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RESUMO

Ha inlmeras hip6teses para explicar o fendmeno de toleréncia de primeira
passagem no labirinto em cruz devado e dgumas delas 50 reladonadas ao
aprendizado e memodria, logo, a reducdo do tempo de primeira passsgem para 1
minuto ou a alministrac&® de drogas amnésicas antes da primeira passagem previne
a perda do efeito ansiolitico na segunda passagem. Entretanto, a administracéd de
drogas pré-treinamento pode induzir o erro e nenhum estudo utili zou-se de drogas
gue melhorem a memdria. Deste modo, o adbjetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da afetamina (1.0-3.0 mg/kg) ou pentilenotetrazol (30.0 mg/kg) sobre o
efeito do diazgpam (2.5 mg/kg) na segunda passagem do labirinto em cruz devado,
em camundongos expostos a uma primeira passagem com tempo de 1 minuto.
Camundongos foram submetidos a uma primeira passagem de 1 minuto ao labirinto
em cruz devado retirados e tratados imediatamente com sdlina, anfetamina ou
pentilenotetrazol, e 48 horas depois, passram uma segunda vez pelo labirinto em
cruz devado. Os animais foram tratados com salina ou dazepam 30 minutos antes
da segunda passagem. Os resultados mostraram que sadina e afetamina 1.0 mg/kg
pos-primeira passagem ndo induziram tolerancia de primeira passagem. Entretanto,
anfetamina 2.0 e 3.0 mg/kg e pentilenotetrazol 30 mg/kg induziram a tolerancia de
primeira passagem, mesmo com a diminui¢cé de tempo da primeira passagem para
1 minuto.Além dis®, os dados ndo sdo devidos a exposicéo de um novo ambiente
na primeira passagem ou a0 tratamento da anfetamina, pois, canundongos expostos
a caxa de locomocao na primeira sessfo e imediatamente g0s tratados com
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anfetamina mostraram efeito ansiolitico do diazgpam no labirinto em cruz devado
48 horas depois. Resumindo, os dados suportam a hipétese de que amemodria esta
envolvida na perda de deito ansiolitico do diazgpam na segunda passagem pelo

labirinto em cruz devado.

Palavras-chaves. anfetamina, ansiedade, pentilenotetrazol, labirinto em cruz

elevado, diazgpam, memodria, aprendizado.
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ABSTRACT

There is several hypotheses to explain one-trial tolerance on the elevated plus-maze
and some of them are related to learning and memory, so the reduction of trial 1 duration to
1-min or amnesic drugs administration prior trial 1 prevents the lack of anxiolytic effect on
trial 2. However, pre-training drug administration may be miseading and no study
employed memory-enhancing drugs. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
effect of amphetamine (1.0-3.0 mg/kg) or pentylenetetrazol (30.0 mg/kg) on the effect of
diazepam (2.5 mg/kg) on elevated plus-maze trial 2 of mice exposed to 1-min length trial 1.
Mice were submitted to 1-min trial 1 on elevated plus-maze, followed immediately by drug
treatment (saline, amphetamine, or pentylenetetrazol) and after 48 h to elevated plus-maze
trial 2. Animals were treated with saline or diazepam 30-min before trial 2. The results
showed that post-trial 1 saline and amphetamine 1.0 mg/kg did not induce one-trial
tolerance. On the other hand, amphetamine 2.0 and 3.0 mg/kg and pentylenetetrazol 30
mg/kg induced one-trial tolerance even with 1-min trial 1 length. Furthermore, these data
were not due to novelty exposure on trial 1 or amphetamine treatment so mice exposed to
activity chamber, immediately followed by amphetamine treatment, showed an anxiolytic
effect of diazepam on elevated plus-maze 48 after. At whole these data supports the
hypothesis that memory is involved in the lack of anxiolytic effect on elevated plus-maze

trial 2.

Key-words. anxiety, pentylenetetrazol, plus-maze, diazepam, memory, learning



1LINTRODUCAO

A ansiedade € uma anocéd namal, universal do ser humano. Pode ser
benéfica, pois condwz uma mobilizac® e preparo para melhor enfrentar situagdes.
Torna-se patologica quando muito intensa ou desproparcional ao estimulo que a
originoy, ou quando surge sem que hagja um motivo para is© (Louza Neto, 1999.
No estudo ch psicobil ogia da ansiedade os modelos animais s0 extremamente Uteis,
auxiliando ra compreensdo da sua fisiopatologia etratamento. Um dos modelos é o
labirinto em cruz devado, que inicialmente foi criado para ratos por Pellow e
colaboradores (1985 e que foi adaptado para canundorgos por Lister (1987). No
labirinto em cruz devado € posdve verificar o grau de “ansiedade” do animal, que é
corrobaado pela verificag® de um grande nimero de drogas ansioliticas
(diazepam, clordiazgp6xido), que diviam a ansiedade no hanem e pareceter efeito
semelhante nos ratos e canundorgos neste modelo animal.

Foi observado que ratos e canundorgos ndo tratados com drogas e
submetidos a uma primeira passagem pelo labirinto em cruz devado, apresentavam
uma aiséncia do efeito das drogas ansioliticas em uma posterior passagem,
fendbmeno gle recébeu o name de one trial tolerance ou tolerancia de primeira
passagem. Existem vérias hipdteses para explicar ese fendmeno, uma delas é que o
aprendizado olido rma primeira passagem levaria auma dteracd® docomportamento
na segunda passagem (Frussx-Filho e Ribeiro, 2002 Bertoglio e Carobrez, 2002k

Dawson et al, 1994 Rodgers e Shepherd, 1993 File, 199Q Lister, 1987. Nesta



linha 0 tempo seria uma variadvel para o estabeledmento deste grendizado, pois €
observado qle aredugcédp de tempo ra primeira passagem reverte o fendmeno e
toleréncia de primeira passasgem e que adiminuicd no tempo e eploracd®d do
labirinto em cruz devado resultaria en menor tempo para obtencdo de informagdes
sobre 0 ambiente na primeira passagem, havendo um prejuizo no aprendizado (Dal-
Cdl et al., 2003. Baseando-se niso a hipdtese da presente dissertacé® seria que a
utilizac® de drogas mnésicas faria cm que ocorresse o fendmeno ck toleréncia de
primeira passagem, mesmo com a diminuigcd de tempo da primeira passagem no
labirinto em cruz devado. Para isto foram utilizadas duas drogas teoricamente
mnésicas em animais, a anfetamina e o pentilenotetrazol (Janak e Martinez, 1992
Castellano, 1974 Krivanek, 1971, Krivanek e McGaugh, 1968.

O objetivo dotrabalho é verificar se estas drogas tém a cgaddade de faze
com que ocorra o regparedmento do fendmeno de toleréncia de primeira passasgem
mesmo com a diminui¢éo de tempo ke exposicd dos animais no labirinto em cruz
elevado ma sua primeira passagem pelo aparato. A verificac® dos resultados pode
gjudar a entender a importancia do aprendizado e da meméria no fendmeno e

toleréncia de primeira passagem.

1.1. ANSIEDADE

A ansiedade €uma amocdo semelhante & medo, porém, enquanto no medo

ha uma ameacadefinida, na ansiedade, a fonte do perigo é incerta ou desconhedda.



A ansiedade manifestase en diferentes plancs. psicolégico, fisioldgico e
comportamental (Gradf, 1997). A ansiedade éuma vivéncia comum de virtualmente
qualquer ser humano. A sensacd® se caaderiza por um sentimento dfuso,
desagradavel, e vago de areensdo, freqlentemente, acompanhado pa sintomas
autonémicos, como cefaléia, perspiracd®, papitagdes, aperto no peito e leve
desconforto abdaminal. A constelac@® particular de sintomas presentes durante a
ansiedade tende avariar entre & pesas. A ansiedade éuma resposta auma aneaca
desconhedda, interna, vaga ou e origem conflitucsa. A ansiedade quando
considerada simplesmente como um sina de derta, pode ser encaada como uma
emocdo semelhante a medo, podendo peparar o individuo para tomar medidas
necessrias, para evitar a aneacaou, pelo menos, atenuar suas consequéncias
(Kaplan et al, 1997).

A Organizac® Munda de Salde na sua dédma daicd da Clasdficac®
Estatistica elnternadonal de Doencas e Problemas Reladonados a Saide (CID-10)
agrupa os seguintes transtornos de ansiedade: Agorafobia, Fobias ciais, Fobias
espedficas, Transtorno de panico, Ansiedade generalizada, Transtorno misto
ansioso e depressvo, Transtorno olsessvo-compulsivo e Rea@es ao “stress’ grave
e transtorno ce aaptacé@ (World Hedth Organizaion, 1992.

Ja o Manual Diagnastico e Estatistico de Transtornas Mentais da Associaca®
Norte-Americana de Psiquiatria, na sua quarta versao, (DSM-1V), classfica os
transtornos de ansiedade nos seguintes tipos. Transtorno ce panico sem agorafobia,

Transtorno ce panico com agorafobia, Fobia espedfica Fobia Social, Transtorno



obsessvo-compulsivo, Transtorno ce Estrese poés-traumético, Transtorno e
estrese gudo, Transtorno e ansiedade generalizada, Transtorno de ansiedade
devido a uma ondc¢éd médica gera, Transtorno e ansiedade devido a uma
substancia eTranstorno ce ansiedade sem outra espedficac@® (American Psychiatric
Asciation, 1994).

Pode-se ancluir que os chamados transtornos de ansiedade sGo um conjunto
de transtornos heterogéneos, com quadros clinicos e tratamentos diferentes, assm
como os diferentes modelos animais de ansiedade a&ordam diferentes transtornos de

ansiedade.

1.2.MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

Modelos animais s80 usados em pesquisas de ansiedade por dois principais
motivos. para averificac® de novos agentes terapéuticos, e wmo simulador para
fadlitar o entendimento dos mecanismos psicobiologicos envolvidos na génese e
tratamento da ansiedade.

Um modelo anima de ansiedade deve ter validade preditiva, mas também
validade de face evalidade de construto. Validade preditiva se refere asensibili dade
do modelo em recnhece ansioliticos, mas ndo outros tipos de agentes. Validade de
face implica que o modelo prodwz rea@es como 0 medo em animais e que Sao

analogas a0 comportamento de ansiedade observada en humanos. Validade de



construto é mais dificil, pois implicahomologia, ou corresponcéncia direta, entre o
modelo animal e a ©nd¢do sendo modelada (Rodgers e Cole, 1994).

