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Com a finalidade de examinar a relação entre os níveis basais de ansiedade e alguns 
dos efeitos do etanol (EtOH), como a ação reforçadora e o efeito sobre a memória 
social, ratos Wistar foram selecionados e classificados como “ansiosos” (A), 
“intemiediários” (I) e “não-ansiosos” (NA) no labirinto em cmz elevado (LCE) de acor­
do com procedimento utilizado em estudos prévios (Rogério & Takahashi, 1992). Ani­
mais classificados como ansiosos apresentaram significante efeito reforçador em dife­
rentes doses de EtOH. No teste de memória social com tempos diferentes de exposi­
ção, 30 e 120 min, ratos do grupo “I” apresentaram efeito no sentido de facilitar a me­
mória, sob ação do EtOH. Para o grupo “A” a facilitação foi diferenciada. O uso de um 
estímulo novo neste teste parece ser mais sucetível á facilitação causada pelo EtOH. 
A  facilitação da memória induzida pelo EtOH mostra-se dissociada de um possível 
efeito sedativo do EtOH e parece contribuir para as respostas comportamentais no 
teste de PCL. Vale enfatizar a relevância da reatividade emocional basal de ratos 
para os efeitos comportamentais desencadeados pelo etanol.
[Ansiedade] [Labirinto em cruz elevado] [Preferência de lugar] [Etanol] [Memória social] 
[Ratos]
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RESUMO

Com a finalidade de examinar a relação entre os níveis basais de ansieda­

de e alguns dos efeitos do etanol (EtOH), como a ação reforçadora e o efeito so­

bre a memória social, ratos Wistar foram selecionados e classificados como 

“ansiosos” (A), “intermediários” (I) e “não-ansiosos” (NA) no labirinto em cruz ele­

vado (LCE) de acordo com procedimento utilizado em estudos prévios (Rogério & 

Takahashi, 1992). Posteriormente o teste de preferência condicionada de lugar 

(PCL) foi utilizado para avaliar o efeito reforçador do EtOH nestes animais. Além 

disso, para os grupos de animais selecionados, o teste de memória social foi uti­

lizado para examinar o envolvimento do processo de memória no teste de PCL. 

Por outro lado, para avaliar um possível efeito sedativo do EtOH nos testes de 

PCL e memória social foi realizado o teste da atividade locomotora nestes ani­

mais. Animais classificados como ansiosos apresentaram significante efeito refor­

çador em diferentes doses de EtOH (0,5; 1,0 e 1,5 g/kg) comparados a ratos con­

dicionados com salina. No teste de memória social, com tempos diferentes de ex­

posição, 30 e 120 min, ratos do grupo “I” reduziram o tempo de investigação so­

cial, efeito no sentido de facilitar a memória, sob ação de EtOH. Para o grupo “A“ 

a facilitação foi diferenciada; obvervou-se aos 30 min, mas não 120 min após a 

administração do EtOH. O uso de um estímulo novo nesse teste parece ser mais 

sensível do que o uso do mesmo estímulo, sendo o efeito de facilitação do EtOH 

detectado em todos os subgrupos de ratos. Além disso, a facilitação da memória 

induzida pelo EtOH mostra-se dissociada de um possível efeito sedativo do eta-
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nol. Em conclusão, o presente estudo sugere que o efeito reforçador do EtOH é 

somente significante em ratos “A” e a facilitação da memória induzida pelo EtOH, 

avaliada no teste de memória social, parece contribuir para as respostas compor- 

tamentais no teste de PCL. Os resultados obtidos enfatizam a importância da 

reatividade emocional basal de ratos para os efeitos comportamentais produzidos 

pela administração do etanol, porém sugerem que não existe uma correlação dire­

ta entre os diferentes experimentos.



1- INTRODUÇÃO

O álcool etílico ou etanol constitui-se em um dos mais antigos 

enigmas farmacológicos e um dos mais sérios problemas de saúde do 

mundo. Pelo fato de apresentar uma estrutura molecular simples, que 

consiste de uma cadeia de dois carbonos rodeados por átomos de 

hidrogênio, com um grupo hidroxila ligado a um deles e conferindo-lhe a pro­

priedade anfótera, o EtOH penetra facilmente, de forma inespecífica, em vári­

as membranas biológicas em nível central e periférico (Lieber, 1992). Até 

1960, não se conheciam estruturas celulares específicas para o EtOH, que, 

uma vez absorvido, por ser solúvel em lipídios, difunde-se por todos os tecidos 

e fluidos corporais de forma homogênea. Atualmente, trabalhos descritos so­

bre as ações do EtOH no sistema nervoso central (SNC) passaram a demons­

trar a existência de uma seletiva sensibilidade a certos sistemas de neuro- 

transmissores centrais (Nevo & Hamon, 1995).

Por outro lado, o alcoolismo é uma doença complexa, com dimensões 

psicológicas, sociais e médicas. A etiologia do alcoolismo é multifatorial, e 

nenhuma causa isolada explica a doença. Biologicamente, consegue-se 

encontrar uma predisposição genética no indivíduo que parece aumentar o 

risco de alcoolismo de quatro a cinco vezes; podem, também, ser relacionados 

distúrbios neuropsíquicos que o antecedem; psicologicamente, tanto altera­

ções estruturais do ego como traços mórbidos de personalidade (depressão,



ansiedade, etc.) têm sido relacionados como antecedentes do alcoolismo 

(Masur & Monteiro, 1983).

Além disso, vários estudos têm demonstrado que o EtOH, dependendo 

da dose, exerce efeito estimulante ou depressor em humanos e roedores 

(Ahienius et al., 1973; Frye & Breese, 1981; Dudek & Abbott, 1984; Masur, 

Formigoni & Pires, 1989). No entanto relatos da literatura dão ênfase às 

respostas comportamentais induzidas pelo EtOH, principalmente a 

propriedade reforçadora e a propriedade ansiolítica em modelos animais 

(Aston-Jones, Aston-Jones & Koob, 1984; Belzung, Missiin & Vogei, 1988; 

Stinch-comb, Bowers & Wehner, 1989; Risinger, Dickinson & Cunningham, 

1992; Cunningham et al., 1992; Ferreira & Morato, 1996).

As manifestações comportamentais e as alterações afetivas induzidas 

por drogas psicoativas incluem uma grande variedade de fenômenos. Entre as 

Influências, existem fatores biológicos, psicológicos e sócio-culturais, incluin­

do a história comportamental e farmacológica de cada indivíduo, que pode 

modular alguns dos efeitos das drogas como reforço positivo, levando ao abu­

so e à dependência (Stolerman, 1992; Schuckit et al., 1994).

As bases neurofarmacológicas do reforço, do abuso e da intoxicação 

induzidas pelo etanol no SNC têm sido estudadas por várias décadas, em ra­

tos, com a utilização de drogas como ferramentas para identificar os mecanis­



mos envolvidos em sua ação (Galanter, 1987; Goldstein, 1983; Klemm, 1990; 

Rabin et al., 1987; Shefner, 1990).

Recentemente, Nevo & Hamon (1995) demonstraram que o consumo 

agudo e crônico de EtOH interfere diferentemente nos processos de 

transmissão no SNC, afetando muitos, se não todos, os sistemas de 

neurotransmissão conhecidos. Comprovou-se, entretanto, que o principal sis­

tema neurotransmissor inibitório, o ácido gama-amino butírico (GABA), e o 

principal sistema neurotransmissor excitatório, o glutamato, têm sido envolvi­

dos com as ações centrais do etanol. Sabe-se que o etanoi, em administração 

aguda, facilita a transmissão GABAérgica (aumentando a condutância do clo­

reto através do receptor GABAa e inibe a função glutamatérgica (diminuindo a 

condutância catiônica através do receptor para o N-metil-D-aspartato - 

NMDA).

As interações entre o etanol e os sistemas de transmissores 

monoaminérgicos são mais complexas. Os mecanismos dopaminérgicos, 

juntamente com o sistema opióide, parecem estar envolvidos com os efeitos 

reforçadores do etanol, por meio da ativação de vias de reforço positivo. Re­

forço positivo é reforço causado pela droga, para produzir prazer. Este refor­

ço, causado pela presença de estímulo apetitoso, parece estar relacionado 

com a liberação de dopamina (DA) no sistema tegmental estriatal. A  presença 

de álcool aumenta os diparos de neurônios dopaminérgicos na área tegmental



ventral (Gessa et al., 1985). Por outro lado, o sistema serptoninérgico (5-HT) 

atuaria nas vias de reforço negativo.

Vários fatores parecem contribuir para a vulnerabilidade à ingesta de 

etanol: em particular seu efeito ansiolítico pode constituir uma possível moti­

vação para o consumo. Por exemplo, a hipótese redutora de tensão sugere 

que indivíduos cronicamente ansiosos ou estressados apresentam uma maior 

sensibilidade para os efeitos ansiolíticos do EtOH e uma alta predisposição 

para beber EtOH (Cappell & Herman, 1972; Wilson & Abrams, 1977; Pohore- 

cky, 1981).

A  ansiedade constitui em uma das desordens psiquiátricas mais comuns 

surgidas em conseqüência da complexidade do mundo e da vida contemporâ­

nea. A  ansiedade, quando fisiológica, decorre de processos de adaptação do 

homem a situações estressantes e é extremamente importante para a vida do 

indivíduo e suas relações interpessoais ou com o meio ambiente, criando 

condições para sua melhor adaptação a situações novas, que acenem com a 

possibilidade de risco ou perigo, diminuindo ou evitando as conseqüências de 

tal ameaça. As alterações psicofisiológicas que compõem a ansiedade são 

semelhantes às do medo, podendo-se admitir a identidade básica dos meca­

nismos neurais que integram ambos os estados emocionais (Graeff, 1989).

A  ansiedade patológica manifesta-se por um estado psíquico desagra­

4



dável de temor, exagerada expectativa, grande tensão e supervigilância, 

acompanhado de pronunciadas manifestações somáticas neurovegetativas e 

neuroendócrinas. É, geralmente, induzida por um medo irracional, sem causa 

aparente, diante de qualquer estressor que ameace imaginariamente a auto- 

preservação (biopsíquica) do indivíduo ou de sua própria espécie.

A ansiedade persistente ou crônica é caracterizada no indivíduo por 

uma personalidade ansiosa. As manifestações de ansiedade são persistentes 

e estão presentes desde a infância, não se conseguindo delimitar seu início, 

meio e fim. A  cronicidade da ansiedade é uma evidência de que não está mais 

atuando como um sinal de perigo, mas que se tornou ela mesma uma ameaça 

(Eisendrath & Brophy, 1995).

A  ansiedade não é apenas um sintoma importante de muitos distúrbios 

psiquiátricos, mas também um componente quase inevitável de muitas 

condições clínicas e cirúrgicas. Na verdade, é uma emoção humana universal, 

bastante correlacionada ao medo e, muitas vezes, servindo a propósitos de 

adaptação psicobiológica. O sentimento de medo refere-se às respostas com- 

portamentais neurovegetativas decorrentes de ameaça à integridade física ou 

à própria sobrevivência do indivíduo, e a ansiedade se manifesta como um 

estado de apreensão, em circunstâncias onde o perigo não é tão evidente, 

porém vago e persistente, ou quando os sinais de advertência que provocam 

o medo não são conscientemente percebidos. Além disso, a ansiedade acom­



panha também a dor, agravando o sofrimento psicológico determinado por ela 

(Graeff, 1989; Graeffetal., 1993).

Um outro ponto importante a considerar, é a distinção entre traço e es­

tado de ansiedade. Estado de ansiedade é o que o indivíduo sente num mo­

mento determinado, sentimento este aumentado pela presença de um estímulo 

ansiogênico. Traço de ansiedade ou, ansiedade crônica, ao contrário, não va­

ria de momento a momento, sendo considerado como característica constitu­

cional da personalidade de um indivíduo (Brody, 1988).

Existem diferenças constitucionais entre os indivíduos quanto à 

tendência à ansiedade: as amplas diferenças constatadas na observação da 

alteração autonômica (neurovegetativa) e outras medidas de temperamento 

entre recém-nascidos sugerem uma base genética. Ademais, cada indivíduo 

adulto tem sua própria história de diferentes experiências que poderiam 

levar a diferentes manifestações emocionais. Os fatores culturais são impor­

tantes no estabelecimento da ansiedade: valores recebidos de instituições 

educativas e religiosas, dispositivos legais e o próprio nível individual de 

integração sócio-cultural, todos contribuem para a determinação da incidência 

de culpa e alterações de conduta que visam objetivos mutuamente exclusivos 

(conflito) e que causam a ansiedade (Solomon & Patch, 1975).

