UNIVERSIDADE DEDERAL DE SANTA CATARINA - UFSC
| CURSO DE MEDICINA

3,6 Ag'pﬂ"’ |

wr

INPLUBNCIA DE DROGAS ADMINISTRADAS DURANTE O PERTODO NEO NATAL
| SOBRE A APRENDIZAGEM EM RATQOS QUANDO ADULTOS

FLORIANCPOLIS | |
1977

BLANDINA BELLI



"Os animais sZo capazes de lembrar muitas coisas, entre elas,o
local onde estiveram previamente. Experimento com ratos, suge
. ’ e e : .~
rem gue essa especie de memoria esta localizado em uma regiao
do cérebro conhecido como hipocampe". (David S. 0lton, Secienti

fic‘American, pag 82, jun 1977).

"Em gatés implaﬁtados cronicamente, a administragéo de cloridi
azepdxido, na dose de 5,0 mg por Kilo de péso,rﬁroduziu signi
ficante lentificac@o de atividade elétrica da'amfﬁala;&@ocampo
e septum, mas nfo do cértex" (Schallek. N. Y. Acad. Sci Q6 :
303, 1962). a
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O presente trabalho foi realizado em colaboragdo com o
Dr. Ari Bertoldo Sell, professor da cadeira de Farmacologia
da UFSC, o qual desenvolve pesquisa em psicofarmacologia, sgo
bre a influéncia de droﬁas na 1nfan01a da gual part1c1pamos"
como bolsista dé Iniciacio a Fesquisa’ ( 1y,

Sell em conjunto com Fonseca e Carllini (1975), demons

o |

/e

t283 que o Diazepan nas doses de 50 a 10 mg, injetados do 5
ao 45¢ dia de vida do ratd, produzia efeito deletério sobre a
apréndizagem.ha idade adulia, guando comparadosvae grupo con
trole, no teste de aprendizagem realizado no labirinto  tipo
L@ashiey I1T.

Nosso obaetlvo seria o de observar dentro do periodode
0 a 45 dias, quﬂl o espago de tempo no gual a injegaoc da dro

ga ocasionaria mudangas mais significativas do comportamento

"+ destes animais, gquando adultes.

0 presente trabalho e uma nota prev1a sobre resuitddos
obtidos na injegZo da droga do O ao 58 dia de vida do rato,
sendo que a pesquisa @ngloba ai rda os periodos de O aoc 159 /

dias, 152 ao 302 dias, 302 ao 45¢ dias‘e do 1o ao 452 dias.,
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Estudando a ontogénese dos sistemas de uvansmlssores s

’ sabemos gue apesar das diferengas existentes entre caaa esgg
cie animal, temos certas caracterlstlc .S Mals Ou mMenos COmum &
todas elas. Em toda & escala animal temos periodd de organog§
nese e multiplicagéo neuronal, periodo de créscimento cerebral
rdpido, perfodo maduro e perfodo de envelhecimento. (*()

Usando~se'uma'técnica histoquimica de fluorescéncia,gg
de-se detrminar, em ratos, que a proliferacfo de axdnios bermi
nais ocorre principalmente nos'perio&os: imediato antes do nag
cimento e ne pgs~natal préximé; Para os neurdnios noradrénérgi
cos e serotonérgicos a maior proliferagdo ocorre nas'priméffég
trés semanas“agés.onnascimentq, enquénto que para 0s dqpaminég
gicos, nas primeiras 4 semanas. (**} -

Tranguilizantes menores duzenm sedagao ga en doses
baixas, e l°ﬁt1flcagao do E E G cortical em doses elevadas (L1,
sugerindo que essas substincias diminusm 2 atividade Neuronal.

E sabido que os benzodiazeginices diminuenr a atividade
da amidala e hipocampo, esta ﬁltima envolvida com o‘processode
meméfia (9), quesito fundamentad pare haver aprendizagem G,?@S,loz
Jd em doses elevadas, produzem lentificag8o do EEG cortical 3
gor atuar sobre a atividade noradrendrgica dorsal. Essa via se
origina no Locus Coeruleus e inerva o Meso cortex, o Neo cortex
e a formacdb hipocampal (5 ).

