estatisticamente significativa na latência entre as tentativas, com aumento da latência. O teste de Dunnet mostrou diferença 
significativa entre as tentativas 1 e 6 e 1 e 7 e entre os grupos controle e grupo com a concentração de 0,006 mg/ml. Os dados in-
dicam: 1) redução do valor aversivo do lado branco, o que demonstra o efeito ansiolítico do clonazepam; e 2) que o clonazepam não 
impediu a esquiva inibitória.
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ABSTRACT

The aim of this study was to verify the effect of the clonazepam in inhibitory avoidance (IA) of the white environment 
in goldfish. Thirty goldfish were divided in 4 groups according to drug-concentração: 0 mg/ml-(N = 9); 0,001 mg/ml-(N = 7); 
0,003 mg/ml-(N = 7) and 0,006 mg/ml-(N = 7). The drug was diluted in 86 ml of water along 180 s. For IA, was used an aquarium 
divided in two chambers, one black and other white, with the animal initially placed in the black chamber. After 180 s, the door was 
opened and the time spent to cross to the white compartment was recorded (latency). The data were analyzed for ANOVA of two-
-way followed by Dunnet test. The results indicated statistically significant differences in latency between trials with increase of latency. 
The Dunnet test indicated significant differences between the trials 1 and 6 and 1 and 7 and between control group and the group 
that received the concentration of 0,006 mg/ml. The data indicate: 1) reduction of aversive property of white environment, what 
demonstrated the anxiolytic effect of clonazepam; and 2) clonazepam did not prevent the inhibitory avoidance.
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A ansiedade é uma das emoções relacio-
nadas com a presença de uma ameaça real 
ou potencial, seja porque o ambiente é novo, 
seja porque nele esteve presente um estímu-
lo potencialmente aversivo, gerando, assim, 
um conflito de aproximação e evitação des-
se ambiente (Blanchard & Blanchard, 1988; 
Gray & McNaughton, 2000 como citado em 
Graeff, 2007) pela probabilidade de a respos-

ta emitida poder ser tanto reforçada positiva-
mente quanto punida.

Para o estudo da ansiedade, modelos 
experimentais vêm sendo desenvolvidos. 
Esses modelos visam a testar novos ansio-
líticos, descobrir bases neurobiológicas da 
ansiedade, bem como esclarecer os limites 
do conceito (Silva, 1997). Um modelo é 
um arranjo composto por um aparato e um 
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procedimento que caracteriza uma mani-
pulação referente a uma categoria compor-
tamental (Gouveia Jr., Maximino, & Brito, 
2007). Todos os modelos de ansiedade en-
volvem algum tipo de estimulação aversiva, 
como, por exemplo, a exposição do animal 
a ambientes novos ou potencialmente peri-
gosos, predadores ou a estímulos com esses 
relacionados ou pelo ataque ou confronto 
entre coespecíficos. Os modelos de ansie-
dade podem envolver tanto respostas ins-
trumentais quanto respostas emitidas sem a 
necessidade de modelagem; estas últimas, ao 
dispensarem modelagem, facilitam o desen-
volvimento de testes simples e rápidos para 
a seleção de drogas ansiolíticas, como, por 
exemplo, os benzodiazepínicos (Cruz, Zan-
grossi Jr., Graeff, & Landeira-Fernandez, 
1997).

Os benzodiazepínicos agem potenciali-
zando a ação inibitória do ácido gama-ami-
nobutírico (GABA) no sistema nervoso cen-
tral, e um dos efeitos dessa ação é a redução 
da ansiedade. Entre os benzodiazepínicos, 
destacam-se diazepam, bromazepam, loraze-
pam, flunitrazepam e oxazepam (Rang, Dale, 
Ritter, & Flower, 2007). 

Em estudos com peixes, um modelo 
de ansiedade que vem sendo utilizado é o 
modelo de esquiva inibitória (Faganello & 
Mattioli, 2008; Garção & Mattioli, 2009). 
Esse modelo é baseado na preferência por 
ambientes escuros e aversão a ambientes cla-
ros que diversas espécies de peixes teleósteos 
apresentam (Gouveia Jr. et al., 2007). Gouveia 
Jr., Mattioli, Morato, Ramos, Silva e Zampie-
ri (2005) verificaram que o peixe-dourado, 
espécie aqui utilizada, também possui prefe-
rência por ambientes escuros. A preferência 
por escuridão é considerada um comporta-

mento antipredatório, uma vez que espécies 
que exibem tal comportamento geralmente 
vivem em águas rasas e são predadas majo-
ritariamente por pássaros quando sobem à 
superfície.

