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O uso combinado de élcool e anoréticos constitui uma conduta comum em nosso meio.
Para caracterizar os efeitos interativos do etanol (EtOH) e do mazindol (MZ), um
anorético bastante utilizado no Brasil, o presente estudo teve como objetivo examinar
alguns efeitos comportamentais induzidos pelo [EtOH 1.2 g/kg] e [MZ 5.0 mg/kg]
administrados via 1.p, isoladamente ou em combinagdo, em camundongos. O possivel
envolvimento de sistemas dopaminérgicos e/ou opidide em algumas destas respostas foi
avaliado através do pré-tratamento com antagonistas especificos como o haloperidol
(0.075 mg/kg) e a naloxona (1.0 mg/kg). Os teste utilizados foram: [atividade
locomotora], preferéncia condicionada de lugar [PCL] e o labirinto em cruz elevado
[LCE]. Os resultados obtidos indicaram que a combinagdo [EtOH+MZ] potenciou a
atividade locomotora induzida em camundongos, em comparagio as drogas administradas
separadamente. Este efeito foi atenuado apds pré-tratamento com haloperidol, mas no
com naloxona. No teste de PCL a associagdo EtOH+MZ causou significante aumento no
tempo de permanéncia no compartimento pareado com a droga, sugerindo o
desenvolvimento de propriedade reforcadora. O haloperidol e a naloxona nio afetaram
esta resposta. No modelo de ansiedade, a associagdo EtOH+MZ nio causou alteragio em
comparagdo ao grupo controle. Em conclusdo, estes resultados indicam que a combinagio
EtOH+MZ induz efeitos comportamentais mais acentuados em relagio aos efeitos
causados pela injegdo isolada dessas substéncias, e que estes efeitos podem envolver, ao
menos parcialmente, a estimulagdo de vias dopaminérgicas centrais.
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RESUMO

O uso combinado de etanol (EtOH) e outras drogas psicoestimulantes, como
os anorexigenos, na tentativa de prolongar o seu efeito euforizante, constitui um
sério problema em nosso pais. Sabe-se que o EtOH em doses baixas ¢ moderadas
produz efeito estimulante no SNC em animais de laboratoério, principalmente em
camundongos, enquanto doses maiores induzem agdo depressora. Sabe-se também
que o mazindol (MZ), um anorexigeno utilizado com freqiiéncia em nosso meio,
bloqueia o processo de recaptagdo das catecolaminas e apresenta efeito estimulante
na atividade locomotora de animais. O presente estudo teve como objetivo examinar
os efeitos comportamentais induzidos pelo EtOH (1.2 g/kg) e pelo MZ (5.0 mg/kg)
administrados isoladamente ou em combinagfo, via i.p., em camundongos. Além
disso, o envolvimento dos mecanismos dopaminérgico (DAérgico) e/ou opidide
sobre os efeitos destas drogas também foi avaliado através do uso de antagonistas
especificos. Os testes utilizados foram: atividade locomotora medida em caixa de
movimentagdo espontinea, teste de preferéncia condicionada de lugar (PCL) € o
teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Os resultados indicaram que a interagdo
EtOH+MZ induziu um aumento significativamente maior na atividade locomotora
dos camundongos, do que as drogas administradas isoladamente, sendo que este
efeito foi inibido na presenca de haloperidol (0.075 mg/kg), antagonista DAérgico,
mas ndo de naloxona (1.0 mg/kg), antagonista opidide. No teste de PCL, a
associagdo EtOH+MZ aumentou o tempo de permanéncia no compartimento menos
preferido, independentemente do tempo de condicionamento empregado, o que
indica que esta associagdo possui propriedades reforgadoras. O pré-tratamento com
haloperidol (0.075 mg/kg) ou naloxona (1.0 mg/kg) ndo afetou a preferéncia de lugar
induzida pela associagdo EtOH+MZ ou pelo MZ. Além disso, no teste do LCE, o
EtOH apresentou efeito ansiolitico, quando administrado agudamente, enquanto o

MZ apresentou efeito ansiogénico apo6s tratamento repetido. Entretanto a associagdo



X
EtOH+MZ ndo apresentou nenhuma alteragdo em relagdo ao grupo controle tanto
aguda quanto repetidamente, ou seja, os efeitos observados com a administragdo
isolada das drogas foram atenuados quando administradas em combinagdo. Esses
resultados indicam que a associagdo EtOH+MZ pode induzir efeitos
comportamentais mais acentuados do que aqueles observados quando as drogas sdo
administradas isoladamente. Tais efeitos podem estar relacionados a estimulagdo de
vias DAérgicas cerebrais uma vez que a movimentagio induzida por esta associagio
fo1 bloqueada pelo haloperidol. Esses resultados também sugerem que pode haver
um maior risco de abuso em relagdo ao uso isolado dessas substancias, aumentando

inclusive as possibilidades de reagGes adversas apresentadas por ambas as drogas.



1- INTRODUCAO

O uso das drogas psicotropicas vem desde a antiguidade. Ao que parece, na
‘maioria das vezes as drogas eram usadas como remédio para diminuir o sofrimento
das pessoas. Com o tempo, diversas drogas foram sendo assimiladas pelos costumes
e habitos dos povos antigos, integrando as pessoas principalmente por ocasides das
festas e dos rituais religiosos. Entretanto, o consumo estava sob controle, ndo
representando perigo para a harmonia do grupo, sendo normalmente acompanhado
por uma aura sagrada, de origem divina (Paulino, 1994).

A partir da década de 60, observaram-se algumas mudang¢as importantes em
relagdo ao uso das drogas psicotropicas. Acredita-se que a influéncia dos meios de
comunica¢do, o aumento da produgfo industrial e o advento do capitalismo deram
origem a um processo ativo de estimulo ao consumismo (Gikovate, 1993). Além
disso, uma precéria situagdo socio-econémica, a violéncia no ambiente familiar, a
degradagdo das condi¢Ses de ensino, o abandono escolar e a pratica de atividades
ilicitas parecem também estar relacionadas ao consumo abusivo das drogas
(Bucher, 1992). Adicionalmente, as diferentes culturas e a propria condigdo humana
criam um grau variavel de insatisfagdo ou frustragdo, quando nio de dor e privagdo
extremas, de modo a exigir para o proprio equilibrio individual e coletivo o uso de
recursos e praticas culturais que permitam a esses individuos um aumento, ainda que
temporario, do prazer ou um alivio da ansiedade, da culpa, das frustragdes mais
prementes ou da dor. Entre esses recursos estd o uso de substincias quimicas que,
atuando sobre o sistema nervoso central (SNC), induzem sensagdes de prazer
intenso ou de euforia ou aliviam o medo, a frustragéo e a dor (Graeff, 1990).

A compreensdo atual do abuso de drogas tem sido influenciada pela énfase

dada ao comportamento de busca a droga como elemento comum. A capacidade de
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servir como refor¢ador positivo € o fator principal que leva o sujeito a manutengio
do consumo da droga (Stolerman, 1992).

Os mecanismos neurais associados aos efeitos refor¢adores positivos das
drogas sd3o os provaveis responsaveis primarios pela manutengdo deste
comportamento. Além disso, sabe-se que este comportamento pode estar sujeito a
algumas variaveis moduladoras como fatores sociais, ambientais e genéticos,
incluindo a histéria comportamental e farmacoldgica de cada individuo (Stolerman,
1992).

A propriedade reforcadora positiva das drogas de abuso origina-se
provavelmente de sua capacidade de induzir mudangas na atividade de
neurotransmissores especificos utilizados pelos refor¢adores convencionais como
comida, agua, sexo, etc. Dentre as vias neurais que participam no comportamento
motivacional, aquelas que utilizam dopamina (DA) parecem as mais difusamente
envolvidas na agdo das drogas de abuso (Di Chiara e North, 1992; Koob, 1992).

As drogas de abuso parecem pertencer a diferentes classes farmacoldgicas
que aumentam a DA extracelular em varios terminais dopaminérgicos (DAérgicos),
como observado em estudos de microdialise cerebral em ratos (Di Chiara e
Imperato, 1988). Esta propriedade se aplica as drogas psicoestimulantes como
anfetamina, cocaina; aos opidides como morfina, metadona e fentanil; aos
depressores centrais como o etanol (EtOH) (Di Chiara e Imperato, 1988), que
produzem aumento da propriedade reforcadora em ratos (Gardner et al., 1992). O
mecanismo pelo qual as drogas de abuso estimulam a transmissdo DAérgica €
diferente, dependendo da classe farmacologica a qual a droga pertence. Por
exemplo, a anfetamina ¢ classicamente considerada como um liberador pré-sinaptico
da DA através de um processo mediado por um transportador (Westerink et al.,
1987; Carboni et al., 1989). A cocaina aumenta os niveis de DA extracelular pelo
bloqueio da recaptagdo da DA liberada de forma exocitotica (Carboni et al., 1989).

O EtOH estimula a atividade de disparo das unidades DAérgicas através de um
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mecanismo desinibitério indireto, que deprime ou dificulta a agdo dos neurdnios
GABAérgicos sobre os neuronios DAérgicos (Gessa et al., 1985; Brodie et al.,
1990; Mereu et al., 1987). A morfina estimula preferencialmente o “turnover” de
DA nas regides mesolimbicas, ¢ também os disparos dos neurbnios DAérgicos
mesolimbicos (Attila e Ahtee, 1984; Matthews e German, 1984).

Vérios estudos tém demonstrado preocupagdo com o uso de drogas,
principalmente entre os jovens, em virtude dos efeitos provocados pelo seu abuso
para a sociedade, dentre os quais se destacam a criminalidade, as conseqiiéncias
diretas ou indiretas sobre o estado de saude e os custos a este relacionados. Segundo
o ultimo levantamento realizado pelo Centro Brasileiro de Informag¢es sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID), em 1993, o consumo de drogas continua sendo um
problema crescente tanto entre os meninos(as) em situagdo de rua, quanto em
estudantes de 1° e 2° graus, destacando a utilizagdo de solventes inalantes, maconha,
cocaina, compostos benzodiazepinicos e anfetaminicos, além do alcool e do tabaco.
Cabe salientar a ocorréncia de diferengas regionais no que se refere ao tipo de droga
consumida, provavelmente em decorréncia das culturas locais. Outro fato
constatado, foi o “policonsumo” de drogas, ou seja, o uso simultineo e independente
de duas ou mais drogas, assim como o de suas misturas. Estas intera¢des de drogas
podem levar a mudangas qualitativas e quantitativas em relagdo aos efeitos das
substancias isoladas. Um problema de especial interesse em nossa sociedade € a
interagfio entre o EtOH e outras drogas psicoativas, uma vez que o EtOH é uma das
substancias mais comumente associada a outras drogas em todo o mundo (Chapman
et al., 1991; Mendelson et al., 1995; Haberman et al., 1995). No Brasil constata-se,
através dos meios de comunicagfo, que o EtOH ¢ muito usado em combinagéo com
drogas anoréticas como o mazindol (MZ). A prevaléncia do uso desta combinagéo
pode refletir a crenga popular que pela mistura de EtOH e MZ alcanga-se um

aumento da a¢do estimulante do MZ.
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O MZ (5 - hidroxi - 5 - p - clorofenil - 2, 3 - diidro - 5H - imidazo -2, 1 - d -
isoindol) é um composto sintético triciclico, derivado imidazoisoindélico, que difere
quimicamente da feniletilamina, a estrutura basica das anfetaminas e outras drogas
anoréticas (Maclay e Wallace, 1977). Foi sintetizado com o objetivo de suprimir o
apetite sem apresentar efeitos sobre o SNC ou sistema cardiovascular (Gogerty et
al., 1975). Entretanto, foi evidenciado por alguns pesquisadores que o0 MZ apresenta
perfil farmacolégico no SNC semelhante ao da cocaina (Ritz et al., 1987) e da
anfetamina (Gogerty et al., 1975).