Dobbing (%), en 4968 discute a vulnerab111dade do pe
riodo neo natal a agentes externos, provocando efeitos flsicos
efgcmportamentais, gue persistem nz idade adulta, apesar de me
nos 6bvias do que as grosselras deformagoes prevocudas por in
terferencma na organcgenese,

Baseados nessas afirmagdes, € no estudo de vérios auto
res sobre a influéncia de diversas drogas em varios pericdod
(1,2, 4), resolvemos partir para experieéncia laboratorial, em
ratos, de drogas usadas habitualmente no periodo neo natal do

homem.



‘Tendo em vista experiéncias de vdrios autores confir
-“mando a hlnotese de alteragoes comporiamentais em ratos expos
tos a agentes externos no perledo de C a 45 dias \1,,2 4)5 Te
solvemos,verlflcar ° per;odo mais significativo para gue tais
moaifiﬁégges ocorram.’

Como o diazepan relaciona-se com a érea hipocanmpal an,
responsdvel pelo mecaniséo de memdria ( g ), estudamos seus

efeitos através de testes de aprendizagen.
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MATERIAL E 0D O

A Ratos Wistar, fémeaé, de 3 meses de idade, foram <o lo
cados em caixas individuais, 15 dias apoq o cruzamento. Ap Oo o]
nascimento, a ninhada foi reduzida gara 6 -8 filhotes. Os ani
mais foram desmamados 208 25 dias de ‘vida, quando se fez a se
paracdo por éexo. Foram entéo‘colocados em gaiolas de arame,enm
grupo de 3 elementos, de acordo com © sexo e tratamento.

' Foram mantidos em,luboratorlo com ar condiciona ade, en
temperatura de 22°C * 1, com ciclo noite/dia de 12 horas.Cuida
 dos aiéfios dos animais foranm féitos.entre;as 8 = 9 horas e
consisten da kimpeza da gaiola suprimeh%ovge ggua e comida ad
1ibidum, |

N8o houve manuseio dos animais até a idade adulta,quan

do foranm realizados os testes,

'a) Tratamento po¥ dro za5s .

os filhotes de 8 mfes foram utl izados nessa fase da expe
ridncia, divididos em: "
-~ grupo controle
= grupc droga
" 0 grupo droga recebeu, do O (zero) a® 5¢ dia de vida,didria
.mente,'injegaeg subcuténeas de Diazepan na dosagem de 5,0
ng/Kg de péso, dissolvido em saliva e tween. 80,
0 grupo controle recebeu saliva + sclvente. As ﬁxﬁgoes

foram feltas no dorso aes arnimais, num volume de 0,1 mlc
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Procedimento:

b.l)'Teste de aprendizagem: foi utl*lzaao lablrlnuo Sim pWes e

e labirinto tlpo Lashley III para essa experiéncia. RBatos enp
jejum de 22 h foram colocados 2 vezes ao dia, 2 vezes‘por‘semg
na, numa pista reta, para aprenderem a fazér o percurso entre
uma caixa de saida ate uma de chegada gue continha allmentos .
Foram realizados 10 dias de treino (20 treinos).

Ap@s este treino preliminar, os animais foram colocados
em um éparélho'Lashley ITI, 2 vezes por semana, com 2 treinos
didrios, num total de 20 sessOes: .

O tempo permitidc para permanecer no Lashley III foi de 3

minutos e o reforgo consistiu da permanéncia durante 30 segun

dos na caixa que continha alimento. Registrou-se em 15 sessOes
o numero de erros e o tempo de corrida desde a caixa de saida
a+e a caixa de chegad

Considerou-se como crlterﬁo satlsfatorlo de aprendizagem
para rato, quando ele, en 2 treinos comsecutivos nao efetuasse
mais de 3 errog e o tempo de corrida ngo ultrapassassé 25 se

gundos.

' b.2) Teste de memdria: Apds o término da experifncia b.1l, os 2

nimais foram submetldos a um teste de memdria a curto prazo,no
Shuttle box. O teste constitui do seguinte: cada animal foi co
locado na parte iliminada deste aparelho, sendo que'lOsegundcs
apgos, era abérto uma passagem para o lado escuro (local prefe
rido por estes animais); e medido o tempo transcorride atd que
¢ animal chegasse & esse lado. '

