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O complexo receptor [NMDA] parece estar envolvido com as desordens de 
[ansiedade], O presente estudo procurou investigar os efeitos do [etanol (EtOH)] no 
comportamento de ratos de ambos os sexos com 2, 3 ,4  e 5 meses de idade, testados 
no [labirinto em cruz elevado (LCE)]; e uma comparação entre os efeitos do EtOH e 
do HA-966, antagonista do sítio da glicina, e da ketamina, antagonista do sítio da 
fenciclidina no receptor NMDA, associados ou não com um agonista do sítio da 
glicina neste receptor, a [D-cicloserina (DCS)]. Os resultados demonstraram que o 
EtOH não afetou a freqüência de entradas e o tempo de permanência nos braços 
abertos do LCE nos ratos testados aos 2 meses de idade, mas aumentou aqueles 
parâmetros em animais com idade mais avançada, sugerindo que o efeito do EtOH 
depende da idade em que o animal é testado. Por outro lado, os resultados mostraram 
também que a DCS interferiu com o efeito ansiolítico produzido pela ketamina 
somente em ratos machos. Nossos resultados sugerem que a semelhança dos perfis 
ansiolíticos obseivados para o EtOH e o HA-966, reforça as evidências para um 
efeito antagonistic» do EtOH no sítio da glicina.
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INTRODUÇÃO

1. Á l c o o l  e  A lc o o l i s m o

1 . 1 . Aspectos gerais

O álcool etílico ou etanol (EtOH), é uma das drogas de abuso mais 

freqüentemente empregadas no mundo (Lieber, 1995) e tem acompanhado o 

homem por milhares de anos em suas atividades religiosas, culturais e sociais 

(Von Wartburg, 1990). Constitui-se em um dos mais antigos enigmas 

farmacológicos e um dos mais sérios problemas de saúde do mundo (Hunt, 1993), 

pois, sendo uma pequena molécula (Figura 1), solúvel tanto em água quanto em 

lipídeos, o EtOH tem grande distribuição no organismo e afeta muitas fimções 

vitais (Lieber, 1992; 1995).

O consumo excessivo de EtOH pode levar a sérias conseqüências sociais e 

médicas (Morgan e Sherlock, 1977; Blume, 1987; Von Wartburg, 1990). Cerca 

de 20 a 40% das pessoas internadas em hospitais gerais, têm problemas 

relacionados com esta droga (Adams et al., 1993). Em nosso meio, inclusive, tem 

sido relatado que o número de adolescentes que já experimentaram bebidas 

alcoólicas' é expressivo (Galduróz et al., 1994). O uso abusivo de EtOH pode 

levar a uma desordem comportamental denominada de alcoolismo, caracterizada 

pelo consumo de grandes quantidades de álcool em ocasiões repetidas 

(Goodwin, 1992), que pode produzir, além de sintomas orgânicos, insônia, medo,
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos possíveis locais de ação da molécula de EtOH: 

a) atuação direta na membrana produzindo uma desorganização; b) ativação ou 

inibição de receptores de membrana; c) bloqueio de canais de Ca4-*.



irritabilidade e ataques de ansiedade com dor no peito, palpitações, dispnéia e 

depressão (Davis, 1971). Muitas vezes, o álcool alivia estes sintomas, resultando 

em um círculo vicioso entre a bebida, a depressão e, novamente, a bebida que 

pode levar à síndrome de retirada (Goodwin, 1992). Em relação a esta síndrome, 

Humble (1987) sugere que o dependente de álcool está passível de apresentar 

ataques de pánico e estes, por sua vez, podem deflagrar outras desordens (Figura 

2) que poderiam, eventualmente, favorecer novamente a busca pela bebida 

alcoólica.

1.2. Fatores genéticos, hormonais, ambientais e de desenvolvimento nos 

efeitos do EtOH

Embora esteja estabelecido que os efeitos do EtOH sejam dependentes de 

fatores genéticos, hormonais, ambientais e de desenvolvimento (Wilson e 

Abrams, 1977; Abrams e Wilson, 1979; Bradlyn et al., 1981; Engel, 1985; 

Frezza et al., 1990; Dawson et al., 1992; Kendler et al., 1992; Van Haaren e 

Anderson, 1994), os mecanismos exatos para se compreender tais efeitos são 

pouco conhecidos. O estudo desses fatores tem fornecido novas informações e 

contribuído para o emprego de alternativas terapêuticas para esta condição 

patológica.

A influência de fatores genéticos na vulnerabilidade aos efeitos do álcool e 

ao alcoolismo tem sido amplamente investigada (Pardes et al., 1989) e várias são
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Figura 2 - Representação esquemática de um fator desencadeante nas desordens 

de pânico. O círculo vicioso é baseado no conceito interativo de pânico e 

ansiedade antecipatória. (Modificado de Humble, 1987)



as evidências demonstrando a importância dos fatores de risco genéticos no 

desenvolvimento do alcoolismo (Bohman et al., 1987; Kaprio et al., 1987). 

Estudos em familiares de dependentes do álcool têm demonstrado um risco 3 a 4 

vezes maior para o alcoolismo em filhos e filhas dos dependentes, sem outras 

evidências de risco aumentado para outras doenças psiquiátricas (Goodwin, 

1976; Cotton, 1979; Schuckit, 1986).

Fatores genéticos e hormonais importantes no desenvolvimento e 

manutenção das características específicas do sexo na função neuronal, interagem 

para produzir as diferenças sexuais observadas nas respostas para o álcool 

(Lancaster, 1994). Por exemplo, as concentrações alcoólicas sangüíneas após 

consumo de doses equivalentes, são maiores no sexo feminino do que no 

masculino (Frezza et al., 1990), podendo ocasionar riscos aumentados das 

conseqüências médicas em decorrência do abuso do álcool, tais como doenças 

hepáticas, cerebrais e déficits comportamentais (Norton et al., 1987; Harper et 

al., 1990; Glenn e Parsons, 1992). Investigações da relação entre sistemas de 

neurotransmissores regionais, mecanismos de ação de droga e comportamentos 

potencialmente relacionados com a ansiedade ou depressão têm sido incluídas 

como focos de diferenças sexuais (Blanchard et al., 1991; 1992), uma vez que as 

desordens de ansiedade acometem mais as mulheres que os homens (Raguram e 

Bhide, 1985). Lancaster (1994) discutiu a hipótese de que muitas das diferenças 

sexuais observadas em relação ao uso e abuso do álcool são determinadas por



diferenças sexuais no cérebro, as quais, de certa forma, diferencialmente 

influenciam as respostas comportamentais e neuroquimicas para o álcool entre os 

sexos.

A influência de fatores ambientais nos efeitos do álcool pode ser observada 

pelo fenômeno da tolerância. Há evidências, por exemplo, de que o 

desenvolvimento da tolerância aos efeitos do álcool, durante várias sessões de 

bebidas, é acelerado se o álcool for administrado sempre no mesmo ambiente, 

fenômeno chamado de tolerância dependente do ambiente. Assim, ratos que 

regularmente recebem álcool em um ambiente e um placebo em ambiente 

diferente demonstram tolerância aos efeitos produzidos pelo EtOH somente no 

ambiente específico em que o álcool foi administrado (Mansfield e Cunningham, 

1980).

Em relação ao desenvolvimento, as mudanças na expressão de certos 

sistemas neuroquímicos que normalmente ocorrem nas crianças não são 

observadas em adultos, isto porque as mudanças morfológicas no 

desenvolvimento neural, nos neurotransmissores e seus receptores flutuam, em 

alguns casos marcadamente, durante a ontogênese (Insel, 1995). Portanto, o 

desenvolvimento do organismo parece ser um importante fator a ser considerado 

no estudo dos efeitos do EtOH. Durante o período do final da infância e 

adolescência, os níveis hormonais mudam drasticamente como um resultado do 

início da puberdade. Além disso, há um desenvolvimento incompleto dos



sistemas biológicos cerebrais (Witt, 1994). O EtOH pode alterar a síntese de 

novos receptores e esta possibilidade é importante pelo fato de que os receptores 

para o neurotransmissor glutamato (GLU) são marcadamente ativados durante o 

início da puberdade (Bourguignon et al., 1990), período em que normalmente se 

dão os primeiros contatos entre as bebidas alcoólicas e o organismo.

1.3. Mecanismos de ação do EtOH

O avanço das pesquisas sobre os mecanismos moleculares nos sistemas de 

neurotransmissores do sistema nervoso central (SNC) tem permitido um melhor 

entendimento das ações do EtOH. Assim, há evidências de que o EtOH, induz 

uma alteração na permeabilidade das membranas neuronais (Figura 1). Esta droga 

produz uma alteração na estrutura da membrana celular, tomando-a mais fluida, e 

por isso, alterando o funcionamento da mesma (Chin e Goldstein, 1977; 

Goldstein, 1979; Sun, 1979; Littleton, 1980; Goldstein e Chin, 1981; Lyon et al., 

1981; Goldstein et al., 1982; Franks e Lieb, 1984). Além disso, há relatos de que 

o EtOH reduz o influxo de cálcio (Ca4-1-), em canais de cálcio sensíveis à 

voltagem, reduzindo a excitabilidade da membrana celular (Wang et al, 1991; 

Little et al., 1988; Hofíman et al., 1989; Leslie et al., 1990). Ainda, o EtOH pode 

influenciar, ativando ou inibindo, a liberação de vários neurotransmissores, tais 

como a acetilcolina (Erickson e Graham, 1973), serotonina (Tabakoff et al., 

1977); dopamina - DA (Kiianmaa e Tabakoff, 1983) e noradrenalina - NA



(Shefner e Tabakoff, 1985). Dados mais recentes mostram que o EtOH age
?

afetando específica e seletivamente a função de certas proteínas de ligação da 

membrana, entre elas os receptores do ácido y-aminobutírico (GABAa), 

inibitório, e do GLU, excitatório (Tabakoff e Hoffinan, 1991), acoplados a canais 

iónicos, que têm sido muito sensíveis às ações desta droga (Korpi, 1994; Nevo e 

Hamon, 1995). Atualmente, várias evidências sugerem que os efeitos 

neurofísiológicos e patológicos do álcool sejam mediados, em grande parte pelo 

sistema glutamatérgico (Tsai et al., 1995). No presente estudo maior ênfase será 

dada ao papel do sistema glutamatérgico nos efeitos do EtOH.