Além disso, sabe-se que, em uma amostra aleatória de seres humanos,



ocorrem níveis variáveis de ansiedade, mas somente uma reduzida minoria 

por ela é perturbada. Se a ansiedade destes indivíduos difere quantitativa e, 

também, qualitativamente do restante da população, tal fato demonstra a ne­

cessidade de se considerar a ampla variação dos comportamentos apresenta­

da por uma amostra de indivíduos.

É inquestionável a constatação de que os indivíduos normais podem 

responder diferentemente a situações estressantes, assim como em resposta 

às drogas. Parece que alterações durante o desempenho de tarefas em hu­

manos, sob influência de drogas, estão relacionadas com a ansiedade traço 

do sujeito (Jankie et al., 1979). Parrot e Kentridge (1982) demonstraram, em 

testes de desempenho, que voluntários com baixo traço de ansiedade podem, 

inclusive, aumentar sua ansiedade com o uso de um benzodiazepínico. Por 

outro lado, voluntários com traço elevado de ansiedade apresentaram respos­

ta ansiolítica à mesma droga. Confirmando tais relatos, Lister (1990) demons­

trou que a eficácia das drogas ansiolíticas não é aparente em uma amostra de 

voluntários humanos normais, porém está bem evidenciada naqueles clinica­

mente ansiosos.

A  variação de resposta (intensidade e/ou qualidade) comportamental 

pode ocorrer entre diferentes indivíduos, como também em situações 

diversas vividas pelo mesmo indivíduo. Diante da importância da 

variabilidade individual, deve-se considerá-la ao desenvolver estudos em que



se empregam modelos animais. Estudos realizados em animais usualmente 

utilizam grupos de ratos submetidos a diferentes procedimentos, como, por 

exemplo, o labirinto em cruz elevado e o condicionamento clássico. Tais estu­

dos investigaram o estado de ansiedade em ratos e constataram que envolve 

os mesmos substratos neurobiológicos acionados na morbidade de ansiedade 

humana (Deakin e Graeff, 1991).

Evidências para uma associação entre alcoolismo e ansiedade emergi­

ram de estudos clínicos de pacientes com alcoolismo (Woodruff et al., 1972; 

Mullaney e Trippett, 1979; Bowen et al., 1984; Smail et al., 1984; Weiss e Ro- 

senburg, 1985; Chambless et al., 1987) e pacientes com desordens de ansie­

dade (Lader, 1972; Marks e Lader, 1973). Por meio de estudos epidemiológi- 

cos, confirmou-se esta associação (Helzer e Pryzbeck, 1988; Regier et al., 

1990) e, mais recentemente, outros estudos surgiram a este respeito, relacio­

nando álcool com ansiedade (Wesner, 1990; Cowley, 1992; Stewart et al., 

1993; Spanagel et al., 1995).

Schuckit e Hesseibrock (1994), numa revisão da literatura, concluíram 

que a interação entre o uso de álcool e desordens da ansiedade é complexa. 

Além disso, evidências experimentais da hipótese redutora de tensão e as al­

tas taxa de comorbidade apresentadas por alguns estudos têm sido relaciona­

das com diversas desordens de ansiedade e abuso de álcool em estudos clí­

nicos e epidemiológicos (Bibb & Chambless, 1986; George et al., 1990;
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Kushner et al.,1990; Schuckit & Hesseibrock ,1994).

Por outro lado, em estudos com animais de laboratório, Stewart e 

colaboradores (1993) avaliaram a relaçáo entre a ansiedade e o ato de 

beber etanol em linhagens de ratos que preferem beber (P) e não preferem 

beber (NP) etanol. A  realização de três diferentes testes comportamentais in­

dicaram que ratos P são mais ansiosos do que ratos NP.

Estudos desenvolvidos por Kosten e colaboradores (1993) 

demonstraram diferenças genéticas na suceptibilidade para drogas de abu­

so; ratos Lewis (LEW) e Fischer 344 (F344) apresentaram diferentes respos­

tas bioquímicas e comportamentais para drogas psicoativas.

Análises posteriores examinaram a relação entre ansiedade e o 

comportamento de beber EtOH, em ratos Wistar ainda não submetidos a 

nenhum modelo experimental; os animais foram testados de acordo com seu 

padrão basal de ansiedade, usando diferentes critérios de seleção para com­

portamento ansioso, sendo divididos em dois grupos ansiosos e nào- 

ansiosos. Os animais considerados ansiosos apresentavam níveis abaixo de 

45% de entrada dentro dos braços abertos e de 30% no tempo gasto nos bra­

ços abertos. Para ser classificado como não<ansiosos os animais apresenta­

vam níveis acima de 55% para o critério entrada dentro dos braços abertos e 

acima de 40% para o tempo gasto nos braços abertos. Estes animais foram



subseqüentemente testados num paradigma de voluntariamente beber EtOH 

(Spanagei et ai., 1995).

Harro e colaboradores (1990) e trabalhos prévios realizados neste labo­

ratório (Rogério & Takahashi, 1992) já haviam também constatado diferenças 

na atividade exploratória de ratos no LCE, refletindo mudanças no seu estado 

de ansiedade. De acordo com a resposta comportamental no teste do labirinto 

em cruz elevado, ratos podem ser classificados em animais ansiosos e não- 

ansiosos. Ratos ansiosos apresentam uma atividade exploratória baixa, e um 

baixo número de receptores benzodiazepínicos no córtex frontal, comparados 

com animais não-ansiosos.

Além disso, estudos recentes vêm demonstrando que diferenças indivi­

duais nos efeitos do etanol podem estar relacionadas às características gené­

ticas e, portanto, vários modelos animais têm sido desenvolvidos utilizando-se 

a caracterização individual e como são alteradas pelo etanol. Um exemplo 

deste procedimento, foi demonstrado utilizando-se camundongos Suíços ma­

chos expostos ao LCE, sendo caracterizados pelo seus padrões individuais de 

atividade exploratória e de preferência por um dos braços do aparelho, utli- 

zando-se as seguintes medidas: entradas nos braços abertos (EA), entradas 

nos braços fechados (EF), total de entradas (TO), tempo nos braços abertos 

(TA) e tempo nos braços fechados (TF) onde cinco grupos foram caracteriza­

dos; G1, G2, G3, G4 e G5 segundo seu padrão basal de resposta ao labirinto
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em cruz elevado (Lacerda, 1996).

Deve-se considerar a importância da ampla variação de 

comportamentos apresentada por uma amostra de indivíduos, pois tal variabi­

lidade poderá vir a fornecer subsídios para a elucidação do fenômeno da an­

siedade e da relação entre ansiedade e álcool. A  convicção de que o álcool 

reduz a ansiedade está muito difundida. Seu uso e também o abuso parecem 

ser reforçados por esta propriedade redutora da ansiedade. A  dependência 

ao álcool em humanos freqüentemente coexiste com desordens de ansiedade 

(Wilson & Abrams, 1977; Lader, 1972; Regier et al., 1990; Kushner et al.,

1990).

A  propriedade reforçadora de drogas de abuso como o etanol tem sido o 

maior fator para comportamento de procura e para um subseqüente estado de 

dependência. Além disso, devido à complexa farmacodinámica apresentada 

pelo etanol comparada a outras drogas de abuso, a demonstração do seu 

efeito reforçador em modelos animais tem sido difícil (Stewart et al., 1996). É 

importante destacar que as ações ansiolíticas do etanol são importantes para 

a propriedade reforçadora dessa droga.

O teste de preferência condicionada de lugar (PCL) é um método sim­

ples e bastante utilizado para demonstrar as propriedades reforçadoras de 

diferentes drogas psicoativas em animais (Bozarth, 1987; van der Kooy, 1987;
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Hoffman, 1989; Cunningham et al., 1992; Barr et al., 1985; Shoaib et al., 1994; 

Shippenberg & Heidbreder, 1995). Nesse modelo, o efeito da droga é associa­

do com um estímulo ambiental distinto, e a medida de reforço é obtida pela 

preferência demonstrada pelo animal por um ambiente, na ausência da droga. 

Considera-se a droga como tendo propriedade reforçadora, se o animal gastar 

mais tempo no lugar em que com ela foi pareado do que no ambiente familiar 

(Bienkowski et al., 1996), enquanto a redução no tempo gasto no lugar parea­

do com a droga reflete propriedades aversivas (Heyser et al., 1992). Por outro 

lado, é importante salientar que, no teste de PCL, os efeitos reforçadores são 

avaliados na ausência da droga, ficando excluídos outros fatores específicos 

(efeitos motores) e inespecíficos, que poderiam mascarar o desempenho do 

animal no procedimento (Mithani et al., 1986; Lawley e Kantak, 1990; Cal- 

cagnetti e Schechter, 1992 e 1993).

Relatos da literatura dão ênfase à ação reforçadora do EtOH em 

modelos animais, porém com resultados conflitantes: alguns autores relatam 

propriedade aversiva (Reid et al., 1985; Stewart et al., 1996) enquanto 

outros indicam ação reforçadora (Bozarth, 1990). Além disso, a ação 

reforçadora, no teste de PCL, ocorre com a utilização de baixas doses de 

EtOH (Asin et al., 1986), ao passo que propriedades aversivas são 

desenvolvidas com altas doses (> 1,0 g/kg) da droga (Cunningham, 1979; van 

de Kooy et al., 1983).
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Vários autores sugerem que o EtOH induz propriedade reforçadora ou 

reduz as propriedades aversivas somente quando os ratos já tiveram sido 

previamente expostos a sua ação (Reid et al., 1985; Gauvin and Holloway, 

1991; Holloway et al., 1992). Estudos realizados com ratos em que foram inje­

tados 0,5 g/kg de EtOH, i.p., durante pré-exposição de 20 dias, demonstraram 

significante PCL para o compartimento pareado com EtOH. Na dose de 1,0 

g/kg não foi constatada propriedade reforçadora, demonstrando que, com o 

emprego de doses baixas, ocorre sensibilização para a propriedade reforçado­

ra (Bienkowski, 1995).

Bozarth (1990) demonstrou que o etanol induz preferência condicionada 

de lugar em ratos, após um longo período de condicionamento, necessário 

para associar os efeitos reforçadores positivos com um compartimento distinto. 

Estudos recentes realizados por Bienkowski e colaboradores demonstram que, 

após 5 dias de condicionamento, não se constatou a indução de preferência 

de lugar pelo EtOH (0,5 e 1,0 g/kg). No entanto, quando os ratos receberam 

previamente 20 injeções de EtOH, o efeito reforçador se deu naqueles experi­

mentos somente na dose de 0,5 g/kg, e não na dose de 1,0 g/kg (Bienkowski 

et al., 1996).

O reforço não é um processo unitário, compreende várias funções inde­

pendentes que podem ser ativadas simultaneamente. A  noção de que drogas 

atuam como reforçadoras não é nova (Wise & Stein, 1970; Crow, 1973; Wise
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et al., 1992); nova, porém é a percepção de que as drogas desencadeiam dife­

rentes formas de efeito sobre o comportamento. Um conceito básico é que 

toda mudança no comportamento envolve o armazenamento de novas infor­

mações no sistema nervoso, processo comumente denominado de aprendiza­

gem e memória. Portanto o entendimento do processo de aprendizagem e 

memória é essencial para a análise de mudanças de comportamento produzi­

das por drogas de abuso (White, 1996). O tipo de aprendizagem relacionado 

com reforço foi inicialmente descrito por Paviov (1927), e a combinação dos 

processos de reforço e aprendizagem pode produzir respostas comportamen- 

tais (White, Messier & Carr, 1987) e internas (Stewart, 1992), na presença do 

incentivo condicionado, mas também em sua ausência.

O condicionamento de lugar não é somente medida de propriedade re- 

forçadora: resulta de uma complexa interação envolvendo outros fatores, como 

a aprendizagem e memória, a orientação espacial e a influência de diferentes 

estímulos sensoriais, como tato e olfato.

A literatura refere-se a diferentes testes para medir a memória, a maio­

ria dos quais, porém, sujeita o animal a estímulos aversivos e estressantes. A 

adoção de tais testes poderia comprometer o resultado, portanto optou-se, 

assim, pelo chamado teste de memória social que será aprofundado no decor­

rer deste estudo. Ressalte-se que, utilizando outros protocolos, o termo inte­

ração social tem sido empregado em testes cuja finalidade do estudo foi medir
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ansiedade, como os utilizados por File e colaboradores (1980).