Dessa forma, ficar no fundo ou em um 
ambiente escuro seria uma medida de pro-
teção contra possíveis predadores (Gouveia 
Jr. et al., 2005); porém, assim como o animal 
possui tendência natural a se esquivar de am-
bientes claros, ele também possui a mesma 
tendência para explorar novos ambientes. 
Essa situação gera um contexto no qual o 
animal é exposto a um conflito entre explo-
rar ou não tais ambientes e exibe comporta-
mentos de aproximação e evitação destes, o 
que caracteriza uma possível forma de ansie-
dade (Maximino et al., 2007; Gouveia Jr. et 
al., 2005; Montgomery, 1955).

A esquiva inibitória é um procedimento 
caracterizado pela não emissão, pela dimi-
nuição da emissão ou, ainda, pelo aumento 
na latência de emissão de determinada res-
posta, dada a probabilidade de esta vir a ser 
punida. Drogas benzodiazepínicas costumam 
prejudicar a esquiva inibitória, com o animal 
demorando menos tempo para passar para 
o ambiente claro. Tal efeito é considerado 
como um índice de diminuição de compor-
tamentos tipo-ansiedade, na medida em que 
o animal enfrenta mais o estímulo aversivo 
(Silva, 1997).

Este trabalho visa a estudar os efeitos de 
uma droga benzodiazepínica, o clonazepam, 
com o objetivo de verificar seus efeitos so-
bre a esquiva inibitória do peixe-dourado 
(Carassius auratus), que possui aversão na-
tural a ambientes claros, não havendo re-
latos de seu uso nesse modelo e com essa 
espécie.
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método

Sujeitos
Foram utilizados 30 peixes da espécie 

Carassius auratus, de sexo e idade indefinidos, 
pesando em média 3,95 g, adquiridos em 
uma loja de aquarismo local (Vitória Régia, 
Belém/PA, Brasil), mantidos em grupo de 15 
animais por aquário. Os sujeitos foram alo-
jados para habituação antes do experimento 
em aquários de 25 litros; a temperatura da 
água foi mantida em torno de 27ºC; os ani-
mais foram alimentados uma vez ao dia com 
ração em flocos Tetracolor (Tetra GmbH, 
Alemanha).

Materiais
Aquário de vidro retangular, com 45 cm 

de comprimento, 10 cm de largura e 15 cm 
de altura, dividido por uma porta guilhotina 
em dois ambientes, sendo um branco – 30 
cm de comprimento, 10 cm de largura e 10 
cm de altura – e um preto – 10 cm de com-
primento, 15 cm de altura e 10 cm de largura. 
Esse aquário é uma variação de aquários uti-
lizados em estudos de esquiva inibitória em 
outros trabalhos (Mattioli, Nelson, Huston, 
& Spieler, 1998) que foi modificado com o 
objetivo de aumentar a possibilidade de o 
animal expor-se ao estímulo aversivo e dimi-
nuir a exploração não voltada para a tarefa-
-fim pelo aumento da área clara do aparato. 

Tratamento farmacológico
Foi utilizado o clonazepam (Roche, Bra-

sil) 0,5 mg/ml. Foram colocados 86 ml de 
água em um recipiente plástico com volu-
me de 250 ml, no qual se colocou o animal, 
e então foram injetadas na água diferentes 
quantidades do fármaco que, consequente-

mente, resultaram em diferentes concentra-
ções. Dessa forma, foram administradas con-
centrações de 0,001 mg/ml, 0,003 mg/ml e 
0,006 mg/ml; para cada animal foi preparado 
um banho. Cada animal passou três minutos 
exposto ao fármaco e, em seguida, foi retira-
do e colocado na caixa branca e preta para o 
procedimento comportamental.