Um dos riscos com muitas drogas anoréticas comumente disponiveis é o seu
potencial de abuso. Apesar dos esforgos direcionados ao desenvolvimento de novos
compostos com a eficacia anorética das anfetaminas, sem potencial de abuso, varios
anoréticos com alto risco de dependéncia ainda estio clinicamente em uso.
Geralmente o potencial de dependéncia de drogas é prognosticado pela sua
capacidade de produzir efeito reforcador em animais de laboratério. Em geral, as
drogas que sdo auto-administradas por animais sio consumidas abusivamente por
humanos (Griffths et al., 1980).

O MZ ¢ um bloquedor da recaptagio de catecolaminas (Javitch et al., 1983;
Ritz et al., 1987) que se liga com alta afinidade ao sitio da cocaina (Ritz et al.,
1987). A afinidade de ligagdo da cocaina e compostos relacionados ao sitio de
recaptagdo da DA parece ser diretamente proporcional ao seu potencial de auto-
administragdo em animais (Ritz et al., 1987; Bergman et al., 1989).

Alguns estudos demonstram que o MZ € auto-administrado por macacos
rhesus e cachorros, sugerindo que a droga pode apresentar algum risco de abuso
(Wilson e Schuster,1976; Risner e Silcox,1981; Corwin et al.,1987). Entretanto,
estudos em humanos indicam que o MZ apresenta baixo potencial de abuso (Chait
et al., 1987, Pickworth et al.,1991). Apesar destas evidéncias, um recente estudo
feito no Brasil, sobre o consumo de drogas anoréticas tipo anfetamina, demonstrou

que o MZ foi uma das substincias mais usadas (Nappo, 1992).



5

Outro possivel correlato comportamental associado a estimulagdo da
transmissdo DAérgica, induzida pelos bloqueadores da recaptagdo da DA, ¢ a sua
capacidade de desenvolver preferéncia de lugar em animais. O teste de preferéncia
condicionada de lugar (PCL) é um método simples e amplamente usado para o
estudo do potencial reforgador das drogas de abuso. Neste experimento, um
ambiente caracteristico é repetidamente pareado com a administragdo da droga em
estudo, e um outro ambiente é associado com a administragio de solugdo controle.
O posterior aumento do tempo de permanéncia no compartimento pareado com a
droga, durante o teste de preferéncia é considerado como medida de refor¢o. Um
fator positivo deste teste € que os efeitos reforgadores sdo avaliados na auséncia da
droga, sendo assim, ficam excluidos outros fatores que poderiam mascarar o
desempenho do animal como, por exemplo, efeitos motores ou qualquer outro fator
inespecifico (Mithani et al., 1986, Lawley e Kantak, 1990; Calcagnetti e Schechter,
1992 e 1993). '

O sistema DAérgico também desempenha importante fungdo na geragdo do
comportamento locomotor (Costal ef al., 1977; Fink e Smith, 1980). Pode-se supor
que fungdes individuais especificas do mecanismo DAérgico estdo relacionadas as
diferengas interindividuais no nivel de atividade motora em animais experimentais
(Schumacher et al., 1994).

Similar & cocaina e 3 anfetamina, o0 MZ ¢ conhecido por induzir aumento da
atividade locomotora, comportamento giratorio e esteriotipado em animais de
laboratério (Kruk e Zarrindast, 1976). Estudos realizados em nosso laboratorio t€m
demonstrado que o MZ aumenta a atividade locomotora de maneira dose-
dependente e que a sua administragdo repetida aumenta esta resposta em ratos
(Zannin e Takahashi, 1994). Este modelo de estimulagdo do SNC ¢ tipico de
psicoestimulantes potentes, como cocaina (Woolverton e Johnson, 1992),
anfetamina (Gogerty et al, 1975) e outros anorexigenos como dietilpropiona

(Reimer et al., 1995) e fencanfamina (Aizenstein et al., 1990; Kuczenski et al.,
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1991). Portanto, € provavel que a estimulagdo locomotora induzida pelo MZ possa
ser devida a sua agdo sobre o terminal nervoso DAérgico.

Além das propriedades estimulantes e refor¢adoras das drogas de abuso, estas
substincias também podem afetar o estado de ansiedade em animais de laboratério,
efeito este que pode ser avaliado através do teste do labirinto em cruz elevado
(LCE). Este teste tem sido usado como modelo animal simples e confidvel para
avaliar os efeitos ansioliticos e/ou ansiogénicos de drogas (Lister, 1990). Sua base
etoldgica é a aversdo natural apresentada por roedores a espagos abertos e elevados.
Diante da sua rapidez, da dispensa de treinamento prévio, equipamento barato, além
da sensibilidade a compostos ansioliticos e ansiogénicos, esse modelo animal de
ansiedade tornou-se muito popular em poucos anos (Lister, 1990), e foi validado
tanto para ratos (Pellow et al., 1985), como para camundongos (Lister, 1987).

Embora existam evidéncias de que os psicoestimulantes como a anfetamina
induzem propriedades ansiogénicas em camundongos testados no modelo do LCE
(Lister,1987), pouco se sabe em relagdo ao efeito do MZ neste teste. Na verdade,
em recente estudo realizado neste laboratorio foi verificado que 0 MZ ndo produz
estimulos ansiogénicos em ratos submetidos ao teste do LCE, tanto apos tratamento
agudo, quanto com tratamento repetido (Zannin, 1994). De qualquer modo, ¢
importante mencionar que, em humanos, o uso crénico ou a administragdo de altas
doses de cocaina podem produzir efeitos ansiogénicos (Cohen, 1975; Resnick et al.,
1977). Também tem sido demonstrado que a cocaina pode precipitar episodios de
ataques de panico em alguns individuos (Anthony et al., 1989; Aronson e Craig,
1986; Washton e Gold, 1984). Entretanto, em modelos experimentais, Rogério e
Takahashi (1992, a,b) sugerem que a capacidade de a cocaina induzir propriedades
ansiogénicas, tanto em ratos quanto em camundongos, pode depender, pelo menos
em parte, do nivel basal de ansiedade do animal. Além disso, foi verificado que os

resultados sobre os efeitos ansiogénicos da cocaina em modelos animais sdo
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limitados e confusos, e parecem ser consistentes com os relatos inconclusivos da
correlagdo entre o abuso de cocaina e ansiedade em humanos (Welte, 1985).

Por outro lado, o consumo excessivo de alcool em todo o mundo também
representa um grande problema social e de saide publica, gerando sérias
conseqiiéncias fisiologicas e neurologicas aos usudrios. Existem evidéncias
convincentes que fatores genéticos podem contribuir a predisposi¢do ao alcoolismo.
Além disso, fatores psicologicos, sociais e culturais também estdo relacionados a
vulnerabilidade ao consumo do alcool (Monteiro, 1990). Assim, acredita-se que o
alcoolismo seja uma doenga multifatorial, na qual todos estes fatores desempenham
um papel relativo de maior ou menor importancia (Donovan, 1986; Schuckit, 1987).

Viarios estudos tém sido desenvolvidos para elucidar os mecanismos
neurobioldgicos envolvidos com o consumo de alcool. Como exemplo destes
estudos ha o emprego de modelos animais induzidos ao consumo de EtOH, através
de condicionamento comportamental ou manipulagdo farmacolégica, ou ainda
através de animais geneticamente selecionados por diferengas quanto a preferéncia e
sensibilidade ao EtOH ou resisténcia as crises de abstinéncia (Nevo e Hamon,1995).

Até 1960, a visdo geralmente aceita era de que o EtOH exercia seus efeitos
centrais via fluidifica¢do ndo especifica das membranas neuronais (Seeman,1972),
uma vez que considerava-se incerto a existéncia de um receptor especifico para esta
molécula, devido a sua estrutura quimica simples. Com uma melhor compreenséo da
fungdo dos neurotransmissores e seus receptores, os trabalhos sobre as agdes do
EtOH no SNC passaram a demonstrar uma seletiva sensibilidade do EtOH a certos
sistemas neurotransmissores centrais. Portanto, nio ha um unico sistema
neurotransmissor que possa ser selecionado como o responsavel na mediagdo de
todos os efeito centrais do EtOH (Tabakoff e Hoffman,1987; Nevo ¢ Hamon,1995).
Dentre os varios sistemas afetados pelo EtOH, o que mais nos interessa no momento
¢ o sistema DAérgico, pois a liberagdo da DA, particularmente na regido

mesolimbica, induzida agudamente pelo EtOH, est4 relacionada & sua propriedade
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reforgadora, em analogia ao papel reforgador de outras drogas de abuso (Wise,1978;
Ko0b,1992). Além disso, o EtOH quando administrado sistemicamente, pode agir
afravés de outros neurotransmissores como o N-metil-D-aspartato (NMDA), acido
5-gama-amino-butirico (GABA), serotonina (5-HT) e opidides, que vdo influenciar
os neur6nios DAérgicos e conseqiientemente afetar a liberagdo de DA (Tabakoff et
al., 1991; Nevo e Hamon, 1995).

O EtOH apresenta uma variedade de efeitos comportamentais, muitos dos
quais sdo dependentes da dose e da via de administragdo (Sanson e Harris,1992).
Apesar de ser um depressor do SNC, o EtOH apresenta um efeito bifasico; o que
significa dizer que, em doses baixas e moderadas, o EtOH apresenta efeito
excitatorio caracterizado por desinibigdo, aumento de sociabilidade e euforia,
enquanto que em doses altas, desencadeia um efeito depressor com sedagdo e
sonoléncia ou até o estado de coma. Este efeito bifasico tem sido demonstrado tanto
em humanos quanto em camundongos (Ahlenius et al., 1973; Dudek e Abbot, 1984;
Frye e Breese, 1981; Masur et al., 1989).

Também fo1 observado que o EtOH pode funcionar como efetivo refor¢ador
em primatas, através do estudo de auto-administragdo usando o método de
condicionamento operante (Meisch e Stewart,1994). Outro método para avaliar os
efeitos positivos produzidos pelo EtOH, é a preferéncia condicionada de lugar.
Embora muitas tentativas tenham falhado em demonstrar preferéncia de lugar
induzida pelo EtOH, Bozarth (1990) demonstrou que a propriedade refor¢adora do
EtOH pode ser avaliada com este método. Além disso, também foi verificado
através dos estudos de Lister (1988), que o EtOH induz aumento do numero de
entradas e do tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE, em camundongos,
bem como aumenta o numero total de entradas, sem afetar a atividade locomotora,
medida no “holeboard”. Estes resultados evidenciam uma resposta ansiolitica apds

tratamento com EtOH.
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A partir da década de 60, as vias neurotransmissoras do cérebro de ratos
foram mapeadas por microscopia de histofluorescéncia, sendo observado uma intima
relagdo entre os sitios positivos para a estimulagdo cerebral reforgadora e o sistema
DAérgico mesotelencefélico. As células nervosas que liberam DA apresentam seus
corpos celulares concentrados na substancia nigra (SN - grupo A9), dando origem ao
sistema nigroestriatal; e na area tegmental ventral (ATV - grupo A10), originando os
sistemas mesolimbico e mesocortical. Suas fibras ascendem ao longo do feixe
prosencefalico medial e distribuem-se para o bulbo olfatério, nucleo septal lateral,
nucleo accumbens, nucleo do leito da estria terminal, complexo amigdaldide, cortex
frontal e piriforme. Portanto, se o sistema DAérgico ascendente desempenha uma
fungdo crucial no reforgo induzido pelas drogas, seria esperado que as substincias
de abuso agissem direta ou indiretamente como agonistas DAérgicos neste sistema
(Dahlstron e Fuxe, 1964; Ungerstedt, 1971; Moore e Bloom, 1978).