0  efeito do uso de EtOH sobre a memória, em ratos e em humanos, 

vem sendo discutido na literatura ao longo dos anos. Define-se como 

memória a capacidade que um ser vivo tem de emitir uma resposta previamen­

te aprendida, ou reter características de um conjunto de informações sobre 

eventos passados. Têm sido bem sugerido que memória não é um processo 

unitário e é importante diferenciar teoricamente memória operacional de me­

mória de longa duração. O processo de formação de memórias pode ser divi­

dido em etapas bem características e com mecanismos neurais que começam 

a ser compreendidos do ponto de vista fisiológico e bioquímico. Essas etapas 

que participam da formação de memórias se iniciam com a aquisição de in­

formações que chegam aos sistemas sensoriais sob a forma de estímulos. 

Logo que processadas, as informações são armazenadas no córtex pré-frontal 

e parte do giro do cíngulo em uma forma de memória lábil, de capacidade limi­

tada e de curta duração, denominada memória operacional (Izquerdo et al.,

1991). A  memória operacional refere-se ao sistema cerebral que fornece 

armazenamento temporário e manipulação da informação necessária para ta­

refas cognitivas complexas, como compreensão de linguagem, aprendizado e 

raciocínio. Para que essa informação perdure no cérebro, precisa ser transfe­

rida para uma forma mais estável ou consolidada, chamada memória de longa 

duração (MacGaugh, 1984).
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Estudos têm demonstrado que o complexo receptor GABA- 

benzodiazepinas sofre alterações funcionais em resposta a situações de an­

siedade e estresse. O efeito farmacológico das benzodiazepinas sobre a me­

mória provavelmente nâo se dá devido a uma modulação do conteúdo emoci­

onal da tarefa de aprendizagem; mas o fato de memória e ansiedade estarem 

sujeitos a modulação pelo complexo receptor GABA-benzodiazepinas sugere 

uma interação anatômica, funcional e temporal desses dois processos. Há in­

dícios de que o etanol também possui efeito sobre estes receptores (De Lory & 

Olsen, 1994).

Mapeamentos quantitativos da imunorreatividade das substâncias tipo 

benzodiazepínicos (BZD) em cérebros de ratos com o anticorpo monoclonal 

21-7F9, mostram uma distribuição universal do antígeno com mais altos 

níveis, concentrando-se na camada de células de purkinje do cerebelo, 

córtex olfatório primário e trato piramidal do hipocampo e na camada de célu­

las mitrais do bulbo olfatório. A  quantidade de BZDs endógenas em determi­

nadas regiões do cérebro de mamíferos parece estar relacionada aos proces­

sos de consolidação da memória. De acordo com essa descoberta, infere-se 

uma possível influência das BZDs endógenas sobre o processo de consolida­

ção da memória, já que foram encontradas no hipocampo, área envolvida nes­

se processo. Na amígdala, região cerebral do sistema límbico, existe uma 

grande concentração de receptores GABAa, sendo esta região diretamente 

envolvida no processo de consolidação da memória de eventos aversivos.
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bem como na fisiopatología da ansiedade. Durante esse processo, a ligação 

das BZDs em seus receptores dificulta a passagem dos impulsos sinápticos, 

dificultando, assim, a consolidação da memória (Izquerdo & Medina, 1991).

No presente trabalho, procurou-se estudar os efeitos do etanol na me­

mória social de grupos de animais com diferentes níveis basais de ansiedade 

no LCE. É importante destacar que, quando os animais exploram os braços 

abertos do LCE, liberam no sangue hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) e 

glicocorticóides (McEwen & Sapoisky, 1995). Liberam também benzodiazepi- 

nas endógenas, apresentando uma correlação direta com os escores de an­

siedade do modelo verificado como tempo de permanência nos braços abertos 

do labirinto (Da Cunha et al., 1992). Este fato foi comprovado em animais ex­

perimentais, quando o bloqueio das benzodiazepinas endógenas liberadas na 

amígdala durante uma sessão de exploração de um labirinto em cruz elevado 

diminuiu a exploração dos braços abertos do labirinto pelos animais. Além dis­

so, Harro e colaboradores (1990) já haviam demonstrado que, dependendo da 

reatividade basal dos animais (ansiosos e não-ansiosos), diferia o número de 

receptores benzodiazepínicos no córtex cerebral.

Os resultados da observação do efeito do etanol na memória são confli­

tantes, enquanto alguns enfocam prejuízos resultantes de seu uso (Birnbaum

& Parker, 1977; Castellano e Populin, 1990; Majewska, 1990), outros relatam 

vantagens advindas de seu efeito (Alkana & Parker, 1979; Lamberty et al.,
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1990; Parker et al., 1980). Além disso, é importante considerar os efeitos do 

etanol nos diferentes estágios em que está acontecendo o processo de me­

mória, isto é, a mesma dose de álcool (Ig/kg), quando administrada antes do 

aprendizado, prejudica a memória (Parjer et al., 1976); facilita a memória 

quando administrada logo após a aquisição; e não apresenta efeito quando 

administrada no tempo de evocação (Birnbaum et al., 1978).

A  formação de novas memórias é significantemente prejudicada por do­

ses agudas de álcool, porém mantém intacta a capacidade para relembrar 

memórias antigas (Hartiey et al., 1978; Miller et al., 1978). A  literatura 

sugere com freqüência que o álcool pode interferir na consolidação de traços 

de memória. Fisiologicamente, as memórias são causadas por alterações da 

capacidade de transmissão sináptica de um neurônio para outro, resultante de 

atividade neural prévia. Essas alterações, por sua vez, causam o desenvolvi­

mento de novas vias para a transmissão de sinais pelos circuitos neurais do 

cérebro. As novas vias são denominadas traços de memória.

Conceitualmente, o efeito do álcool na formação de novas memórias se 

apresenta diferentemente da Aprendizagem dependente de estado. Aprendi­

zagem dependente de estado é aquela que se observa quando o aprendizado 

inicial e a evocação ocorrem no mesmo estado (Overton, 1972).

Como já mencionado, vários testes comportamentais têm sido utilizados
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para investigar os processos de aprendizagem e memória em ratos. Dentre 

eles, o teste de interação social, investigação social ou memória social, que é 

um modelo etológico e simples. Foi introduzido inicialmente por Thor & 

Holloway (1982) e, posteriormente, revisado pelo laboratório de Dantzer e co­

laboradores (1987), sendo basedo nas características discriminativas olfativas 

do estímulo animal, isto é, baseia-se no tempo de cheirar um outro animal da 

mesma espécie. (Sawyer et al., 1984).

No teste de investigação social, a medida do tempo de duração da 

investigação em duas sucessivas exposições a animais jovens, de 4 a 5 minu­

tos cada, é caracterizada como índice de memória. O intervalo entre a primei­

ra e a segunda exposição não deve ser superior a 40 minutos, situação em 

que ratos adultos machos, de várias espécies, apresentam uma significante 

redução no tempo de investigação durante a segunda exposição (Dantzer et 

al., 1987; Engelmann & Landgraf, 1994; Hlinák & Krejcí, 1991; Ploeger et al., 

1991; Popik & Vetulani, 1991, Sekiguchi et al., 1991 a-b, Engelmann et al., 

1995). Por outro lado, após duas horas da exposição inicial, quando ratos jo­

vens foram novamente expostos ao mesmo rato adulto macho, esses animais 

apresentaram tempo de investigação similar ao obtido na exposição inicial 

(Dantzer et al., 1987; Engelmann et al., 1995). Vale ressaltar que o tempo de 

investigação somente diminuiu na segunda exposição quando o mesmo animal 

jovem foi recolocado. Caso contrário, quando um novo estímulo jovem apare­

cia, o tempo de investigação para este animal não diferia significantemente da
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primeira exposição.

É importante salientar que neuropeptídeos hipofisários foram testados 

no teste de investigação social. Os resultados obtidos demonstraram que a 

administração da enzima vasopressina (AVP) em ratos facilita a memória so­

cial sendo essa resposta bloqueada pela administração de um antagonista 

específico de receptores vasopressores de AVP, dPyr(Me)AVP (Dantzer et al., 

1987). Posteriormente foi demonstrado que a investigação social foi estudada 

em camundongos machos DBA2 e os resultados confirmam que a transmissão 

vasopressinérgica modula o teste de investigação social em camundongos 

(Bluthé et al., 1993).

Resultados obtidos da literatura com procedimentos utilizando estímulos 

olfativos e reconhecimento de objetos que apresentavam odor familiar e outros 

com odor não-familiar, indicam que ratos são capazes de discriminar entre os 

elementos e os pares de estímulos (Carr et al., 1976; Carr et al., 1980; Enna- 

ceur & Delacour, 1988; Fass et al., 1978; Hopp et al., 1985). De acordo com 

esses resultados, Engelmann e colaboradores (1995), em estudos posteriores, 

em procedimentos separados e na mesma sessão de testes, sugeriram que 

ratos machos adultos também são capazes de discriminar entre um jovem 

familiar e um não-familiar. Outros fatores que devem ser mencionados é a 

experiência sexual e o sexo dos sujeitos experimentais, que parece ser impor­

tante para detectar a investigação juvenil (Thor & Holloway, 1981; Engelmann
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et al., 1995).

As modificações comportamentais determinadas pelos efeitos agudos 

do álcool sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) são proporconais à concen­

tração sanguínea dessa droga. Além da concentração sanguínea deve-se 

considerar a velocidade de elevação dos níveis e do tempo em que são man­

tidos na corrente circulatória. Sabe-se que o etanol é absorvido rápida e com­

pletamente através do tubo gastrointestinal e é detectado no sangue minutos 

após a ingestão. Muitos fatores modificam a absorção gastrointestinal, entre 

eles a alimentação, a velocidade de ingestão, a concentração e o volume de 

EtOH, além de variações na motilidade gastrointestinal. A  cinética do etanol 

está condicionada à absorção gástrica, com os fatores que a modificam, e ao 

estado metabólico do organismo, como a tolerância pelo uso crônico.

Frente ao exposto, pode-se observar que, embora existam evidências, 

poucos são os dados publicados relacionando o nível basal de ansiedade em 

animais e a investigação dos efeitos comportamentais induzidos pelo EtOH, no 

teste de preferência condicionada de lugar e de memória social. O presente 

estudo foi, por essa razão, delineado com o objetivo de investigar os efeitos 

do EtOH em ratos previamente selecionados no LCE e, posteriormente, avali­

ados em diferentes testes comportamentais. Paralelamente a estas investiga­

ções, foi avaliada a concentração sanguínea após administração de etanol.
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2- OBJETIVOS

A partir da seiecíão ratos em grupos, como ansiosos, intermediários e 

não-ansiosos, de acordo com seu desempenho no labirinto em cruz elevado, 

o presente estudo pretende:

22

Avaliar a relação entre ansiedade e os efeitos reforçadores do EtOH, no 

teste de preferência condicionada de lugar. Dosar a concentração plasmátl- 

ca após administração intraperitoneal de EtOH, seguindo o mesmo proce­

dimento de injeção de PCL.

Avaliar os efeitos do EtOH na memória social, utilizando um único ou dife­

rentes estímulos olfativos em dois intervalos de tempo. Dissociar o efeito 

motor da medida de memória.



3- MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (procedentes do biotério da UFSC), do 

sexo masculino, com idades de 1 mês e de 3 meses, pesando respectivamen­

te, entre 100 e 150 gramas e entre 250 e 370 gramas, e experimentalmente 

ingênuos. Os animais foram mantidos em temperatura constante (23° ± 1°C), 

em ciclo de claro e escuro de 12 horas, com livre acesso a água e comida.

Os animais foram selecionados no labirinto em cruz elevado, e após o 

período de uma semana foram submetidos ao teste de preferência condiciona­

da de lugar. Para o teste de memória social, os animais selecionados foram 

isolados durante duas semanas e expostos ao teste de memória social.

3.2 Drogas e reagentes

• EtOH ( Merck), diluído a 10% v/v em salina, e administrado por via intraperi- 

toneal (i.p.), nas doses de 0,5, 1,0 e 1,5 g/kg. O volume de injeção do EtOH 

variou conforme a dose utilizada.