Os modelos podem ser divididos em duas grandes caegorias. modelos
animais de ansiedade de respaostas ndo-condcionadas e de respaostas condcionadas.
Os modelos condcionados s0 aqueles que requerem treinamento dcs animais,
privacd de gua ou comida, ou wso de dhoqe détrico como estimulo aversivo. Os
modelos ndo condcionados 0 aqueles baseados em comportamentos esportaneos,
apresentando ato grau de validade dologica Os modelos ndo condcionados
(esporténeos) geralmente tém maiores valores de validade ewldgicos, sdo menacs
susceiveis a fatores de interferéncia como aprendizado/memoria, fome/sede ou
mecani Smos Noci ceptivos.

Os modelos mais utili zados so:

« De respostas ndo condcionadas. baterias de testes de
defesa/ansiedade, labirinto em cruz devado, exploragd® livre,
holeboard, ameacahumana-primatas, exploracé claro-escuro, campo
aberto, interacé@® social, vocdizac® utra-sonica de filhotes de ratos,
enterrar objetos ndo condcionado e neofobia.

« De respostas condcionadas. esquiva diva/passva, resposta
emocional condcionada, aversio condcionada a sabor, testes de
conflito, enterrar objetos condcionados, estimulac® de matéria
cinzenta periaquedutal dorsal, teste das quatro placa e vocdizac®

ultra-sdnicade ratos adultos (Rodgers et al, 1997).



1.3.LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Montgomery observou qLe ratos consistentemente mostravam altos niveis de
exploracd® pelos brags fechados mais do gle nos bragos abertos, e quando ¢k
frente para uma escolha entre os bragos no labirinto em Y elevado (plataforma de
saida, um brag aberto e um brag fedchado), preferiam consistentemente o brag
fechado, o que foi interpretado como indicaivo de que o brago aberto causa um
nivel maior de medo do qe o brag fedhado (Gradf et al, 2000. Baseando-se
nessas evidéncias a pesquisadora inglesa Sheila Handey criou o labirinto em cruz
elevado (Handey e Mithami, 1984. Este éconstituido ce dois bragos cercados por
paredes, colocados perpendicularmente a dois bragos abertos, estando o conjunto
elevado em relac® ao asaho (Gradf et al, 2000. O modelo foi validado em
camundorgos por Lister (1987 mostrando ser Util como teste para investigar
agentes ansioliticos e aisiogénicos, também foi validado para outras espédes:
cobaias (Rex et al, 1994, ratos <lvagens (Hendrie et al, 1994 e hamsters
(Yannielli et al, 1996.

Handey e Mithani (1984 acharam que ansioliticos (p.ex.diazepam)
aumentam a porcentagem de tempo nc bragos abertos e ataxa de entradas nos
bragos abertos enquanto ansiogénicos (p.ex.picrotoxinad) diminuem estes parametros.
Esses autores concluiram que o labirinto em cruz devado pocd fornece um modelo

vadido e comportamento de “medo-motivac®”. Pellow e wlaboradores (1985



mostraram que ratos mostram mais medo (imobhili dade, congelamento, defecaca)
nos bragos abertos — uma validacd® comportamental, e des observaram que o
confinamento ncs bragos abertos prodwz um aumento de rticosterona plasmética
significantemente maior (duas vezes) do gue o confinamento ncs bragos fedhados —
umavalidacé fisioldgica

O modelo baseia-se an um conflito entre duas caraderisticas inatas dos ratos
e canundorgos: averséo pa espags abertos e tendéncia de eplorac®d de
novidades (Fernandes e File, 1996 Handey e McBlane, 1993 Treit et al, 1993
Lister, 1987 Pellow, 1985. Animais tratados com drogas ansioliticas tendem a
aumentar o tempo nc bragos abertos, enquanto animais tratados com drogas
ansiogénicas tendem a ficar mais tempo ncs bragos fechados (Griebel et al, 200Q
Rosa et al, 2000 Holmes e Rodgers, 1999 Hogg, 1996 Dawson e Tricklebank,
1995 Rodgers e Cole, 1994 Handey e Mcblane, 1993 Lister, 1987; Pellow e File,
1986 Handey e Mithani, 1984). O modelo mais usado atualmente €0 descrito pa
Pellow e mlaboradores (1985, em que o tempo ce observacd é de dnco minutos.

As vantagens do labirinto em cruz devado sd0 numerosas. validade
ewlogica, econamia, rapidez, simplicidade, o procedimento ndo necessta
treinamento longo ou d procedimentos envolvendo o o0 de privacd® de gua e
chogue détrico (Pellow et al, 1985.

Rodgers e Cole (1997 identificaram seis estruturas fatoriais. ansiedade,
locomocéo, avaliacd® de risco, tomada de deasdo, atividade verticd e exploraca.

Os elementos comportamentais que identificam a ansiedade sdo o total de entradas,



entradas nos bragos abertos, % de entrada nos bragos abertos, % de tempo nes
bragos abertos, % de tempo nc bragos fedhadas, % de tempo noquadrado central,
retornos aos bragos fechados, % de inclinagdes da cdeca % de extensdo do corpo,
% de fargar e % de goroximaca com inclinagé protegida do corpo.

Para alocomocéo sdo elementos que identificam o total de entradas, entradas
nos bragos fedhados e totais de goroximagdes com inclinacd docorpo.

Para a aaliac® de risco sdo analisados o total de extensdo docorpo e o total
defargar.

Para atomada de dedséo é visto o retorno aos bragos fechados, limpeza %
de tempo no qadrado central e % de tempo ncs bragos fechados.

Na dividade verticd é verificado o total de entradas, entradas nos bragos
fechados, freqiéncia de levantar, durac® do levantar e limpeza Finalmente, na
explorag@® os elementos comportamentais o o total de inclinagdes da cdeca eo
total de extensdo docorpo (Rodgers e Cole, 1997).

Wall e Mesger (2001 defendem que um nodelo de genas dois fatores €
suficiente para eplicar 0 comportamento na primeira passsgem no labirinto
(numero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos).

Importante ressaltar que o critério para se caaderizar entrada ou saida dos
bragos, na maioria dos estudacs, é definido como a @wlocaca® das quatro patas nos
bragos ou no qadrado central (Rodgers e Cole, 1994).

Estudos indicam que a dura ndo € o fator chave do labirinto, sendo que o

mais importante € a &ersdo aos bragos abertos e a aiséncia de paredes nesss bragos



(Treit et al, 1993 Falter et al, 1992, o que é &plicado pelaimposshbilidade do rato
em desempenhar comportamento tigmotaxico (Cardenas et al, 2001, Treit et al,
1993.

As respostas farmawlogicas no labirinto em cruz devado podm ser
influenciadas por diversas variaveis, que podem ser clasdficadas em constitutivas
(espéde, linhagem genética idade e género) e de procedimento (condcgbes de
alojamento, manipulac@® prévia, o estrese prévio, nivel de iluminacd® duante o
teste, periodo do da an que o teste foi redizado e experiéncia prévia ab labirinto),
(Rodgers e Cole, 1994).

Os niveis de ansiedade aumentam com a idade (Frussa-Filho et al, 1992 File,
1990, existindoainda aindicac® que & fémeas S50 menas ansiosas que 0s mados
(Rodgers e Cole, 1994; Johrston e File, 1991), enquanto ouros sugerem que 0S
machos s80 menas ansiosos (Kellog et al, 1991). As variagdes circadianas levam a
mudangas no comportamento dos animais ao labirinto, sendo qwe no periodo
noturno oanimal aumenta sua exposi¢éo aos bragos abertos quando comparado com
0 grupo testado ma fase diurna (Bertoglio e Carobrez, 20023). O alojamento
individual por mais que uma semana diminu a ansiedade de canundorgos no
labirinto (Rodgers e Cole, 1994 Hilakivi et al, 1989. Varios trabalhos demonstram
que amanipulac@® prévia dos animais leva a dterac® significaiva na resposta &
diazgpam, cocana, zampride e buspirona (Andrews e File, 1993 Rogério e
Takahashi, 1992 Brett e Pratt, 1990. A exposicdo de canundorgos a um novo

ambiente previamente a teste pode reduzir os niveis de ansiedade (Rodgers e Cole,
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1994 Lister, 1987). Vérios fatores aumentam a ansiedade em ratos e canundorgos
testados no labirinto, como pa exemplo, imohbiliza¢c® (Handey e McBlane, 1993,
natacd forcada (Andredini e Bacdlar, 2000, choqe détrico (Steenberg et al,
1990, submisséo social (Rodgers e Cole, 1994), odar de animais da mesma espéde
(Rodgers e Cole, 1993 e oda de gatos (Zangross e File, 1992. O nivel de
iluminac&® em aguns trabalhos ndo mostra influéncia (Handey e McBlane, 1993
Falter et al, 1992, embora outros mostrem que 0 aumento da intensidade da luz
diminui a explorac® dos brags abertos (Benjamin et al, 1990 Lee eRodgers,

1990.

1.4.TOLERANCIA DE PRIMEIRA PASSAGEM - “ONE TRIAL

TOLERANCE”

Foi observado que canundorgos ndo tratados com drogas e submetidos a
uma primeira passagem pelo labirinto em cruz devado, apresentavam uma redugéo
do efeito ansiolitico do clordiazgp6xido em uma segunda passagem pelo labirinto
(Lister, 1987.

Ese fendmeno também foi observado pa File (1990 que usou o
clordiazepdxido em ratos e obteve deito ansiolitico na primeira passagem pelo
labirinto, porém em uma segunda passagem, em que também foram tratados com
clordiazepdxido, esses animais ndo dferiram do grupo controle. Este fendmeno e

toleréncia de primeira passsgem (TPP) foi dependente de uma primeira experiéncia
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no labirinto. Também foi observado que o fendmeno dependeria da ac®d do
clordiazepdxido nas receptores benzodiazepinicos na segunda passgem, ja que a
administrac@® de dordiazgpdxido com o flumazenil (antagonista benzodiazepinico)
na segunda passagem reverteu a tolerancia de primeira passasgem (File, 1990.
Entretanto, posteriormente observou-se que este fenOmeno ccorreria mesmo com
animais tratados com salina ou veiculo ou mesmo sem tratamento na primeira
passagem (Dal-Col et al, 2003 Frussa-Filho e Ribeiro, 2002 File, 199Cy; Lister,
1987. O fenOmeno ck tolerancia de primeira passagem persiste mesmo passados
duas $manas, sugerindo a eisténcia de um tipo e gorendizagem que faz om que
ocorra amudanga observada na segunda passagem.