A fungdo da DA sobre o comportamento tem sido investigada por dois
métodos principais: um experimental envolvendo o estudo dos efeitos
comportamentais da manipulagdo da transmissdo DAérgica com drogas ou com
lesGes especificas dos neur6nios DAérgicos com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), e
outro onde as mudangas na transmissio DAérgica sdo monitoradas em areas
especificas e relacionadas a atividade comportamental. Estes métodos, apesar de
complementares, envolvem diferentes interagdes de metodologia de estudo ¢ ndo
necessariamente conduzem a mesma conclusgo (Di Chiara, 1995).

De qualquer modo, através das técnicas de microdialise ou voltametria
eletroquimica in vivo, varios laboratérios tém demonstrado que as substincias auto-
administradas por amimais de laboratério e consumidas abusivamente pelosv
humanos, produzem um aumento do nivel extracelular de DA na proje¢éo terminal
da regido mesotelencefalica do sistema DAérgico, sendo o nucleo accumbens (NAc)

o principal e mais sensivel sitio de agdo dessas drogas (Gardner, 1992).
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Os estudos dos efeitos dos bloqueadores de receptores DAérgicos para a
investigagdo experimental da fungdo da DA no comportamento tém confirmado que
estas drogas ndo sdo reforgadoras e que bloqueiam esta propriedade de refor¢adores
tipicos. Além disso, os neurolépticos induzem sedagdo e inibigdo motora com
catalepsia, como resultado do bloqueio dos receptores DAérgicos pds-sindpticos
(Imperato e Di Chiara, 1985).

Um achado interessante relatado ha 30 anos por Stein e Ray (1960); Stein
(1962) e comumente replicado por diferentes laboratérios (Franklin, 1978; Esposito
et al., 1981; Wise e Bozarth, 1982), é o estudo da inibi¢do da estimulagio elétrica
cerebral refor¢adora por antagonista DAérgicos. Através deste estudo observou-se
um aumento do limiar reforgador em regibes associadas a DA. Estes achados,
associados a estudos em que animais interrompem voluntariamente a infusdo de
antagonistas DAérgicos, sdo elementos importantes na teoria de que a estimulagio
elétrica cerebral reforgadora ativa o mesmo substrato DAérgico reforgador do
cérebro que ¢ ativado pela auto-administragdo de drogas; e que esses substratos
incluem o sistema reforgador DAérgico mesolimbico na regido do cérebro medial
anterior.

Por outro lado, alguns pesquisadores tém encontrado que a propriedade
refor¢adora produzida pelas substancias de abuso, incluindo compostos de diferentes
classes quimicas e farmacoldgicas, também pode ser significativamente atenuado
pelos antagonistas.opiéides, como a naloxona (Seeger et al., 1980; Nazzaro et al.,
1980 e 1981; Schad et al, 1995). Além disso, a naloxona também ¢ capaz de
aumentar a inibigdo da estimulagdo cerebral refor¢cadora induzida pelos
neurolépticos (Esposito et al., 1981). Estes fatos parecem favorecer a existéncia de
uma importante inter-relagdo anatdmica e funcional entre as fibras DAérgicas do
sistema reforgador e os peptideos opidides endogenos, que é capaz de influenciar a
estimulagdo cerebral refor¢adora induzida por todas as substdncias de abuso
(Gardner, 1992).
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Confirmando esta hipotese da ocorréncia de uma interagdio entre os sistemas
neuronais opidide e DAérgico (Iwatsubo, 1980; Kuschinsky, 1981), pode-se citar
que estudos usando técnicas de ligagdo com radioligantes ou com lesdes especificas,
tém indicado que os receptores opidides estdo localizados sobre os corpos celulares
e/ou dendritos de neurdnios DAérgicos, bem como sobre os terminais nervosos
GABAérgicos na SN (Llorens-Cortes et al., 1979). Johnson et al., (1980) tém
demonstrado anatomicamente a presen¢a de terminais e fibras de encefalinas em
intima relagdo com os neur6nios DAérgicos da SN e ATV, os quais ascendem aos
axOnios que inervam o neoestriado, NAc e outras estruturas limbicas e corticais.

A morfina, metadona e outros opidides sdo conhecidos por influenciarem a
fungdo dos sistemas DAérgicos centrais (Wood, 1983) e existe uma boa
concordancia sobre a no¢do de que opidides, como morfina, estimulam a sintese
(Gﬁnne, 1963; Clouet e Ratner, 1970; Hitzemann et al., 1971; Smith et al., 1972
Gauchy et al., 1973; Garcia-Sevilla et al., 1978; Alper et al., 1980), o metabolismo
(Lawerty e Sharman, 1965; Fukui e Takagi, 1972; Sasame et al., 1972; Ahtee e
Kaariainen, 1973; Kuschinsky ¢ Homnykiewicz, 1973; Wood e Richard, 1982) ¢ o
“turnover” (Gunne et al., 1969; Sugrue, 1974; Moleman e Bruinvels, 1976, 1979;.
Wood et al., 1980; Attila e Ahtee, 1984; Yonehara e Clouet, 1984) da DA ¢ a
atividade de disparos dos neurdénios DAérgicos (Iwatsubo e Clouet, 1977; Nowycky
et al., 1978; Gysling e Wang, 1983; Matthews e German, 1984).

Frente ao exposto, pode-se observar que embora existam evidéncias
demonstrando os efeitos comportamentais induzidos pelo MZ e principalmente pelo
EtOH, nio existem dados publicados sobre os efeitos provocados pela combinagéo
de EtOH e MZ. Tendo em vista o grau de semelhanga no mecanismo de agdo entre o
MZ e a cocaina, € o consumo abusivo do MZ associado ao EtOH, a investigagdo
dos efeitos comportamentais induzidos por estas drogas é de grande importancia
para a avaliagdo do perfil psicofarmacologico desta interag@o. Portanto, o presente

estudo foi delineado com o objetivo de investigar os efeitos da interagdo de EtOH
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com MZ em diferentes testes comportamentais, bem como avaliar o possivel
envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide nas agdes induzidas por esta

associagdo em camundongos.
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2 - OBJETIVOS

- Avaliar o efeito da associagdo EtOH+MZ, e dessas drogas administradas
1soladamente, sobre o comportamento locomotor de camundongos, medido em caixa
de movimentagdo espontdnea, bem como verificar o envolvimento dos sistemas
DAérgico e opidide sobre este parametro comportamental, através do pré-tratamento

com haloperidol ou naloxona.

- Investigar a presenca de propriedade reforgadora na associagdio EtOH+MZ,
utilizando como modelo a preferéncia condicionada de lugar e também verificar o
envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide neste comportamento, pelo uso de

antagonistas especificos.

- Verificar se a associagdo EtOH+MZ tem alguma a¢do moduladora sobre o estado

de ansiedade, através do teste do LCE, apds tratamento agudo ou repetido.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos suigos, albinos, machos, com
aproximadamente 3 meses de idade, pesando entre 30 e 40 g, provenientes do
Biotério do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os animais permaneciam alojados em grupos de 25 a 30, por gaiola (39 x
32 x 16 cm), mantidos em temperatura controlada (23 = 1°C), em ciclo claro e
escuro de 12 horas (6:00 - 18:00 h), com livre acesso a agua e a comida, exceto

durante as sessoes de teste.

3.2 - Drogas

Mazindol (Instituto Quimico Campinas - IQC, S3o Paulo), haloperidol
(Sigma Co. St Louis, MO. USA), ambos dissolvidos em solugdo de
carboximetilcelulose a 0.025% na dose de 5 mg/kg e 0.075 mg/kg, respectivamente.

EtOH PA (Merck, Rio de Janeiro) diluido a 12.5% v/v em salina e administrados
nas doses de 1.2 a 2.8 g/kg. Naloxona (RBI, MA. USA) dissolvido em salina na
dose de 1.0 mg/kg. A solugdo controle consistiu de uma mistura de salina e
carboximetilcelulose em volumes equivalentes. Todas as drogas foram administradas
por via intraperitoneal (i.p) em volumes fixos de 0.1 ml/10 g, exceto o EtOH cujo
volume de inje¢do variou conforme a dose. Os animais tratados com solugdo
controle, EtOH ou MZ isoladamente receberam uma inje¢do adicional de solugdo

controle, para igualar ao nimero de injegdes do grupo tratado com EtOH+MZ.
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3.3 -Equipamentos e procedimentos

3.3.1- Teste de movimentagdo espontdnea

A avaliagdo da atividade locomotora foi realizada em uma caixa de madeira
medindo 40 x 12 x 20 cm, com trés células fotoelétricas instaladas a 1cm de altura
do chdo em grade, espagadas igualmente ao longo de sua extens3o e acopladas a um
contador digital que registra o niimero de vezes que o animal interrompe os feixes de
luz (cada interrupg¢do do feixe de luz constitui uma medida de atividade). Assim, os
movimentos horizontais dos animais foram detectados pelas fotocélulas. O teste foi
desenvolvido em ambiente com pouca iluminagdo, no periodo matutino (8 as 12 h).
Nes‘te experimento os animais foram individualmente colocados dentro das caixas de
movimentagdo e os registros de medida de atividade foram efetuados por um periodo
de 5 min. em diferentes intervalos de tempo (aos 15, 30, 45 ¢ 60 min.) apos as
injegdes de solugdo controle, EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg. Apds cada registro
de atividade os animais retornavam a gaiola. Para avaliar um possivel envolvimento
dos sistemas DAérgico e/ou opidide sobre o comportamento locomotor induzido
pelos tratamentos com EtOH, MZ ou a sua associagdo, grupos adicionais foram
avaliados na presenga ou auséncia de haloperidol 0.075 mg/kg ou naloxona 1.0

mg/kg, seguindo o mesmo procedimento experimental.

3.3.2 - Teste de preferéncia condicionada de lugar - PCL

O teste de PCL foi efetuado em uma caixa, confeccionada em acrilico,
composta por trés compartimentos diferentes, separados por duas guilhotinas

removiveis. A area central medindo 51 x 14 x 14.5 cm e pintada de bege era
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considerada um ambiente neutro. As extremidades da caixa mediam cada uma 22 x
14 x 14.5 cm e eram distingiiidas pelas seguintes caracteristicas: uma clara com o
chio liso e iluminada com luz branca e outra escura com o chdo coberto com
serragem ¢ sem iluminagdo. Os experimentos foram conduzidos em ambiente com
pouca iluminagdo no periodo da manhi (8 as 12 h). O método escolhido, adaptado

ao estudo de Lawley e Kantak (1990), envolveu duas fases:

Fase 1 - condicionamento: O periodo de condicionamento foi efetuado em 4 dias
consecutivos com dois ensaios diarios. No primeiro ensaio, cada animal recebeu
solugdo controle e foi imediatamente confinado em uma das extremidades da caixa
de condicionamento (por um periodo de 5, 15 ou 30 min). No segundo ensaio os
animais foram tratados com solugdo controle (grupo controle) e com EtOH 1.2 g/kg
e/ou MZ 5.0 mg/kg (grupos teste) e confinados na extremidade oposta da usada no
primeiro ensaio, também pelo mesmo tempo (5, 15 ou 30 min). De maneira similar a
movimentagdo, grupos adicionais foram utilizados para avaliar o possivel
envolvimento dos mecanismos DAérgicos e/ou opidides neste modelo experimental.
Portanto oito grupos de animais foram pré-tratados com haloperidol (0.075 mg/kg)
ou naloxona (1.0 mgkg) ,enquanto outros quatro grupos receberam solugio
controle. Este pré-tratamento foi efetuado 30 min. antes do teste. Posteriormente,
cada animal foi submetido ao procedimento experimental de condicionamento de.

lugar, como descrito acima.