Sal dissódico do ácido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A) - LABTEST 

Ácido Súifúrico -LABORATÓRIO REAGEN 

Ácido pícrico -LABORATÓRIO VETEC -Química Fina Ltda 

Bicromato de potássio - LABORATÓRIO VETEC -Química Fina Ltda
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3.3 APARELHO E PROCEDIMENTO

3.3.1 Teste do labirinto em cruz elevado - LCE

0  labirinto em cruz elevado, feito em madeira, consiste de dois braços 

abertos (50 x 10 cm) e dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm). Os braços es­

tendem-se a partir da plataforma central (10x10  cm). O aparelho está eleva­

do a 50 cm do chão. Os braços fechados foram pintados de preto. Com a fina­

lidade de determinar a atividade exploratória em ratos, cada braço aberto foi 

dividido, com uma fita adesiva, em três setores iguais.

0  experimento foi realizado de acordo com o procedimento descrito por 

Harro et al. (1990) e estudos prévios desenvolvidos neste laboratório (Rogério



e Takahashi, 1992). Cada rato foi colocado no centro do labirinto durante um 

período de 5 minutos em que foram registrados: tempo de permanência nos 

braços abertos e fechados, período de latência da primeira entrada para o 

braço aberto e o número de cruzamentos dos setores dentro dos braços 

abertos. Considerou-se que o animal estava nos braços abertos somente 

quando colocava as quatro patas dentro de um dos braços.

Foi utilizada uma solução de etanol a 10%, para limpar o aparelho antes 

da colocação de cada animal, com o objetivo de eliminar odores que pudes­

sem interferir no comportamento.
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3.3.2 Teste de preferência condicionada de lugar - PCL

o  teste de PCL foi efetuado em uma caixa de acrílico, composta de dois 

compartimentos diferentes, medindo 30 x 30 x 22 cm (comprimento x largura x 

altura), separados por uma guilhotina removível. O compartimento claro tinha 

o piso com grade (1 cm entre as barras), iluminado com luz branca, e o com­

partimento escuro, o piso liso e sem iluminação. Os experimentos foram con­

duzidos em ambiente com pouca iluminação, no período da manhã (8 -1 2  h). 

0  método escolhido envolveu duas fases: Condicionamento e teste.



Fase 1; Condicionamento

O período de condicionamento foi efetuado em quatro dias consecuti­

vos, com um ensaio diário. Os animais recebiam de forma alternada solução 

controle (salina), nos dias ímpares, e EtOH 0,5; 1,0 ou 1,5 g/kg, nos dias pa­

res. Cada animal permanecia na caixa de condicionamento por um período de 

15 minutos. Nos dias ímpares, os animais foram confinados no lado escuro da 

caixa de condicionamento e, nos dias pares na extremidade oposta, o lado 

claro da caixa.

Fase 2 : Teste

O teste foi efetuado sem aplicação da droga, no 5° dia de condiciona­

mento por um período de 15 minutos: os animais foram individualmente colo­

cados no centro da caixa, com livre acesso para os dois lados da caixa, regis­

trando-se o tempo de permanência de cada animal nos compartimentos claro e 

escuro.

Utilizou-se uma solução de etanol, a 10%, para limpar a caixa, antes da 

colocação de cada animal.

Para um melhor entendimento do procedimento utilizado para avaliar o 

efeito reforçador do etanol, segue o esquema a seguir:
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GRUPOS* CONDICIONA­
MENTO ( 4 

DIAS)

TEM PO  DE 
CONDICIONA­

MENTO

LADO DA CAIXA TES TE  5° 
DIA

CO NTROLE 1° e 3°dia: Inje- 
ção salina

2° e 4°dia; inje- 
ção salina

15 min

15 min

escuro

claro

15 min

15 min

EtOH 0,5 
g/Kg

1° e 3°dia: inje- 
ção salina

2° e 4°dia; inje- 
ção EtOH

15 min

15 min

escuro

claro

15 min

15 min

EtOH 1,0 
g/Kg

1° e 3°dia: inje- 
ção salina

2° e 4°dia: inje- 
ção EtOH

15 min

15 min

escuro

claro

15 min

15 min

EtOH 1,5 
g/Kg

1 ° e 3°dia; inje- 
ção salina

2° e 4°dia: inje- 
ção EtOH

15 min

15 min

escuro

claro

15 min

15 min

Grupos* Ansiosos, Intermed ários e Não-ansíosos

3.3.3 Teste de memória social

Após a seleção prévia no LCE (em ansiosos, intermediários e não- 

ansiosos) e o isolamento dos animais por um período de duas semanas, sem 

privação de água e comida, o experimento foi realizado, de acordo com o pro­

cedimento descrito por Dantzer et al. (1987). O teste foi efetuado registrando- 

se o tempo de investigação (principalmente o ato de cheirar um outro animal 

da mesma espécie) do animal adulto, em relação ao mesmo animal jovem e a 

diferentes animais jovens, em diferentes tempos: 0, 30 e 120 minutos. Os ani­

mais foram observados numa gaiola com grade nâo familiar aos animais. Após



a exposição inicial por um período de 5 minutos, cada animal recebia, por via 

i.p., solução controle e EtOH nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg, sendo, poste­

riormente, reavaliada sua investigação social, nos tempos de 30 e de 120 mi­

nutos.

3.3.4 Teste de movimentação espontânea

A avaliação da atividade locomotora foi realizada em uma caixa de ma­

deira medindo 73 x 30 x 22 cm, com três células fotoelétricas instaladas a 3cm 

de altura do chão em grade, espaçadas igualmente ao longo de sua extensão 

e acopladas a um contador digital que registra o número de vezes que o ani­

mal interrompe os feixes de luz (cada interrupção do feixe de luz constitui uma 

medida de atividade). Assim, somente os movimentos horizontais dos animais 

foram detectados pelas fotocélulas. 0  teste foi realizado em ambiente com 

pouca iluminação, no período matutino (8h às 12h). Neste experimento, os 

animais selecionados no LCE como ansiosos, Intermediários e não- 

ansiosos foram individualmente colocados dentro das caixas de movimenta­

ção e os registros de medida de atividade foram efetuados por um período de

5 minutos em diferentes intervalos de tempo (aos 10, 30 e 120 minutos) após 

as injeções de solução controle e EtOH (0,5; 1,0 e 1,5 g/kg). Após cada regis­

tro de atividade, os animais retornavam à gaiola-casa.
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3.3.5 Dosagem piasmátíca do EtOH

Um grupo de animais testados no mesmo procedimento de injeção do 

teste de PCL foi utilizado para a dosagem plasmática do EtOH. Após aneste­

sia com éter. retirou-se por punção cardíaca o sangue de cada animal. O san­

gue retirado foi colocado em um tubo contendo anticoagulante E.D.T.A., para 

obter sangue total. A  obtenção de sangue total teve como objetivo determinar 

o nível sanguíneo do etanol em ratos, após 15 minutos de administração intra- 

peritoneal, utilizando o método de Nicloux.
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4- ANÁLISE ESTATÍSTICA

As comparações estatísticas entre as médias dos grupos foram inicial­

mente realizadas por análise de variância (ANOVA) de uma via ou duas vias, 

com medidas repetidas, adequadas ao protocolo experimental. Posteriormen­

te, os grupos foram comparados entre si empregando-se o teste de Newman- 

Keuls. Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(e.p.m.). A probabilidade aceita como indicativa da existência de diferenças 

estatisticamentes significantes foi p < 0.05.



5- RESULTADOS
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5.1 Seleção de ratos em grupos de animais ansiosos, interme­

diários e não-ansiosos no labirinto em cruz elevado: influência 

do padrão comportamental basal.

Foram submetidos ao LCE aproximadamente 750 animais. Para a carac­

terização da amostra geral, assim como para o cálculo das médias, erro pa­

drão da média e limites superiores e inferiores adotados para a classificação 

foram utilizados 396 ratos que foram distribuídos pelos experimentos de PCL, 

memória social e atividade locomotora. A partir da média geral dessas medi­

das e ± 3 e.p.m. cada animal foi classificado de acordo com seus valores indi­

viduais. Para a caracterização da amostra geral uma análise fatorial das 

variáveis foi realizada. Os limites utilizados para a classificação eram superio­

res ou inferiores à média ± 3 e.p.m. da respectiva medida.

Os ratos foram selecionados segundo os resultados apresentados e a 

seguir descritos; foram classificados como ansiosos aqueles que apresenta­

vam um baixo número de cruzamentos (<12), combinado com uma baixa per­

manência nos braços abertos (<80s) e acentuada laténcia de entrada para os 

braços abertos (>40s). Os animais classificados como não-ansiosos apresen­

taram resultados opostos aos dos ansiosos: um alto número de cruzamentos



nos braços abertos (>19), permaneciam durante um largo período de tempo 

nos braços abertos do labirinto comparado com o tempo total do experimento 

(>105 s) e exibiram uma curta latência de entrada dos braços abertos (<10s). 

Tais resultados sugerem que os animais do grupo selecionado como não- 

ansiosos apresentam pouca aversão aos espaços abertos no L.C.E. Os ani­

mais cujas respostas oscilavam entre os grupos ansiosos e não-ansiosos, 13 a 

18 cruzamentos, entre 80 e 105 segundos de permanência e com latência de 

entrada para o braço aberto entre 7 e 15 segundos foram considerados inter­

mediários. Vale ressaltar que a frequência de ocorrência dos grupos selecio­

nados foi maior para os grupos intermediários (312 animais) e não-ansiosos 

(247 animais) do que para o grupo ansiosos (191 animais).

Após a seleção e separação em grupos já definidos como ansiosos, 

intermediários e não-ansiosos, de acordo com os variáveis: latência para os 

braços abertos, cruzamento e tempo gasto nos braços abertos, quando anali­

sados pela ANOVA de uma via, revelou diferenças estatísticas entre os grupos 

[F2 ,ii8 8 = 418,37, p<0,0001]. Em seguida, os resultados foram analisados atra­

vés do teste de Newman-Keuls, que revelou diferenças entre os grupos ansi­

osos, intermediários e não-ansiosos, para as variáveis; latência de entrada 

para os braços abertos [F2.396 = 3.876, p= 0.03], cruzamento nos braços aber­

tos [F2.396 =78.452, p<0.0001] e tempo gasto nos braços abertos [ p2,396 = 

27.789, p<0.001]. Os resultados gerais da seleção de ratos estão demonstra­

dos na Tabela 1.
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Tabela 1- Parâmetros avaliados no labirinto em cruz elevado 

para a seleção prévia de ratos classificados como ansiosos, in­

termediários e não-ansiosos. Os dados representam a média ± 

e.p.m dos grupos.
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Latência de 
entrada no 

braço aberto 
(s)

Número de cru­
zamentos nos 
braços abertos

Tem po total 
gasto nos bra­
ços abertos (s)

Número 
de Ratos 

Wistar

Gera) 23,7 ±2,4 16,7 ±0,6 95,0 ±4,8 396

Não-ansiosos 9,7 ±1,7* 27,1 ±1,0*» 135,8 ±6,4*» 132

Intermediários 11,0± 1,8# 16,0 ±0,3* 93,6 ±4,1 • 132

Ansiosos 50,5 ±13,0* 6,8 ± 0,6* 55,7 ± 4,3* 132

* Diferença significante em relação ao grupo Intermediário, p < 0,05. • Di­
ferença significante em relação ao grupo Ansioso, p < 0,05.



5.2 Influência do etanol no teste de preferência condicionada de 

lugar (PCL), em ratos previamente selecionados no LCE.

A  tabela 2 mostra o padrão basal de ansiedade dos animais ciassífi- 

cando-os em animais ansiosos, intermediários e não-ansiosos utilizados 

neste experimento, replicando os dados obtidos no experimento anterior.

Tabela 2- Parâmetros avaliados no labirinto em cruz elevado 

para a seleção prévia de ratos classificados como ansiosos, in­

termediários e não-ansiosos e posteriormente avaliados no teste 

de preferência condicionada de lugar. Os dados representam a 

média ± e.p.m. dos grupos.