2. A m in o á c id o s  e x c i ta  t ó r i o s  e  Á l c o o l

2. 1. Aminoácidos exciíatórios

Estudos bioquímicos, farmacológicos e anatômicos sugeriram um papel 

neurotransmissor para os aminoácidos GLU e aspartato (ASP) nos sistemas 

corticofugais (Fagg e Foster, 1983; Streit, 1984). Através do uso de neuroquímica 

quantitativa e imunocitoquímica, tomou-se aparente que o maior sistema neuronal 

excitatório no cérebro, incluindo as células piramidais, aferentes primárias 

sensoriais, células granulares cerebelares, e vias excitatórias ascendente e 

descendente, usa o GLU ou outros aminoácidos excitatórios (AAE) como seus 

neurotransmissores (Cotman e Monaghan, 1987).
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Os receptores do GLU podem ser classificados em duas grandes familias, 

com base em seus mecanismos de transdução: 1) receptores ionotrópicos, os 

quais estão acoplados a canais iónicos, e 2) receptores metabotrópicos, acoplados 

ao inositol 1,4, 5-trifosfato, mediados pela proteína G. Os ionóforos do GLU são 

uma familia de receptores que parecem estar implicados em diversos efeitos do 

EtOH no SNC. São permeáveis a cátions, e podem ser subclassificados de acordo 

com os respectivos ligantes de alta-afinidade, em subtipos: N-metil-D-aspartato 

(NMDA), kainato e ácido propiónico a-amino-3 hidroxi-5 metil-4 isoxazole 

(AMPA) (Fagg e Massieu, 1991; Gasic e Hollmann, 1992; Scatton, 1993). Há 

também os receptores glutamatérgicos que ativam sistemas de segundos 

mensageiros, mais notadamente a hidrólise de fosfatidilinositóis (Sladeczek et al., 

1985). Esses receptores metabotrópicos parecem existir nos sitios pré- e pós- 

sinápticos em certas regiões do cérebro (Lovinger, 1991; 1993).

O complexo receptor NMDA (Figura 3), consiste de um sitio de 

reconhecimento para o GLU, um canal iónico (Cotman e Iversen, 1987; Kemp et 

al., 1987), bem como de outros sítios modulatórios como o sitio da glicina (GLI), 

que é insensível à estricnina (Foster e Fagg, 1987; Johnson e Ascher, 1987; 

Monaghan et al., 1989; Thomson, 1989; 1990) e de dois sítios distintos para 

cátions divalentes como o magnésio (Mg4-1") e zinco (Zn^). Além disso, há mais 

dois sítios onde, em um deles, as poliaminas podem atuar modulando a ativação 

do canal (Fagg e Massieu, 1991), e outro sitio para anestésicos dissociativos,
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EXPOSIÇÃO AGUDA AO ETANOL
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Figura 3 - Modelo esquemático para ilustrar a interação do EtOH, assim como 

outros agonistas e antagonistas, com o complexo receptor NMDA.
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onde a fenciclidina (FEN) e a ketamina (KET) se ligam (Wong et al., 1986; 

Anis et al., 1983; Mayer, 1991), podendo atuar como antagonistas não 

competitivos do GLU. Mais recentemente, foram descritos uma região sensível 

ao pH, onde um íon hidrogênio pode interagir (Lipton e Rosenberg, 1994) e um 

sítio sensível ao óxido nítrico (Recasens, 1995).

Vários laboratórios têm mostrado as implicações do receptor NMDA, nos 

mecanismos responsáveis por um grande número de outros processos fisiológicos 

e patológicos, como o dano celular neuronal, aprendizagem e memória, atividade 

epileptogênica e neurotoxicidade (Simon et al., 1984; Dingledine et al., 1986; 

Cotman et al., 1989; Monahan et al., 1989; Lovinger, 1993).

2 .2 . Álcool e Sistema NMDA

Várias evidências indicam que o EtOH afeta a transmissão glutamatérgica 

por interferir com a neurotransmissão excitatória rápida (Tsai et al., 1995). Um 

dos efeitos eletrofísiológicos predominantes do EtOH é reduzir a transmissão 

sináptica excitatória glutamatérgica, inibindo a corrente elétrica gerada pela 

ativação do receptor NMDA (Nie et al., 1993). Esta inibição é dependente da 

concentração, e os níveis de EtOH associados com os efeitos “in vivo” 

correlacionam-se com aqueles que causam inibição da corrente de NMDA 

(Lovinger et al., 1989). Esta ação parece ser dependente da região cerebral 

considerada. Assim, a administração aguda de EtOH não tem efeito na liberação,



recaptura ou concentração tecidual do GLU no prosencéfalo. Entretanto, causa 

diminuição significante no ASP e GLU no mesencéfalo e tronco cerebral, e 

diminui a concentração tecidual de GLU no hipocampo (McCown et al., 1986).

Embora seja geralmente aceito que o EtOH possa inibir a função do 

receptor NMDA, há pouca evidência do mecanismo pelo qual esta inibição é 

produzida. Nos últimos anos tem sido dada ênfase à ligação da GLI ao sítio de 

aminoácidos neutros que tem mostrado efeito regulatório relevante na 

neurotransmissão mediada pelo receptor NMDA (Thomson, 1990). Na ausência 

completa da GLI ou na presença de um antagonista da GLI, a resposta 

eletrofisiológica dos agonistas do NMDA é completamente bloqueada. Esta 

resposta pode ser restaurada pela adição de GLI (Verdoom et al., 1987; Kemp et 

al., 1988). Como a GLI é um co-agonista desse receptor e absolutamente 

necessária para a ativação do receptor pelo GLU (Kemp e Leeson, 1993), várias 

linhas de pesquisa investigaram se o EtOH poderia estar atuando naquele sítio 

modulatório, interferindo, portanto, naquela ativação. Foi relatado que a GLI, a 

D-serina e D-cicloserina (DCS), agonistas daquele sítio, diminuem a inibição 

mediada pelo EtOH sobre o influxo de Ca4̂  estimulado pelo NMDA (Hood et al.,

1989; Rabe e Tabakoff, 1990).

Woodward e Gonzales (1990) sugeriram que o EtOH pode atuar no sítio 

de ligação da GLI insensível à estricnina, onde uma interação entre o NMDA ou 

GLU e GLI pode ser necessária para os efeitos mediados pelo receptor NMDA

12
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(Forsythe et al., 1988), para produzir a inibição dos processos mediados por 

aquele receptor. Esta sugestão foi baseada no fato de que a GLI, quando 

adicionada exogenamente, reverte completamente os efeitos inibitórios do EtOH 

sobre a liberação de DA endógena estimulada pelo NMDA em fatias estriatais de 

rato (Woodward e Gonzales, 1990). Outros estudos reforçam esta hipótese pela 

demonstração da capacidade da GLI ou seus agonistas em reverter os efeitos 

inibitórios do EtOH no aumento de Ca"^ intracelular estimulado pelo NMDA em 

neurônios de rato (Rabe e Tabakoff, 1990). Consistente com esses achados, o 

EtOH reduziu o aumento da estimulação do GLU pela GLI a produzir GMPc nas 

células granulares cerebelares, o qual é mediado pelo influxo de Ca** através do 

receptor NMDA (Litten e Alien, 1991). Contudo, no hipocampo, a inibição da 

corrente ativada pelo NMDA produzida pelo EtOH, não envolveu uma interação 

competitiva com a GLI (Peoples e Weight, 1992; Woodward, 1994) e este 

aminoácido também não alterou os efeitos inibitórios do EtOH sobre a liberação 

de NA estimulada pelo NMDA (Gonzales, 1990).

Existem evidências de que o receptor NMDA está envolvido no 

desenvolvimento da tolerância ao álcool. Foi observado que antagonistas do 

receptor NMDA, como o (+) MK-801 e a ketamina bloqueiam a tolerância aos 

efeitos do EtOH sobre a coordenação motora e temperatura corporal, através de 

um efeito dependente da dose e estereoespecífíco (Khanna et al., 1991, 1992). 

Por outro lado, agonistas do receptor NMDA, como a DCS estimulam o
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desenvolvimento da tolerância aos efeitos do EtOH, sendo esta ação bloqueada 

por antagonistas deste receptor (Khanna et al., 1993a). Além disso, inibidores da 

óxido nítrico sintetase, como a L-nitroarginina e L-nitroarginina metil-éster, 

bloqueiam a tolerância aos efeitos do EtOH e também o aumento da tolerância 

induzido pela DCS (Khanna et a l, 1993b, 1995).

3 . A n sie d a d e  e  Á lc o o l

3.1. Ansiedade

A base biológica das desordens da ansiedade não é conhecida. Todavia, há 

boa razão para considerar que os mesmos sistemas neuronais estejam envolvidos 

na geração dos fenômenos dos estados de medo fisiológico agudo e do estado de 

ansiedade patológica, ainda que as situações e condições que levam à ansiedade 

fisiológica e patológica sejam diferentes (Haefely, 1990).