Procedimento comportamental
Os experimentos foram conduzidos no 

período da manhã, com início às 9h. Os ani-
mais foram alimentados 30 minutos antes 
do experimento, pesados e medidos em seu 
comprimento. Os sujeitos foram divididos 
em quatro grupos: Controle (n = 9), Gru-
po 1 (n = 7), Grupo 2 (n = 7) e Grupo 3 
(n = 7), conforme a concentração de fárma-
co (respectivamente, 0, 0,001, 0,003 e 0,006 
mg/ml). A altura da coluna d’água foi de 7 
cm. Cada animal foi colocado inicialmente 
no compartimento preto e ali mantido por 
três minutos para habituação. Decorrido esse 
tempo, a porta foi erguida suavemente, pas-
sando o animal a ter acesso a todo o aparato. 
Foi registrado o tempo – latência – que o 
animal levava para atravessar para o compar-
timento branco. O critério de travessia era de 
dois terços do comprimento do animal no 
compartimento branco. Cada travessia cor-
respondia a uma tentativa, sendo sete tenta-
tivas no total. Tentativas com latências igual 
a 180 segundos foram consideradas como 
falhas. Após cada tentativa, a porta foi recolo-
cada e o animal foi delicadamente levado de 
volta ao compartimento preto, em uma rede 
própria para peixes, para uma nova tentativa. 
O número de tentativas seguiu estudos pré-
vios feitos em nosso laboratório e ainda não 
publicados. Os valores das concentrações, via 
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de administração e tempo de absorção da 
droga foram definidos arbitrariamente, visto 
que não há relatos de estudos que utilizaram 
um procedimento experimental semelhante.

Análise estatística
As latências de entrada no compartimen-

to branco foram registradas manualmente e, 
posteriormente, representadas em termos de 
média ± erro padrão das latências absolutas. 
A análise estatística foi realizada em dois mo-
mentos: inicialmente, foi feita uma ANOVA 
de um fator (grupo) de medidas repetidas 
(tentativas) para a análise do efeito das con-
centrações no processo de aprendizagem dos 
grupos. Em um segundo momento, a análise 
das latências foi realizada através de ANOVA 
de dois fatores, um fator intrassujeito (tenta-
tivas) e um fator entressujeitos (grupos), com 
vistas a determinar o efeito da droga sobre as 
latências médias dos grupos. Em seguida, foi 
utilizado o post hoc de Dunnet. 

Para a análise das falhas, foi realizado o 
teste de Kruskal-Wallis.

Resultados

A Figura 1 mostra as latências médias 
± erro padrão de cada grupo ao longo das 
tentativas. Na figura, quando se compara a 
primeira tentativa com as últimas, percebe-
-se que houve um aumento nos valores 
das latências em todos os grupos, sendo o 
grupo com concentração de 0,006 mg/ml 
o que apresentou os menores valores nas 
primeiras latências.

A ANOVA de dois fatores (tentativa 
e grupo) mostrou diferença estatisticamen-
te significativa na latência entre as tenta-
tivas [F

(6,182)
 = 4,687, p = 0,001] e entre 

os grupos [F
(3,182)

 = 3,915, p = 0,010], não 
havendo interação entre os dois fatores 
[F(18,182) = 0,572, p = 0,916]. O teste de 
Dunnet mostrou que houve diferença entre 
as tentativas 1 × 6 e 1 × 7 e entre o grupo 
controle e o grupo de concentração 0, 006 
mg/ml. 

A Figura 2 mostra as médias das tentati-
vas falhas (latência = 180 s) de cada grupo; 

Figura 1. Latências (média ± erro padrão) do grupo controle e dos grupos tratados com clonazepam no teste de esquiva 
inibitória ao longo das tentativas. Houve diferenças significativas entre o grupo controle e o grupo com a concentração 
de 0,006 mg/ml e entre as tentativas 1 e 6 e 1 e 7. O asterisco indica as tentativas que apresentaram diferenças entre si.
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o grupo 0,006 mg/ml apresentou a menor 
média de tentativas falhas, e o grupo de con-
centração 0,003mg/ml, a maior. A análise 
realizada (teste de Kruskal-Wallis) não mos-
trou diferenças significativas entre os grupos 
quanto às tentativas falhas [H

(3)
 = 4,441 p = 

0, 220].

 Figura 2. Médias e erro padrão das tentativas falhas de cada grupo. Não houve diferenças significativas entre os grupos.

disCussão

No presente trabalho, foi utilizada uma 
droga ansiolítica, o clonazepam, a fim de ve-
rificar seus efeitos na esquiva inibitória. A 
análise estatística mostrou que houve dife-
renças significativas entre as tentativas e entre 
os grupos; o pós-teste mostrou que a diferen-
ça ocorreu entre as tentativas 1 e 6 e entre as 
tentativas 1 e 7, e entre o grupo controle e o 
Grupo 3 (0,006 mg/ml).