O fenbmeno réo ocorre quando atas doses de dordiazgpoxido sdo
administradas, sugerindo que um provavel efeito amnésico deste benzodiazepinico
blogueaia o desenvolvimento da TPP (File et al, 1990. Entretanto a raz&® para a
reversdo datolerancia de primeira passagem observada neste estudo p&sa ser outra,
como propasto pa Cruz-Moraes e mlaboradores (2002, que sugerem ndo haver
uma mudanca na aquisicdo de gorendizado, mas $m uma mudanca emocional entre
aprimeira e asegunda passagem no labirinto.

Reforgando a hipdtese de gorendizado e memoéria, ainibicéo reversivel (pela
administrac@® de lidocaina) da anigdala basolateral logo ap6s a primeira passagem
ou do hpotdlamo lateral imediatamente aites da segunda passagem previnem o
desenvolvimento da TPP, provavelmente pelo prejuizo da cnsolidacéd (amigdala)

ou retencdo (hipotdlamo) da meméria (File et al, 1999 File et al, 1998. A



12

administracd@® de escopdamina antes da primeira passagem apresenta resultados
contraditorios, prevenindo (Bertoglio e Carobrez, 2004 ou réo (Calvazaa et d,
20095 aTPP.

A diferenca ocorrida no comportamento dcs animais na primeira e na
segunda passagem pocde ser devida a um estado qualitativamente diferente de
“ansiedade-meda’, diferenca que serd refletida pela menor acd® ansiolitica do
diazgpam na segunda passagem no labirinto (File et al, 1993. Entretanto, is0 sO
ocorre quando otempo de primeira passasgem € pequeno (5 minutos), pois £ 0
tempo e primeira passagem € maior (10 minutos), ocorre a dicada ansioliticado
diazegpam (File et a, 1992 Almeida et al, 1991, Critchley e Handley, 1987). Estes
dados sugerem que en uma primeira passsgem curta (5 minutos) no labirinto os
animais adqurem uma fobia epedfica que é relativamente resistente aos
benzodiazepinicos (Bertoglio e Carobrez, 2002 Fruss-Filho e Ribeiro, 2002
Dawson et al, 1994 Rodgers e Shepherd, 1993 File, 1993 File et al, 1990. Com
uma longa exposicdo ao labirinto em cruz devado esta forma de medo se extingue
(File et al, 1993, corrobaando s achados na dinica, aonde os benzodiazepinicos
sd0 powo eficazes nos casos de fobia epedfica e o tratamento mais eficaz
disponivel atualmente é aterapia dravés da exposicéo gradual ao agente causador
do medo (Knapp et al, 2004). Contrario a hipdtese de que adiminuicéo da expasicéo
aos bragos abertos no labirinto em cruz devado em animais pré-expostos sria
devido a uma posdvel tolerdncia as efeitos dos benzodiazepinicos, Dawnson e

colaboradores (1994 obtiveram resultados diferentes com are-exposicéo de ratos ao
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labirinto, pois os animais tratados com clordiazgp6xido, apesar de diminuirem o
tempo e expaosicéo ncs bragos abertos na segunda passagem em relacd® a primeira,
apresentaram significaivo aumento de tempo nce brags abertos quando
comparados com 0s ratos pré-expostos e tratados com veiculo. Mais ainda, os
animais tratados com veiculo apresentaram diminuicéo de tempo nas bragos abertos
e nadistancia total percorrida no labirinto, sugerindo uma habituag@ daos animais ao
aparato (Dawnson et al, 1994. O fenbmeno e mmportamento de habituac® a
explorac@® é definido como uma reducéo da resposta a um novo ambiente @mMoO
consegiéncia de uma repetida exposicédo (Dawnson et al, 1994 Platel e Porsolt,
1982. Essa hipdtese € parcialmente corrobarada por experimentos que diminam o
efeito de tolerancia de primeira passagem pela introdugd de uma nova Situacé@ oe
conflito na segunda passagem (Santos, 2003 Pereira et al, 1999. O fendbmeno ce
toleréncia de primeira passagem nao depende de uma experiénciainicial nos brags
abertos, pois ® verificou que ratos que passaram previamente pelo labirinto
tradicional e en um labirinto apenas com brags fechados apresentaram o
fenOmeno, enquanto 0s que passram previamente por um labirinto compasto
apenas por bragos abertos ndo apresentaram a toleréncia a clordiazgpdxido (Fruss-
Filho e Ribeiro, 2002. Isto contrariaria ahipdtese de que o fendmeno sgja devido a
aguisicdo de uma evitacd® fobica as bragos abertos, indicando que na primeira
exposicd o animal explora o aparato para verificar qual o brago mais fguro para
ficar, sendovisto que o animal no imeiro minuto explora de formaigual os bragos

abertos e fechados, e que g06s 0 segundo minuto o0 animal vai aumentando a
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preferéncia aos bragos fechados. Em uma segunda passagem o animal renheceia
gque os bragos fedhados sriam mais fguros e ndo haveria raz&® para entrar no
naturalmente aversivo brago aberto (Fruss-Filho e Ribeiro, 2002. Entretanto ouros
estudos v8o em direcd contréria, observando que seria fundamental para TPP a
experiéncia prévia no krag aberto (File et al, 1990. J& para Bertoglio e Carobrez
(20024a) nem o confinamento no lrag fedhado ou lvago aberto séo suficientes para
induwdo da TPP, sendo recessirios a experiéncia prévia com todo olabirinto para a
perda do efeito ansiolitico na segunda passagem.

Embora dguns estudcs indiquem que a TPP ndo dependa do tratamento
prévio ma primeira passagem (excelo drogas amnésicas), Escarabajal et a (2003
verificaram que atoleranca de primeira passagem nado foi observada cm o uso de
clordiazepdéxido ou bupirona, trinta minutos antes do animal ser tratado com
clordiazgp6xido ma segunda passagem. O oposto ocorre @m ratos tratados com
veiculo na primeira passagem e dordiazgpoxido na segunda, mostrando a influéncia
da droga utilizada na primeira passagem, achado qie pode ser devido ao efeito
sedativo da droga interferindo no pocesso de grendizagem ndo gerando um estado
fobico (Escarabgjal et al, 2003. Outra posshbili dade poderia ser que dois procesos
diferentes reladonados a obtencéd de informac&® sobre o labirinto na primeira
passagem: o clordiazgpoxido podria estar indwindo un efeito amnésico, apesar da
dose baixa, e a buspirona, por reduzir a locomogéo, reduziria a obtencéo de
informacd. De qualquer modo, este resultado é dificil de concili ar totalmente com

os dados da literatura.
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A introduwcéd de um novo corflito, através de um aumento da aversdo pelo
bragp fechado m primera passgem, reinstala o efeito ansiolitico do
clordiazepdxido ma segunda passagem (Pereira et al, 1999. Nesta linha, Santos
(2003 observou ge om a introdugd Oe um novo oljeto no bag aberto na
segundha passagem no LCE, permite-se adetecc® doefeito ansiolitico do dazepam.

O tempo bk exposicdo na primeira passagem € fator importante para o efeito
ansiolitico do midazolam na segunda passagem, visto que animais aibmetidos a um
minuto de eposicdo ma primeira passagem apresentaram efeito ansiolitico ao
midazolam na segunda passsgem (Dal-Cal et a., 2003). Este deito dminuiu no
grupo submetido a dois minutos de primeira passagem e foi ausente no grupo
submetido a dnco minutos de primeira exposicén. Estes dados sigerem que o
aprendizado emocional poce ser enfragueddo pela redugcd do tempo para
exploragédo duante a primeira passagem, sem haver uma habituagc&® |locomotora,
visto que o nimero de etradas nos bragos fedhados manteve-se inaterado em
ambas passagens (Dal-Cdl et al, 2003. Contrariando a hipdtese, a diminuicédo do
tempo e primeira passagem reverteria aTPP, por ocorrer um menor tempo para o
aprendizado, Cavazaa et al (2009 nd observou efeito ansiolitico do
clordiazepdxido mesmo com a redugéo da primeira passasgem para 1 minuto.
Entretanto este atado podria ser explicado pa diferencas nos procedimentos
experimentais empregados em relacd a Dal-Cdl et al. (2003, como pa exemplo, o

emprego de canundorgos, que de um modo geral apresentam maior variabili dade
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comportamental, ao invés de ratos, o gue dificultaria a detecc@®d de deitos
estati sticamente significaivos.

A fenelzina, um inibidor da mono-aminoxidase, e afluoxetina, um inibidor
seletivo da recgtacd® de serotonina, ndo apresentaram efeitos claros no
comportamento de canundorgos que passaram pela primeira vez no labirinto, mas
indwziu aumento dcse-dependente de ansiedade an camundorgos que ja haviam
passado pelo aparato (Holmes e Rodgers, 2003. Os efeitos ansiogénicos do agonista
inverso do receptor benzodiazepinico N-metil-B-carbolina-3-carboxamida  foi
abdido pa um primeiro teste, sugerindo uma dterac@® na funcd do receptor
benzodiazginico GABA com a experiéncia no labirinto. Entretanto, o antagonista
do receptor benzodiazepinico flumazenil ndo prodwziu nenhum efeito. Estes dados
sugerem uma forma qualitativamente diferente de axsiedade entre aprimeira e a
segundh passagem, podendo servir como um modelo para estudar 0s mecaiismos
cerebrais basicos nos diferentes estados de ansiedade e seus tratamentos (Holmes e

Rodgers, 2003.

1.5.ANFETAMINA

A anfetamina, B-fenili sopropilamina racémica posaii agd estimulante sobre
0 SNC, adém de ades a ¢ B periféricas comuns as drogas smpaticomiméticas de
acd indireta. A anfetamina dua liberando monaaminas das terminagdes snapticas,

principalmente noradrenalina e dopamina, mas também de serotonina quando em
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grandes doses, posalindo também acé simpaticomimética periférica (elevacd da
pressio sanguinea e inibicdo da motilidade gastrointestinal). Também inibe a
recgtac@® de dopamina enoradrenalina e &erce um blogueio sobre a @izima MAO
(momo-aminooxdase). O modo e ac® da arfetamina na liberac® de moncaminas
ocorre aravés da sua cgptac® ma terminacd® nervosa dravés do careador de
monacamina (captacd 1), penetrando ras vesiculas snépticas através do carreador
de monaamina vesicular, em troca de noradrenaina, que se aammula no citosol.
Parte da noradrenalina édegradada pela monaamina oxidase naterminacé nervosa,
enguanto oura ecaga, em troca da afetamina daravés do careaor de
noradrenalina, atuando sobre o0s recetores pds-sindpticos. A anfetamina também
diminui a recgtacd® de noradrenalina aravés do carreador, potencializando, assm,
a ac® danoradrenalinaliberada (Gilman et al, 1991).