Sheehan (1982) propôs uma classificação da síndrome de ansiedade 

sugerindo que em sujeitos com ataques de pânico ou ataques com sintomas 

autonômicos similares, provavelmente haveria um erro de metabolismo inato, 

denominado de ansiedade endógena. Outras desordens de ansiedade, que são 

mais diretamente relacionadas a situações fóbicas, ou originadas de estímulos 

fóbicos, são classificadas como ansiedade exógena. Por outro lado, a existência 

de múltiplos tipos de desordens de ansiedade, cada qual com um padrão 

característico de resposta às drogas tem sido reconhecida (Fyer et al., 1987) e
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maiores avanços têm sido dados, recentemente, no entendimento da 

neurobiologia das respostas do medo (Fanselow, 1991; LeDoux, 1993).

A ansiedade, portanto, é um termo usado para descrever um estado 

emocional normal, associado com eventos estressantes ou ameaçadores, ou então 

associado com dificuldades psicológicas em condições patológicas. Quando a 

ansiedade é crônica, e não está claramente ligada a eventos bem-definidos, é 

geralmente considerada anormal e apropriada para intervenção psicológica ou 

psiquiátrica. Como uma condição clínica, a ansiedade é passível de análise 

biológica de bases psicológicas e bioquímicas (Sanger, 1991). Sabendo-se que os 

mecanismos neurais das respostas às circunstâncias que induzem medo, 

provavelmente são similares em humanos e animais, modelos animais de 

ansiedade podem ter um bom valor preditivo das respostas nas desordens de 

ansiedade (Handley, 1994). Estas, por sua vez, conhecidas por estarem afetadas 

em dependentes de álcool, têm sido investigadas em animais tratados com EtOH.

3.2 . Modelos animais de ansiedade

Em pesquisas animais, tem sido relatado que as injeções agudas de EtOH 

têm um efeito ansiolítico em diferentes testes (Dickerson e Ferraro, 1976; Dudek 

et al., 1986; Blanchard et a l, 1990, 1993; Coop et al., 1990). Assim, injeções 

crônicas (Blokland et al., 1992; File, 1994) ou pequeno tempo de ingestão de 

EtOH, parecem aumentar a atividade geral de animais no teste do campo aberto -
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“open-field” (Bond e Di Guisto, 1975). Estes estudos estão de acordo com a 

“hipótese da redução da ansiedade” pelo consumo de EtOH (Cappell e Herman, 

1972; Cappell e Greely, 1987). Outros modelos envolvendo atividades 

locomotora e exploratoria de roedores têm sido muitos usados para avaliação da 

ansiedade, incluindo o labirinto em Y (Marriott e Spencer, 1965), o campo aberto 

com orifícios no assoalho para exploração direcionada - “holeboard” (Nolan e 

Parkes, 1973) e a caixa claro-escuro (Crawley e Goodwin, 1980), pela rapidez do 

uso e não requererem equipamentos complexos e caros.

Tem sido proposto por vários pesquisadores (Montgomery, 1955) que 

roedores são motivados a investigar objetos e lugares novos, mas que a novidade 

também induz medo, o que pode tender a suprimir a exploração ou produzir fuga 

ativa da situação nova. Drogas (ou outras manipulações) que reduzem o 

presumível mecanismo inibitório podem aumentar, claramente, os níveis de 

exploração, sem afetar as respostas à novidade (Gray, 1977). Além disso, em 

vista das grandes evidências de diferenças sexuais na ansiedade basal e na 

resposta a certas drogas anti-ansiedade (Blanchard et al., 1992), é importante que 

as manipulações experimentais sejam efetuadas com animais de ambos os sexos.

3.3. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido considerado como um teste 

sensível para o estudo do efeito ansiolítico do álcool em camundongos (Lister,
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1987; 1988; Durcan e Lister, 1988) e ratos (Criswell et al, 1994), assim como do 

efeito ansiogênico de outras drogas (Pellow et al., 1985). Este modelo 

experimental é muito utilizado, não somente para o estudo de drogas ansiolíticas 

e/ou ansiogênicas, mas também para o estudo dos mecanismos neurobiológicos 

da ansiedade (Pellow e File, 1986; Kostowski et al., 1989; Almeida et al., 1991; 

Audi et al., 1991; Guimarães et a l, 1991; Critchley et al., 1992; Russo et a l, 

1993; Matheus et al., 1994; Schmitt et a l, 1995; Lopes-da-Silva et a l, 1996). 

Sua validação comportamental para ratos (Pellow et al., 1985) e camundongos 

(Lister, 1987), foi feita a partir dos trabalhos pioneiros de Montgomery (1955) e 

de Handley e Mithani (1984). O LCE é baseado, entre outros fatores, na aversão 

natural que roedores apresentam pelos braços abertos do labirinto (Montgomery, 

1955) pois, quando ratos são forçados a permanecerem nesses braços, mostram 

manifestações comportamentais e fisiológicas de medo, tais como congelamento, 

defecação, e aumento nos níveis de corticosteróides plasmáticos (Pellow et al., 

1985) e como uma conseqüência, permanecem um tempo maior nos braços 

fechados. A proporção da exploração total nos braços abertos determina uma 

medida de ansiedade, de tal modo que o aumento nas percentagens de tempo e de 

entradas nos braços abertos é considerado como indicativo de ação ansiolítica de 

drogas (Handley e Mithani, 1984; Pellow et a l, 1985).

Em uma série de estudos, Treit et al. (1993) indicaram que o fator de maior 

contribuição para esta “reação de medo” é a falta das paredes altas dos ramos



abertos, que impediria a tigmotaxia. Morrison e Stephenson (1970) relataram que 

drogas que diminuem o medo ou a ansiedade,como por exemplo clordiazepóxído, 

diazepam e pentobarbital, podem aumentar a freqüência e a duração de entradas 

nos braços abertos de um labirinto em Y, ao contrário de outras drogas como 

anfetamina, nicotina, imipramina, atropina e clorpromazina.

A avaliação do comportamento de animais no LCE está sujeita a variações 

decorrentes do próprio organismo em estudo, ou do procedimento empregado 

(Rodgers e Cole, 1993). Assim, manipulações das condições de criação dos 

animais, ou fatores sexuais e ontogenéticos, podem interferir com as respostas 

comportamentais em relação às drogas sob investigação. Em nosso laboratório foi 

observado que ratos mantidos em isolamento social pós-desmame por 30 dias, 

apresentaram diferenças comportamentais quando submetidos ao LCE aos 2 

meses de idade, em comparação com ratos criados em grupo (Lopes-da-Silva et 

al., 1996). Por outro lado, considerando-se o sexo e a idade, outro estudo de 

nosso laboratório mostrou que ratos testados no LCE aos 2 meses de idade 

apresentaram respostas sugestivas de baixos níveis de ansiedade, enquanto 

aqueles testados aos 4 meses de idade ou mais, apresentaram respostas sugestivas 

de maiores níveis de ansiedade significativamente mais elevadas, 

independentemente do sexo. No entanto, aos 3 meses de idade, ratos machos 

apresentaram comportamento sugestivo de maiores níveis de ansiedade do que 

fêmeas (Imhof et a l 1993). Foi também verificado que no LCE, a resposta a
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drogas ansiolíticas ou ansiogênicas variou de acordo com a idade dos animais. 

Assim, o diazepam, droga ansiolítica, foi efetivo somente em animais de 4 meses, 

enquanto que o pentilenotetrazol, droga ansiogênica, foi efetivo preferencialmente 

em animais testados aos 2 meses, mostrando a dependência da idade nessa 

resposta (Lopes-da-Silva et al., 1996).

3.4. Álcool e Ansiedade

O beber excessivo tem sido associado por alguns a um medo particular, 

bem como a depressão, a ansiedade e a problemas situacionais (Ludwing, 1972). 

Com isso, vários estudos clínicos têm sugerido que o EtOH reduz os estados de 

ansiedade, frustração ou estresse (Polivy et al., 1976; Wilson e Abrams, 1977; 

Lepóla, 1994).

Evidências para uma associação entre alcoolismo e ansiedade emergiram 

de estudos clínicos de pacientes com alcoolismo (Woodruff et a l, 1972; 

Mullaney e Trippett, 1979; Bowen et al., 1984; Smail et a l, 1984; Weiss e 

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

ansiedade (Lader, 1972; Marks e Lader, 1973). Através dos estudos 

epidemiológicos confirmou-se esta associação (Helzer e Pryzbeck, 1988; Regier 

et al., 1990) e, mais recentemente, outros estudos surgiram a este respeito 

(Kushner et a l, 1990; Wesner, 1990; Cowley, 1992).
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Lader (1972) observou que muitas drogas anti-ansiedade são auto- 

administradas, sendo o álcool o agente mais comum. Smail et al. (1984) e 

Stockwell et al. (1984), discutindo o possível mecanismo para esta associação, 

notaram que muitos pacientes com ansiedade relataram que haviam usado 

deliberadamente álcool para reduzir situações de medo. Baseados nas 

observações de que as pessoas com desordens de ansiedade tendem a fazer uso 

do álcool, numerosos estudos clínicos sugerem que as desordens de ansiedade 

podem ser etiologicamente associadas com alcoolismo (Blankfíeld, 1986; 

Merikangas et al., 1994).

Kushner et al. {1990) concluíram que a associação entre as desordens de 

ansiedade e alcoolismo pode ser principalmente atribuída à ocorrência 

concomitante das desordens fóbicas e alcoolismo, havendo morbidade 

concomitante com estados de pânico e ansiedade generalizada. Estes dados 

concordam com observações anteriores de que o estado de ansiedade fóbica pode 

ser uma expressão do alcoolismo sintomático (Slater e Roth, 1969; Mullaney e 

Trippett, 1979).

4. S is te m a  N M D A , a n s ie d a d e  e  á l c o o l

Em relação a agonistas ou antagonistas do NMDA, vários estudos têm 

sugerido que drogas que atuam no sítio modulatório da GLI insensível à 

estricnina, podem estar implicadas na modulação da ansiedade (Corbett e Dunn,
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1993; Anthony e Nevins, 1993). No LCE, agonistas do sitio da GLI, acoplados 

ao receptor NMDA, têm demonstrado ação ansiogênica (Schmitt et al., 1995). Já 

a administração de antagonistas competitivos deste sítio de ligação, como o ácido 

7 cloro-quinurênico (7 Cl-Quin) e o 3-amino-l-hidroxi-2-pirrolidinona (HA-966) 

têm apresentado ação ansiolítica (Trullas et al., 1989; Matheus et al., 1994).