Fase 2 - teste: O teste foi realizado no 5° dia, sem tratamento, quando os animais
foram individualmente colocados no compartimento neutro, com livre acesso para
ambos os lados. O registro do tempo de permanéncia em cada compartimento foi

efétuado por um periodo de 15 min.

Foi utilizada uma solugdo de etanol a 10% para limpar a caixa antes da

colocagdo de cada animal.
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3.3.3 - Teste do labirinto em cruz elevado - LCE

O aparelho para o teste do LCE, feito de acrilico, é constituido por dois
bragos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm) opostos entre si,
e elevados a 38.5 cm do chdo. Os bragos abertos apresentam uma barra lateral de
0.5 cm como protegdo, evitando a queda dos animais. Um campo aberto quadrado
(40 x 40 x 30 cm), também fabricado em acrilico, foi utilizado antes do teste para
adaptagdo do animal ao ambiente. Foi utilizada uma solugdo de etanol a 10% para
limpar o labirinto e o campo aberto antes da colocagio de cada animal. Os
experimentos foram realizados no periodo matutino (8 as 12 h), em ambiente com
baixa luminosidade. Os animais foram tratados com solugdo controle, EtOH e/ou
MZ, 15 min. antes do teste em uma ante-sala. Dez minutos apos as injegdes, cada
animal foi colocado individualmente no campo aberto por 5 min. e, em seguida,
transferido diretamente para o centro do labirinto, com a face voltada para um dos

bragos fechados, onde permaneceu para avaliagdo por mais 5 min.

Para avaliar a resposta comportamental no labirinto em cruz elevado apos um
esquema de administragdo repetida, quatro grupos de animais foram tratados
diariamente, de maneira similar ao aplicado no teste de PCL, com solugdo controle,
EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, durante 4 dias consecutivos. No 52 dia, estes
animais n3o receberam tratamento e foram submetidos a0 mesmo procedimento

experimental que o grupo agudo.

Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram o nimero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do equipamento.
Como medida de locomogdo foi obtida a freqiiéncia total de entradas nos bragos
fechados. O numero total de entradas foi obtido pela soma do numero de entradas
nos bragos abertos e fechados. O percentual de entradas (aberto/total) foi calculado

dividindo-se o nimero de entradas nos bragos abertos pelo nimero total de entradas
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e este indice multiplicado por 100. O percentual de tempo (aberto/total) também foi
calculado de maneira semelhante: o tempo gasto nos bragos abertos foi dividido pelo
somatoério do tempo de permanéncia em ambos os bragos e o quociente obtido foi

multiplicado por 100.

3.4 - Analise estatistica

As comparagdes estatisticas entre as médias dos grupos foram inicialmente
realizadas por andlise de varidncia (ANOVA), adequadas ao protocolo experimental
para a detecc¢do de diferencga significativa. Posteriormente, os grupos passaram a ser
comparados entre si através do teste de Newman-Keuls ou Dunnet. No teste de
preferéncia condicionada de lugar foi utilizado o teste “t” de Student para
comparagdes entre dois grupos experimentais. Os dados foram expressos como a

média * erro padrdo da média (e.p.m.) e a probabilidade aceita como indicativa da

existéncia de diferencas estatisticamente significantes foi p < 0.05.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Experimento 1: Avaliacdo da atividade locomotora com diferentes doses

de etanol.

Neste experimento cinco grupos de 10 animais foram tratados com EtOH
(12.5% v/v) nas doses 1.2, 2.0, 2.4 e 2.8 g/kg ou solugdo controle e submetidos ao
teste de movimentagdo espontanea aos 15, 30, 45 e 60 min, apds as inje¢des, para o
registro da atividade locomotora durante 5 min, conforme metodologia descrita
anteriormente.

Os resultados da administragdo de diferentes doses de EtOH sobre a
atividade locomotora de camundongos, em diferentes intervalos de tempo, estdo
ilustrados na Fig. 1. Nesta figura, as linhas verticais que representam o e.p.m néo
estdo expressas para melhor clareza dos dados. A analise estatistica efetuada pela
ANOVA de uma via com medidas repetidas revelou efeito significante dos

tratamentos [Fi9 180 = 12.804, p < 0.001]. As doses de EtOH 2.0, 2.4 ¢ 2.8

aumentaram a movimenta¢gio de forma significante praticamente em todos os
intervalos de tempo, quando comparadas aos animais do grupo controle. O EtOH
(1.2 g/kg) induziu aumento significante somente no primeiro intervalo, 15 min, teste
de Newman-Keuls. Além disso foi verificado que o pico de agdo se deu entre os 15

e 30 min do experimento. Os mesmos resultados também estdo expressos apos o
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tempo total do experimento, 60 min. e confirmam que as trés doses maiores de
EtOH induzem aumento significante da atividade motora, Fig. 1, ANOVA de uma
via [F 445 = 15.324, p < 0.01, Newman-Keuls]. A partir destes dados, a menor dose
de EtOH (1.2 g/kg) foi selecionada para fazer a associagdo com MZ nos

experimentos seguintes.
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Figura 1: Avaliagdo do efeito do EtOH 1.2, 2.0, 2.4 e 2.8 g/kg, via i.p., sobre a

atividade locomotora em camundongos, medida em diferentes intervalos de tempo (15,

30, 45 e 60 min.) ou cumulativamente, apos 60 min. Dados expressos como a média de

10 animais. * indica p < 0.05 em relagdo ao grupo controle, (teste de Newman Keuls).



22

4.2- Experimento 2: Avalia¢io da atividade locomotora apoés a injecio de etanol

e mazindol.

Ap0s a selegdo da dose de EtOH no experimento anterior (EtOH 1.2 g/kg), foi
efetuada a avaliagdo da atividade locomotora apos administragdo da associag¢do
EtOH+MZ, bem como destas drogas isoladadamente, seguindo o mesmo
procedimento experimental. A dose de MZ empregada para esta associagdo foi de
5.0 mg/kg, a qual foi baseada em experimentos prévios realizados em nosso
laboratéﬁo. Para este experimento foram utilizédos aproximadamente 50 animais,

divididos em quatro grupos conforme o tratamento: solugio controle, EtOH 1.2 g/kg,

MZ 5.0 mg/kg e EtOH 1.2 g/lkg + MZ 5.0 mg/kg.

Os efeitos do EtOH, MZ ou da combinagdo EtOH+MZ sobre a atividade
locomotora em camundongos, em diferentes intervalos de tempo, estdo ilustrados na
Fig. 2. A andlise estatistica efetnada pela ANOVA de uma via com medidas
repetidas revelou diferenga significante entre os tratamentos, [Fi5144 = 19.199, p <
0.001]. O teste de Newman-Keuls subseqiiente demonstrou que o aumento da
atividade locomotora induzida pela interagdo EtOH+MZ foi significativamente
maior do que o efeito provocado pelas drogas administradas isoladamente, em todos -
os intervalos de tempo (p < 0.05). O grupo de animais tratados somente com MZ

aumentou significativamente a atividade locomotora em relagdo ao grupo controle
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aos 30, 45 e 60 min; enquanto nio foi verificada diferenga significante entre os
animais do grupo controle e os animais tratados com a dose selecionada de EtOH.
Os resultados também estdo expressos apos o tempo total do experimento, 60 min,
Fig. 2. A andlise destes dados confirmam que o MZ e a associagdo EtOH+MZ
causam nitido aumento da locomog¢do quando comparados ao grupo controle,

ANOVA de uma via [F 33 =25.048, p <0.001, Newman-Keuls].
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Figura 2: Avaliagdo da atividade locomotora ap6s administragdo isolada e associada de
EtOH 1.2 g/kg e MZ 5.0 mg/kg, via i.p. em camundongos, medida em diferentes
intervalos de tempo (15, 30, 45 e 60 min) e cumulativamente apés 60 min. Dados
expressos como a média + e.p.m. de 10 animais. * indica p < 0.05 em relagdo ao grupo
controle e # indica p < 0.05 em relagdo aos tratamento isolados com EtOH e MZ, (teste

deNewman Keuls).
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4.3 - Experimento 3: Avaliacio do pré-tratamento com haloperidol na atividade

locomotora induzida pela associa¢do etanol+mazindol.

Neste protocolo experimental os animais foram divididos em oito grupos de 9
animais, os quais foram simultaneamente injetados com solugdo controle, EtOH 1.2
g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg na auséncia e na presen¢a de um antagonista DAérgico,
haloperidol 0.075 mg/kg, e submetidos ao mesmo procedimento experimental de
avaliagdo da atividade locomotora em diferentes intervalos de tempo, no decorrer de
1 hora.

A Fig. 3 apresenta o efeito da administragdo de todas as drogas' utilizadas
neste experimento, ao longo do tempo. Nesta ilustragdo, as linhas verticais que
representam o e.p.m. ndo foram expressas para maior clareza da figura.
Confirmando resultados anteriores, observa-se que os camundongos injetados com a
associagdo EtOH+MZ ou com o MZ isoladamente apresentaram nitido aumento da

locomogdo em relagdo aos animais-controle [F 31256 = 11.515, p < 0.001] -

ANOVA de uma via com medidas repetidas. E possivel visualizar que o pré-
tratamento com haloperidol antagonizou os efeitos induzidos tanto pela combinagio
EtOH+MZ quanto pelo MZ, administrado isoladamente (Fig. 3).

Na Fig. 4, pode-se observar melhor o efeito do haloperidol sobre os tratamentos
com solugdo controle, EtOH, MZ ou a associagdo EtOH+MZ, a cada intervalo de

tempo, isto €, aos 15, 30, 45 e 60 min. A analise estatistica realizada pela ANOVA de
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uma via separadamente, revelou diferengas significantes entre os tratamentos
empregados [F 764 = 5.511, p < 0.001, aos 15 min; F ;5 = 7.826, p < 0.001, aos 30
min; F 76, =17.104, p <0.001, aos 45 min e F ;54 = 14.903, p £ 0.001, aos 60 min]. Na
seqiiéncia os resultados foram analisados através do teste de Newman-Keuls, que
revelou efeito significante, como ja esperado, da associagdo EtOH+MZ em relagio ao
grupo controle em todos os tempos avaliados (p < 0.001). O tratamento isolado com
MZ também produziu efeito estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle
aos 30, 45 e 60 min (p < 0.05), enquanto o grupo tratado com EtOH nfo apresentou
diferenca em relagfo ao grupo controle. Com respeito aos efeitos induzidos pelo pré-
tratamento com haloperidol, foi verificado que este inibiu a estimulagio locomotora
provocada pela interagdo EtOH+MZ aos 30, 45 ¢ 60 min (p < 0.01). O mesmo ocorreu
com o grupo tratado com MZ, no qual o aumento da atividade locomotora induzida por
esta droga foi significativamente atenuado na presenga de haloperidol também aos 30,
45 e 60 min (p < 0.05). Por outro lado, a atividade locomotora do grupo tratado com
EtOH nio foi afetada pelo haloperidol eni nenhum intervalo de tempo (p > 0.05).