33

Latência de  
entrada no 

braço aberto
(s)

Número de cru­
zam entos nos 
braços abertos

Tem po total 
gasto nos bra­
ços abertos (s)

Número de 
Ratos 
W istar

Geral 27,1 ±5.7 15,9 ±0.8 91,7 ±4,3 120

Não-ansiosos 6,5 ± 1 ,2 . 25,9 ± 0,8 *• 139,1 ±4,9*. 40

Intermediários 9,3 ±1,3» 15,8 ± 0 ,3 . 93,8 ±4,6» 40

Ansiosos 65,7 ±14,6* 6,0 ± 0,6* 42,3 ±3,5* 40

* Diferença significante em relação ao grupo Intermediário, p < 0,05. • Di­
ferença significante em relação ao grupo Ansioso, p < 0,05.

Conforme já descrito nos procedimentos, os animais foram condiciona­

dos, durante 4 dias consecutivos, com um ensaio diário, e a avaliação do



efeito reforçador foi realizada no 5° dia, na ausência do tratamento, fazendo- 

se o registro do tempo de permanência nos compartimentos da caixa de con­

dicionamento.

Os efeitos das diferentes doses de EtOH sobre o teste de preferência 

condicionada de lugar, em ratos previamente selecionados no LCE, estão 

ilustrados na Figura 1.

A  Figura 1 apresenta a média ± e.p.m. do tempo de permanência no 

compartimento menos preferido (lado claro) no teste de PCL, após a adminis­

tração intraperitoneal de solução controle e EtOH (0,5; 1,0 e 1,5 g/Kg). Os 

resultados foram analisados com o emprego da ANOVA de uma via e, poste­

riormente, analisados com o teste de Newman- Keuls. Como pode ser visto, os 

resultados obtidos com animais condicionados durante 4 dias no teste de 

preferência de lugar indicam que todas as doses de EtOH induziram aumentos 

significantes no tempo de permanência no lado claro da caixa, em relação ao 

grupo controle, para o grupo de animais considerados ansiosos [F3.53 = 5.89, 

p= 0.0016].

Os animais selecionados como intermediários e não-ansiosos no LCE 

não apresentaram efeito reforçador no teste de PCL [F3.41 = 1.021, p= 0.394; 

F 3 ,43 = 1.959, p= 0.135, respectivamente]. Além disso, vale ressaltar que, para 

os mesmos animais, o EtOH não induziu propriedades aversivas, neste pro­

34



cedimento, conforme Figura 1.

Apesar da ANOVA não revelar diferença significante entre os tratamen­

tos para o grupo não-ansioso, observa-se que o efeito reforçador do EtOH 0,5 

g/Kg para o grupo de animais não-ansiosos apresentou valores semelhantes 

àqueles alcançados pelos animais ansiosos tratados com diferentes doses de 

EtOH.
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600-

5 0 0 -
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_  4 0 0 -  
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0  3 0 0 -
2  
111
h  200 H

□  SALINA
□  EtOH 0.5 g/kg 
O  EtOH 1.0 g/kg 
■  EtOH 1.5 g/kg

ANSIOSOS INTERMEDIÁRIOS NAO-ANSIOSOS

Figura 1: Tempo de permanência de ratos ansiosos, intermediá­

rios e não-ansiosos no compartimento pareado com a droga, na 

caixa de preferência condicionada de lugar, após 4 dias conse­

cutivos de condicionamento. Os valores representam a média ± 

epm de 10 animais por grupo. * Indica p < 0,05 em relação ao 

grupo controle (ANOVA - Newman-Keuls).



5.3 Determinação do nível sanguíneo de etanol em ratos sub­

metidos ao teste de PCL.
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Os níveis plasmáticos do etanol (0,5; 1,0 e 1,5 g/Kg) foram analisados 

em animais submetidos ao mesmo procedimento de injeção descrito no teste 

de PCL. No quarto dia, após os 15 minutos de condicionamento, foi coletado o 

sangue dos animais ansiosos, intermediários e nâo-ansiosos por punção car­

díaca e colocado em tubos contendo E.D.T.A, para obtenção de sangue total. 

Níveis sanguíneos de etanol foram determinados em ratos ansiosos, interme­

diários e nâo-ansiosos, após 15 minutos da injeção de etanol. A dosagem foi 

feita por um sistema automatizado Dosimat, conforme descrito anteriormente 

nos procedimentos.

Na Tabela 3, pode-se observar a média ± e.p.m. do nível plasmático de 

diferentes doses, após 15 min da administração i.p. de EtOH em ratos sele­

cionados no LCE em ansiosos, intermediários e não-ansiosos. A  análise esta­

tística realizada pela ANOVA de uma via revelou diferenças significantes entre 

os diferentes níveis sanguíneos de etanol após administração de doses cres­

centes de EtOH [ F3.38 = 113.68, p< 0.0001]. Além disso, verificou-se pelos re­

sultados obtidos que o nível sanguíneo de etanol foi dependente da dose de 

etanol administrada, porém não ocorreu diferença estatística entre os grupos 

classificados no LCE, como está demonstrado na Tabela 3.



Tabela 3: Dosagem plasmática de EtOH, em g/l, 15 minutos após 

a administração de EtOH, no quarto dia de condicionamento, 

em ratos classificados no LCE como ansiosos, intermediários e 

nâo-ansiosos. Os dados representam a média ± e.p.m.
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Dosagem de EtOH em g/l

Grupos; Controle EtOH 0,5 g/kg EtOH 1,0 g/kg EtOH 1,5 g/kg

Não-ansiosos Ausente 0,69 ± 0,02 * 1,44 ±0,03 * 2,15 ±0,05*

Intermediários Ausente 0,70 ±0,04* 1,59 ±0,02 * 1,79 ±0,04*

Ansiosos Ausente 0,98 ±0,02* 1,69 ±0,02* 1,89 ±0,03*

Diferença significante em relação ao grupo Controle, p < 0,05.



5.4 Avaliação da influência do etanol na memória social, utili­

zando um único estímulo olfativo, em ratos previamente sele­

cionados no LCE.

A tabela 4 mostra o padrão basal de ansiedade dos animais classifi­

cando-os em animais ansiosos, intermediários e não-ansiosos utilizados 

neste experimento, replicando os dados obtidos no experimento anterior
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Tabela 4- Parâmetros avaliados no labirinto em cruz elevado 

para a seleção prévia de ratos classificados como ansiosos, in­

termediários e não-ansiosos e posteriormente avaliados no teste 

de Memória social com ratos jovens nos tempos de 30 minutos e 

120 minutos.

Latência de 
entrada no 

braço aberto 
(s)

Número de cru­
zamentos nos 
braços abertos

Tempo total 
gasto nos bra­
ços abertos (s)

Número de 
Ratos Wis- 

tar

Geral 22,05 ± 8,2 17,0 ±0,66 96,6 ± 5,21 216

Não-ansiosos 11,4±3.0« 27,8 ± 1,2 *• 134,2 ±7,1** 72

Intermediários 11,9±2,1 • 16,2 ±0,2* 93.5 ± 3.8 • 72

Ansiosos 42,9 ±12,2* 7,2 ±0,6* 62,4 ± 4,7* 72

* Diferença significante em relação ao grupo Intermediário, p < 0,05. • Dife­
rença significante em relação ao grupo Ansioso, p < 0,05.

Após a seleção prévia no LCE, Tabela 4, e o isolamento dos animais 

por um período de duas semanas, o experimento foi realizado de acordo com



O procedimento descrito por Dantzer e colaboradores (1987). 0  teste foi efe­

tuado registrando-se o tempo de investigação (principalmente o ato de cheirar) 

do animal adulto em relação ao mesmo animal jovem. Após a exposição inicial, 

tempo 0 , cada animal recebia, pela via de administração intraperitoneal, solu­

ção controle ou EtOH, nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg, sendo, posteriormen­

te, reavaliada sua investigação social, nos tempos de 30 e de 120 minutos.

Os resultados da média ± e.p.m. do tempo de investigação dos animais 

ansiosos, intermediários e não-ansiosos, tratados com salina e EtOH (0,5; 

1,0 e 1,5 g/kg), estão ilustrados nas Figuras 2, 3 e 4. A  análise estatística 

efetuada pela ANOVA de duas vias, com medidas repetidas, demonstrou in­

teração significante entre tratamento e tempo para o grupo ansioso [F3.27 =  

4.668, p< 0.004; F2.54 = 33. 623, p< 0.001] e foi significante somente para o 

tempo para os grupos intermediário [F3.22 = 2 . 663, p= 0.716; F2.44 =2 1 . 028, 

p< 0.001] e não-ansioso [F3,2s = 0. 595, p= 0.669; F2,5o = 51. 783, p< 0.001],

No teste de investigação social, segundo Dantzer, quando animais 

adultos são reexpostos após 30 minutos da exposição inicial ao mesmo rato 

jovem, gastam menos tempo de investigação social do que haviam gasto na 

primeira exposição. Por outro lado, expostos após 120 minutos, os mesmos 

animais gastam um tempo aproximado ao registrado na exposição inicial.

Os resultados do presente estudo mostram que com tempos diferentes
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de exposição, 30 e 120 min, ao mesmo estímulo olfativo, ratos classificados 

como intermediários, reduziram de forma significante a investigação social, 

efeito indicativo de facilitação da memória, sob ação de etanol nesse modelo, 

Figuras 3. Para o grupo ansioso, a facilitação foi diferenciada: observou-se 

aos 30 min, mas não 120 min após a administração de EtOH (Figura 2).
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Figura 2: Tempo de investigação social de ratos adultos ansio­

sos, junto ao mesmo rato jovem, aos 30 e 120 minutos. O EtOH 

(0,5, 1,0 e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto imediatamente 

após a exposição inicial (tempo 0). Os resultados representam a 

média ± e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.

 ̂p < 0,05, comparado com o tempo 120 do respectivo grupo.
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Figura 3: Tempo de investigação social de ratos adultos inter­

mediários, junto ao mesmo rato jovem, aos 30 e 120 minutos. O 

EtOH (0,5, 1,0 e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto, imediata> 

mente após a exposição iniciai (tempo 0). Os resultados repre­

sentam a média ± e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.

° p < 0,05, comparado com o tempo 120 do respectivo grupo.
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Figura 4: Tempo de investigação social de ratos adultos não- 

ansiosos, junto ao mesmo rato jovem, aos 30 e 120 minutos. O 

EtOH (0,5, 1,0 e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto, imediata­

mente após a exposição inicial (tempo 0). Os resultados repre­

sentam a média ± e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.

 ̂p < 0,05, comparado com o tempo 120 do respectivo grupo.



5.5 Avaliação da influência do etanoi na memória social, utili> 

zando estímulos olfativos diferentes, em ratos previamente se­

lecionados no LCE.

Os resultados da média ± e.p.m. dos tempos da investigação social du­

rante as diferentes exposições de tempo dos ratos jovens estão ilustradas nas 

figuras 4, 5 e 6. Cada grupo foi testado com solução controle (salina) e trata­

mento (EtOH nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg), via i.p., para a avaliação da 

memória social, seguindo o procedimento descrito por Dantzer e colaborado­

res (1987).

O teste foi efetuado registrando-se o tempo de investigação do animal 

adulto em relação a estímulos distintos (diferentes animais jovens da mesma 

espécie), aos 0 e 30 minutos. Após a exposição inicial, tempo 0, cada animal 

recebia solução controle ou EtOH. Trinta minutos depois, o animal adulto era 

exposto a um estímulo olfativo diferente para a avaliação do tempo de investi­

gação. Vale ressaltar que os mesmos dados do experimento 4 no tempo de 30 

minutos em relação ao mesmo estímulo animal foram utilizados para compa­

ração do uso de estímulo diferente neste protocolo.

Os resultados da média ± e.p.m. do tempo de investigação dos animais 

ansiosos, intermediários e não-ansiosos tratados com salina e EtOH estão 

ilustrados nas Figuras 4, 5 e 6. A  análise estatística efetuada pela ANOVA de
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duas vias com medidas repetidas demonstrou interação significante do tra­

tamento e tempo para o grupos ansiosos e intermediários [F3.25 = 4,998, p< 

0,0075; F3.2 8 = 4,287, p< 0,0159; respectivamente]. Somente o grupo interme­

diário apresentou diferença estatística para o tratamento [F3.28 = 4. 286, p< 

0.0159}. Além disso, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas demons­

trou efeito significante para o fator tempo em todos os grupos selecionados no 

LCE [F1.25 = 9,604, p< 0.0048; F i ,28 = 41,489, p< 0,001; F 1.26 =22, 673, p< 

0.0001; para os grupos ansiosos, intermediários e não-ansiosos , respectiva­

mente].