Por outro lado, vários estudos têm relatado que antagonistas não 

competitivos do receptor NMDA, atuando em um sítio aparentemente no canal 

iónico, como o alucinógeno FEN (Anis et al., 1983), o anticonvulsivante 

experimental dizocilpina (MK-801) (Wong et al., 1986; Kemp et al., 1987); e os 

anestésicos dissociativos entre eles a KET (Anis et al., 1983; Honey et al., 1985) 

podem prejudicar a aquisição da memória (Alessandri et al., 1989; Heale e 

Harley, 1990; Kant et al., 1991; Lalonde e Joyal, 1991), aumentar as taxas de 

respostas punidas em ratos e pombos (Chait et al., 1981; Porter et al., 1989) e 

podem apresentar um claro efeito ansiolítico em vários modelos animais de 

ansiedade (Dunn et al., 1989; Trullas et al., 1989; Blanchard et a l, 1992). Foi 

verificado que estes compostos aumentam a exploração nos braços abertos de um 

LCE, bem como a interação social em ratos pareados e bloqueiam o aumento do 

metabolismo de DA induzido pelo estresse (Dunn et al., 1989; Serrano et al., 

1989).

Como podemos observar, os mecanismos de ação do EtOH sobre as 

respostas do receptor NMDA não estão ainda bem definidos, requerendo uma



melhor compreensão da heterogeneidade molecular dos receptores 

glutamatérgicos. Embora o EtOH seja um potente e seletivo inibidor de vários 

eventos transmembranares e da neurotransmissão, mediados pelo receptor 

NMDA, alguns pesquisadores questionam esse mecanismo. Estudos realizados 

por Criswell et al. (1994), usando o modelo do LCE, excluíram a participação do 

receptor NMDA no efeito ansiolítico do EtOH, uma vez que o perfil de ação 

desta droga se assemelhou ao de um agonista GABAérgico, mas foi diferente do 

perfil apresentado pelo MK-801. Por outro lado, Deutsch et al. (1992) 

demonstram claramente que o receptor NMDA é o que apresenta maior 

sensibilidade aos efeitos do EtOH, quando comparados com mecanismos 

envolvendo influxo de Ca"  ̂e receptor GABAa.

Pelas evidências aqui apresentadas, pode-se observar que apesar de 

existirem numerosos trabalhos sobre a participação do receptor NMDA nos 

efeitos do EtOH “in vitro”, são poucos os estudos sobre essa participação “in 

vivo”. Particularmente em relação ao efeito ansiolítico avaliado em modelos 

animais, os conhecimentos são ainda mais escassos. Considerando-se essas 

evidências, aliadas à existência de efeitos de drogas dependentes da idade e do 

sexo nas respostas comportamentais de ratos testados no LCE (Lopes-da-Silva et 

al., 1996), o presente estudo foi realizado para investigar o envolvimento do 

sistema NMDA bem como das influências dos fatores idade e sexo no efeito 

ansiolítico do EtOH.



OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem por objetivos gerais investigar:

1. A participação do receptor NMDA no efeito ansiolítico do EtOH;

2. A influência do sexo e da idade no efeito ansiolítico do EtOH, avaliados em 

ratos machos e fêmeas no modelo do LCE.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Para atingir os objetivos gerais, serão considerados os seguintes objetivos

específicos:

1. Estudar o efeito ansiolítico de diferentes doses de EtOH em ratos machos e 

fêmeas, aos 2, 3,4 e 5 meses de idade, testados no LCE;

2. Estudar o efeito da DCS, um agonista parcial do sítio da glicina no complexo 

receptor NMDA, sobre a ação ansiolítica do EtOH;

3. Comparar os efeitos produzidos pelo EtOH com os efeitos produzidos pelo 

HA-966, um antagonista seletivo do sítio da GLI no complexo receptor 

NMDA;

4. Verificar se a DCS poderia interferir com a ação ansiolítica da KET, um 

antagonista não competitivo do receptor NMDA, a nível do canal iónico (sítio 

da fenciclidina).



24

MATERIAIS E MÉTODOS

1. A n im a is

Foram utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, provenientes do Biotério 

do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina, 

com 2, 3, 4 e 5 meses de idade, pesando respectivamente 190, 270, 310 e 340 g 

(ratos machos) e 160, 180, 200 e 210 gr (ratos fêmeas). Após o desmame, os 

animais foram separados por sexo, sendo alojados em grupos de 8 por gaiola de 

plástico (39x32x16 cm) com forração de serragem e mantidos em uma 

temperatura controlada de 23±1° C e um ciclo de luz claro-escuro de 12 horas 

(luz de 6:00 às 18:00 horas), tendo água e ração “ad libitum”. Todos os 

experimentos foram feitos entre 7:00 e 12:00 horas, com o objetivo de minimizar 

as influências circadianas. Em todos os experimentos o número de animais por 

grupo foi de 10.

2 . D r o g a s

O etanol (Merck Laboratory) foi preparado através da diluição com salina 

para obter uma concentração de 14% p/v. Os reagentes para dosagem alcoólica 

foram obtidos da Sigma Chem Co. D-cicloserina, (±)HA-966 e ketamina 

(Research Biochemical International - RBI) foram dissolvidas em solução salina. 

Todas as drogas ou seus veículos foram injetados por via intraperitoneal e as 

doses selecionadas através da literatura e/ou experimentos preliminares. Os



volumes de injeção do EtOH variaram de acordo com a dose empregada. Para as 

demais drogas foi usado o volume de 1 ml/kg de peso.

3 . E q u ipam en to s

3.1. Teste da atividade locomotora

A avaliação da atividade locomotora foi realizada em uma caixa de 

madeira medindo 73x30x22 cm, com 3 células fotoelétricas instaladas a 3 cm de 

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

acoplada a um contador digital que registra o número de vezes que o rato 

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

medida da atividade). Somente os movimentos horizontais do animal foram 

detectados pelas fotocélulas. O teste foi desenvolvido em um ambiente com baixa 

intensidade luminosa.

3.2. Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) e arena

O LCE é um aparato feito de madeira (figura 4), elevado 50 cm do chão, 

constituído por dois braços abertos (50 xlO cm) e dois fechados (50x10x40 cm), 

opostos entre si (Pellow et al., 1985). Foi colocada uma proteção de acrílico com

1 cm de altura ao redor dos braços abertos, para minimizar a queda dos animais. 

O equipamento foi colocado em uma sala parcialmente escura, iluminada com luz 

vermelha de intensidade de 44 lux. Antes de ir para o LCE, o animal era colocado
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Figura 4 - Representação esquemática do labirinto em cruz elevado.



27

Luz Atenuada Temperatura 23°C

Braços Fechados

LCE
0

'*
•s
í*
i£
•>m k-

sap
i ■

Som Controlado

5 min

Arena

Braços Abertos

a Observador

t
Tempo de Espera

Iffl

Tratamento

Figura 5 - Esquema das etapas dos procedimentos experimentais com ratos no 

labirinto em cruz elevado.



em uma arena de madeira, em forma de um campo aberto quadrado, medindo 

60x60x35 cm, com o objetivo de aumentar a atividade locomotora e habituar o 

animal ao ambiente do teste (Lister, 1987). A arena foi dividida em 9 quadrados, 

através de linhas perpendiculares, utilizando-se para isto fita adesiva, com um 

segundo objetivo que era o de avaliar a atividade locomotora (Figura 5). Após o 

teste com cada animal, os equipamentos eram limpos com uma solução de EtOH 

a 10% v/v e então secos com papel absorvente.

Para este teste os animais primeiramente recebiam o tratamento em uma 

ante-sala, posteriormente eram levados para a sala de teste onde encontravam-se 

os equipamentos experimentais (figura 5) e em seguida eram colocados em um 

outro ambiente. Assim, os animais já  testados ficavam em local separado 

daqueles ainda não testados, evitando-se uma eventual comunicação entre os 

mesmos através de vocalização ultrassônica. Estas vocalizações em freqüências 

de 25 ou 50 kHz, são observadas em roedores adultos em várias situações, 

incluindo as aversivas.

4 . P r o c e d im e n to s

Experimento 1 - Atividade locomotora

Neste experimento, ratos de ambos os sexos, de 2 e 4 meses de idade, 

foram injetados com 0,4; 0,8; 1,0; 1,2 ou 1,6 g/kg de EtOH e colocados 

imediatamente dentro das caixas de movimentação. Os registros de medida de
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atividade foram efetuados durante 60 minutos, em intervalos de 5 minutos, para 

se avaliar a faixa de doses a ser empregada no LCE.