Estes resultados demonstram que o haloperidol, em dose que nio afeta a
atividade locomotora do grupo controle, antagoniza a estimulagdo locomotora induzida

pelo MZ ou a combinagio EtOH+MZ, sugerindo a participagdio de mecanismos

DAérgicos na agdo destas drogas.
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Figura 3: Curva tempo resposta do efeito do haloperidol 0.075 mg/kg sobre a atividade
locomotora apos a administragdo de EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, via 1.p, em
camundongos. Dados expressos como a média de 9 animais. * Indica p < 0.05 em

relagdo ao grupo controle, (teste de Newman Keuls).
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Figura 4: Avaliagio do efeito do haloperidol 0.075 mg/kg sobre a atividade locomotora
iduzida por EtOH 12 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, via 1.p., em camundongos, aos 15, 30,
45 e 60 min. Dados expressos como a média £ epm de 9 animais por grupo. * indica p
< 0.05, em relagdo ao grupo controle e # indica p < 0.05 em relago ao controle do

tratamento correspondente, (teste de Newman Keuls).
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4.4 - Experimento 4: Avaliacdo do pré-tratamento com naloxona na atividade

locomotora induzida pela associagdo etanol+mazindol.

O procedimento deste experimento foi semelhante ao anterior, no qual 8
grupos de 7 animais tratados com solugdo controle, EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0
mg/kg na auséncia e na presenga de naloxona 1.0 mg/kg, foram avaliados nas caixas

de movimentagido espontinea aos 15, 30, 45 ¢ 60 min., apds o tratamento.

A Fig. 5 apresenta os dados de todos os tratamentos empregados como uma
curva tempo-dependente. Novamente as linhas que expressam o e.p.m. foram
abolidas para permitir uma melhor visualizagdo dos resultados. Conforme dados ja
descritos, foi mais uma vez observado que a associagdo EtOH+MZ causa aumento
significante na locomogio em relagdo ao grupo controle em todos os intervalos de
tempo [F 31192 = 6.365, p < 0.001] - ANOVA de uma via com medidas repetidas.
Apesar de os camundongos tratados com MZ apresentarem uma tendéncia a
aumentar a locomogdo quando comparados aos animais-controle, estes efeitos néo

foram estatisticamente significantes [F 31192 = 6.365, p > 0.05] - ANOVA de uma

via com medidas repetidas.

A Fig. 6, apresenta uma comparagédo do efeito da administragdo da naloxona
em relagdo aos tratamentos com solugdo controle, EtOH, MZ ou a combinagdo

EtOH+MZ, a cada intervalo de tempo (15, 30 , 45 e 60 min). A analise estatistica
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efetuada através da ANOVA de uma via, a cada intervalo de tempo, indicou

diferenga significante entre os tratamentos empregados [F 743 = 6.819, p < 0.001
aos 15 min; F 743 = 4.927, p < 0.001 aos 30 min; F 745 = 4.950, p < 0.001 aos 45

min e F 743 = 5.435, p < 0.001 aos 60 min]. Em seguida, estes resultados foram

analisados pelo teste de Newman Keuls, que revelou aumento significante da
atividade locomotora induzida pela associagdo EtOH+MZ aos 15, 30, 45 e 60 min
(p £ 0.05) em relagdo ao grupo controle. Os grupos tratados com EtOH e MZ,
isoladamente, ndo apresentaram diferenca significante em relagdo ao grupo controle
em todos os intervalos de tempo (p > 0.05). Na andlise dos efeitos da naloxona em
relagdo aos demais tratamentos, pode-se observar que a naloxona apesar da ndo
afetar a atividade locomotora espontdnea do grupo controle (p > 0.05), também néo
foi capaz de inibir a estimillagﬁo locomotora induzida pela associagdo EtOH+MZ (p
> 0.05) em nenhum intervalo de tempo. Os grupos tratados com EtOH ¢ MZ
também ndo foram afetados pela administragdo simultdnea de naloxona (p > 0.05).
Estes resultados descartam um efeito predominante do sistema opidide no aumento

da estimulagio locomotora induzida pela associagdo EtOH+MZ.
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Figura 5: Curva tempo resposta do efeito da naloxona 1.0 mg/kg sobre a atividade
locomotora induzida por EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, via i.p., em camundongos.
Dados expressos como a média de 7 animais. * indica p < 0.05 em relagdo ao grupo

controle, (teste de Newman Keuls).
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Figura 6: Avaliagdo do efeito da naloxona 1.0 mg/kg sobre a atividade locomotora

induzida por EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, via i.p., em camundongos, aos 15, 30,

45 e 60 min. Dados expressos como a média + epm de 7 animais por grupo. *Indica p

< 0.05 em relagdo ao grupo controle, (teste de Newman Keuls).



0.250. )53-9

a Blblietoca Univers3tiria
UFSC

4.5 - Experimento S: Teste de preferéncia condicionada de lugar (PCL) com

etanol+mazindol - influéncia do tempo de condicionamento.

Neste teste, quatro grupos de aproximadamente 40 animais, foram tratados
respectivamente com solugcdo controle, EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mgkg e
submetidos ao teste de PCL para a avaliagdo do efeito reforgador dos tratamentos,

seguindo o esquema abaixo.

GRUPOS CONDICIONAMENTO TEMPO DE TESTE

4 DIAS CONDICIONAMENTO 52 DIA
1® injecdo - salina 5 min
CONTROLE 15 min .
2* inje¢do - salina 30 min 15 min
12 inje¢do - salina 5 min
EtOH 1.2 15 min 15 min
gkg 22 injegio - EtOH 30 min
1* injecdo - salina : 5 min
MZ5.0 15 min 15 min
mg/kg 22 injecdio - MZ 30 min
1# injecdo - salina 5 min
EtOH+MZ 15 min 15 min
2® injecdo - EtOH+M 30 min

Conforme descrito anteriormente nos procedimentos, a influéncia do tempo de
condicionamento também foi avaliada condicionando-se os animais por 5, 15 ou 30

min, durante 4 dias consecutivos com dois ensaios diarios, um pareado com solugdo
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controle e outro pareado com a droga. A avaliagdo do efeito reforgador foi realizada
no 5° dia, na auséncia de tratamento, através do registro do tempo de permanéncia

nos compartimentos da caixa de condicionamento.

Os resultados obtidos com o teste de preferéncia condicionada de lugar, com
os diferentes tempos de condicionamento, indicam que os camundongos utilizados
apresentam uma preferéncia significante (p < 0.05, teste “t” de Student) pelo
compartimento escuro da caixa de condicionamento, em todos os tempos

empregados (Tabela 1).

A Fig. 7 apresenta a média + ep.m. do tempo de permanéncia no
compartimento menos preferido (lado claro) no teste de PCL aos 5, 15 ¢ 30 min de
condicionamento, ap6s a administragdo de solugdo controle, EtOH, MZ e
EtOH+MZ. Os resultados obtidos foram analisados, grupo a grupo, pelo teste “t” de
Student. Como pode ser visto, os camundongos injetados com a associagdo
EtOH+MZ apresentaram significante preferéncia pelo compartimento pareado com o
tratamento em todos s tempos de condicionamento [t (1,24)= 2.596 e p = 0.0153
aos 5 min; t (1,18)= 2.347 ¢ p = 0.0306 aos 15 min; t (1,18)= 2.392 e p = 0.0286
aos 30 min]. Esses resultados parecem indicar uma preferéncia de lugar,
possivelmente induzida pelo efeito refor¢cador da associagdo EtOH+MZ. Entretanto,
com os tratamentos isolados, observa-se que nem o EtOH nem o MZ, exceto quando

o tempo de condicionamento testado foi de 15 min [t (1,17)= 3.145 e p = 0.0059],



35

foram eficazes em relagdio ao grupo controle (p > 0.05). E importante ressaltar que

ndo houve variagdo no tempo de permanéncia no compartimento menos preferido em

relagdo aos diferentes tempos de condicionamento utilizados, sugerindo que o fator

tempo ndo influenciou a obteng¢do dos resultados.

TABELA 1: MEDIA + E.P.M. DO TEMPO DE PERMANENCIA NO
COMPARTIMENTO PAREADO COM SALINA.

TEMPO DE TEMPO (s) TEMPO (s)
CONDICIONAMENTO LADO CLARO LADO ESCURO

5 min. 1344 +11.6 295.8 +32.1*

15 min. 174.1£21.1 276.0 +46.1*

30 min. 168.7+17.9 263.7 +22.1*

* Representa p < 0.05, em relagio ao tempo de permanéncia no compartimento claro

da caixa de condicionamento. Teste “t” de Student.
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Figura 7: Média do tempo de permanéncia no compartimento pareado com a droga, na
caixa de preferéncia condicionada de lugar, empregando-se diferentes tempos de

condicionamento, 5, 15 e 30 min. Os valores representam a média + epm de pelo

menos 9 animais. * indica p < 0.05 em relagdo ao grupo controle, (teste “t”de Student).
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4.6 - Experimento 6: Efeito do pré-tratamento com haloperidol e com naloxona

na preferéncia de lugar induzida pela associagdo etanol+mazindol.

De maneira similar ao estudo da movimentagdo espontinea, o possivel
envolvimento dos sistemas DAérgico e opidide, tarﬁbém foi avaliado no teste de
PCL. O procedimento experimental deste teste foi semelhante ao anterior. Foram
utilizados doze grupos com aproximadamente 7 animais, os quais foram divididos
de aco‘rdo com o tratamento: para grupo controle, solugdo controle e para os grupos
testes, EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg na auséncia e na presenga de haloperidol
0.075 mg/kg ou naloxona 1.0 mg/kg. Tanto o haloperidol quanto a naloxona foram
injetados 30 min antes das inje¢des de EtOH e MZ. Este tempo fo1 baseado tanto em
dados da literatura quanto nos resultados do teste de movimenta¢do espontinea,
onde foi observado o inicio de agdo destas drogas, neste intervalo de tempo. O

tempo de condicionamento escolhido foi de 15 min. para todos os grupos.