Em experiéncias com animais a anfetamina caisa ayumento doestado cke derta
e da dividade locomotora, aumento doreconhedmento e também da agressvidade.
Com 0 uso de grandes doses de anfetamina ocorrem comportamentos estereotipados,
gue consiste an agdes repetidas, tais como lamber, roer, levantar nas patas traseiras
ou movimentos repetidos de cdeca edos membros sm objetivo adaptativo. Estes
efeitos comportamentais s0 evidentemente prodwidos pela liberac®d oe
cademlaminas no céebro, pois o prétratamento com reserpina, que depleta
noradrenalina e dopamina, abode o efeito da anfetamina, assm como o pé
tratamento com afa-metiltirosina, um inibidor da biosdntese das catemlaminas

(Rang et al, 2003.
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Em seres humanaos, a anfetamina provoca asforia ereduz afadiga, tanto fisica
guanto mental. A anfetamina pode levar a um quadro de ducinagdes, acompanhadas
de sintomas parandides e mmportamento agressvo chamado psicose anfetaminica
Pode anda gresentar tolerancia elevar a dependéncia. Em animais experimentais,
que tem aces® ilimitado a anfetamina, pode ocorrer a aito-administrac® de
guantidades téo grandes que acaretam a morte por efeitos cardiovasculares dentro
de dias (Gilman et al, 1997).

A anfetamina é prontamente &sorvida pelo sistema gastrointestinal,
penetrando livremente na barreira hematoencefdlica, excretada principalmente de
forma inalterada na urina. A meia-vida plasmaticavariade 5 a 20-30 haas, sendoa
média 12 haas. E usada dinicamente no tratamento do transtorno de déficit de
atencéo e hiperatividade, na narcolepsia e ®mo supresor de getite, apesar desta
dltima indicac® ser contra-indicada pelos riscos que caisam aos padentes (Rang et
al, 2003.

Em modelos de memédria aadministrac@® de anfetamina imediatamente no
pés-treino acareta uma melhora do desempenho ra sessio teste no modelo de

habituacé (Platel e Porsolt, 1982).

1.6. PENTILENOTETRAZOL

Atualmente o pentilenatetrazol ndo tem uso clinico, mas posali atividade

convulsivante an animais experimentais, fornecendo un nodelo Wil para a
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testagem de farmaaos antiepil éticos (Rang et al, 2003. O seu mecanismo de ac®
ainda ndo é bem entendido, porém aaedita-se que aue mo antagonista do
recegtor GABA-A, porém em um locd distinto do GABA, ocluindo o fluxo e
cloreto através do canal (Nestler et al, 2007).

A administrac® pds-treino do PTZ pode acaretar tanto melhora @mo
prejuizo do desempenho ra sessio teste, dependendo ch dose empregada. Doses
subconvulsivantes apresentam efeito fadlitatorio, enquanto doses convulsivantes

diminuem o desempenho (Krivanek, 1971 Krivanek e McGaugh, 1967).

1.7. DIAZEPAM

O diazgpam potencializa o efeito inibitério do &ddo gama-amino-butirico
(GABA), moduando a dividade dos receptores GABA-A por meio de sua ligagcé
com seu sitio espedfico (receptor benzodiazepinico ou dnega). Essa ligac® dtera a
conformacd® deses receptores, aumentando a dinidade do GABA com seus
proprios receptores e afrequéncia da aertura dos canais de doreto, provocando
hiperpdarizac® da cédula. O resultado dessa hiperpdarizac® é um aumento da
acd gabaégicainibitoria do sistema nervoso central (Cordioli et al, 2000.

O diazgpam tem efeito ansiolitico, sedativo, relaxante muscular, amnésico e
anticonvulsivante. Pode produzir dependéncia. Usado ncs casos de ansiedade aguda
e asiedade antedpatoria, transtorno de ansiedade generali zada, insdnia, transtornos

de gustamento com ansiedade, delirium tremens, estado ce mal epil ético, sindrome
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de abstinéncia a dlcod e en procedimentos de endascopia. Posaui absorcéo rapida,
sendo completamente &sorvido através do trato gastrointestinal. No figado é
biotransformado pa rea@es oxidativas, prodwzindo alguns metabdlit os ativos, como
0 nadiazepam. E atamente liposollvel e seus metabdlitos ligam-se intensamente
as proteinas plasméticas (99%). Apds atingir a drculac® sistémica, devido a sua
fadlidade em atravessar a barreira hematoencefdlica, concentra-se an grande parte
do céebro. Posteriormente, tem inicio a fase de redistribuicéo da droga para teddos
mais perfunddos, como musculos e teddo adiposos. A curva do tempo ca
concentrac® plasmética do dazepam € bifasica uma fase de distribuicéo inicia
rapida e intensa, com uma meiavida que pode dcegar a trés horas, e uma fase
termina prolongada (meia-vida de 20-80 haas). O diazgpam e seus metabdlitos 0
eliminados, principalmente, pela urina, sob a forma livre ou predominantemente
conjugada. Suameia-vida de diminacé® € de 20-90 haas (Cordioli et al, 2000.

No labirinto em cruz devado acareta um aumento da % de tempo e/ou ke
entradas nos bragos abertos, sem dterar a dividade locomotora (Dalvi e Rodgers,

1996 Treit, Menard e Royan, 1993 Pellow et al, 1985 Handey e Mithani, 1984).

1.8.MEMORIA

A meméria é0 proces através do qual o conhedmento € mdificado, retido

e, posteriormente, recuperado. Ha vérios tipos diferentes de retencdo de memoria e

certas regides do encéalo sdo muito mais importantes para dguns tipos de retencéo
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gue outros. O lobo temporal € parte importante para a memodria, o que foi
evidenciado em meados de 195Q a partir de estudos de paaentes que haviam sido
submetidos a remocéo hilateral do hpocampo e regides vizinhas no lobo temporal,
como tratamento de eilepsia. Estes padentes apresentaram importantes déficits de
memoria (Kandel, 2000.

A informac@® inconsciente de @wmo redizar alguma @isa se denomina
memoria implicita (ou réo-dedarativa), como pa exemplo as habili dades motoras.
A memoéria explicita (ou dedarativa) € recmrdada por um esforco consciente,
deliberado, esta é etremamente flexivel e envolve a aciacd® de varios pedaqos e
pecas de informac@, como pa exemplo, avaliacd de dgo (Kandel, 2000.

O conhedmento retido como memoria eplicita € iniciamente alqurido
através do processamento em um ou mais dos trés cortices asociativos polimodais
(pré-frontal, sistema limbico e regido parieto-ocdpito-temporal) que sintetizam a
informacd visual, auditiva esomética Dessas &reas a informac® € condwida em
sequéncia para os cortices parahipocampal e perirrinal, para o cortex entorrinal, o
giro denteado, o hipocampo, o subiculo e, finalmente, de volta a cortex entorrinal.
Deste, ainformac é eniada de volta para os cortices parahipocampal e perirrinal e
finamente para & areas asciativas polimodais do neocdrtex. No processamento da
infformacd para aretengcé da memoria explicita, o cortex entorrina tem fungéo
dupa. Primeiro, ele € aprincipal fonte de deréncias para o hipocampo. O cortex

entorrinal projeta-se para o giro denteado através da via perfurante e @ravés dessa
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via informagdes polimodais essenciais provindas dos cortices asociativos atingem o
hipocampo. Segundq o cortex entorrinal € também a saida principal do hipocampo.
A meméria explicita éresultado de pelo menos quatro tipos de processamento
distintos, mas reladonados entre si: codificac®, consolidac®, retencéo e acs. A
codificac® refere-se as process pelos quais novas informagdes aprendidas 80
tratadas e processadas quando encontradas pela primeiravez A consolidacé refere-
se gueles procesos que dteram ainformacé recan-retida eainda [8bil, de modoa
torna-la mais estavel para aretencéd de longo prazo, esta ewolve a &pressio de
genes e asintese de novas proteinas. A retencéo refere-se @ mecaiismo e locas
once amemaria éretida a longo dotempo. O acesD refere-se aqueles procesos
que permitem a lembranca eo uso das informagdes retidas. A memaria implicita
envolve o ceaebelo e a anigdala e quaisquer sistemas nsOrios e motores
espedficos que forem reautados para que & tarefas sjam aprendidas (Kandel,

2000).

1.9.GABA E MEMORIA

Consideraveis evidéncias tém demonstrado o envolvimento do receptor
GABA A no pocesd de memodria Compostos que aimentam a ac@d do GABA,
como os benzodiazepinicos, enfraguecem o proceso de memoéria. O contrério,
compostos que reduzem a ac® do GABA, como o pentil enctetrazol ou a picrotoxina

aumentam 0 proces de memdria. Todas esss agdes parecan se focar



23

principalmente no poces® ce auisicdo da grendizagem. O receptor GABA A
poce ser o locd de uma posdvel corrente entre um estado petologico (epilepsia) e
funcbes normais (ansiedade normal e grendizado). Em individucss normais o
proceso hama de memdria ewvolve um moderado rivel de ansiedade (Chapouthier
e Venault, 2009).

Baixas doses de badofen (agonista GABA-B) aumentam a performance de
memoria, embora, atas doses a prejudicam (Levin et al, 2004. Nesta linha,
Zarrindast et al (2004 demonstraram que a aministracd® do agonista do receptor
GABA, badofen (GABA-B) e muscimol (GABA-A) reduziram a retencéo ca
memoria @m ratos, enquanto que dtas doses do agonista do receptor GABA-B,
CGP35348 aumentou a retencéd de memoria nos ratos. A nicoting, que estimula a
liberac@® de inimeros neurotransmissores, incluindo 0 GABA, provoca o aumento
da meméria (Levin, Weber e Icenogle, 2004, embora este deito possa estar
diretamente reladonado a neurotransmissio colinérgica A inibicéo da transmissio
do reurotransmisor GABA tém ambos efeitos de diminuir e aumentar os efeitos de
memoria de aurto prazo em tarefas de memdria en pintos. Baixas doses de GABA
injetados no tronco cerebral de pintos, inibem fortemente o reforgcamento da
memoria. O antagonista seletivo dorecegtor GABA-A (bicuculing) inibe fortemente
o reforco da memoria, embora, 0 antagonista de receptor GABA C (TPMPA e
PAMPA) aumenta o reforco da memoria (Gibbs e Johnston, 2005.