Quando o animal chegava ac lado escuro, recebia nas patas,
um chogue, atraves de grade eletrificada. Era em seguida reti=
rado e colocado em sua geiola, para 24 heras apds, ‘ropetirésé 

o mesmo procedimente, sem no entgnto, haver o chogue. O regisg

tro de tempo ¢levado para entrar ne caixa escura no 29 dia de

’ - . * .
teste € que foi considerado como medida de memdria.
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REbU;LTADos B
\ s .
Experiéncia 1: Lashey III |
o8 resultados podem ser vistos nas figuras 1, 2, 3 e 4 na tabe
la I. ‘ | . |
A andlise dos grdficos nfo revelou diferengas significa
tives enire os grupos, sendo desnecesséria a aplicaglo de tes

tes estaxzstlcoso

Experiéndia 2: Shuttle box. |

' ’ ' . : ' . ’
os resultados podem ser observados nos. graficos 5 e 6. Pela ang
lise dos gréficos, igualmente ndo se observam diferenca entre

08 dois grupos.
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~ Sabemos através de técnicas histoquimicas de fluorescén
‘cia, que prin 01ya1mente durante o perlodo de 0 a 45 dias de v;-
da, os h;vels de metabplluos e precursores dos neurotransmisso
reg cerebrais devem ser elevar ate atlnglr um plato 0 qual per
‘s1ste ent@o até a fase adulta. _

Sabeuse alnda, que ratos expostos a agentes externos /-
tais como fenobarbital' diazepan; haloperidol e clorprp@azina,
entre outros, durante o n@rlodo neo-natal, apreseatarzo modifi

cagoes comportamentais na fase adulta ( ( 4, '
Cs exatos inibricamentos entre esges diversos . sistemas
nip se encontre totalmente estabelecido. No caso especq.'fice_ da
memdria, sabemos gue sofre infludncia da via Noradrendrgica, a
qual age sobre vie hipocampal (5, ).
0 diazepan, como droga peftencente.ao‘grupo'dos tranqui
lizantes menores (6 ), prbvoca, nas dowes utilizades, lentifica
‘¢80 da atividade elétrica da amfdala, hipocampo e septum, = por

atuar scbre a via noradrenédrgica dorsal (5. ).



Em nossa experisncia observamos através de testes de a
'prerdﬂzagem, '0s guais requéﬁ memOfla 1ntegra, ‘nao haver diferen
ca olgmlflcapte entre os ravos submetldos a 1n3egoes dlarlao de
Diazepan na dosagem de 5,0 mb/ Kg de peso, &urante 0 perlodo de
6as dlas de vida, e o grupo controle. o |

| Comprovend® esse resultado e conhecedores da opinidc dos
dﬂversos autores citados, podemos propor:
" l|~ o tempo de eAPOSAQaO a droga nao foi suflclente o)

ra produzlr alteragoes indeléveis no amadurecimento neuronal;

2l; Esse periodo compreendido entre O'a 5 dias de vida
‘nfo € importante para o amadurecimento do sistema Noradrenérgi

CCe

SUMLRIO

Pesquisamos arlnflufn01a da droga D;azepan na dosagenm
de 5,0 mg injetadas no per;odo de 0 a15 diag de vida em ratos,
onde observamos nso provocar alteragoes comportamentais quando

adultos,



?ABEt& I - N2 total de ratos qﬁe atingiram‘0~crit§ri@ nG‘Lashley'III'

ne total de animais, em 15 sessdes.

i
MACHOS | } Femeas
Controle - 10/12 g 9/13
Diazepan 17/19 i 8/11
Smg/Kg |




' G.1 lediana do tempo no Lashley III, em ratos machos, em 10 ses

' s0es, em animais tratados com droga e solugfo controle.
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G2 Mediane dos erros no Iashley III, em ratos machos, em .

sSes, en animais tratados com droge e com sclugé;a centroles
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3 iediana de tempoe no lashley III, em ratos femeas, em 10 ses

.
soes, em animais tratados com droga e solugBo controle.

ﬁespbsfa?
(Sev%\u\ dosg)

~L_C?%4‘3“1’\0\2’1‘«

@ > 9o dvo q?
O- %\rur‘ao controle

By |
10
A0
60 ¢
50~
40

30 5

10

IS _ _ & B 8. 8
X

3 4 5 6 4 % 9 w0 u 12131y

plp'

Se 53076y



‘G.4 Medians de erros no Iashley III, em ratas fémeas, em 10 ses

soes, em znimais tratados com droga e com solugéo controles
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Go5 Mediana do tempo de saida no dia do teste, na esguiva-passiva,

erm ratos machos.
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¢.6 Mediana do tempo de saida no dia do teste, na esguivé-passiv
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