No teste de investigação social, segundo Dantzer e colaboradores, 

quando animais adultos são expostos após 30 minutos da exposição inicial a 

um animal jovem diferente, o tempo gasto na investigação é aproximado ao 

verificado na exposição inicial para outro animal.

No teste de memória social, sob a ação de EtOH (1,0 e 1,5 g/kg), os 

grupos ansiosos e não-ansiosos tiveram seu tempo de investigação diminuí­

do, para um diferente estímulo, aos 30 minutos. Figuras 5 e 7, respectivamen­

te. Além disso, o grupo intermediário após todas as doses de EtOH apresen­

tou diminuição significante na investigação social, figura 6. Portanto, os resul­

tados mostram que o uso de um estímulo novo parece ser mais sensível, sen­

do 0  efeito de facilitação da memória pelo EtOH detectado em todos os sub­

grupos de ratos.
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Figura 5: Tempo de investigação social de ratos adultos ansio­

sos. A coluna hachurada representa o tempo de investigação 

junto ao rato jovem original e a coluna preta representa o tempo 

de investigação junto a um rato jovem diferente. O EtOH (0,5,1,0 

e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto, imediatamente após a ex­

posição inicial (tempo 0). Os resultados representam a média ± 

e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.
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mediários. A coluna hachurada representa o tempo de investi­

gação junto ao rato jovem original e a coluna preta representa o 

tempo de investigação junto a um rato jovem diferente. O EtOH 

(0,5, 1,0 e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto imediatamente 

após a exposição inicial (tempo 0). Os resultados representam a 

média ± e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.

 ̂p < 0,05, comparado com o tempo 30 do respectivo grupo
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ansiosos. A coluna hachurada representa o tempo de investiga­

ção junto ao rato jovem original e a coluna preta representa o 

tempo de investigação junto a um rato jovem diferente. O EtOH 

(0,5, 1,0 e 1,5 g/kg) foi injetado no rato adulto, imediatamente 

após a exposição inicial (tempo 0). Os dados representam a 

média ± e.p.m.

* p < 0,05, comparado com o tempo 0 do respectivo grupo.

 ̂p < 0,05, comparado com o tempo 30 do respectivo grupo.



5.6 Avaliação da atividade locomotora com diferentes doses de 

etanoi em animais ansiosos, intermediários e não-ansiosos.

A tabela 5 mostra o padrão basal de ansiedade dos animais classifi­

cando-os em animais ansiosos, intermediários e não-ansiosos utilizados 

neste experimento, replicando os dados obtidos anteriormente.

Tabela 5- Parâmetros avaliados no labirinto em cruz elevado 

para a seleção prévia de ratos classificados como ansiosos, in­

termediários e não-ansiosos e posteriormente avaliados no teste 

da atividade locomotora. Os dados representam a média ± e.p.m 

dos grupos.
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Latência de 
entrada no 

braço aberto
(s)

Número de cru­
zamentos nos 
braços abertos

Tempo total 
gasto nos bra­
ços abertos (s)

Número de 
Ratos 
Wistar

Geral 25,49 ± 5,3 15,7 + 1,2 91,2 + 6,9 60

Não-ansiosos 10,2 + 3 ,2 . 26,7 ± 1,2** 134,3 ±12*. 20

intermediários 15,2 ± 2 ,7 . 15,5 ± 0 ,5 . 92,6 ± 8,2 • 20

Ansiosos 47,8 ±13* 6,4 ± 0,7* 46,5 ± 5,4 * 20

* Diferença significante em relação ao grupo Intermediário, p < 0,05. • Di­
ferença significante em relação ao grupo Ansioso, p < 0,05.

A realização deste experimento objetivou avaliar a presença do efeito 

sedativo do etanol em doses altas e sua possível interferência nos testes de 

preferência condicionada de lugar e de memória social, interferindo com o 

desempenho do animal nestes procedimentos.



Os resultados da administração de diferentes doses de EtOH sobre a 

atividade locomotora de ratos ansiosos, intermediários e não-ansiosos, Tabe­

la 5,em diferentes intervalos de tempo estão ilustrados nas Figuras 8, 9 e 10, 

respectivamente

Na Figura 8, para melhor clareza dos dados, as linhas verticais que re­

presentam o e.p.m não estão expressas. A análise estatística efetuada pela 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significante para o 

fator tratamento [Fn.39=5,965, p< 0,0001], para o fator grupo [F2,78=7,1698, p= 

0,0014] e para a interação enttre estes dois fatores [F22,78= 1,6566,p= 0,05],

Os resultados indicaram que somente na dose 1,0 g/kg, o EtOH induziu 

aumento significante na atividade locomotora de ratos não-ansiosos, aos 10 

minutos, em relação ao grupo controle pelo teste de Newman-Keuls (p< 0,01). 

Além disso, verificou-se que, aos tempos de 30 e 120 minutos, sob esta mes­

ma dose, aquele grupo apresentou uma tendência, porém não significante, de 

aumentar a atividade locomotora. Figura 9. Por outro lado, os grupos ansiosos 

e intermediários não diferiram significativamente do grupo controle, em dife­

rentes tempos e diferentes doses de EtOH, como mostram as Figuras 8 e 10, 

respectivamente.
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Figura 8: Avaliação do efeito do EtOH 0,5,1,0 e 1,5 g/Kg, via i.p., 

sobre a atividade locomotora em ratos ansiosos, medida em di­

ferentes intervalos de tempo (10, 30 e 120 minutos). Dados ex­

pressos como a média de pelo menos 5 animais.
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dos expressos como a média de pelo menos 5 animais. * Dife­

rença significante em relação ao grupo controle, p < 0,05.



6- DISCUSSÃO

A  ampla variação de níveis de ansiedade em população de ratos Wistar 

observados no LCE é coincidente com os resultados de estudos prévios 

(Harro et al., 1990; Rogério & Takahashi; Spanagel et al., 1995) e pode suge­

rir uma heterogeneidade genética para respostas de ansiedade.

A  existência de diferenças individuais é apontada na literatura, geral­

mente relacionando tais diferenças à resposta ao uso de drogas e levando à 

geração de linhagens geneticamente selecionadas (Teruel et al.,1991; Stewart 

et al., 1993, Zhou et al., 1994; Stewart et al., 1996; Mõller et al., 1997). A  se­

leção e classificação de grupos segundo sua atividade exploratória se apóia 

na variabilidade individual que vem sendo enfatizada na avaliação de respos­

tas comportamentais na ausência de drogas -  como constatado no experimen­

to aqui relatado, podendo sugerir um modelo animal para respostas de ansie­

dade de acordo com as diferenças individuais.

O comportamento de ratos em um labirinto em cruz pode ser tomado 

como modelo animal de ansiedade, pois o labirinto produz uma situação de 

conflito entre a motivação natural do rato para explorar o ambiente e o medo 

inato de explorar um corredor aberto colocado a uma altura pouco segura para 

o animal (Dawson & Tricklebank, 1995). Evidências a favor do LCE ser um 

modelo de ansiedade baseiam-se em resultados que mostram alterações nos

55



níveis de hormônios liberados no stress, como as catecolaminas e os glico- 

corticóides (McEwen & Sapoisky, 1995) e, de níveis cerebrais de benzodiaze- 

pinas endógenas (Da Cunha et al., 1992). Além disso, outra evidência que 

pode ser relatada é o fato de situações comportamentais estressantes modifi­

carem de forma coerente o comportamento de ratos no LCE (Wolfman et ai., 

1991).

Não sendo nova a idéia de selecionar ratos com um comportamento 

ansioso e não-ansioso de acordo com um modelo de ansiedade (Harro et al., 

1990; Rogério & Takahashi, 1992, Spanagel et al., 1995), uma linha de traba­

lho que se destacou foi a seleção genética por cruzamentos sucessivos de 

ratos muito reativos (roman-high-avoidance RHA - não-ansiosos) ou poucos 

reativos (roman-low-avoidance RLA - ansiosos) segundo seu comportamento 

no teste da esquiva ativa de duas vias (Teruel et al., 1991). Utilizando-se esta 

seleção genética, corre-se o risco de arrastar genes que estejam ligados, no 

mesmo cromossomo, aos genes de interesse na seleção, porém fisiologica- 

mente sem nenhuma relação com ansiedade, levando a linhagens resultantes 

atípicas, diferentes e anormais. Contrariamente, na seleção utilizada em nosso 

estudo, estes riscos ficam minimizados, pois selecionamos ratos que existem 

em uma população heterogênea, mas com um comportamento distinto, que 

não varia de momento a momento, sendo considerado como característica 

constitucional da personalidade, denominado ansiedade traço, possibilitando 

assim, que se apresente a suposição do aparecimento de animais com um
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perfil de comportamento relacionado ao ansioso e não-ansioso muito mais 

característico do que na seleção genética.

No presente estudo, um dos importantes resultados obtidos, com o 

teste de PCL, indica que, diferentes doses de EtOH (0,5; 1,0 e 1,5 g/kg, i.p.) 

causam significante preferência condicionada de lugar em animais previamen­

te selecionados como ansiosos. Estes resultados estão de acordo com dados 

da literatura que demonstram que o EtOH pode induzir propriedades reforça- 

doras em ratos normais. Além disso, os resultados do presente estudo suge­

rem que os efeitos reforçadores induzidos pelo etanol parecem depender da 

reatividade emocional dos animais. 0  termo reatividade emocional é aqui em­

pregado para referir-se ao comportamento distinto dos animais no LCE, consi­

derado como resultado de diferentes reações emocionais frente às situações 

experimentais.

Os resultados que alcançamos em nossos experimentos vão ao encon­

tro dos relatos que se baseiam no padrão individual basal de ansiedade, evi­

denciando a hipótese redutora de tensão. Embora em vários estudos desen­

volvidos em humanos não tenha ficado claramente evidenciada a hipótese re­

dutora de tensão, outros experimentos constataram que indivíduos cronica­

mente ansiosos ou cronicamente estressados (isto é, que apresentam ansie­

dade traço) demonstram uma sensibilidade inata para os efeitos ansiolíticos 

do etanol e vulnerabilidade aos impulsos de ingestão de etanol (Schuckit &
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Hesseibrock, 1994).

O estudo do efeito de drogas como o etanol nestes grupos com diferen­

tes características individuais basais de ansiedade também pode contribuir 

para um melhor entendimento do fenômeno “ansiedade” e do papel reforçador 

daquela droga. Estudos clínicos e experimentais têm demonstrado que existe 

uma considerável influência da reatividade emocional individual nas respostas 

para a propriedade aditiva de drogas de abuso (Piazza et al., 1989).

Como já foi salientado, as drogas de abuso podem servir como reforça- 

dores (Griffiths et al., 1979), sendo que a eficácia da propriedade reforçadora 

está relacionada ao potencial de abuso da droga (Johanson & Schuster, 

1981). O condicionamento de lugar, como utilizamos em nosso estudo, tem 

sido freqüentemente empregado para estudar propriedades de recompensa de 

várias drogas de abuso, incluindo o etanol (Carr et al., 1989; Swerdiow et al.,

1987). Muitas delas servem como estímulo incondicionado para a aquisição da 

propriedade de incentivo por um estímulo neutro, expresso como aproximação 

do local pareado com a droga.

A preferência condicionada de lugar pode ser obtida com vários psico- 

estimulantes, como a cocaína (Bardo et al., 1986; Spyraki et al., 1982; 

Hoffman, 1989), a anfetamina (Spyraki et al., 1982; Hoffman, 1989; Carr and 

White, 1983) e a apomorfina (van der Kooy et al., 1983). Estudos realizados
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em nosso laboratório demonstraram que ratos tratados com mazindol (Zannin 

& Takahashi, 1994) e camundongos. pela associação etanol/mazindol 

(Gevaerd & Takahashi, 1996) permanecem mais tempo no compartimento pa- 

reado com a droga. Esse efeito também foi encontrado nos experimentos que 

Meisch e Stewart (1994) realizaram em roedores e primatas não-humanos.