Experimento 2 - Influência da idade e do sexo no efeito ansiolítico do EtOH

Ratos de ambos os sexos, com 2, 3, 4 e 5 meses de idade foram injetados 

com EtOH nas doses de 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg em uma ante-sala (com iluminação de 

720 lux). Dez minutos depois, cada animal, era levado à sala onde encontravam- 

se os equipamentos e colocados no campo aberto por 5 minutos, onde sua 

atividade locomotora era registrada. Considerávamos uma atividade locomotora 

toda vez que o animal colocava as quatro patas em um novo quadrado. Em 

seguida, era transferido diretamente para o centro do LCE, com a cabeça voltada 

para um dos braços fechados onde, por 5 minutos, se fazia o registro das medidas 

comportamentais (Pellow et al., 1985), que consistia em verificar a freqüência de 

entradas e tempo de permanência nos braços abertos (FEA e TPA, 

respectivamente), e nos fechados (FEF e TPF, respectivamente). A dose que foi 

considerada ideal para os procedimentos experimentais posteriores foi a de 1,2 

g/kg, com a qual o efeito ansiolítico foi mais evidente. As percentagens das 

freqüências de entradas nos braços abertos (% FEA) e de tempo (%TPA) de 

permanência nesses braços foram calculadas de acordo com as fórmulas:

% FEA = FEA X 1ÕÕ % TPA = TPA x lÓÕ
FEA + FEF TPA + TPF

* O tempo de permanência na região de cruzamento dos braços não foi 
considerado.
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Experimento 3 - Efeito da DCS na resposta ansiolítica produzida pelo EtOH

Grupos de ratos, machos ou fêmeas, com 4 meses de idade, receberam 

uma injeção de DCS (doses de 3,0; 6,0 e 9,0 mg/kg para fêmeas e 3,0; 6,0; 9,0 e 

12,0 mg/kg para machos), permanecendo na ante-sala, próxima ao local do LCE, 

durante 30 minutos. A seguir, cada grupo foi subdividido em dois outros grupos, 

que receberam injeção de EtOH (1,2 g/kg) ou salina, respectivamente. Após 10 

minutos os animais foram, individualmente, submetidos à observação 

comportamental na arena por 5 minutos e então no LCE. Os demais 

procedimentos experimentais foram realizados como descrito no experimento 2.

Experimento 4 - Efeito da DCS na resposta ansiolítica produzida pelo HA-966

Grupos de ratos, machos ou fêmeas, com 4 meses de idade, receberam 

uma injeção de DCS (doses que variaram de 3,0; 6,0 e 9,0 mg/kg para fêmeas e 

3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg/kg para machos) permanecendo na ante-sala, próxima ao 

local do LCE, durante 10 minutos. A seguir, cada grupo foi subdividido em dois 

outros grupos, que receberam HA-966 (2,0 mg/kg para fêmeas e 4,0 mg/kg para 

machos) ou salina, respectivamente. Após 30 minutos os animais foram 

submetidos à observação comportamental como descrita no experimento 2.
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Experimento 5 - Efeito ansiolítico produzido pela KET

Grupos de animais, machos e fêmeas, com 4 meses de idade, foram 

tratados com KET e, após um período de 30 minutos, foram submetidos aos 

mesmos procedimentos descritos nos experimentos 2. Através deste experimento 

foi possível realizar uma curva dose-resposta para a KET, com doses que 

variavam de 0,075 a 0,9 mg/kg para as fêmeas e 0,15 à 0,9 mg/kg, para os 

machos. As doses de KET selecionadas para dar continuidade aos demais 

procedimentos experimentais foram as de 0,075 mg/kg para as fêmeas e 0,3 

mg/kg para os machos, doses estas que apresentaram melhor perfil de resposta 

ansiolítica.

Experimento 6 - Efeito da DCS na resposta ansiolítica produzida pela KET

Grupos de ratos machos e fêmeas, de 4 meses de idade, foram pré-tratados 

respectivamente com 9,0 e 3,0 mg/kg de DCS, que foram as doses consideradas 

eficazes na reversão total do efeito ansiolítico produzido pelo EtOH. Após 10 

minutos da administração da DCS, a KET (0,075 e 0,3 mg/kg, respectivamente 

para fêmeas e machos) foi administrada. Após 30 minutos os mesmos 

procedimentos experimentais de observação no LCE foram desenvolvidos, como 

descrito no experimento 2.
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5. D e t e r m in a ç ã o  d o s  n ív e is  a l c o ó l ic o s  sa n g ü ín e o s

Grupos de ratos machos e fêmeas (n = 5), aos 2, 3, 4 e 5 meses de idade, 

foram tratados com EtOH (1,2 g/kg) e submetidos a avaliação no LCE. Outros 

grupos adicionais de animais de ambos os sexos, aos 2 e 4 meses, ou somente 

machos aos 4 meses de idade, foram pré-tratados com DCS (3,0 e/ou 6,0 e 9,0 

mg/kg) e 30 minutos depois tratados com EtOH (1,2 g/kg), sendo submetidos 

também ao mesmo teste. A seguir amostras de sangue foram coletadas dos 

animais por punção direta da cauda, 20 minutos após a injeção do EtOH. As 

amostras de sangue foram centrifugadas em uma centrífuga Centrimicro mod. 212 

(10.000 g), em uma rotação de 2.500 rpm, por 5 minutos. As concentrações de 

EtOH no soro sangüíneo foram avaliadas em um espectofotômetro de fluxo, da 

Perkin-Elmer, mod. 35, através do método enzimático, baseado na conversão do 

EtOH a acetaldeído pela ação da desidrogenase alcoólica. Para isto, era utilizado 

10 jil de soro adicionado a 3 ml do reagente com a enzima desidrogenase 

alcoólica. Após um período de 10 minutos, a leitura era feita em um comprimento 

de onda de 340 nm (Poklis e Mackell, 1982, modificado).

6. A n á l ise  e sta tístic a

Os dados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) tendo 

como variáveis independentes: sexo, idade e tratamento, ou pré-tratamento e 

tratamento. As variáveis dependentes utilizadas foram: atividade locomotora na



arena, percentagem de entradas e do tempo de permanência nos braços abertos e 

frequência de entradas nos braços fechados. A análise post-hoc foi realizada 

empregando-se os testes de Newman-Keuls, para comparações múltiplas, ou de 

Dunnett, para comparação com os grupos controles. Quando necessário o teste de 

Bonferroni foi empregado para comparação de duas amostras. Os dados foram 

expressos como a média ± erro padrão da média (e.p.m.) e a probabilidade aceita 

como indicativa da existência de diferenças significantes foi de p < 0.05.
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RESULTADOS

Experimento 1 - Atividade locomotora

Através deste experimento procuramos selecionar algumas doses que nos 

pudessem ser úteis na avaliação da atividade ansiolítica do EtOH no LCE. Os 

resultados obtidos com ratos de 2 e 4 meses de idade, no intervalo de 15 a 20 

minutos após a injeção na caixa de motilidade, que corresponde ao tempo de 

permanência do animal no LCE estão ilustrados na figura 6. A análise estatística 

efetuada pela ANO VA de três vias, com os fatores sexo, idade e tratamento 

revelou um efeito significante do sexo [F(i î6) = 10,83; p<0.01], idade [F(i^i6) = 

15,97; p<0.001] e tratamento [F(5^i6) = 7,73; pO.OOOl], porém não houve 

nenhuma interação significante entre os fatores. A análise post-hoc para o fator 

tratamento revelou redução significante da atividade locomotora somente com a 

dose de 1,6 g/kg para as fêmeas, em comparação com o grupo controle tratado 

com salina. A partir destes dados, as doses de EtOH, previamente selecionadas, 

foram as de 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg para avaliação no LCE. Não houve diferenças 

significantes entre os sexos em animais de 2 meses. No entanto, aos 4 meses de 

idade nos grupos tratados com 0,4 e 0,8 g/kg de EtOH, a atividade locomotora 

das fêmeas foi significativamente maior que a dos machos.
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Figura 6 - Atividade locomotora de ratos machos (•) e fêmeas (O), com 2 e 4 
meses de idade, administrados com diferentes doses de EtOH (0,4; 0,8; 1,0; 1,2 e 
1,6 g/kg) e testados na caixa de atividade locomotora. Cada valor representa a 
média ± e.p.m. de 10 animais, que corresponde a motilidade no intervalo de 15- 
20 minutos. *p<0.05 em comparação com o grupo tratado com salina (Teste de 
Dunnett). *p<0.01 em comparação com os ratos machos (Teste t, correção de 
Bonferroni).



Experimento 2: Influência da idade e do sexo no efeito ansiolttico do EtOH

Este experimento foi realizado com o objetivo de se estudar o efeito 

ansiolítico de diferentes doses de EtOH em ratos de ambos os sexos, com 2, 3, 4 

e 5 meses de idade que seriam testados no LCE. Como resultados verificamos, 

primeiramente, que para a atividade locomotora avaliada na arena que precede o 

LCE, a ANO VA de três vias revelou um efeito significante do tratamento [F(3^88) 

= 7,10; pO.OOl]; idade [F(3>288) = 3,80; p< 0.01] e sexo [F^gg) = 42,35; 

p<0.00001]. Entretanto, não houve interação significante entre os fatores. Na 

tabela 1, nota-se que animais tratados com EtOH não mostraram nenhuma 

diferença estatística na ambulação, quando comparados com os tratados com 

salina. Ratos fêmeas tratados com salina apresentaram altos escores de 

ambulação quando comparados com ratos machos controles, em todas as idades. 

Em relação aos ratos tratados com EtOH, somente com algumas doses e com 

algumas idades é que houve diferença estatística, entre machos e fêmeas.

O tratamento com EtOH aumentou a % FEA e a % TPA no LCE, como 

demonstrado pela figura 7. Uma diferença geral foi revelada pela ANOVA para 

%FEA [tratamento: F^gg) = 21,19; p<0.00001; idade F^gg) = 10,03; pcO.OOOl; 

interação tratamento x idade: F(9j288) = 2,22; p<0.05]; a %TPA [tratamento: F(3¿88) 

= 13,71, pcO.OOOOl; idade: F(3>288) = 7,72, pO.OOl]. Através da análise post-hoc 

foi possível verificar que o EtOH não produziu um aumento nas % de FEA e TPA 

em ratos de ambos os sexos, aos 2 meses de idade. Entretanto, um aumento
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significante naqueles parâmetros foi detectado aos 4 e 5 meses de idade com

doses de 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg. Através da figura 7 também é possível observar que

os ratos machos e fêmeas, com 4 e 5 meses de idade, tratados com salina,

apresentaram redução nas % FEA e TEA, quando comparados com os de 2

meses de idade (p<0.01, teste de Newman Keuls). Em relação a FEF a ANO VA

não revelou diferenças estatisticamente significantes. O aumento das % de FEA e

de TPA produzido pelo EtOH, associado à não alteração da FEF, sugere ação

ansiolítica desta droga, independentemente de efeito sedativo. Além disso, esses

dados sugerem uma ação diferencial dependente da idade.