O pentilenctetrazol e apicrotoxina tém também mostrado ac@ no receptor

GABA. Estes compostos, geralmente an doses ndo-convulsivantes, parecem
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aumentar o processamento de memdria en inimeras stuagdes de grendizado
(McGaugh, 1966 e Pdfai e Cornell, 1968 apud Chapouier e Venault, 2004
Krivanek, 1971, Krivanek e McGaugh, 1968.

Sabe-se que o receptor benzodiazepinico posali trés classes de ligantes:
agonistas como os benzodiazepinicos, agonistas inversos como o RRCCM e
antagonistas como o flumazenil. Antagonistas 0 dtos como ndo tendo efeito
guando administrados isoladamente e quando aupam o locd, s& uncamente
eficazes para suprimir os efeitos dos agonistas e dos agonistas inversos. Na verdade
is é parcialmente verdadeiro, pois ndo ha cmo existir um antagonista perfeito,
sem nenhum efeito proprio.

Os efeitos dos benzodiazepinicos obre amemaria sdo encontrados em varios
destes f&rmaaos, como o dazepam, lorazgoam ou triazolam como descrito na dinica
e em estudcs experimentais na meméria de voluntérios normais (Andredini et a.,
1993. A indwd de annésia aiterograda por benzodiazepinicos também foi
observada an experimentos animais (Thiébot, 1985.

Em estudas de grendizado, flumazenil, administrado sozinhoem doses de 15
mg/kg i.p., fadlitou a memoéria (Raffalli-Sébille e Chapouhier, 1991 apud
Chapouier e Venault, 2004).

A administrac® intraceebral no nicleo basa magnocdular em ratos de 3
CCM  (metil-B-carbdlina-3-carboxilato), um agonista inverso do receptor
benzodiazeinico, fez mm que 0s animais aumentassem o reconhedmento em uma

tarefa de reconhedmento de duas tentativas (Mayo et al, 1992 apud Chapouier e
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Venault, 2004). O nucleo basal magnocdular em ratos é o equivalente do nicleo
basal de Meynert em humanas, envolvido ra deméncia senil do tipo Alzheimer, que
inclui substancial diminuicdo do pocessamento de memdria (Whitehowse et al,
1981 e Rasod; Svend e Selkoe, 1986apud Chapouier e Venault, 2004. O aumento
da funcéo cognitiva por agonistas inversos do receptor benzodiazepinico, como 0 S
851Q tém sido demonstrados em estudas pré-clinicos (Kawasaki et al, 1996 apud

Chapouier e Venault, 2004).

2.0. ANFETAMINA E MEMORIA

A anfetamina e atimulantes-like, incluindo a cana, tém em comum a
habili dade de fadlitar a transmissio dopminérgica enoradrenérgica Alguns, mas
ndo todcs esses agentes, também aumentam a neurotransmiSsio serotonérgica
Durante ancs, muitos dos mecalismos neurais de dgum de seus efeitos como o
reforco, locomogéo e estereotipias tém se devido a neurotransmissio dopaminérgica
Isto contrasta cm a relativa minima participac@® da noradrenalina nesses efeitos
comportamentais desses psicoestimulantes. Entretanto, muitos estudoss <
esforcaram para examinar o envolvimento do sistema noradrenérgico nes agdes
comportamentais dos estimulantes anfetamina-like usando lesdes ou antagonistas
seletivos de subtipos de receptores noradrenérgicos. Observagdes recentes indicam

agdes snérgicas entre ages dos recetores al e B, 0 que indica a possibilidade que a
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combinacd® de ac® desses receptores posua um grande papel em certos efeitos
comportamentais (Rang et al, 2003.

O efeito mnésico da afetamina (administrac@® intra-hipocampal em ratos)
pode ser observado pelo aumento dose-dependente da retencéo da memoria em
animais sibmetidos a treinamentos para evitar choques. Acredita-se que ese deito
sga mediado pela liberacd® de noradrenalina indwzida pela anfetamina (Lee eMa,
1995. Padkard e Teaher (1998 demonstraram que injegdes pés-treino intra-
hipocampal, intra-caudado e intra-amigdala de anfetamina aumentam a memoria em
modelos animais. Espedficamente em relac® a aministrac® pds-treino em
camundorgos, Castellano (1974 demonstrou efeito fadlitador da arfetamina na
retencd de grendizagem em camundorgos que passaram pelo labirinto de &ua em
Y.

Apesar dis, 0 34-metil enedioximetanfetamina (“ecstasy”) em altas doses
poce levar a diminuicdo de ansiedade e @fraquedmento da memodria em ratos,
possvelmente por efeito neurotdxico no sistema serotonérgico cerebral (Morley et

al, 2001).

2.1.HIPOTESE

A utilizac® de drogas mneésicas (anfetamina e pentilenctetrazol) poce faze

com que ocorra o fendmeno ce tolerancia de primeira passagem mesmo gue o tempo

de eposicdo de primeira passagem no labirinto em cruz devado segja diminuido.
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Isto pock aontece pela maior consolidacé@ das informagdes adquiridas na primeira
passagem devido aos efeitos destas drogas. O animal em uma re-expaosi¢éo lembra-
se melhor do aparato e tem mencs interese an explora-lo, preferindo manter-se
mais tempo na brags fedhados por serem mais sguros, diminuindo assm o

conflito entre explorac® e evitac® e, portanto, reduzindo oefeito do dazepam.

3.0BJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avdiar se a afetamina e o pentilenotetrazol administrados no p&-treino
podem faze com que o fendmeno ¢k tolerancia de primeira passagem regareca
mesmo que se diminua 0 tempo e exposicéo da primeira passagem no labirinto em

cruz devado.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avdiar se areducdo dadurac® da primeira passagem no labirinto em
cruz devado para 1 minuto previne aauséncia do efeito do dazgpam
na segunda passagem (48 haas apo6s a primeira passagem).

 Avdiar se a @ministracd® de afetamina imediatamente #b6s a

primeira passagem com durac@® de 1 minuto abdle o efeito ansiolitico
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do dazgpam na segunda passagem (48 haas apGs a primeira
passagem).

e Avdiar se a @ministracé® do pentilenotetrazol imediatamente g06s a
primeira passagem com durac@® de 1 minuto abdle o efeito ansiolitico
do dazepam na segunda passsgem (48 haas apGs a primera
passagem).

 Avdiar 0 efeito da eposicdb a caxa de locomocdo esportanea
seguido ca aministrac® de afetamina, em relac® ao efeto
ansiolitico do dazepam no labirinto em cruz devado (48 haas apds a

primeira passagem).

4.MATERIAISE METODOS

4.1. Animais

Foram utili zados camundorgos albinos Swiss madios adultos, pesando entre
30 e 45 gramas, pertencentes ao hiotério da Universidade Federa do Parana. Os
camundorgos foram mantidos em caxas plexi-glass, com asaho coberto pa
serragem, 5 animais por caxa, em ciclo claro-escuro de 12 haas (luzes acesas as
7:00), temperatura controlada (22+/-2°C) e livre ace arac® e gua. Os animais
foram manipulados apenas para pesagem, administrac@® das drogas, limpezadas

caxas e mlocac® no labirinto em cruz devado e caxa de locomogéo duante os
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experimentos. Todos os procedimentos foram redizados de aordo com
recomendagdes dos “Principios de Cuidado Anima” e dos “Principios Eticos de

Experimentac&d Animal” do Colégio Brasileiro de Experimentacd® Animal.

4.2. Drogas

Foram utili zados: Anfetamina (Sigma), Pentil enotetrazol (Sigma) e Diazgpam
(Roche do Brasil). Anfetamina (1.0, 2.0 ou 30 mg/kg) ou veiculo (experimento 1)
pentilenatetrazol (30.0 mg/kg) ou veiculo (experimento 1), foram administrados
imediatamente depois da primeira passagem no LCE. Trinta minutos antes da
segunda passagem os camundorgos foram tratados com salina ou dazeoam 2.5
mg/kg. Todas as drogas foram injetadas intraperitoniamente en um volume

constante (10 mi/kg).

4.3. Aparato

O labirinto em cruz devado é @ngtituido pa dois bragos abertos opastos
entre si (30x5cm) e dois bragos com paredes fechadas, exceto nas entradas, também
opostos entre si (30x5x15 cm). Os bragos abertos e fedhados ficaram dispaostos de
maneira aformar uma auz e etavam ligados por um quadrado central de 5 x 5¢cm.
Os bragos abertos apresentavam uma proteca lateral de madeira de 0,3cm de dtura

para evitar quedas. O aparelho foi construido em madeira pintada com tinta



3C

impermeével preta. Todo oaparato estava a50cm do chdo. A sala de experimento
foi iluminada cm luz branca

A caxa de locomocgéo é formada por um compartimento de Plexiglass
(40x25x20cm) equipada com trés fotocdulas na parede. O chdo é feito de aame

gradeado e o teto de Plexiglass verde escuro que tornava o aparato escuro.

4.4. Procedimento

Os experimentos foram efetuados apds a distribuicd randomizada dos
camundorgos. Na segunda passagem no LCE, trinta minutos apés a alministracé
das drogas (salina ou dazepam), os camundorgos foram colocados no quadrado
central, com a cdecavoltada para um dos bragos abertos e deixados para explorar
livremente o labirinto pa um total de dnco minutos. Foram registrados o nimero de
entradas e 0 tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechadas, assm como o
numero total de entradas em todos os bragos. Quando oanimal colocava & quatro
patas no quadrado central ou em um dos bragos era wnsiderada uma entrada. Todos
os experimentos foram gravados em fita de video-casste por uma canera de
circuito interno, com o experimentador acompanhando a gravaga todo otempo. As
imagens gravadas eram posteriormente analisadas através do programa X-Plo-Rat
versdo 21 para Windows 95/98/NT (Cardenas et a, 2001), programa usado para

avaliar o comportamento de ratos e canundorgos em labirinto em cruz devado.
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ApGs a passagem de cala animal o labirinto era limpo com solugéo de éanol
10% (v/v) e seco com papel, para evitar ainterferéncia de sinais odaiferos (Wallace
et al, 2002. Todos os experimentos foram feitos durante afase diurna do ciclo, no
periodo compreendido entre 10:00 € 19:00 haas.

Na pré-exposicéo (primeira passagem) os animais foram submetidos ao
labirinto em cruz devado pa 1 ou 5minutos (dependendo doexperimento) sem
tratamento.