A  propriedade reforçadora do etanol, a partir de modelos animais de 

PCL, é mais dificilmente estabelecida que a apresentada pelo uso dos psico- 

estimulantes, gerando resultados conflitantes (Black et al., 1973). Como 

apontamos em nosso tópico de introdução, alguns autores relatam proprieda­

de aversiva (Cunningham, 1979; Cunningham, 1980; van der Kooy et al., 

1983; Sherman et al., 1988), enquanto outros indicam ação reforçadora 

(Stewart and Grupp, 1981; Asin et al., 1985; Reid et al., 1985; Bozarth, 1990; 

Bienkowski et al., 1995).
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Além disso, muitas tentativas para estabelecer a PCL usando EtOH, em 

diferentes doses e diferentes vias de administração, não obtiveram sucesso 

(Asin et al., 1985; Cunningham, 1981; van der Kooy et al., 1983). Relatos de 

insucesso se fazem também a partir de experimentos com ratos, após 5 ses­

sões de condicionamento de lugar (Cunningham, 1979; van der Kooy et 

al.,1983; Asin et al., 1985; Bienkowski et al., 1996). Outros estudos reportam 

propriedade aversiva com o emprego de altas doses de EtOH (Cunningham, 

1979; van der Kooy et al,1983). Estudos recentes realizados por Stewart



(1996), utilizando o paradigma de PCL, após 8 dias de condicionamento, onde 

grupos de ratos P e NP recebiam injeções i.p. de salina e EtOH (0,5; 1,0 e 

1,5 g/kg) não constataram preferência de lugar em nenhuma das linhagens.

A oposição entre os resultados relatados e os verificados como grupo 

de ratos ansiosos em nosso estudo, utilizando doses similares, deve-se à pré- 

séleçâo dos animais envolvidos nos experimentos. Este importante fator foi 

responsável pelos dados encontrados permitindo comprovar o efeito reforça- 

dor do etanol.

Outros fatores também capazes de produzir respostas de preferência de 

lugar: prolongada pré-exposição ao EtOH (Reid et al., 1985; Gauvin & Ho- 

lloway, 1991) e administração de doses baixas por longo período de condicio­

namento (Bienkowski et al., 1996) não foram testados em nosso estudo, cujos 

dados se produziram, como salientamos, a partir da pré-seleçâo dos ratos.

Estudos experimentais também utilizando o paradigma de PCL em ratos 

comprovaram preferência de lugar após injeção de EtOH, destacando-se, po­

rém, tal ocorrência somente quando havia comida disponível no compartimen­

to pareado com o álcool (Stewart & Grupp, 1981) ou quando combinado à 

morfina (Margiin et al., 1988).

Bozarth (1990) evidenciou a propriedade reforçadora do EtOH pelo
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teste de PCL, após um extensivo ensaio de condicionamento necessário para 

associar propriedades reforçadoras positivas do EtOH com um compartimento 

distinto. Ademais, Davies & Parker (1990) constataram preferência de lugar 

induzida por altas doses de EtOH (2,0 g/kg) em ratos e sugerem que baixas 

doses, consideradas menos aversivas, poderiam ser mais apropriadas para 

avaliar sua propriedade reforçadora.

Como também já registramos anteriormente, a relação entre ansiedade 

e EtOH tem gerado controvérsias. 0  presente estudo mostra que ratos 

“ansiosos” desenvolvem preferência de lugar após um curto período de con­

dicionamento, 4 dias, considerando-se a hipótese de que o traço de ansiedade 

parece contribuir para o efeito reforçador do EtOH.

Não só o efeito reforçador do etanol se associa a ansiedade, mas tam­

bém a tendência à ingestão de beber etanol se manifestam em estudos utili­

zando animais selecionados. A  relação entre ansiedade e a tendência para 

beber etanol foi confirmada em estudos recentes em que ratos foram selecio­

nados como ansiosos e não-ansiosos, de acordo com seu nível basal de 

ansiedade. Os resultados demonstraram que ratos ansiosos diferem signifi­

cativamente de ratos não-ansiosos na ingestão de etanol. O estudo consta­

tou que ratos ansiosos apresentaram, na fase de aquisição do hábito, prefe­

rência por beber etanol, que ingeriram em grande quantidade, o que não 

aconteceu com os ratos não-ansiosos. Estes resultados demonstraram que o
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nível de ansiedade pode contribuir, em parte, para a motivação inicial de be­

ber etanol (Spanagel et al., 1995).

Estudo análogo, apresentado em sua tese de doutorado, foi desenvolvi­

do por Lacerda (1996). Tais estudos confirmaram que a prévia classificação 

de camundongos segundo seu desempenho no LCE permitiram caracterizar 

grupos com diferentes padrões comportamentais denominados G1, G2, G3, 

G4 e G5. Além disso, estes diferentes grupos de camundongos responderam 

com padrões distintos para os tratamentos agudos e crônicos com baixas do­

ses de EtOH e de diazepam.
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Estes resultados se alinham com o estudo de Stewart et al (1993) que 

utilizaram linhagens genéticas de ratos que preferem álcool (P) e não- 

preferem álcool (NP), em três diferentes modelos de ansiedade, demonstrando 

que os ratos que preferem alcool são mais ansiosos dos que os não preferem 

álcool, confirmando a hipótese redutora de tensão a que quando analisamos 

os dados do efeito reforçador do etanol nesta discussão.

Mais recentemente trabalhos de Mõller e colaboradores (1997) demons­

traram diferenças comportamentais em dois modelos experimentais distintos 

de ansiedade, com linhagens de ratos geneticamente selecionadas; alta e bai­

xa ingesta voluntária de EtOH - AA e ANA, respectivamente, quando compa­



rados com uma população heterogênea de ratos Wistar.
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Estudos clínicos têm sido desenvolvidos para relacionar ansiedade e 

EtOH no comportamento humano. Sabe-se que desordens de ansiedade estão 

relacionadas com abuso de álcool (Schuckit and Hesseibrock 1994). Evidênci­

as familiares e epidemiológicas mostram que indivíduos cronicamente ansio­

sos (ansiedade traço) ou cronicamente estressados apresentam sensibilidade 

inata para os efeitos ansiolíticos do EtOH , vulnerabilidade esta baseada na 

hipótese redutora de tensão (Cappel and Hermann 1972; Wilson & Abrams, 

1988; Schuckit and Hesseibrock, 1994). Alterações durante o desempenho de 

tarefas realizadas sob influência de drogas, em humanos, parecem estar rela­

cionadas com a ansiedade traço (Janke et al., 1979). Nessa mesma linha de 

raciocínio, coloca-se a constatação de Parrot e Kentridge (1982) quando de­

monstraram um aumento de ansiedade com o uso de benzodiazepínicos em 

voluntários com baixo traço de ansiedade, e, de forma contrária, resposta 

ansiolítica à mesma droga, em voluntários com traço elevado de ansiedade.

É importante ressaltar, embora não testado no presente trabalho, que 

estudos desenvolvidos neste laboratório e outros realizados por Spanagel 

(1995) têm demonstrado que o EtOH, nas mesmas doses utilizadas no presen­

te estudo, induziu efeito ansiolítico em ratos expostos ao labirinto em cruz ele­

vado, possivelmente por atuar no complexo GABA/Benzodiazepínicos



(Criswell et al., 1994). Além de apresentar efeitos no sistema GABAérgico, 

doses moderadas de EtOH afetam a transmissão glutamatérgica, possivelmen­

te por atuar como antagonista de NMDA (Criswell et al., 1994; Morato e Khan- 

na, 1996; Ferreira e Morato, 1996 ).
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Estudos clínicos e também estudos experimentais têm relacionado as 

diferentes respostas individuais a drogas como o etanol, com o nível basal de 

ansiedade, o que foi verificado em nosso estudo experimental onde diferem as 

respostas induzidas pelo EtOH nos ratos submetidos ao procedimento de PCL.

Além disso, é muito provável que nossos resultados significantes de 

PCL entre os diferentes grupos testados com etanol sejam causados, em par­

te, pela baixa duração do tempo gasto pelos ratos ansiosos condicionados 

com salina. É necessário salientar que para a obtenção dos resultados deste 

grupo, foram utilizados vários lotes de animais para compor o grupo controle 

(tratados com solução salina).

Por outro lado, é importante salientar que no teste de PCL os efeitos 

reforçadores foram avaliados na ausência da droga, ficando excluídos outros 

fatores específicos (efeitos motores) e inespecíficos que poderiam mascarar o 

desempenho do animal neste procedimento (Mithani et al., 1986; Lawley e



Kantak, 1990; Calcagnetti e Schechter, 1992 e 1993). Além disso, a proprie­

dade reforçadora no teste de PCL envolve outros fatores, incluido familiarida­

de e memória, que são independentes da propriedade de reforço.

Embora a preocupação com os substratos neurais envolvidos na ação 

do etanol no SNC não tenha sido objetivo do trabalho aqui relatado é preciso 

que se faça referência aos possíveis neurotransmissores relacionados com 

sua ação.

Ao longo dos anos, estudos têm demonstrado que o sistema dopami- 

nérgico medeia os efeitos de várias drogas de abuso (Di Chiara & Imperato,

1988). Existem várias evidências sugerindo que o sistema dopaminérgico me- 

soaccumbens está envolvido nos efeitos de recompensa do etanol (Gessa et 

al., 1985; Di Chiara & Imperato, 1988; Yoshimoto et al., 1992; Di Chiara, 

1995). Não há, contudo, confirmação de quais sejam os mecanismos neuro- 

farmacológicos envolvidos com a propridade reforçadora do EtOH, que prova­

velmente envolve mudanças na neurotransmissão dopaminérgica. Outro me­

canismo que pode estar envolvido com a sensibilização induzida pelo stresse 

ou propriedade reforçadora do EtOH é a neurotransmissão do sistema Ga- 

baérgico (Bienkowski et al., 1996).

Por outro lado, vários estudos foram realizados na tentativa de fazer 

interagir estímulos estressores com o comportamento de ingestão de etanol.
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Os resultados apontados são conflitantes (Pohorecky 1981; Caplan and Pu- 

glisl, 1986). É importante salientar para que os níveis de ansiedade podem 

estar relacionados com experiências estressoras ocorridas no período pré e 

pós natal e venham a afetar o consumo de etanol (Pohorecky, 1981).
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Um outro aspecto abordado neste estudo foi a participação do efeito do 

EtOH na memória olfativa, em ratos selecionados no LCE, no teste de investi­

gação social, para examinar o envolvimento do processo de memória no teste 

de PCL. Embora o termo investigação social seja utilizado em nosso estudo 

como nos testes para avaliar “medida de ansiedade”, descrito por File, vale 

ressaltar que em nosso laboratório não só foram utilizados como também o 

sentido atribuído ao termo é o de medida de memória olfativa, baseando-se no 

tempo de cheirar um outro animal jovem da mesma espécie .

Náo se pode deixar de mencionar a participação do componente ansie­

dade no teste de memória social. Estudos desenvolvidos por File (1980), utili­

zando o teste de interação social, com a finalidade de avaliar a medida de 

ansiedade constataram que a redução específica no tempo gasto na interação 

social em uma arena familiar, com baixa intensidade de luz, por pares de ratos 

machos da mesma espécie e idade, indica efeito ansiogênico desta droga. 

Além disso, sabe-se que o EtOH apresenta efeito ansiolítico em diferentes 

modelos experimentais. Faz-se necessário ressaltar um possível envolvimento



ansiolítico induzido pelo EtOH nesse teste. Com esta finalidade, estudos reali­

zados relacionando interação social como medida de ansiedade e atividade 

locomotora demonstraram que estas duas medidas variam independentemente 

uma da outra. Por exemplo, cafeína diminuí a interação social e aumenta a 

atividade locomotora, e quinoline PK 8165 pode diminuir a atividade locomoto­

ra sem alterar a interação social. No entanto, quando ambos, interação social 

e atividade locomotora, são reduzidos, é possível que a redução da interação 

social se dê em decorrência de um efeito ansiogênico e o prejuízo motor de­

vido a um efeito sedativo. Em nosso estudo, uma evidência encontrada foi a 

diminuição da investigação que pode estar relacionada com o efeito do etanol 

na memória social, pois, em se tratando do efeito ansiolítico, o tempo de in­

vestigação deveria estar aumentado, o que não foi verificado no presente es­

tudo.

Os resultados obtidos em nosso experimento, confirmam resultados 

prévios da literatura (Dantzer et al., 1987; Thor & Holloway, 1982, Sawyer et 

al., 1984, Perio et al., 1989) e demonstram que o modelo de investigação so­

cial pode ser considerado um modelo de memória, de acordo com o tempo de 

cheirar um animal jovem da mesma espécie.