Tabela 1 - Efeito do EtOH na atividade locomotora de ratos machos e fêmeas, de 
diferentes idades, testados na arena por 5 minutos, antes do LCE. Cada valor 
representa a média ± e.p.m. de 10 animais. *p<0.05 em comparação com ratos 
machos (Teste t, correção de Bonferroni).

Id ad e
(meses)

E tO H  (g/kg) A re n a
M ach o s F êm eas

2 Salina 47.4 ± 3.3 69.2 ± 7.0'

0.8 52.8 ± 6 .3 57.2 ± 5.3

1.0 37.1 ±3.1 56.0 ± 1 .2'

1.2 48.4 ± 3.8 58.6 ±5 .4

3 Salina 42.6 ± 4 .0 66.0 ± 5 .5 ’

0.8 57.6 ±3.1 62.3 ±4.5

1.0 34.7 ± 6 .6 50.1 ± 5 .8

1.2 43.8 ±4 .3 62.3 ± 6.4'

4 Salina 48.1 ± 4 .4 66.8 ± 5 .7 '

0.8 41.4 ±4 .3 56.7 ±7.1

1.0 46.1 ± 6 .9 48.1 ±6.1

1.2 39.9 ± 4 .8 45.5 ± 7.0

5 Salina 45.1 ± 5 .3 62.1 ± 6 .2 ’

0.8 42.9 ±5 .4 46.6 ± 6.2

1.0 34.3 ±4 .4 46.9 ± 3 .5 ’

1.2 36.5 ±6 .5 45.7 ± 5 .0



IDADE (meses)

Figura 7 - Influência da idade sobre o comportamento exploratório de ratos 
Wistar machos (painéis esquerdos) e fêmeas (painéis direitos), aos 2, 3, 4 e 5 
meses de idade, injetados com salina (O); 0,8 (•); 1,0 (□) ou 1,2 g/kg (■) de 
EtOH, i.p., quando testados no LCE por 5 minutos. Cada valor representa a 
média ± e.p.m. de 10 animais obtida com a % FEA (painéis superiores), da % 
TPA (painéis centrais) e FEF (painéis inferiores). *p<0.05 em comparação com o 
grupo salina (Teste de Dunnett).
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Experimento 3: Efeito da DCS na resposta ansioUtica produzida pelo EtOH

Para investigar a participação do receptor NMDA no efeito ansiolítico do 

EtOH, neste experimento utilizou-se a DCS, um agonista parcial do sítio da GLI 

e observou-se que a administração de diferentes doses de DCS produziu 

antagonismo do efeito ansiolítico do EtOH revelando urna curva em forma de 

“U”. Através da ANOVA de duas vias foi possível verificar que a administração 

de DCS, previamente ao EtOH, reduziu a % FEA [interação pré-tratamento x 

tratamento: F(3;72) = 5,12; p<0.01] e % TPA [interação pré-tratamento x 

tratamento: F(3.72) = 3,41; p<0.01], em fêmeas. Em machos, o efeito foi 

semelhante, havendo redução significativa da % FEA [interação pré-tratamento x 

tratamento: F(4)90) = 5,52; p<0.01]; e da % TPA [F^ço) = 7,35; pO.Ol]. Nas 

doses de 3,0 mg/kg (para fêmeas) e 9,0 mg/kg (para machos) houve antagonismo 

total do efeito ansiolítico produzido pelo EtOH. Nas demais doses houve 

antagonismo parcial, sendo que 12,0 mg/kg, para os machos, a DCS produziu 

aumento da %FEA e de %TPA, possivelmente por efeito sedativo. Em fêmeas, a 

dose de 9,0 mg/kg de DCS não antagonizou os efeitos do EtOH e reduziu a FEF. 

O efeito antagonístico da DCS foi observado com doses dessa droga que não 

afetaram, por si só, nenhum daqueles parâmetros (Figura 8). Além disso, em 

outro estudo (dados não mostrados), a DCS não afetou o comportamento de ratos 

testados no LCE, aos 2 meses de idade.
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Figura 8 - Efeito do pré-tratamento com doses crescentes de DCS (3,0; 6,0; 9,0 e 
até 12,0 mg/kg para fêmeas (painéis direitos) e machos (painéis esquerdos), 
respectivamente) administradas 30 minutos antes do EtOH (1,2 g/kg, i.p.) sobre o 
comportamento de ratos com 4 meses de idade, testados no LCE por 5 minutos. 
Cada valor representa a média ± e.p.m. de 10 animais. *p<0.05 comparado com 
os grupos controles (Teste t, correção de Bonferroni). #p<0.05 comparado com o 
grupo tratado com salina + EtOH (Teste de Newman Keuls).
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A avaliação da concentração alcoólica sangüínea após a administração de 

1,2 g/kg de EtOH em animais de ambos os sexos e diferentes idades não revelou 

diferenças significantes entre os grupos estudados (Tabela 2). Os dados foram 

analisados através da ANOVA de duas vias para os ratos machos e fêmeas de 

diferentes idades, tratados com EtOH, tendo os fatores sexo e idade como 

variáveis independentes. A ANOVA revelou um efeito significante do fator sexo 

[F(i,32) = 8,07; pO.Ol], mas não revelou efeitos significantes do fator idade ou da 

interação entre os fatores idade e sexo. Mais duas ANOVA foram feitas 

separadamente, uma para os resultados obtidos após tratamento com DCS3 + 

EtOH para ratos machos e fêmeas com 2 e 4 meses de idade e outra com os 

dados obtidos com ratos machos com 4 meses de idade, onde não se detectou 

nenhuma diferença estatística entre os grupos tratados com diferentes doses de 

DCS. Foi detectada diferença estatística na alcoolemia somente entre ratos 

machos e fêmeas tratados com 3,0 mg/kg de DCS + EtOH, aos 2 e 4 meses de 

idade (tabela 2).
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Tabela 2 - Dosagem alcoólica feita com soro sanguíneo dos ratos, colhido 20 
minutos após a injeção de EtOH (1,2 g/kg, i.p.), em ratos de diferentes idades (2, 
3, 4 ou 5 meses) ou pré-tratados com DCS (3,0 e/ou 6,0 ou 9,0 mg/kg) ou salina, 
30 minutos antes da administração do EtOH (1,2 g/kg). Cada valor representa a 
média ± e.p.m. de 5 animais. *p<0.05 em comparação com ratos machos sob 
mesmo tratamento (Teste t, correção de Bonferroni).

TRATAMENTO

CONCENTRAÇÃO ALCOÓLICA 
SANGÜÍNEA (mg/dl)

SEXO
2

IDADE (meses) 
3 4 5

Sal + EtOH Machos 87±9 88±5 83±6 97±8

Fêmeas 76±8 83±2 69±1 79±4

DC3 + EtOH Machos 87±5 - 94±5 -

Fêmeas 67±4* - 72±3* -

DC6 + EtOH Machos - - 84±2 -

DC9 + EtOH Machos 85±1



Experimento 4: Efeito da DCS na resposta ansiolítica produzida pelo HA-966

Com o objetivo de se fazer um estudo comparativo do efeito ansiolítico 

do EtOH utilizou-se o HA-966, um antagonista seletivo do sítio da GLI no 

complexo receptor NMDA, para reforçar mais as implicações deste receptor 

naquela atividade ansiolítica. Como resultados observou-se que o tratamento com 

o HA-966 demonstrou um perfil ansiolítico similar ao apresentado pelo EtOH 

com um aumento da % FEA e %TPA, no LCE (Figura 9). A administração de 

DCS, 10 minutos antes do tratamento com HA-966, antagonizou o efeito 

ansiolítico desta droga produzindo uma diminuição na % FEA [interação pré- 

tratamento x tratamento: [F(4,90) — 5,42; p<0.001] para machos e [F(3j 2) = 5,14; 

pO.Ol] para fêmeas, e na % TPA [F(4;90) = 9,83; pO.OOOl] para machos e [F(3,72) 

= 6,30; pO.OOl] para fêmeas. Assim, os resultados revelaram também uma curva 

de antagonismo do efeito do HA-966 pela DCS em forma de “U”, sendo o 

antagonismo total obtido com a dose de 3,0 mg/kg de DCS para fêmeas e de 9,0 

mg/kg para machos.
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D-CICLOSERINA (mg/kg)

Figura 9 - Efeito do pré-tratamento com a DCS [3,0; 6,0; 9,0 e até 12,0 mg/kg 
para fêmeas (painéis direitos) e machos (painéis esquerdos), respectivamente] 
administrado 10 minutos antes do HA-966 (2,0 e 4,0 mg/kg, i.p., para fêmeas e 
machos, respectivamente) sobre o comportamento de ratos com 4 meses de 
idade, testados no LCE por 5 minutos. Cada valor representa a média ± e.p.m. de 
10 animais. *p<0.05 comparado com os grupos controles (Teste t, correção de 
Bonferroni). #p<0.05 comparado com o grupo salina + HA-966 (Teste de 
Newman Keuls).
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Experimento 5: Efeito ansioliûco produzido pela KET

Para verificar se a ativação de outros sítios do complexo receptor não 

estaria interferindo na resposta ansiolítica do EtOH, realizou-se este experimento, 

onde o tratamento de ratos machos e fêmeas com doses crescentes de KET 

produziu um efeito ansiolítico dependente da dose (figura 10). A ANOVA 

revelou aumento significante da %FEA {[F(5,54) = 4,03; p<0.01] para fêmeas, e 

[F(4j45) = 8,55; p<0.01] para machos} e da % TPA {[F(5,54> = 10,84; pO.Ol] para 

fêmeas e [F(4,45)= 9,36; pO.Ol] para machos}. A análisepost-hoc revelou que as 

doses de 0,075 mg/kg para fêmeas e de 0,3 mg/kg para machos produziram 

efeitos ansiolíticos mais evidentes, e por isso foram empregadas nos 

experimentos subsequentes. Não foi verificada nenhuma alteração significante na 

FEF, tanto nas fêmeas quanto nos machos, após tratamento com KET.
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comparado com os animais controles, tratados com salina (Teste de Dunnett).