Os resultados estio resumidos na Fig. 8, expressos como a média *+ e.p.m. do
tempo de permanéncia, dos camundongos, no compartimento menos preferido (lado
claro) da caixa de condicionamento, apos a administragdo de solugdo controle,
EtOH, MZ e EtOH+MZ. As comparagdes entre as médias dos diferentes grupos
foram analisadas pelo teste “t”. Os animais tratados com a associagdo EtOH+MZ

apresentaram um significante aumento no tempo-de permanéncia no compartimento
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pareado com a droga [t (1,12) = 4.236; p = 0.0012], quando comparados ao grupo
controle. O tratamento com MZ também resultou em diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle, quanto ao tempo de permanéncia no
compartimento menos preferido [t (1,14) = 3.008; p = 0.0094]. Esses resultados
confirmam o desenvolvimento de preferéncia de lugar, induzida pelo efeito
reforcador de ambos os tratamentos. O grupo tratado com EtOH na dose
empregada, ndo aprésentou diferenga significante em relagdo ao grupo controle. O
pré-tratamento com haloperidol ndo foi capaz de antagonizar a preferéncia de lugar
induzida tanto por MZ quanto pela combinagéo Eth+MZ. O mesmo foi observado

com o pré-tratamento de naloxona.
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Figura 8: Média do tempo de permanéncia no compartimento pareado com a droga,
apds pré-tratamento com haloperidol 0.075 mg/kg e naloxona 1.0 mg/kg, na caixa de

preferéncia condicionada de lugar, apdés 15 min. de condicionamento. Os valores
*
representam a média + epm de pelo menos 7 animais. Indica p < 0.05 em relagdo ao

grupo controle-controle (C-CONTROLE). (Teste “t” de Student).
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4.7 - Experimento 7: Efeito da associacio etanol+mazindol no teste do labirinto

em cruz elevado (LCE)

Para verificar se a associagdo EtOH+MZ, apds tratamento agudo, apresenta
alguma agdo moduladora sobre o estado de ansiedade, os animais foram submetidos
ao teste do LCE. Neste teste, quatro grupos de 10 animais foram tratados com
solugdo controle, EtOH 1.2 g/kg e/ou MZ 5.0 mg/kg, respectivamente. Apos 10 min.
do tratamento, cada animal foi habituado ao ambiente experimental, no campo
aberto, por 5 min.e, em seguida, transferido para o centro do labirinto, onde foi
avaliado durante mais 5 min, registrando-se os pardmetros descritos em materiais €

métodos.

Os efeitos dos tratamentos com EtOH, MZ ou a combinag:ﬁé EtOH+MZ sobre
o percentual de freqiiéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos, bem como, a freqiiéncia nos bragos fechados do LCE estfio esquematizados
nas Figs. 9 e 10. Os resultados foram analisados através da ANOVA de uma via,

revelando que ndo houve diferenga significante entre os tratamentos, em relagdo a
freqiiéncia nos bragos abertos [F 34, = 1.337 € p = 0.2752], mas o percentual de
tempo nos bragos abertos e o nimero de entradas nos bragos fechados apresentaram
significancia estatistica entre os tratamentos [F 34, = 3.518, p =0.0231 e F 345 =

8.945, p= 0.0001, respectivamente]. Em seguida os resultados foram avaliados pelo
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teste de Dunnett, a partir do qual se pode observar que o grupo tratado com EtOH
apresentou um aumento significante no tempo dispensado nos bragos abertos (p <
0.05) sem afetar o numero de entradas nos bragos fechados, confirmando sua agéo
ansiolitica descrita em outros estudos. Os animais tratados com a associag¢do
EtOH+MZ também apresentaram aumento significante do tempo de permanéncia
nos bragos fechados (p < 0.05). Entretanto, este aumento foi possivelmente devido a
estimulagdo da atividade locomotora apresentada por este grupo, representada pelo
aumento do nimero de entradas (p < 0.05) nos bragos fechados do LCE, Fig. 10.
Por outro lado, 0 MZ ndo apresentou diferenga, em relagdo ao grupo controle, nem

na frequéncia nem no tempo gasto nos bragos abertos, Fig. 9.
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Figura 9: Efeito do EtOH 1.2 g/kg, MZ 5.0 mg/kg e sua associagio sobre a freqii€ncia e

o tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto durante 5 min. Dados
*
expressos como a média + epm de 10 animais. Indica p < 0.05 em relagdo ao grupo

controle, (teste de Dunnett).
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Figura 10: Efeito do EtOH 1.2 g/kg, MZ 5.0 mg/kg e da associagio EtOH+MZ, em

esquema agudo, sobre o nimero de entradas nos bragos fechados (NEF) do labirinto

*
em cruz elevado. Dados expressos como a média + epm de 10 animais. Indica p <

0.05 em relagdo ao grupo controle. (teste de Dunnett).
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4.8 - Experimento 8: Efeito da associacio etanol+mazindol no labirinto em cruz

elevado apés tratamento repetido com etanol e/ou mazindol.

Para dissociar o aumento do tempo de permanéncia, no compartimento menos
preferido, induzido pela interagdo EtOH+MZ no teste de PCL, de um possivel efeito
ansiolitico, quatro grupos de aproximadamente 10 animais foram tratados, de acordo
com o esquema do teste de PCL, durante 4 dias consecutivos com solugdo controle,
EtOH 1.2 g/lkg, MZ 5.0 mg/kg e com a associagdo EtOH+MZ. No 5° dia, os animais
ndo receberam nenhum tratamento e foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado para posterior avaliagio comportamental, ap6és prévia habituagdo ao
ambiente experimental em um campo aberto, conforme o experimento anterior.

A influéncia da administragio repetida de EtOH, MZ ou a combinagéo
EtOH+MZ sobre os pardmetros comportamentais avaliados no LCE esta ilustrada
nas Figs. 11 e 12.

A Fig. 11 apresenta a média + e.p.m. do percentual da freqiiéncia e do tempo
de permanéncia nos bragos abertos do LCE. Esses resultados foram analisados
através da ANOVA de uma via que indicou diferenga significante entré 0s

tratamentos [F 3 33 = 3.543, p = 0.0234 para freqiiéncia e F 333 = 3.610, p = 0.0218

para o tempo]. Posteriormente, os resultados foram avaliados pelo teste de Dunnett,

o qual demonstrou uma diminui¢do estatisticamente significante tanto na freqiiéncia
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quanto no tempo sobre os bragos abertos, para o grupo tratado com MZ (p < 0.05),
evidenciando um efeito ansiogénico para 0 MZ, apds tratamento repetido neste
modelo. O comportamento dos animais tratédos com EtOH sobre o LCE nio foi
alterado em relagdo ao grupo controle. O mesmo ocorreu com o grupo tratado com a
combina¢io EtOH+MZ.

Com relagdo ao numero total de entradas nos bragos fechados, Fig. 12, a
andlise estatistica feita pela ANOVA de uma via, ndo indicou diferenga significante

entre os tratamentos [F 333 = 0.2120, p = 0.8875].
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Figura 11: Efeito do tratamento repetido durante 4 dias, com EtOH 1.2 g/lkg, MZ 5.0
mg/kg e sua associagdo, sobre a freqiiéncia e o tempo de permanéncia nos bragos

abertos do labirinto durante 5 min. Dados expressos como a média + epm de 10

*
animais. Indica p £0.05 em relagdo ao grupo controle. (teste de Dunnett).
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Figura 12: Efeito do tratamento repetido com EtOH 1.2 g/kg, MZ 5.0 mg/kg e sua

associagdo, sobre o nimero de entradas nos bragos fechados (NEF) do labirinto em

cruz elevado. Dados expressos como a média = epm de 10 animais.
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5 - DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem a existéncia de efeitos interativos
entre 0 MZ e o EtOH em camundongos, uma vez que o efeito sobre a atividade
locomotora € a preferéncia de lugar induzidas por esta associa¢do de drogas foi
maior do que o efeito provocado pelas drogas administradas isoladamente. O
aumento da atividade locomotora ap6s administragdo da associagio EtOH+MZ
provavelmente envolve o sistema DAérgico de neurotransmissdo, pois o pré-
tratamento com haloperidol bloqueou a estimulagdo locomotora. Por outro lado, o
sistema opidide ndo parece exercer papel preponderante nos comportamentos
avaliados, uma vez que o pré-tratamento com naloxona nio altérou as respostas,
tanto no teste de atividade locomotora quanto no de PCL. Confirmando relatos da
literatura (Dickerson e Ferraro, 1976; Lister, 1988; Blanchard et al, 1990), a
administragdo isolada de EtOH mostrou propriedade ansiolitica no teste do LCE,
efeito este que ndo foi detectado apds a repeticdo do tratamento durante 4 dias
utilizando o mesmo teste. Através deste modelo, foi ainda observado que o MZ,
agudamente, nio afetou os pardmetros medidos; porém com o tratamento repetido,

por somente 4 dias, um nitido efeito ansiogénico do MZ foi detectado. Tal efeito foi

bloqueado quando o anorexigeno foi associado com EtOH.
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A seguir serdo detalhados as possiveis implicagdes dos resultados conforme a
seqiiéncia do delineamento experimental efetuado: atividade locomotora, preferéncié
de lugar e teste de ansiedade.

Como ja mencionado, o efeito do EtOH sobre a atividade locomotora pode
ser dividido em dois componentes: estimulagio e depressdo. Ou seja, o EtOH
apresenta efeito bifasico, uma estimulagdo comportamental quando administrado em
doses baixas e moderadas, e uma sedagido quando administrado em altas doses em
camundongos (Masur e Santos, 1988). Também tem sido demonstrado que este
efeito bifasico do EtOH em camundongos, é dependente da idade, sendo que
camundongos velhos demonstram uma auséncia de ativagdo locomotora apos
administragdo de EtOH (Engel, 1985).

No presente estudo, nfo foi demonstrada a indugdo de efeito bifasico sobre a
atividade locomotora apds a injegdo de diferentes doses de EtOH ( 1.2, 2.0, 2.4 ¢
2.8 g/kg), mas ficou bem caracterizado que o tratamento com estas doses
aumentaram a atividade locomotora, confirmando o efeito estimulante do EtOH em
camundongos. Estes resultados estdo de acordo com um estudo feito por Masur e
Santos (1988), no qual foi observado um aumento da atividade locomotora em
camundongos tratados com EtOH (10% w/v, i.p.) nas doses 1.6, 2.0, 2.4 ¢ 2.8 g/kg.

A administragio isolada de MZ causou aumento significante na atividade
locomotora dos camundongos. Este resultado estd de acordo com a citagdo feita

anteriormente, de que o MZ apresenta perfil farmacologico semelhante ao da
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cocaina e da anfetamina. De maneira similar, estudos efetuados em nosso laboratério
demonstraram que 0 MZ, em esquema agudo, causa uma estimulagio branda da
locomogdo em ratos de ambos os sexos (Zannin e Takahashi, 1994), confirmando
parcialmente os relatos de Gogerty et al. (1975) de que o MZ, d-anfetamina e
metanfetamina causam aumento dose-dependente na atividade locomotora em ratos.

Por outro lado, a combinagdo EtOH+MZ produziu uma potenciagdo do efeito
locomotor em relagdo ao grupo controle € as drogas administradas isoladamente.
Esta proeminente estimulagdo indica que a interacdo EtOH+MZ nio apresenta um
simples efeito aditivo das a¢gdes separadas do EtOH e do MZ, desde que a dose
isolada de EtOH 1.2 g/kg ndo afetou a atividade locomotora. Resultados similares
foram obtidos por Masur et al. (1989), demonstrando um aumento do efeito
estimulante locomotor pela administragdo combinada de cocaina e &lcool em
camundongos. Além disso, também foi demonstrado por Farré et al. (1993) que a
associagio de EtOH e cocaina, em animais, atenua o efeito deletério do EtOH sobre
o tempo de reagdo na execugdo de uma tarefa psicomotora. Também> em um outro
estudo com voluntarios humanos, submetidos a execug¢do de uma resposta
psicomotora, foi demonstrado que a interagdo de EtOH e dextroanfetamina atenua o
prejuizo da exatiddo e do tempo de reagéo provocados pelo EtOH (Perez-Reyes et
al., 1992).