Vale ressaltar que o tempo de duração em que ocorre a investigação 

social, principalmente o ato de cheirar, pode ser utilizado como índice de me­

mória para esse estímulo em particular. Também se verificou, comparando os
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resultados do tempo de investigação de ratos controle que 30 minutos após a 

exposição inicial de um rato jovem, o animal adulto reconheceu o mesmo ani­

mal, isto é, o tempo de investigação foi signicantemente reduzido. Por outro 

lado, em nosso procedimento experimental quando exposto ao mesmo estímu­

lo 2 horas mais tarde, não houve diferença do tempo de investigação em rela­

ção à exposição inicial, indicando que o traço de memória olfatória é de curta 

duração, como havia sido demostrado por Dantzer e colaboradores (1987) em 

experimentos de facilitação retroativa. Engelmann e colaboradores (1995) ob­

servaram quando um novo estímulo lhe é apresentado aos 30 minutos, o ani­

mal adulto percebe a diferença e o tempo de investigação gasto é similar 

àquele observado durante a exposição do primeiro estímulo.

Os resultados do nosso estudo, onde ocorreu uma redução no tempo de 

investigação social praticada pelo rato adulto controle submetido ao mesmo 

estímulo aos 30 minutos, não se observando diferença no tempo de investiga­

ção quando outro estímulo foi apresentado, confirmam os registros de Engel­

mann. Quando, porém, o animal adulto estava sob Influência do etanol, apre­

sentou redução no tempo de investigação aos 30 e 120 minutos, sugerindo 

uma facilitação de memória, nesses tempos, induzida pelo etanol.

O estudo por nós desenvolvido não apenas observou diminuição ocorri­

da no tempo de investigação despendido pelo rato sob o efeito do etanol como 

também constatou diferenças na memória olfativa dos grupos classificados
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como ansioso, intermediário e não-ansioso. No teste de memória social, com 

tempos diferentes de exposição, 30 e 120 min, ratos do grupo intermediário 

reduziram o tempo de investigação social, efeito no sentido de facilitar a me­

mória, sob ação de EtOH. Para o grupo ansioso a facilitação foi diferenciada: 

observou-se aos 30 min, mas não 120 min após a administração do EtOH. 0  

uso de um estímulo novo na memória social parece mais sensível do que o 

uso do mesmo estímulo, sendo o efeito de facilitação da memória pelo EtOH 

detectado em todos os subgrupos de ratos: em ratos ansiosos e não- 

ansiosos sob ação do EtOH (1,0 e 1,5 g/kg) e, em ratos intermediários sob 

ação de todas as doses de EtOH utilizadas, apresentam diminuição na inves­

tigação social, ao tempo de 30 minutos. Além disso, a facilitação da memória 

induzida pelo etanol mostram-se dissociados de possível efeito sedativo do 

EtOH medido na atividade locomotora.

Estudos anteriores a Dantzer realizados por Thor & Holloway (1982), 

alinham-se com os resultados de nossos experimentos. Observaram estes 

autores que ratos machos adultos são capazes de discriminar entre diferentes 

ratos jovens, e que a memória envolvida em particular é a de curto prazo. 

Além disso, tal memória estava relacionada com características olfativas do 

estímulo animal (Sawyer et al., 1984), o que se deu também em nosso estudo.

O processamento da memória olfativa está apoiado nas células do bul­

bo olfatório realizados por Scalia & Winaus (1975) demonstraram que os re­
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ceptores envolvidos são os cílios olfatórios das vesículas olfatórias, pequenas 

dilatações do prolongamento periférico da célula olfatória. Estudos posteriores 

dos mecanismos sinápticos da memória olfatória mostraram que traços de 

memória olfativas foram bem localizados na sinapse dendrodendríticas, entre 

a célula mitral e a célula granule, no bulbo olfatório (Kaba & Nakanishi, 1995).

Embora, em nosso estudo, tenha sido claramente demostrada a influ­

ência da reatividade emocional basal no teste de PCL em animais ansiosos, 

não foram nítidos os resultados quanto ao padrão basal: os diferentes grupos 

apresentaram facilitação da memória, não ficando restrita essa facilitação a 

um único grupo, nem às mesmas doses e tempos. Esse resultado indica a in­

terferência de alguma variável não detectada, como, por exemplo, o isolamen­

to.

Em suma, nossos dados sugerem que o etanol induziu uma facilitação 

da memória e que esta facilitação parece depender da reatividade emocional 

dos animais. Estes resultados confirmam a noção de que o EtOH pode facilitar 

a memória em roedores normais empregando-se o teste de esquiva inibitória, 

comparado com injeções controle, demonstraram que a administração imedia­

tamente pós-treino de etanol em baixas (1,5 g/kg) e altas doses (4,5g/kg) fa­

cilitou a memória (Alkana & Parker, 1979) e, em humanos, com diferentes tare­

fas de aprendizagem; visual e verbal, a ingesta de álcool logo após o aprender 

facilita o relembrar (Parker et al., 1980). Além disso, a facilitação da memória
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induzida pelo EtOH, avaliada no teste de memória social, parece contribuir 

para as respostas comportamentais, como o reforço positivo, no teste de PCL.

Um outro dado que reforça a as conclusões sobre a facilitação da me­

mória induzida pelo etanol é o resultado verificado em estudos anteriores, em 

que a investigação social em ratos mostrou-se sensível para compostos que 

já haviam sido descritos como facilitadores dos processos de memória, como: 

drogas nootrópicas, drogas colinomiméticas e agonistas inverso dos benzodi- 

azepínicos (Heise, 1987), apresentando-se, porém ineficaz quando sáo ad­

ministrados psicoestimulantes como anfetamina e estricnina. Portanto o teste 

de investigação social pode representar um teste simples para detectar com­

postos que aumentam a memória oifatória de curta duração (Ferio et al.,

1989).

A introdução de álcool após a tarefa de aprender pode “proteger” de 

efeitos prejudiciais de interferência dos traços de memória adquirida. De acor­

do com a teoria de interferência de memória em humanos, atividades cogniti­

vas realizadas durante o intervalo entre o aprender e o teste de memória é a 

maior causa de esquecimento (Keppel, 1972; Postmen, 1972). Quando o ál­

cool é ingerido após o aprendizado inicial, atividades cognitivas subseqüen­

tes à apreensão em diferentes estados são menos eficientes, aumentando as 

possibilidades diferentes de reduzir interferentes. É importante destacar que 

interferência e consolidação são fenômenos relacionados; a efetividade da
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consolidação de traços de memória depende, em parte, da quantidade de in­

formações que chega ao SNC, também, de adequados recursos neurais en­

volvidos na consolidação do traço e na competição desses recursos (Parker 

etal., 1980).

Uma outra possível confirmação de que o álcool facilita o processo de 

consolidação de memória baseia-se em estudos realizados em animais, nos 

quais a administração pós-treino de estimulantes do SNC como a anfetamina, 

a estricnina e o pentilenotetrazol (McGaugh, 1973) e de hormônios como a 

adrenalina e o ACTH (McGaugh et al., 1975) tem sido interpretada como pos­

sibilidade da consolidação de traços de memória, nos substratos neurais. Em­

bora o álcool seja considerado um depressor do SNC, apresenta efeito excita- 

tório em baixas doses. Além disso, o álcool altera os sistemas catecolaminér- 

gico e hormonal (Kakihana et al., 1968; Kaiant, 1975), que são importantes no 

processo de memória (de Wied, 1974; McGaugh et al., 1975; Lipton et al., 

1978).

É bem conhecido o fato de que o etanol apresenta efeito sedativo quan­

do administrado em altas doses em camundongos (Masur e Santos, 1988). No 

presente estudo, ficou caracterizado que o tratamento com EtOH 1,5 g/kg, em 

diferentes grupos, não alterou a atividade locomotora, descartando um possí­

vel envolvimento do efeito sedativo nas doses maiores de EtOH no teste de 

investigação social, mascarando então, o desempenho do animal neste pro­
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cedimento. Evidências adicionais confirmam que o EtOH, em diferentes doses 

(0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6 g/kg), não altera a atividade locomotora, em ratos ma­

chos (Ferreira, 1996). Por outro lado, os resultados do presente estudo indi­

cam que somente na dose de 1,0 g/kg o EtOH induziu um aumento estatisti­

camente significante na atividade locomotora em ratos não-ansiosos, suge­

rindo um efeito estimulante do EtOH 1,0 g/kg, aos 10 minutos, nesses animais.

O nível de algumas drogas no soro e no cérebro pode atingir altos valo­

res e persistir por um mais longo período em ratos mais velhos do que em ra­

tos mais novos, refletindo um aumento da sensibilidade tecidual (Nabeshima 

et al., 1984). Além disso, como já se mencionou anteriormente, sabe-se que o 

etanol é absorvido rapidamente e detectado no sangue minutos após sua in­

gestão. No presente estudo, foi possível observar a concentração sanguínea 

do álcool após 15 minutos da administração intraperitoneal e correlacionar sua 

concentração plasmática com os dados comportamentais no teste de prefe­

rência de lugar e memória social.

Em conclusão, estes resultados sugerem que a prévia classificação de 

ratos segundo seu desempenho no LCE permitiu caracterizar grupos com dife­

rentes padrões comportamentais. Além disso, a propriedade reforçadora do 

EtOH no teste de PCL parece diferir em ratos ansiosos, intermediários e 

não ansiosos, indicando que os animais ansiosos são mais sensíveis para 

os efeitos reforçadores do etanol. Além disso, no teste de investigação social

73



OS resultados sugerem uma facilitação da memória induzida pelo etanol, que 

parece contribuir, para as respostas comportamentais, como o reforço positi­

vo, no teste de PCL. Vale enfatizar a relevância da reatividade emocional ba­

sal de ratos para os efeitos comportamentais desencadeados pelo EtOH.
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7- CONCLUSÕES

Os resultados obtidos no presente estudo, levam a concluir que:

• A  propriedade reforçadora do EtOH no teste de PCL difere em ratos seleci­

onados como ansiosos, intermediários e não ansiosos. Somente os ani­

mais ansiosos apresentaram preferência de lugar.

• Nos teste de memória social com tempos diferentes, o EtOH induziu efeito 

no sentido de facilitar a memória para o grupo intermediário. Para os de­

mais grupos a facilitação foi diferenciada. Esse resultado pode ter contri 

buído para o efeito reforçador do EtOH no teste de PCL.

• O uso de estímulo novo na memória social parece mais sucetível à facilita­

ção causada pelo EtOH, pois foi detectado em todos os subgrupos de ratos.

• Os resultados obtidos na avaliação da atividade locomotora sugerem que a 

facilitação de memória induzida pelo EtOH em ratos selecionados no LCE 

mostram-se dissociados de um possível efeito sedativo do álcool neste pro­

cedimento.

• Estes resultados enfatizam a importância da reatividade emocional basal



de ratos para os efeitos comportamentais produzidos pela administração do 

etanol, porém segerem que não existe uma correlação direta entre os dife­

rentes experimentos.
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ABSTRACT

In order to examine the relationship between anxiety and some behavio- 

ral effects of ethanol (EtOH), drug-naive Wistar rats were selected as 

“anxious”(A), “nonanxious” (NA) and “intermediate” (I) in the elevated plus- 

maze test. After that a conditioned place preference (CPP) test was used to 

investigate the reinforcing effects of EtOH in these animais. In additional 

groups of selected rats, the social memory test was employed to examine the 

involvement of memory process in the CPP model. Moreover, in order to pre- 

clude the sedative effect in the previous experiments, the locomotor activity of 

these animais were aiso measured. Rats classified as “anxious” showed a 

significant place preference following ali doses of EtOH (0.5, 1.0 and 1.5 

g/kg) compared to rats conditioned with saline. In the social memory test car- 

ried out at different time of exposure, 30 and 120 min, rats belonging to the “I” 

group reduced the time of social investigation, thus indicating a memory facili- 

tation action of EtOH in the task. In the “A” rats this effect was seen at 30 min, 

but not at 120 min after EtOH. The use of a different stimuli in the memory test 

appeared to be more sensitive than using the same stimuli, since the facilita- 

tory effect of EtOH was detected in ail subgroups of rats. Further, this memory 

facilitation induced by EtOH seemed dissociated from a sedative action of 

EtOH on locomotor activity. In conclusion, the present resuits suggest that the 

reinforcing effects of EtOH is significant only in “A” rats and that the memory 

facilitation action of EtOH, as measured in social memory model, could play a
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role in CPP response. The relevance of the basal leveis of anxiety of rats to 

detect subtie effects of EtOH seems clear, however no straight correlation was 

found between different experiments.
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