Na caxa de locomocéo os camundorgos eram individualmente wlocados no
centro doaparato e deixados explorarem livremente a caxa durante 1 minuto.

Uma hora antes dos experimentos, os animais eram deixados em suas gaiolas,
nasalaonde e@am feitos os testes, para 0s mesmos < habituarem com o locd.

No experimento | quarenta canundorgos foram colocados no labirinto pa 1
minuto (n=20) ou 5 minutos (n=20). Quarenta eoito haas depais, cada grupo foi
randamicamente separado em dois outros grupos (n=10 em cada grupo), sendo g
um grupofoi tratado com salina eo ouro com diazgpam (2,5mg/kg) e trinta minutos
ap6s foram colocados no labirinto pa cinco minutos. O objetivo dese experimento
foi avaliar se com a diminuicdo dotempo e exposicédo ma primeira passagem no
labirinto previne-se o fendmeno ce tolerancia de primeira passagem, ou sgja, o efeito
ansiolitico do dazgpam ocorreria.

No experimento Il cento e vinte canundorgos passaram por um minuto no
labirinto e logo apds foram tratados com anfetamina (1.0 mg/kg, 2.0 mg/kg ou 30

mg/kg) ou salina. Quarenta eoito haas depais foram randamicamente separados e
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tratados com salina ou com diazgpam 2.5 mg/kg e trinta minutos apds foram
colocados no labirinto pa cinco minutos. O objetivo desse experimento foi avaliar
se @m a diminuigédo do tempo e epaosicédo ma primeira passgem no labirinto,
porém com o tratamento com anfetamina goés esta primeira passagem o fenémeno
de tolerancia de primeira passsgem retornaria, ou sgja, a afetamina gudaria o
animal areter mais informagdes e abadlir o efeito ansiolitico do dazgpam na segunca
passagem.

No experimento Il sesenta canundorgos passram por um minuto no
labirinto e logo apds foram tratados com pentil enotetrazol 30.0 mg/kg (n=30) ou
com salina (n=30). Quarenta eoito haas depais foram randamicamente separados
em dais grupos, um grupo foi tratado com salina eo ouro com diazgpam (n=14-
15/grupg e trinta minutos apds foram colocados no labirinto par cinco minutos. No
grupo pentilenotetrazol, um animal randamizado para 0 grupo salina pré-segunca
passagem foi excluido devido a uma aise @nvulsiva indwida pelo
pentilenctetrazol. O objetivo dese experimento foi avaliar se @m a diminuicé do
tempo B e&xposicdo na primeira passagem no labirinto, porém, com o tratamento
com pentil enctetrazol, o fendmeno ¢k tolerancia de primeira passagem retornaria, ou
seja, 0 pentilenctetrazol gjudaria o anima a reter mais informagdes por ser uma
droga mnésica, extendendo assm os achados observados com a anfetamina para
drogas ndo-catemlaminérgicas.

No experimento IV 30 camundorgos foram submetidos individuamente a

uma sessio de 1 minuto na caxa de locomocéo (sem administracé@ de droga), sendo
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imediatamente tratados com anfetamina 2.0 mg/kg e remlocados em suas gaiolas.
Quarenta e oito haas depois os animais foram tratados com salina ou dazepam
(n=1%grupo e testados no LCE por 5 minutos, trinta minutos depois. Este
experimento foi redizado para avaliar se gpenas a exposicéo de um novo ambiente
e/ou a aministracd® de afetamina 48 h antes podem explicar os resultados do
experimento Ill. Ou sgja, 0 experimento foi similar ao experimento Ill, exceto pela
substituicdo doLCE na primeira passagem pela caxa de locomocgéo.

Na Tabela 1 olserva-se asintese dos procedimentos e tratamentos redi zados

nos experimentos deste estudo.

Tabela 1. Procedimentos e tratamentos empregos nas experimentos | alV

1° passagem  Tratamento pG Tratamento pré Segunca

LCE* 1° passagem 2° passagem Passagem
Imin. e Salinaou 5 minutos

Experimento | - Diazepam
5min. e Sdlinaou 5 minutos

- Diazepam
1 min. Sdina Sdlinaou 5 minutos

Experimento I Diazepam
1 min. Anfetamina Sdlinaou 5 minutos

1.0, 2.0 ou 30 Diazgpam

mg/kg

1 min. Sdina Salinaou 5 minutos

Experimento Diazepam
1 1 min. PTZ 30 mg/kg Salinaou 5 minutos

Diazgpam
Caixade Anfetamina 2.0 Salinaou 5 minutos

Experimento Locomogéo (1 mg/kg Diazepam

\Y min.)

*LCE — Lahirinto em Cruz Elevado
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4.5. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com a variavel
tempo e primeira passagem (experimento |) ou tratamento pdés-primeira passagem
(experimento Il e lll) como um fator e tratamento pré-segunda passagem como
segundo fator. A ANOVA de duas vias foi seguido pelo teste de Duncan oe
multi plas medidas quando recessirio. O experimento IV foi analisado pelo teste det
de Student para medidas independentes. O nivel de significancia estatistica foi
estabeleddo como p<0,05. Os dados 0 apresentados como média +/- erro padréo
da média. A andlise estatistica foi exeautada com o programa de mputador

Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, USA).

5. RESULTADOS

No experimento | na porcentagem de entradas naos bragos abertos (Figura l) a
ANOVA revelou uma diferenca significaiva para interagdes [F(1,36)=6.11;
p<0,02], mas ndo para fatores [tempo ke passagem: F(1,36)= 0.10, NS; tratamento:
F(1.36)= 0.55, NS)]. Andlise post hoc mostrou que o dazegpam aumentou a % de
entradas nos bragos abertos na segunda passagem somente nos animais com a
primeira passagem de 1 minuto. N&o foi visto efeito na porcentagem de tempo gasto
nos bragos abertos [tempo de passagem: F(1,36)= 2.07, NS; tratamento: F(1,36)=
1.91, NS, interac®: F(1,36)= 2.61, NS). A andlise indicou gqie ha um efeito

significativo para tempo dce passagem [F(1,36)= 5.94, p<0,02], mas ndo para o
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tratamento [F(1,36)= 0.26, NS] ou interacd [F(1,36)= 0.00, NS] para 0 numero de
entradas nos bragos fechados. H4 um aumento ncs numeros de entradas nos bragos
fedhados na primeira passagem de 5 minutos (Tabela 2).
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Figura 1 — O efeito do dazepam (2.5 mg/kg) e salina na porcentagem de entradas
(aama) e tempo gasto (baixo) nos bragos abertos durante segunda passagem com 0s
camundorgos pré-expaostos a uma primeira passagem com diferentes tempaos (1 ou5
min). O tempo e segunda passsgem de 5 minutos em ambos os grupcs. n= 10
camundorgos/grupo, *p <0.05 guando comparados com uma primeira passagem de
1 minuto tratados com salina (ANOVA 2 vias sguidas pelo teste de Duncan).

No experimento Il (Figura 2), na porcentagem de entradas nas bragos abertos,

a ANOVA revelou um efeito significativo para o tratamento pré-segunda passagem
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[F(1,111)= 15.11; p<0,01] e parainteracd [F(3.111)= 4.45; p<0,01], mas ndo para

tratamento péGs-primeira passagem [F(3,11)=1.22, NY].
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Figura 2 — O efeito do dazgpam (dzp, 2.5 mg/kg) e sadlina (sa) na % de entradas
(aadma) e tempo gasto (abaixo) nos bragos abertos durante asegunda passagem em
camundorygos tratados pés-primeira passagem (tempo de 1 min) com saina (sal) e
anfetamina (anf) 1.0-3.0 mg/kg (ip). n= 14-15 camundorgos/grupo * <0.05
comparados com primeira passagem de 1 minuto tratados com salina # p<0.05
guando comparados com primeira passagem com salina e afetamina epré-segunca
passagem com diazgpam (ANOVA duas vias sguidos de teste de Duncan de
multi plas classs).

A andlise post hoc mostrou gque o dazegpam, comparado ao grupo salina,

aumentou a % de entradas nos bragos abertos em animais com tratamento pés-
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primeira passagem com sdlina ou anfetamina 1.0 mg/kg. Nos animais com
tratamento com diazgpam pré-segunca passagem, observou-se uma diferenca
significativa entre anfetamina 3.0 mg/kg quando comparado com o0 grupo salina e
anfetamina 1.0 mg/kg (tratamento pds primeira passsgem). H& um significaivo
efeito ma porcentagem de tempo gasto nes bragos abertos para 0 pré-segunca
passagem [F(1,111)= 1759, p<0,01], mas ndo para tratamento pés-primeira
passagem [F(3,111)= 1.50, NS] ou para interagcd [F(3,111)= 2.12, NS)]. Animais
tratados com diazgpam apresentaram um aumento na porcentagem de tempo gasto
nos bragos abertos, independente do tratamento pos-primeira passagem. N&o foi
observado efeito significaivo ncs nimeros de entradas nos bragos fedhados (Tabela
2) no tratamento pdés-primeira passagem [F(1,11D)= 2.92, NS], tratamento pré
segunda passagem [F(1,111)= 0.20, NS] ouinteracd [F(1,36)= 0.77, NS].