O efeito estimulante do EtOH se correlaciona com a ativagido de projegGes

DAérgicas mesolimbicas, principalmente no NAc (Honkanen et al., 1994), onde a
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aplicagéo local de EtOH aumenta a liberagdo (Yoshimoto et al., 1991), bem como a

estimulagdo da sintese, metabolismo e “turnover” de DA na ATV (Blanchard et al;,
1993) e na SN (Verbank et al., 1990) induzidos por doses baixas e intermediarias de
EtOH. Varios estudos também tém demonstrado que a estimulagdo locomotora,
produzida pelos psicoestimulantes através de uma agdo DAérgica direta ou indireta,
indicam que este sistema é um importante mediador na geragdo do comportamento
motor, como a locomogdo (Costall et al., 1977; Fink e Smith, 1980). Esta hip6tese
tem sido reforgada através de estudos com antagonistas DAérgicos, os quais
atenuam a estimulagio da atividade induzida pelas drogas psicoativas.

Embora a avaliagdo das principais vias de neurotransmissores subjacentes aos
efeitos obtidos com a associagdo EtOH+MZ tenha sido efetuada de forma
simplificada com apenas uma dose e um antagonista, é possivel correlaciona-los com
o sistema DAérgico pelas consideragdes abaixo.

No presente estudo foi constatado que o pré-tratamento com haloperidol, em
dose que nd3o afeta a atividade locomotora do grupo controle, bloqueou a
estimulagdo locomotora, induzida tanto pelo MZ quanto pela associagdo EtOH+MZ.
Este bloqueio da estimulagio locomotora pelo haloperidol, provavelmente, estd
relacionado a agio especifica desta droga sobre o sistema DAérgico pois, conforme
citado anteriormente, 0 MZ parece afetar o processo de recaptagdo da DA, sendo
inclusive utilizado como marcador deste sistema de transporte (Pogun et al., 1991).

Além disso, o antagonismo significante causado pelo haloperidol na locomogio
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mnduzida por MZ confirma os estudos das interagSes entre cocaina e antagonistas
DAérgicos, os quais tém sugerido que a agdo agonista DAérgica indireta ¢ um
importante mediador dos efeitos comportamentais da cocaina (Woolverton ¢ Kleven,
1988). Por exemplo, varios estudos tém indicado que a estimulagdo locomotora
produzida pela cocaina e seus andlogos, pode ser revertida pela administragdo de
antagonistas DAérgicos como o haloperidol ou pimozide (Schell-Kriiger et al.,
1977). Mithani et al., (1986) também demonstraram que o haloperidol bloqueia a
estimulagdo locomotora induzida pelo metilfenidato e pela anfetamina, em ratos.
Planeta et al. (1995) demoﬁstraram que a estimulagdo da atividade locomotora
induzida pela fencanfamina, em ratos, pode ser bloqueada pelo pré-tratamento com
SCH 23390, metoclopramida e pimozide. Além disso, o bloqueio de receptores
DAérgicos por drogas que agem sobre os receptores D; e D,, assim como, a
diminui¢io do estoque vesicular de DA pela reserpina, ou o bloqueio da sintese de
DA pela o-metil-p-tirosina, prejudicam o efeito locomotor estimulante produzidos
pelos psicoestimulantes, bem como do EtOH em baixas doses (Beninger, 1983;
Wise e Bozarth, 1987; Stolerman e Shoaib, 1991; Di Chiara e North, 1992).

O monitoramento combinado do comportamento motor e da liberagdo da DA
no NAc de ratos através de estudos de dialises cerebrais indica que a estimulagdo da
liberagdo da DA ocorre em baixas doses que sfo suficientes para a estimulagdo do
comportamento (Imperato e Di Chiara, 1986; Di Chiara e Imperato, 1988). Estes

resultados demonstram uma intima correlagio entre a estimulagdo comportamental e
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o aumento da concentragdo sinaptica de DA, e também s3o consistentes com a
no¢do do NAc como o Vsitio da agdo da DA na media¢do do efeito estimulanté
locomotor das drogas de abuso (Wise e ﬁozarth,l987; Koob, 1992).

Por outro lado, existem diversos estudos relacionando os sistemas DAérgico e
opidide com o comportamento motor, 0s quais demonstraram que a naloxona, um
antagonista opidide, bloqueou a ativagdo locomotora induzida pela anfetamina
(Swedlow et al., 1987), cocaina (Houdi et al., 1989) e fencanfamina (Planeta et al.,
1995) em ratos. Entretanto, o presente estudo nio verificou tal interagfo, ja que a
administragdo de 1.0 mg/kg de naloxona ndo bloqueou a estimulagdo locomotora
induzida pela associagdo EtOH+MZ em nenhum dos intervalos de tempo avaliados.
Estes resultados provavelmente descartam o envolvimento do sistema opidide,
subtipo p, na ativagdo provocada pela interagio EtOH+MZ, ao menos em
camundongos e na dose empregada.

Como ja referido, as drogas de abuso podem servir como reforgadores
(Griffiths et al., 1979), sendo que a eficacia desta propriedade esta relacionada ao
seu potencial de abuso (Johanson e Schuster, 1981). A propriedade reforgadora de
estimulantes psicomotores, opidides e alcool tem sido confirmada por uma variedade
de procedimentos, que incluem testes de auto-administragdo (intracranial,
intravenosa ou intracerebral), de PCL e de estimulos discriminativos, os quais
apresentam particular importancia na compreensdo da fun¢do da DA na propriedade

reforgadora das drogas de abuso.
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A maioria das drogas de abuso servem como estimulo incondicionado para a
aquisi¢do da propriedade de incentivo por um estimulo neutro, expresso como
aproximagdo do local pareado com a droga. A preferéncia de lugar é prontamente
obtida com cocaina e anfetamina (Swerdlow et al., 1987; Carr et al, 1989,
Hoffman, 1989). Estudos recentes tém demonstrado que os anorexigenos como
fencanfamina (Planeta ef al., 1995) e dietilpropiona (Reimer et al., 1995) também
sdo capazes de induzir preferéncia de lugar em ratos. Assim, em nosso laboratorio
também foi verificado que ratos tratados com MZ permanacem por mais tempo no
compartimento pareado com a droga (Zannin, 1994). Os estudos sobre o efeito
reforgador do EtOH, a partir de modelos animais de PCL s3o mais dificilmente
estabelecidos em relagdo aos dos psicoestimulantes.

Vale ressaltar que os resultados obtidos a partir do estudo da propriedade
reforgadora de drogas com potencial de abuso, através do teste de PCL, podem
diferir quanto & dose e a via de administragdo da droga, quanto a espécie animal e
também quanto aos procedimentos utilizados, principalménte em relagdo ao nimero
e ao tempo de ensaios de condicionamento. Estas diferengas metodolégicas podem
levar a obtengdo de resultados divergentes, prejudicando a compreensdo dos reais
efeitos provocados pelas drogas._ Portanto, no presente estudo, além de ter sido
avaliado o efeito reforgador da associagdo EtOH+MZ no modelo de PCL, também
fo1 verificado se diferentes tempos de condicionamento poderiam influenciar a

obtengdo dos resultados.
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Os resultados obtidos a partir do teste de PCL confirmam a ocorréncia de uma
interagdo entre EtOH e MZ, uma vez que o efeito refor¢ador induzido por esta
combinagdo foi maior do que o efeito produzido pelas substincias isoladamente, €
foi independente do tempo de condicionamento utilizado. Estes resultados sugerem
que pode ocorrer um maior risco de abuso da associagdo EtOH+MZ, em relagdo ao
uso isolado destas substancias. De maneira similar, Lewis e June (1994) observaram
sinergismo de efeito com EtOH e cocaina na diminuigdo do limiar da estimulagio
cerebral reforgadora, em ratos.

A auséncia de efeito reforgador apds a administragdo de EtOH, neste
procedimento experimental, nos trés tempos de condicionamento, pode ser devido &
dose ndo estimulante de EtOH e/ou pela necessidade de um nimero maior de
ensaios de condicionamento. Muitas tentativas para estabelecer PCL usando EtOH,
ndo obtiveram sucesso (Asin et al., 1985; Cunningham, 1981; Van Der Kooy et al.,
1983). Alguns estudos de PCL com EtOH tém resultado no desvenvolvimento de
aversdo de lugar (Sherman et al, 1988). Stewart ¢ Grupp (1981) demonstraram
preferéncia de lugar ap6s inje¢do de EtOH, mas somente quando os ratos tinham
comida disponivel no compartimento pareado com o alcool. Bozarth (1990)
‘demonstrou que a propriedade reforgadora do EtOH pode ser evidenciada pelo teste
de PCL, apds um extensivo ensaio de condicionamento. O autor explica que o fato
de estudos similares ndo alcangarem o mesmo resultado pode ser devido ao reduzido

numero de ensaios de condicionamento.
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O efeito reforgador do MZ foi observado somente no condicionamento de 15
minutos, confirmando estudos prévios realizados com ratos em nosso laboratc')rib
(Zannin, 1994). Resultados similares foram obtidos a partir de estudos
comportamentais com dietilpropiona (10 mg/kg, i.p.), uma droga supressora do
apetite, a qual demonstrou produgdo de preferéncia de lugar, sugerindo que esta
droga apresenta propriedades refor¢adoras semelhantes as da cocaina e da
anfetamina (Reimer et al., 1995). Também foi sugerido que o MZ pode ser um
efetivo reforgador a partir de estudos que verificaram sua auto-administragéo, tanto
em macacos quanto em cachorros (Wilson e Schuster, 1976; Corwin et al., 1987,
Risner e Silcox, 1981), sugerindo um potencial de abuso para esta droga. Entretanto,
a administragdo de MZ (2 mg/kg) produziu efeitos subjetivos disféricos e ndo foi
auto-administrada em voluntarios normais (Chait et al., 1987). Pickworth et al.,
(1991) e Jasinski et al., (1984) também observaram que o0 MZ nfo produz aumento
de efeitos subjetivos associados com o potencial de abuso em humanos. Apesar do
baixo risco de abuso do MZ em humanos, seu uso concomitante com EtOH constitui
uma pratica comum no Brasil.

Como pode ser visto, tanto o EtOH quanto os psicoestimulantes apresentam
efeitos subjetivos que, inciubitavelmente, desempenham significante papel no abuso
destas substancias.

A constatagdo tanto da estimulag@o locomotora quanto da PCL, induzida pela

associacdo EtOH e MZ, parece estar de acordo com a hipdtese de Wise ¢ Bozarth
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(1987), sugerindo que os efeitos locomotores e os efeitos reférgadores positivos das
drogas de abuso sdo derivados de um mecanismo neurobioldgico comum.

O fato de as substincias de abuso agirem pela facilitagio de um substrato
reforgador comum ¢ confirmado pelos achados de que diferentes categorias de
substéncias de abuso apresentam um efeito sinérgico sobre a estimulagdo cerebral
reforgadora quando co-administradas (Seeger e Carlson, 1981; Hubner et al., 1983).
Ademais, Laye et al. (1993) acrescenta que a estimulagdo da ativagdo locomotora €
o aumento da liberagdo de DA em 4&reas limbicas sdo efeitos que estdo
freqiientemente associados as drogas reforgadoras.