Os dados sugerem que não houve pre-
juízo da esquiva inibitória com as menores 
concentrações; a diferença entre as tentativas 
indica que, embora sob efeito de uma droga 
ansiolítica, o valor aversivo do compartimen-

to branco foi preservado, evidenciado pelos 
maiores valores da latência nas últimas tenta-
tivas, ou seja, o animal demorou mais tempo, 
ao longo das tentativas, para sair do compar-
timento preto. Esse fato pode ser explicado 
pelo efeito da aprendizagem, pois, embora a 
tendência a se esquivar de ambientes claros 

possa possuir um componente inato, a apren-
dizagem de esquiva de um ambiente específi-
co só ocorre quando da exposição do sujeito 
a este, tendo como consequência o aumento 
da latência de travessia para esse ambiente 
(Medalha, Coelho, & Mattioli, 2000).

A diferença entre o grupo controle e o 
grupo exposto à concentração 0,006 mg/ml 
sugere o efeito ansiolítico deste último em 
relação ao controle, o que pode ser observa-
do pelas menores latências de travessia para 
o compartimento branco no grupo exposto 
à maior concentração de clonazepam, fato 
que sugere que, com essa droga, nesse mo-
delo, o efeito ansiolítico é alcançado com 
a maior concentração. Faganello e Mattioli 
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(2007) realizaram um estudo com o modelo 
de esquiva inibitória, com peixes-dourados, 
no qual uma das drogas utilizadas foi o diaze-
pam, também um benzodiazepínico. Em tal 
estudo, foi feito o teste do efeito da droga 
sobre componentes locomotores do animal e 
foi obtido que o diazepam não alterou a ati-
vidade locomotora do animal em tal modelo. 
Portanto, tal como o diazepam, o clonazepam 
não deve interferir na atividade locomotora 
do animal a ponto de considerarmos as me-
nores latências de entrada no compartimento 
branco como, simplesmente, uma melhora na 
locomoção.

Esses dados assemelham-se a estudos que 
investigaram os efeitos de benzodiazepínicos 
na esquiva inibitória em camundongos, em 
que foi relatado que a administração de ben-
zodiazepínicos prejudicou a tarefa de esquiva 
inibitória com o animal, exibindo significati-
vamente menos tempo para entrar no com-
partimento no qual sua resposta foi punida 
(Nabeshima, Tohyama, Ichihara, & Kameya-
ma, 1990; Voigt & Morgenstern, 1992).

Os animais que receberam a concentra-
ção de 0,003 mg/ml apresentaram maiores 
latências nas tentativas 6 e 7 e maior número 
de tentativas falhas. Diante de tais resultados, 
acreditamos que tenha acontecido um fenô-
meno denominado hormese, de acordo com 
o qual uma droga, em determinada concen-
tração, não só não produz o efeito esperado 
como produz um efeito paradoxal (Calabre-
se, 2004). Assim, com tal concentração, pode 
ter ocorrido tal efeito paradoxal com facilita-
ção da aprendizagem, e não de prejuízo.

Em relação às tentativas falhas, a menor 
média foi exibida pelo grupo que recebeu 
a maior concentração (0,006 mg/ml), e a 
maior média, pelo grupo que recebeu con-

centração intermediária (0,003 mg/ml); po-
rém, não houve diferenças significativas entre 
os grupos quanto às falhas, o que mostra que 
o clonazepam não alterou o número de fa-
lhas entre os grupos. Portanto, embora não 
se tenham obtido diferenças significativas en-
tre os grupos em relação às tentativas falhas, 
esses dados das falhas corroboram o que foi 
mencionado, que o efeito ansiolítico, com 
essa droga, nesse modelo e com a espécie 
utilizada, é alcançado somente com a maior 
concentração administrada. 

Assim, podemos concluir, a partir de nos-
sos dados, que o clonazepam mostrou efei-
to ansiolítico, em relação ao controle, com a 
maior concentração aqui administrada, evi-
denciado pelas menores latências no grupo 
que a recebeu. Porém, o aumento nos valores 
das latências ao longo das tentativas mesmo 
no grupo em que foi observado o efeito an-
siolítico sugere que, embora o animal que 
recebeu maior concentração de clonazepam 
tenha se exposto mais ao ambiente claro, tal 
fato não suprimiu completamente sua aver-
são natural por esse ambiente.
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