Experimento 6: Efeito da DCS na resposta ansiolítica produzida pela KET

Na figura 11 são apresentados os resultados obtidos após tratamento com 

DCS previamente à KET, em animais submetidos ao LCE. A ANOVA de duas 

vias revelou que a DCS antagonizou o efeito ansiolítico produzido por KET nos 

ratos machos, observado pela redução da %FEA [interação pré-tratamento x 

tratamento: F(i;36) = 6,99; p<0.01] e % TPA [interação pré-tratamento x 

tratamento: F(i,36) = 4,53; p<0.05]. Entretanto, nenhum grau de antagonismo foi 

observado em fêmeas. Não houve nenhuma alteração na FEF.
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sobre o comportamento de ratos com 4 meses de idade, testados no LCE por 5 
minutos. Cada valor representa a média ± e.p.m. de 10 animais. *p<0.05 
comparado com os grupos controles, tratados com salina + salina (S/S), DC3 + 
salina (DC3/S) ou DC9 + salina (DC9/S). #p<0.05 comparado com o grupo 
salina + KET (S/KET) (Teste de Newman Keuls).



DISCUSSÃO

Os resultados do presente estudo mostram que o EtOH aumentou a 

freqüência de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos no teste do 

LCE, confirmando o efeito ansiolítico desta droga (Dudek et al., 1986; Coop et 

al., 1990; Lal et al., 1991; Blanchard et al., 1993; Criswell et al., 1994; File, 

1994). Mostraram, ainda, um claro efeito dependente da idade, já que não foi 

detectado em animais de ambos os sexos testados aos 2 meses de idade, mas sim 

em ratos mais velhos. As alterações na % FEA e na %TPA, juntamente com a 

ausência de efeito na FEF, sugerem que o efeito ansiolítico do EtOH tenha sido 

específico, e não dependente de um efeito sedativo, por exemplo.

Em recente estudo realizado em nosso laboratório foi observado que ratos 

machos e fêmeas apresentam um aumento de comportamentos ligados à 

ansiedade no LCE em função da idade, sugerindo que aos 2 meses de idade os 

animais são menos ansiosos que ratos com 4 e 5 meses, independentemente do 

sexo (Imhof et al., 1993). Os resultados sobre a influência da idade obtidos com 

animais tratados com salina, no presente estudo, confirmam aqueles resultados.

É bem conhecido que, em ratos, o desenvolvimento total dos mecanismos 

de síntese, metabolismo e recaptação dos neurotransmissores GABA, DA, NA, 

GLI e GLU, bem como os receptores para estes neurotransmissores estão 

somente completos, aproximadamente, aos 2 meses de idade (Còyle e Enna, 

1976; Rothe et a i, 1988; Shinohara et al., 1989; Insel et al., 1990; McDonald et
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al., 1990; Bentivoglio et al., 1991; Christensen e Fonnum, 1991, 1992; Daval et 

al., 1991). Estudos ontogenéticos comportamentais têm mostrado que abaixo de 2 

meses de idade muitos padrões adultos de comportamento defensivo não estão 

completamente estabelecidos (Masur et al., 1980; Hard et al., 1982). Os ajustes 

de muitos sistemas fisiológicos relevantes, incluindo as manifestações de 

comportamentos defensivos, usualmente ocorrem na puberdade (Farris, 1949), 

quando eles são substituídos pelos níveis encontrados nos adultos. Existem 

evidências de que em certas fases do desenvolvimento, embora os elementos 

sinápticos estejam completos, os mecanismos de transdução não estão 

plenamente formados (Insel, 1995). Em nosso estudo, as diferenças 

comportamentais observadas entre ratos de 2 meses e de 4 meses, quando 

observados no LCE, parecem ser funcionais, já que na idade de 2 meses os níveis 

de neurotransmissores e receptores cerebrais estão semelhantes aos dos adultos. 

Assim, no presente estudo, o efeito ansiolítico do EtOH, avahado pelas mudanças 

nas % FEA e %TPA no LCE, não foi observado em ratos de 2 meses, 

possivelmente devido a alterações nos padrões de comportamento defensivo 

presentes nessa idade.

A ausência de um efeito ansiolítico do EtOH em ratos de 2 meses não foi 

conseqüente a uma dose insuficiente dessa droga, visto que o aumento da dose 

para 1,6 g/kg também não produziu um efeito ansiolítico (dados não



apresentados). Na realidade, esta dose diminuiu a % FEA e % TPA 

provavelmente devido a um efeito sedativo.

É bem conhecido que a toxicidade de uma droga aumenta em animais 

mais velhos, refletindo um aumento da sensibilidade tecidual (Nabeshima et al., 

1984). Os níveis de algumas drogas no soro e cérebro podem atingir altos valores 

e persistir por longo período em ratos mais velhos do que em ratos mais novos 

(Kato et al., 1961). No entanto, o efeito diferencial do EtOH em ratos testados no 

LCE em diferentes idades não parece refletir variações no metabolismo do EtOH, 

visto que os níveis do EtOH no sangue foram similares entre os vários grupos. Os 

dados do presente estudo, mostrando uma dependência da idade na avaliação de 

drogas ansiolíticas em ratos submetidos ao LCE, estão de acordo com estudos 

prévios de nosso laboratório onde o diazepam produziu nítido efeito ansiolítico 

em ratos de 4 meses de idade, porém não alterou o comportamento de animais de 

2 meses (Lopes-da-Silva et al., 1996). Assim, nossos experimentos sobre os 

mecanismos de ação dos efeitos ansiolíticos induzidos pelo EtOH foram feitos em 

ratos de 4 meses de idade.

Em roedores, diferenças sexuais observadas em comportamentos ligados 

à emocionalidade, têm sido descritas em diferentes condições experimentais 

(Archer, 1975; Masur et al., 1980; Pellow et al., 1985; Einon e Potegal, 1991; 

Steenbergen et al., 1990; 1991; Rodgers e Cole, 1993; Zimmerberg e Farley, 

1993). Em alguns modelos, ratos fêmeas têm exibido menor comportamento
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associado ao medo do que machos (Beatty e Fessier, 1976; Masur et al., 1980; 

Johnston e File, 1991; Steenbergen et al., 1991; Imhof et al., 1993).

Examinando-se as diferenças sexuais em três modelos animais de 

ansiedade: interação social, LCE e teste de conflito de Vogel, observaram-se 

diferenças entre machos e fêmeas (Johnston e File, 1991). As fêmeas 

apresentaram-se menos “ansiosas” no LCE e mais “ansiosas” no teste de Vogel, 

com resultados contraditórios no teste de interação social. Estas evidências 

indicam, claramente, que a validação de modelos animais, particularmente de 

ansiedade, pode ser afetada pelo sexo dos animais considerados. Em estudo 

anterior de nosso laboratório, ratos fêmeas também mostraram-se menos ansiosas 

do que machos no LCE, quando testados aos 3 meses de idade, mas não em 

idades inferiores ou superiores, sugerindo que as diferenças sexuais são 

dependentes da idade (Imhof et al., 1993). Por outro lado, outros investigadores 

têm relatado diferenças sexuais nas respostas farmacológicas de algumas drogas, 

tais como o pentobarbital, hexobarbital, carisoprodol, morfina e estricnina que se 

mostraram mais intensas em ratos adultos fêmeas que em machos. Diferenças 

como estas, e muitas outras, podem ser atribuídas a maior capacidade dos ratos 

machos em metabolizar as drogas, já que os microssomos hepáticos dos machos 

são mais ativos que os das fêmeas na metabolização de várias drogas (Testa e 

Jenner, .1976).
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A atividade da desidrogenase alcoólica gástrica (ADH), primeiro passo 

do metabolismo do álcool, tem sido proposta como método para estimar o 

metabolismo do álcool pelas mulheres (Frezza et ai., 1990). Diferenças 

relacionadas ao sexo na concentração alcoólica sanguínea têm sido relatadas em 

humanos, com mulheres tendo maior valor que homens após uma dose oral 

equivalente (Jones e Jons, 1976). Diferenças no volume de distribuição também 

foram usadas como uma possível explicação para as diferenças relacionadas ao 

sexo. Contudo, tais explicações não são apropriadas quando as diferenças 

relacionadas ao sexo são obtidas após a administração intravenosa de álcool 

(Arthur et aï., 1984).

Já em roedores, estudos recentes mostraram que o metabolismo gástrico 

do EtOH é insignificante em ratos, e as diferenças sexuais nos níveis sanguíneos 

dessa droga podem ser devidas às diferenças na absorção do álcool (Smith et ai., 

1992; Levitt, 1993). Relatos adicionais têm indicado que as diferenças sexuais 

observadas nos níveis sangüíneos alcoólicos e comportamentos de roedores são 

similares após administração de álcool por injeção intraperitoneal ou oral. No 

entanto, foi demonstrado que fêmeas são menos afetadas que os machos quanto 

aos efeitos éstimulatório e depressivo do álcool, desconsiderando-se a via de 

administração, excluindo-se assim, as diferenças no metabolismo pela ADH 

gástrica como uma explicação para as diferenças sexuais na sensibilidade para o 

álcool em roedores (Middaugh et ai., 1992) e implicando diferenças sexuais no



cérebro (Lancaster, 1994). Assim, as diferenças sexuais nas respostas para o 

álcool podem ser influenciadas pelas muitas variações básicas na organização e 

modulação dos cérebros de animais de ambos os sexos (Allan, 1991; McGivem 

e Barron, 1991; Harford et al., 1992; Jarvis, 1992).