Di Chiara e Imperato (1988) verificaram, através de estudos de dialise
cerebral, que existe uma correlagdo entre a estimulagdo comportamental induzida
por varias drogas de abuso em doses baixas, com 0 aumento da cbncentrag:ﬁo de DA
no NAc. Parece, portanto, que dentre as drogas que ativam o SNC, a capacidade de
agir como estimulo reforcador, ativar o comportamento motor e aumentar a
concentragdo sinaptica de DA no sistema mesolimbico, estdio de alguma maneira
ligada umas as outras. Entdo, a ativagdo do sistema DAérgico mesolimbico contribui
tanto para o efeito refor¢cador quanto para a estimulagdo locomotora induzidos pelas
drogas de abuso. Esta hipotese € confirmada por evidéncias experimentais sobre o
papel do sistema DAérgico mesolimbico na propriedade estimulante locomotora ,
bem como na propriedade refor¢adora da anfetamina (Fibiger e Phillips, 1979; Wise

e Bozarth, 1982; Kelley et al.,1975).
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Como as drogas de abuso pertencem a diversas classes farmacoldgicas
(depressoras e estimulantes centrais, analgésicos narcéticos, etc.), sugere-se que elas
ajam através de varios mecanismos primarios. Isto, entretanto, nio exclui a
possibilidade de que essas drogas possam, secundariamente, ativar uma via final
comum que intervem em suas propriedades reforgadoras. A avaliagio do
envolvimento dos sistemas DAérgicos no efeito reforgador de psicoestimulantes
também tem sido elucidada através de estudos com antagonistas especificos.

Apesar das extensivas evidéncias do envolvimento do sistema DAérgico na
propriedade reforgadora das drogas de abuso, o presente estudo ndo confirmou
totalmente tal efeito. O pré-tratamento com haloperidol no teste de PCL nio
bloqueou a preferéncia de lugar induzida tanto pelo MZ quanto pela interagdo
EtOH+MZ. Estes resultados sdo consistentes com outros estudos que fizeram uso do
haloperidol na avaliaggo reforgadora do metilfenidato (Mithani et al., 1986), cocaina
(Spyraki et al., 1982), nomifensina (Martin-Iverson et al., 1985) ou EtOH (Risinger
etal., 1992).

Embora a dose de haloperidol utilizada nfo tenha afetado a preferéncia de
lugar induzida pelo MZ e pela interagio EtOH+MZ, a mesma dose bloqueou a
estimulagdo locomotora induzida por estas drogas. Isto demonstra qﬁe ¢ possivel
obter preferéncia de lugar com uma droga em circunstancias onde a sua estimulagio
locomotora foi bloqueada. Este resultado, portanto, ndo confirma a participagio de

um mecanismo comum entre a propriedade refor¢cadora e ativagdo locomotora
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mencionada anteriormente. Entretanto, esta correlagio ndo pode ser totalmente
descartada, uma vez que apenas uma dose de antagonista foi avaliada.

O presente estudo também verificou a possibilidade do envolvimento do
sistema opidide no efeito refor¢ador induzido pela interagdo EtOH+MZ, através da
administragdo de um antagonista opidide, a naloxona. Entretanto, os resultados
obtidos demonstraram que a naloxona, na dose empregada, ndo bloqueou a
preferéncia de lugar induzida tanto pelo MZ quanto pela associagdo EtOH+MZ.
Estes resultados sugerem que a agdo do sistema opidide ndo é predominante na
obtengdo da resposta reforgadora induzida pelo MZ ou EtOH+MZ. Estes achados
contrastam com alguns dados da literatura, onde foi observado que a naloxona é
capaz de bloquear de maneira dose-dependente a preferéncia de lugar induzida pela
anfetamina (Trujillo et al., 1991) e pela cocaina (Gerrits et al., 1995), em ratos.
Também foi verificado que a naloxona pode diminuir a preferéncia de ingestdo de
EtOH, em ratos (Sandi et al., 1988). Cabe ressaltar que, nos estudos mencionados, a
espécie utilizada é diferente, ratos, e doses altas de naloxona foram utilizadas,
enquanto no presente estudo apenas uma dose baixa do antagonista, 1.0 mg/kg, foi
utilizada em camundongos.

Com respeito ao comportamento relacionado a ansiedade, os resultados
obtidos em nossos experimentos no teste do LCE, demonstram a obtengdo do efeito
ansiolitico apds tratamento agudo com EtOH (1.2 g/kg). Este efeito estd de acordo

com os resultados mencionados anteriormente sobre o efeito ansiolitico do EtOH em
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diferentes testes comportamentais (Blanchard et al., 1990; Dickerson et al., 1976,

Lister, 1988). Também confirmam os resultados experimentais obtidos, tanto com
ratos quanto com camundongos no teste do LCE, os experimentos realizados por
Pellow et al. (1985), Lister (1987), Durcan e Lister (1988) e Prunell et al. (1994); os
quais demonstraram efetivo efeito ansiolitico do EtOH. Entretanto, este efeito ndo
fo1 observado ap6s o esquema de tratamento repetido durante 4 dias.

Por outro lado, o MZ nio alterou o comportamento dos animais sobre o
labirinto, apés tratamento agudo. Resultados similares também foram observados
por Zannin (1994), em ratos machos. Apesar de ser descrito que a cocaina apresenta
afeito ansiogé€nico, Rogério e Takahashi (1992-a,b) demonstraram que esta
propriedade da cocaina pode depender do estado emocional dos animais. Deste
modo, animais com baixo nivel basal de ansiedade desenvolvem comportamento
ansiogénico, apds tratamento com cocaina. Estes resultados podem contribuir para a
auséncia de efeito ansiogénico do MZ injetado agudamente. Enquanto isso, o
tratamento repetido com MZ demonstrou evidente efeito ansiogénico, o que vai ao
encontro com os dados ja descritos.

A avaliagdo dos efeitos da interagdo EtOH+MZ, no modelo de ansiedadé,
parece demonstrar efeito ansiolitico, entretanto essa hipdtese parece remota devido
ndo s6 ao aumento da locomogdo observada pelo numero de entradas nos bragos
fechados do aparelho, como também ao nitido aumento da locomog¢do induzida por

esta associagdo, medida nas gaiolas de atividade. Os resultados obtidos apds
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tratamento repetido com a associagdo EtOH+MZ, no teste do LCE, demonstraram
que esta interagcdo ndo afetou o comportamento dos animais avaliados no LCE,
confirmando os resultados obtidos com tratamento agudo. Esse resultado pode
sugerir que o comportamento ansiogénico induzido pelo MZ pode ser revertido
quando essas drogas sdo administradas concomitantemente. Também sugere que a
indugdo de preferéncia de lugar, pelo MZ ou a interagio EtOH+MZ, independe de
seus efeitos ansioliticos e/ou ansiogénicos, como verificado pelo teste do LCE.

Em suma, os resultados do presente trabalho, obtidos a partir de diferentes
procedimentos experimentais, demonstram pela primeira vez que a combinagdo
EtOH+MZ pode pfoduzir efeitos comportamentais mais marcantes em relagcdo as
drogas administradas isoladamente em camundongos. Estes achados sdo importantes
para a compreensdo da associagdo freqiientemente observada de ambas as drogas
por humanos, confirmando que a combinagdo de EtOH e MZ aumenta as ag¢des
estimulantes do MZ.

Apesar de ndo se conhecer o mecanismo exato responsavel pelos efeitos da
associa¢do EtOH+MZ, ¢ provavel que envolva, pelo menos em parte, a estimula¢do
do sistema DAérgico de neurotransmissdo em certas vias cerebrais produzida por
ambas as drogas. Entretanto, deve ser ressaltado que o envolvimento de varios
outros sistemas de neurotransmissores nio foi avaliado, e mesmo a ocorréncia de
interagdes farmacocinéticas nio podem ser descartadas, desde que no presente

estudo as concentragdes plasmaticas de EtOH e/ou MZ ndo foram medidas.
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Estes resultados destacam a importincia de estudos que avaliem os efeitos
interativos entre duas ou mais substancias, auxiliando a compreensdo do perfil
psicofarmacoldgico e de possiveis mecanismos envolvidos com estas interagdes. A
ocorréncia crescente de “policonsumo” em nosso meio, como o verificado no ultimo

levantamento realizado pelo CEBRID, ressalta a necessidade de estudos nesta area.
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6 - CONCLUSOES

As respostas comportamentais obtidas a partir do presente estudo, levam a
concluir que:

- A associagdo EtOH+MZ produziu um aumento da atividade locomotora
maior do que a administragdo isolada dessas drogas. Esta potenciagdo de efeito
também foi observada no teste de preferéncia de lugar, onde a associagdo aumentou
significativamente o tempo de permanéncia no compartimento menos preferido,
independentemente do tempo de condicionamento.

- E provavel que os efeitos produzidos pela associagdo EtOH+MZ envolvam
o sistema de neurotransmissdo DAérgico, uma vez que o haloperidol bloqueou a
estimulagdo locomotora induzida por esta combinagdo de drogas. Por outro lado, o
sistema opidide nio parece exercer papel preponderante nos comportamentos
avaliados, uma vez que a naloxona, na dose empregada, ndo afetou as respostas nos
testes de atividade locomotora e de preferéncia de lugar.

- O tratamento agudo com EtOH+MZ exibiu efeito tipo ansiolitico no teste do
LCE. Entretanto, este efeito parece estar associado ao aumento da atividade
locomotora causada por esta associagdo. O mesmo tratamento, repetido por 4 dias,
ndo afetou os pardmetros medidos no mesmo teste, sugerindo que a indugdo de
preferéncia de lugar pela associagdo de drogas independe dos seus efeitos

ansioliticos e/ou ansiogénicos.
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- Estes resultados demonstram a ocorréncia de efeitos interativos entre o

EtOH e o MZ, aumentando as respostas comportamentais observadas em
camundongos. Além disso, os resultados também confirmam o uso popular desta

associagdo e sugerem a possibilidade de um maior risco de abuso em rela¢do ao uso

1solada destas substancias.
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ABSTRACT

The combined anorectic-alcohol abuse is a prevalent problem in our society.
Ethanol (EtOH) is often used in Brasil in combination with anorectic drugs such as
mazindol (MZ). The prevalence of such combined usage may reflect the popular
belief that by mixing alcohol and MZ an anhancement of the stimulatory action of
MZ is reached. MZ is a catecholamine reuptake blocker that binds with higher
affinity to the cocaine binding site than does cocaine. Recent studies in our
laboratory have show that MZ increase locomotor activity in a dose-related manner.
On the other hand, early studies have noted that EtOH depending upon the dose,
exerts either a stimulant or a depressant effects in both humans and rodents. In order
to better understand the interactive effects of EtOH and MZ, we examined the
effects of EtOH (1.2 g/kg) and MZ (5.0 mg/kg) given alone or in combination, on
the behavior of mice in the locomotor activity, in the place preference conditioning
and in the plus-maze test of anxiety. Tﬁe results indicate that the interaction EtOH
plus MZ induces significantly greater increase in locomotor activity of mice than
either constituent alone. In addition, mice receiving this drug combination provided
evidence for its rewardihg effects, but did not alter the béﬁévior of mice on the plu-
maze test of anxiety. Further, the effects induced by the drug interaction was not
related to the time of conditioning used in the place preference test. It is likely that

the increased behavioral effects seen following EtOH+MZ combination may be, at
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least in part, from the enhanced dopaminergic activity in certain brain pathways,
since the dopamine receptor antagonist, haloperidol (0.075 mg/kg) attenuated
locomotor activity produced by EtOH and MZ. On the other hand, the endogenous
opioid system has not been implicated in these behavioral effects, since the
behavioral stimulation induced by combination EtOH+MZ was not blocked by
pretreatment with the opioid antagonist, naloxone (1.0 mg/kg). These results provide
evidence of increased behavioral effects in mice due to combinations of EtOH and
MZ. Also, these laboratory findings suggest that a major determinant of combined
anorectic-alcohol abuse may be increased stimulating effects produced by such

combination.
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