No experimento Il (Figura 3) na porcentagem de entradas nos bragos abertos
a ANOVA revelou um efeito significativo para o tratamento pré-segunda passagem
[F(1,52)= 4.62; p< 0.04] e interac® [F(1,52)= 4.12; p< 0.05)], mas ndo para o
tratamento pds-primeira passagem [F(1,52)= 1.14, NS]. A andlise post hoc mostrou
gue o dazepam aumentou a porcentagem de entradas nos bragos abertos smente no
tratamento com sdina poés-primeira passsgem (1 minuto). H& também um
significaivo aumento da porcentagem de entradas nos bragos abertos no grupo
salina tratado com pentil enctetrazol pés-primeira passagem comparado com o0 grupo
tratado com salina pés-primeira passagem. Néo foi visto efeito na porcentagem de

tempo gasto ncs bragos abertos [tratamento pés-primeira passagem: F(1,52)= 0.86,
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NS, tratamento pré-segunda passagem: F(1,52)= 1.39, NS; interac@®: F(1,52)= 0.48,
NS). N&o foi visto efeito significaivo no nimero de entradas nos bragos fedhados
(Tabela 2) do tratamento péGs-primeira passagem {F(1.36)= 1.68, NS, tratamento

pré segunda passagem [F(1,36)= 0.10, NS] ouinteracé [F(1.36)= 2.82, NS].
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Figura 3- O efeito do dazepam (2.5 mg/kg) e salina na porcentagem de entradas
(aadma) e tempo gasto (abaixo) nos bragos abertos durante segunda passagem com
camundorgos pré-expaostos a primeira passagem por 5 minutos sguidos por salina
ou pentilenctetrazol (35.0 mg/kg). Tempo e Segunda passagem de 5 minutos de
ambos os grupcs.n= 13-15 canundorgo/grupg * p <0.05quando comparados com
sdina poés-primeira passsgem e pré-segunda passagem (ANOVA de duas vias
seguidos pelo teste de Duncan).
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No experimento IV howe (Figura 4) um aumento tanto da % de entradas [t
(27)= -2,44; p< 0,03] e da % de tempo gasto [t (27)= -2,70; p<0,02] nos brags
abertos. Na Tabela 2 podemos observar que ndo foi encontrada diferenca
significativa no nimero de entradas nos bragos fechados [t (27)= - 1,37, p> 0,10].
Portanto, observou-se deito ansiolitico do dazegpam.
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Figura 4- O efeito do diazgpam (2.5 mg/kg) e do veiculo na porcentagem de
entradas (esquerda) e tempo gasto (direita) nos bragos abertos durante 2° passagem
com camundorgos pré-expostos a caxa de locomocdo (1 min) seguido pa
tratamento com anfetamina 2.0 mg/kg (ip). Labirinto em Cruz Elevado ma 2°
passagem com tempo ce 5 min para ambos os grupcs.n= 13-15 camundorgo/
grupg, * p <0.05 quando comparado com veiculo-salina (teste t de Student para
medidas independentes)
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Tabela 2- NUumero de eitradas nos brags fedhados em camundongos submetidos a
diferentes tempos na primeira passagem (1 ou 5 min) ou com tratamento com diferentes
drogas (sdina, anfetamina ou pentilenotetrazol, todos i.p.) apds primeira passagem.
Camundongos tratados (i.p) com salina ou dazegpam (2.5 mg/kg) 30 min antes da segunda
passagem.

Tratamento pré-segunda passagem

Salina Diazgpam 2.5

Tempo ck primeira passagem

1 min 6.2+ 10 71+13

5 min* 10.7+ 14 117+ 30
Tratamento pGs-primeira
passagem
Experimento 2

Sdina 6.1+08 54+14

Anfetamina 1.0 mg/kg 71+12 41+13

Anfetamina 2.0 mg/kg 83x11 4.2+09

Anfetamina 3.0 mg/kg 7.2+18 56+ 0.9
Experimento 3

Sdina 76+0.8 103+ 18

Pentil enotetrazol 35 mg/kg 82+10 6.3+ 0.7
Experimento 1V

Anfetamina 2.0 mg/kg 7.7+ 06 11+ 23

Dados representando média = SEM
* p<0.05 comparandotempo ce 1 minuto de primeira passagem (ANOVA de duas
vias com fator tempo ce passagem)

6. DISCUSSAO

O fendmeno ¢k toleréncia de primeira passagem posali varias hipdteses. a

reducd do corflito (curiosidade/segurancd do aparato ma segunda passagem

(Rodgers e Shepherd, 1993, uma rapida toleréncia a benzodiazepinico (File et al,
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1992, recnhedmento de &eas sguras do LCE (Fruss-Filho e Ribeiro, 2002, uma
experiéncia prévia atodo oaparato (Bertoglio e Carobrez, 20021, uma habituacé
ao comportamento locomotor (Dawnson et al, 1994, um aumento do medo das
animais pelos bragos abertos (Rodgers e Shepherd, 1993, uma dterac® ao tipo ce
ansiedade, ou sga, uma ansiedade generalizada na primeira passagem para uma
fobia espedfica na segunda passagem (File et al 1993. Algumas destas hipdteses
pressuple procesos de grendizagem e memoria dterando o comportamento dcs
animais da primeira para a segunda passasgem. Na primeira passagem no LCE o
animal apresenta inicialmente (minuto 1 e 2) um comportamento e a partir do
minuto 3 ouro (Rosaet al, 2000.

Os resultados do experimento | confirmam a presenca do fendOmeno ce
toleréncia de primeira passagem quando esta primeira passagem tem durac® de 5
minutos, uma vez que canundorgos tratados com diazgpam ndo apresentaram
diferenca estisticamente significativo na % de entradas e na % de tempo na bragos
abertos em relac® aos animais tratados com salina antes da segunda passagem pelo
labirinto. Isto demonstra a perda do efeito ansiolitico do dazepam, pois como
ansiolitico, essa medicac® deveria aumentar o tempo e exposicdo e 0 nimero de
entradas nos bragys abertos. Esses adiados corrobaam pesquisas anteriores
(Bertoglio e Carobrez, 2002h Frussx-Filho e Ribeiro, 2002 Dawson et al, 1994
Rodgers e Shepherd, 1993 File, 1993 File et al, 199Q Lister, 1987. A ausénciade

diferenca estatisticano nimero de entradas nos bragos fechados demonstra que ndo
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howe uma diminui¢cdo da dividade locomotora, e que o fendmeno ce tolerancia ndo
se deve aumareducdo da dividade locomotora.

O experimento | demonstra anda que adiminuicéd dotempo e exposicéo na
primeira passagem no labirinto, no caso de anco para um mnuto, fez @m que o
fendmeno ce tolerancia de primeira passagem desaparecg ou sga, 0 dazeam
apresentou efeito ansiolitico, representado pa um aumento da % de entradas nos
bragos abertos no grupo dazgpam em comparacé ao grupo salina, sem alteraca da
locomocé (numero de entradas nos brags fedhados). Este dado corrobaa os
achados de Dal-Col e omlaboradores (2003, indicando que o menor tempo ce
exXposicdo na primeira passagem levaria a um menor tempo para &uisicédo oe
informagdes e is levaria areversdo do fenomeno ce TPP. O menor tempo e
exposicdo pockeria ser insuficiente para faze com que howesse asensibilizac® do
animal, para que o mesmo adqurisee uma fobia a aparato. Entretanto, estudo
recente @m camundorgos ndo observou este deito da reducd do tempo ke
primeira passagem (Calzavara et al, 2005. Neste estudo a reducéo da primeira
passagem para 1 minuto ndo acaretou o aparedmento do efeito ansiolitico do
clordiazgp6xido (5mg/kg) na segunda passagem, 0 que ndo estaria de aordo com a
teoria de grendizado para aTPP, nem com os resultados obtidos por Dal-Col et al
(2003 ou no pesente estudo Esta discrepancia com o estudo ce Dal-Col et al
(2003 podkeria ser explicada pelo fato dos camundorgos apresentarem uma maior
variabilidade acomportamental do gue ratos, 0 que, apesar da diferenca visual

observada entre os grupcs slina e dordiazgdxido, dificultaria a deteccd da
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diferenca estatistica Em relac® ao presente estuda o intervalo entre aprimeira e a
segunda sessio foi de 48 haas, enquanto que Calzavara et al (2005 utili zaram 24
horas. Com um maior intervalo entre o tempo e o teste enpregado no pesente
estudo, haveria maior dificuldade da retencé dainformaca (Platel e Porsalt, 1982,
o que fadlitaria areversdo da TPP. Além dis, 0 aparato empregado no pesente
estudo apresentou uma pequena protecd lateral nos bragos abertos, enquanto o
labirinto uilizado pa Calzavara ndo pcsalia esta protecé lateral (Fernandes e Fil e,
1996).

Dal-Col et al (2003 propuseram que o tempo ce enfretamento ao aparato do
LCE é um importante fator para o desenvolvimento de um aprendizado emocional
na tolerancia de primeira passagem, e, portanto, se aprimeira passagem for reduzida
para 1 minuto os animais ndo apresentardo a falta de deito ansiolitico aos
benzodiazepinicos na segunda passagem. No presente estudo mostrou-se que a
administrac@® de drogas que aimentam a cnsolida¢g® da memdria (anfetamina e
pentilenatetrazol) indwz perda do efeito ansiolitico do dazepam na segunda
passagem (tolerancia de primeira passagem) mesmo com a reducédo do tempo dce
primeira passasgem para 1 minuto. Deste modo, 0 presente estudo reforca a
importancia do aprendizado para 0 desenvolvimento da tolerancia de primeira
passagem e indicaque a aministrac@® de drogas que aumentam a memaria também
contribui para o desenvolvimento deste fendmeno. Outra implicac® deste estudoé a
posshilidade do procedimento pocer ser usado como modelo de estudo @ra o

processo de memoria reladonado a ansiedade, embora pareca ser menos ensivel
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gue uma simples tarefa de habituac@®, que deteda um significante deito para
anfetamina 1.0 mg/kg (Platel e Porsolt, 1982 ao invés de 2.0 mg/kg no presente
estudo

Injegdes pés-treinamento de anfetamina tém nostrado unm aumento da
retencd em indmeros modelos como habituacd (Platel e Porsolt, 1982, tarefas de
evitac® e esquiva diva por salto (Janak e Martinez 1992. No experimento I, em
gue os camundorgos foram tratados com anfetamina (1, 2 e 3 mg/kg) logo apds a
primeira passagem pelo labirinto (com um tempo de genas um minuto), observou-
se um efeito dose-resposta, sendo qe afetamina 1 mg/kg néo indwziu o fendmeno
de tolerancia de primeira passagem, pois howe aumento significativo na % de
entradas nos bragos abertos (%EA) dos animais tratados com diazepam, indicando
efeito ansiolitico. JA com as doses de 2 e 3 mg/kg de anfetamina gés a primeira
passagem ndo ocorreu dferenca estatisticamente significante na %EA e na % de
tempo ncs bragos abertos (%TA) entre o grupo dazepam e salina antes da segunda
passagem, indicando oaparedmento dofendmeno e TPP. Este resultadoindicaque
0 aumento da retencéo ap6s a 1° sessio com 1 minuto de duracé indwziu a TPP. Em
resumo, o fendmeno de TPP parece ser explicado, pelo menos em parte, ser
derrente da aquisicéo de conheamento ao labirinto, fazendo com que o animal
lembre-se das &eas sguras e diminua seu corflito entre asriosidade inata e
seguranga A reducédp da primeira passsgem para 1 min reduz este processo,
prevenindo oaparedmento da TPP, indicado pelo efeito ansiolitico do dazgpam na

segunda passasgem. A administrac@® de anfetamina, por aumentar a retencéd das
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informagdes adquridas, reverteu o efeito dareducédo dotempo ke primeira passagem
para 1 minuto, abolindo oefeito ansiolitico do dazgopam em animais expaostos a 1
minuto na primeira passagem ao LCE. Por outro lado, a auséncia do efeito da
escopdamina (droga que prejudica a guisicd do aprendizado) pos-primeira
passagem (Rodgers et al, 1996 Bertoglio e Carobrez, 2004 ndo concorda
totalmente cm a hipdtese grendizado/memoria. Uma possbhilidade € que o
aprendizado de 5 minutos na primeira passagem é forte endo pock ser rompida pela
administrac® de uma droga annésica pés-primeira passsgem. Pode ser que a
reducd do tempo ck primeira passagem para 2-3 minutos £ja um modo [@ra
estudar ese tema. Por outro lado, a aministrac® de escopdamina aites da
primeira passagem parece prevenir a TPP (Bertoglio e Carobrez, 2004 embora
existam também resultados negativos (Calzavara € a., 2009.

A anfetamina aimenta aliberag@® de dopamina, noradrenalina e serotonina
por agir nos transportadores de monacaminas, causando aumento dcs niveis
citoplasméticos dessass moncaminas e indwindo um aumento da liberac® desses
neurotransmissores nos terminais gnapticos (Nestler et al, 2001). Dese modg, 0
efeito observado com a anfetamina pode ser restrito a mediacd® moncaminérgica O
pentilenctetrazol é uma droga cnvulsivante que age cmo antagonista do receptor
GABA-A ndo se ligandoao locd de ligagd® do GABA, aparentemente oclui o fluxo
de ion ClI a0 seu canal (Nestler et al, 2007). Foi mostrado qie a aministracé® de
PTZ depais do treinamento enfragueceou aumenta aretencé dependendo ch dose

utili zada. Doses aubconvulsivantes de PTZ pdés-treinamento aumentam a retencéo,
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enquanto doses convulsivantes diminuem a retengcéo (Krivanek et al, 1968 19717).
Deste modo, 0 PTZ € um bom instrumento para examinar a independéncia da
tolerdncia de primeira passsgem adada no experimento Il da mediac&®
moncaminérgica No presente estudo foi usada uma dose subconvulsivante
(determinado em estudos prévios) imediatamente depois do treinamento e foi
observada uma induwgdo de tolerancia de primeira passsgem mesmo com uma
primeira passagem de 1 minuto. Ou sgja, a administrac&® de PTZ apds a primeira
passagem de 1 minuto indwziu o desenvolvimento da TPP, uma vez que o dazgam
n&o alterou a % de tempo ou @& entradas nos bragos abertos na segunda passagem. O
efeito sobre amemoria dos animais pareceter sido suficiente para que 0s mesmos £
lembrasseem do aparato e da experiéncia prévia, apesar do menor tempo e
exposicdo ma primeira passagem. Estes resultados corrobaam os achados obtidos
com a anfetamina indicando que esses efeitos ndo S0 restritos a neurotransmissio
caemlaminérgica Entretanto, ndo poce ser excluido um efeito indireto do PTZ
sobre neurotransmisores moncaminérgicos e etudos adicionais podem  ser
continuados para esclarece esse tema.

Uma hipGtese dternativa para a fata de deito ansiolitico do dazeam
observada na segunda passagem no experimento Il pode ser devido ao tratamento
prévio da anfetamina ou a expasicéd a um novo ambiente (ou interagd® de anbos)
independente da prévia experiéncia pelo LCE. Além do mais, um efeito ansiogénico
residual da anfetamina e do pentilenctetrazol podem contribuir para uma aiséncia

do efeito do dazepam na segunda passagem (tolerancia de primeira passagem).
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Deste modo oexperimento 1V foi feito para avaliar a possbili dade da expaosicéo a
um novo ambiente ou a administrag@® de anfetamina 48 hantes do teste detarem o
comportamento na segunda passagem.

A auséncia da TPP no LCE nos camundorgos que passaram primeiramente
ao teste da caxa de locomocéo seguido pa tratamento com anfetamina dasta essa
hipatese. Além dis, ndo foi observado efeito ansiogénico entre os animais tratados
com salina pré-segunda passagem e tratados pés-primeira passagem com salina ou
anfetamina (todas as doses). E interessnte relembrar que, alguns tipos de
estresores prévios (imohilizac®, nado forcado) podem indwzir um perfil
ansiogénico no LCE (Martijena et al, 1997 Andredini e Bacdlar, 1999, reduzindo
a % de entradas €/ou otempo gasto ncs bragos abertos em relac@® a animais ndo
estressados. Entretanto, este deito deveria fadlitar e ndo dficultar a detecc® do
efeito ansiolitico de drogas (Rodgers e Shepherd, 1993.

Além dis9, véarios estudos empregaram um tipo de canpo aberto (Pellow et
al, 1985 ou holeboard (Lister, 1987 imediatamente antes do LCE, sem abdlir o
efeito ansiolitico de drogas. Estes dadas, associados ao resultado doexperimento 1V,
indicam que a aiséncia de deito ansiolitico do dazgpam na segunda passagem
observada nos experimentos 1l e lll ndo decrre guenas da prévia exposicdo a um
novo ambiente qualquer, mas é espedfico da prévia exposicéo ao LCE.

A habituac@ ao ambiente indwzida por uma experiéncia prévia @ LCE pode
levar a uma reducé do corflito exploracél/evitacd. Isto pock estar reladonado a

determinac® de &eas *guras/inseguras no labirinto. Experiéncias prévias atodo o



48

aparato parecem ser cruciais para o desenvolvimento da TPP (Bertoglio e Carobrez,
2002). Entretanto, este dltimo tema é ontroverso desde que outros estudcs
relataram a perda do efeito ansiolitico na segunda passasgem quando peviamente
expostos a bragos abertos (File et al, 1990 ou a brags fechados (Fruss-Filho e
Ribeiro, 2002 Holmes e Rodgers, 1999 Falter et al, 1992. Um estudo pévio
mostrou que, colocando-se novos objetos nos bragos abertos do LCE na segunda
passagem, aumenta-se a &ploracd® aos bragos abertos nessa segunda passagem e
previne-se 0 fendmeno ¢k tolerancia de primeira passagem (Santos, 2003. Este
novo oljeto aumentaria o estimulo a eploracd do brag aberto na segunda
passagem, prevenindo oaparedmento da TPP(Santos, 2003.

Os benzodiazeginicos $0 propcstos como drogas anticonflito em
procedimentos de onflito. O LCE posaui um corflito de eplorac@®/evitacd®
reladonada abs bragos abertos. Curiosidade anovidades de um lado (exploraca) e
medo da novidade e ®&s espaqos abertos em outro (evitac@®) compde ese rilito.
As reductes do conflito indwzidas por benzodiazepinicos s80 refletidas no LCE pelo
aumento de explorac@® nos bragos abertos na primeira passagem. Entretanto, na
segunda passagem a diminuicdo da novidade abs bragos abertos, que diminui a
exploracé (curiosidade), mas também a evitacd (medo), restando somente 0 medo
aos espaQs abertos. Este medo podk ser insensivel para situagdes ansioliticas
padrdes, como ansiedade fébica Deste moda uma hipdtese interessante € que 0
aprendizado que ocorre durante a primeira passagem diminu o conflito

explorag@/evitacd® na segunda passagem e, consequientemente, reduz ou abole o
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efeito anticonflito dos ansioliticos. Esta hipdtese € onsistente com algumas dessas
propostas para a TPP. a mudanca do tipo ce ansiedade, a reducéo do conflito e a
habituac@®. Como um todo 0 presente estudo mostra que o aumento da retencéo
fadlita o desenvolvimento da TPP no LCE e reforca o papel da meméria e
aprendizado reste fendmeno.

O fendmeno de TPP ocorre também com outros modelos de ansiedade, como
0 teste dos quatro pratos e o teste de transicéo claro/escuro (Rodgers e Shepherd,
1993. Em um estudo com o teste dos quatro pratos em que canundorgos eram
previamente expostos ao aparato (pré-teste) os animais mostraram uma diminuicéo
da aividade exploratéria e g@resentaram toleréncia abs efeitos do dazgpam e do
lorazgpam em um reteste (Hascoet et al, 1997. Neste estudo a toleréncia de
primeira passagem no teste dos quatro pratos ndo foi afetada por drogas que
aumentam o desempenho da meméria. Entretanto, no protocolo empregado, ja existe
aTPPnoteste, logo, ndo hd como indwzir um aumento da TPP. No presente estudo,
com a diminuicédo dotempo ke primeira passagem, prevenimos a TPPe indwiu-se 0
Seu regparedmento com a alministracd de anfetamina ou pentil enotetrazol.

Considerando-se os dados do presente estudo e da literatura, reiterase a
propcsta de que os animais adquirem informagdes bre o labirinto, suas &reas
seguras e também aversivas, 0 gLe levaria auma dterac@® marelacé (conflito) entre
esquivalaproximac®, reduzindo assm o efeito dos ansioliti cos nos Ultimos minutos
da primeira passagem (Dal-Col et al, 2003 Bertoglio e Carobrez, 2000 Rodgers e

Shepherd, 1993. Na segunda passagem 0s animais rapidamente reconhecan a
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situac®, reprodwindo a insensibilidade abs ansioliticos observada ja no fina da
primeira passagem (Rosa et al, 2000.

A reducép da primeira passagem para 1 minuto dminui a opatunidade de
exploracd® do labirinto (Dal-Col et al, 2003, impedindo a mudanca na relacé@®
esquivalaproximac@®. A administrac® de drogas mnésicas, por sua vez fadlita a
consolidac& dainformac& oltida, mesmo com areducdo da primeira sessio para 1
minuto, favorecendo o csenvolvimento da TPP. Portanto, este fendmeno sera
dependente tanto da exposicédo do labirinto como da cnsolidacéd® da informacd®
obtida aom esta explorag@®. Manipulagdes que dterem um destes fatores pode

dterar a expressso dofendmeno.

7. CONCLUSAO

O fendmeno ce tolerancia de primeira passagem parece ser dependente do
tempo e epaosicd na primeira passagem pelo aparato. Os adhados obtidos no
presente trabalho corrobaam a hipdtese do aprendizado/memoria como fator
importante para o aparedmento do fendmeno ke tolerancia de primeira passagem.
Drogas mnésicas como o pentilenotetrazol e anfetamina aumentam a aguisicéo de
informagdes nos camundorgos, logo o fendmeno serd dependente tanto de uma
primeira exposi¢édo dolabirinto como da @mnsolidacé® das informagdes obtidas com

esta exploracga.
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