Ao contrário dos resultados de vários estudos que relatam diferenças 

sexuais nos efeitos do EtOH e em comportamentos relacionados à 

emocionalidade (Wilson e Abrams, 1977; Masur et al., 1980; Steenbergen et al., 

1990; Zimmerberg e Farley, 1993; Adams, 1995), no presente estudo a 

magnitude das respostas comportamentais exibidas por ratos de ambos os sexos 

tratados com EtOH no LCE, foram similares. Uma vez que os níveis alcoólicos 

sangüíneos foram semelhantes entre ratos machos e fêmeas, é possível que nossas 

condições experimentais não tenham sido sensíveis para detectar diferenças sutis 

ao nível do SNC entre os sexos. No entanto, como já mencionado, dados 

anteriores obtidos em nosso laboratório mostraram diferenças sexuais no 

comportamento de ratos avahados no LCE somente aos 3 meses de idade, mas 

não aos 2 ou aos 4 meses (Imhof et al., 1993). Desta forma, o fator idade parece 

ser fundamental para a detecção de diferenças sexuais neste modelo. A ação 

ansiolítica de um número de drogas parece ser diferente não somente entre os 

sexos, mas também entre fêmeas nas diferentes fases do ciclo estral (Femandez- 

Guasti e Picazo, 1990). Como não realizamos análise de esfregaços vaginais para 

determinar a fase do ciclo estral das fêmeas em nosso estudo, não podemos
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descartar alguma interferência hormonal envolvendo a ação do EtOH, que 

pudesse interferir nos resultados obtidos.

Um outro aspecto abordado neste estudo foi a participação do sistema 

NMDA no efeito ansiolítico do EtOH em ratos avahados no LCE e como já 

mencionado no item “Introdução” deste trabalho, há evidências de que os AAE, 

particularmente o NMDA, podem exercer um importante papel na etiologia e/ou 

expressão de muitas desordens do SNC como a ansiedade (Carobrez, 1987). 

Embora o EtOH possa interferir com vários sistemas de neurotransmissores, 

estudos recentes têm mostrado que os sistemas de receptores GABAa e o GLU, 

são bastante sensíveis à modulação por esta droga (Nevo e Hamon, 1995; Tsai et 

al., 1995). O EtOH atua como um antagonista do NMDA (Carboni et al., 1993) 

bloqueando esses receptores no hipotálamo e em outras regiões do cérebro, tais 

como: o hipocampo (Lovinger et al., 1989), córtex cerebral (Leslie et al., 1990), 

septo medial (Simson et al., 1991) e células íntegras de neurônios sensoriais 

(White et al., 1990), e, assim, inibe o influxo de Ca** estimulado pelo NMDA e a 

resultante produção de GMPc (Hoffinan et al., 1989). Além disso, a habilidade 

do EtOH em inibir a atividade neuronal evocada pelo NMDA varia com a região 

do cérebro, pois ele inibe potencialmente de maneira dependente de corrente esta 

atividade no colículo inferior e hipocampo, mas não no septo lateral (Simson et 

al., 1993). Há evidências, também, de que esta ação do EtOH esteja relacionada 

com o bloqueio do influxo de Ca** após a interação com o sítio de ligação da GLI
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no complexo receptor NMDA e, possivelmente, com o sítio da FEN neste mesmo 

receptor (Rabe e TabakofF, 1990; Dildy-Mayfîeld e Leslie, 1991).

Uma das drogas que apresenta propriedades agonísticas parciais no sítio 

de ligação da GLI insensível à estricnina, no complexo receptor NMDA é a DCS 

(Emmett et a l , 1991; Hood et al., 1989). É um agente antimicobacteriano 

(Monahan et al, 1989) com boa disponibilidade (Hood et al, 1989; Henderson et 

al, 1990; Watson et al., 1990), que atravessa livremente a baiTeira 

hematoencefálica (Mandell e Sardt, 1985). Desta forma, a DCS pode potenciar a 

transmissão mediada pelo NMDA no cérebro (Thomson, 1989), sem aumentar a 

excitotoxicidade (Schuster e Schmidt, 1992) e também afetar o desenvolvimento 

da tolerância ao prejuízo motor induzido pelo EtOH em ratos (Khanna et al., 

1993a; 1995), ou melhorar a aprendizagem e memória (Flood et al., 1992).

Nossos dados também indicam uma interação relevante entre drogas que 

atuam no sítio modulatório da GLI. Um aspecto interessante dessa interação é 

que moduladores positivos podem potenciar a resposta excitatória do NMDA, 

mas sozinhos não resultam em excitação, reduzindo a possibilidade de respostas 

excitatórias, como visto com agonistas diretos do NMDA (Monahan et a l, 1989). 

As concentrações endógenas de GLI presentes no cérebro, relativamente em altos 

níveis, podem interferir com a ativação dos receptores, pois, uma vez saturados, 

não podem ser afetados por nenhuma droga adicional (Johnson e Archer, 1987; 

Foster e Kemp, 1989). Um dos principais achados de nosso estudo foi que a
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DCS, bloqueou o aumento da % FEA e da %TPA induzido pelo EtOH em ratos 

de ambos os sexos, aos 4 meses de idade. Este efeito foi obtido com doses de 

DCS que não afetaram o desempenho de animais controles tratados com salina. 

Além disso, o fato da DCS não modificar a FEF em ratos tratados com EtOH ou 

salina no LCE, ou seus escores de ambulação na arena, sugere bloquear 

especificamente o efeito ansiolítico do EtOH.

Também foi verificado em nosso estudo que a DCS não modificou as 

concentrações sangüíneas de EtOH, determinadas após o término das sessões de 

teste no LCE, sugerindo que a influência modulatória da DCS está mais ligada a 

uma ação farmacodinâmica central. Entretanto, como os níveis sangüíneos de 

EtOH não foram medidos em outros tempos após sua administração, não 

podemos excluir, completamente, possíveis diferenças relacionadas à idade ou 

pré-tratamento na farmacocinética do EtOH.

Um outro dado que reforça a possibilidade de que o efeito ansiolítico do 

EtOH ocorre através do bloqueio do sítio da GLI, foi o resultado obtido com o 

HA-966. Este antagonista específico do sítio da GLI (Hood et a l, 1989; Singh et 

al., 1990) produziu ação ansiolítica significante, confirmando dados da literatura 

(Corbett e Dunn, 1991; Matheus et a l, 1994). O efeito ansiolítico do HA-966 foi 

antagonizado pela DCS da mesma forma que o efeito ansiolítico do EtOH. 

Assim, em ambos os experimentos, a curva dose-resposta obtida com a DCS em 

animais tratados posteriormente com EtOH tinha forma de “U”, onde doses
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baixas ou elevadas produziram pouco efeito, enquanto uma dose intermediária 

bloqueou completamente o efeito ansiolítico produzido tanto pelo EtOH como 

por HA-966. Outro aspecto interessante deste estudo foi que as doses de DCS 

que produziram bloqueio total do efeito ansiolítico do EtOH e do HA-966 foram 

diferentes entre machos e fêmeas, sugerindo que as fêmeas são mais sensíveis a 

esse efeito. Esses dados estão de acordo com os dados da literatura (Lõscher e 

Hõnack, 1992; Hõnack e Lõscher, 1993), demonstrando diferenças sexuais entre 

ratos machos e fêmeas utilizando-se o MK-801, com as fêmeas sendo muito mais 

sensíveis que os machos.

Corbett e Dunn (1991) verificaram atividade ansiolítica na forma 

racêmica do HA-966 em um modelo de conflito, o teste de interação social e o 

LCE. Posteriormente, foi verificado que os efeitos ansiolíticos da forma racêmica 

eram exclusivamente do enantiômero R-(+), enquanto que o enantiômero S-(-) 

era responsável pelos efeitos sedativos (Dunn et a l, 1992). Embora a forma 

racêmica do HA-966 tenha sido utilizada no presente trabalho, não observamos 

redução do número de entradas nos braços fechados, sugerindo-se que os efeitos 

ansiolíticos observados não foram atribuídos a um efeito depressor geral induzido 

pela droga.

É interessante observar que doses maiores de DCS não antagonizaram o 

efeito ansiolítico do EtOH ou do HA-966, e além disso, por si só apresentaram 

ação ansiolítica. É possível que em doses mais elevadas a DCS comece a



apresentar uma alteração no seu perfil de ação passando a apresentar um efeito 

ansiolítico. A semelhança da ação antagonística do efeito ansiolítico do EtOH e 

do HA-966 pela DCS sugere que essas ações ocorram ao nível do sítio da GLI no 

complexo receptor NMDA. Além disso, implica fortemente a participação desse 

receptor na ação ansiolítica do EtOH. Esses resultados estão de acordo com 

aqueles obtidos por Anthony e Nevins (1993) os quais demonstraram que a DCS 

em altas doses pode apresentar atividade ansiolítica, um efeito consistente com 

atividade antagonística. Esses dados são consistentes com aqueles obtidos por 

Emmett et al. (1991), que mostraram que a DCS podia exercer seus efeitos, seja 

agonistas ou antagonistas “in vivo”, em função da dose.

A KET, um análogo estrutural da FEN, é um anestésico dissociativo, que 

possui meia-vida reduzida no cérebro (White et al., 1976; De Sarro e De Sarro, 

1993) e apresenta propriedades analgésicas em animais e humanos (White et al., 

1982) e foi demonstrado que pode bloquear as respostas de NMDA (Church et 

al, 1988). Embora Bennett e Amrick (1987) não tenham detectado efeito 

ansiolítico da KET em ratos, em nossos estudos esse efeito foi claro em ratos de 

ambos os sexos. As diferenças entre estes estudos podem ser atribuídas às 

diferentes doses e metodologias empregadas. Esse efeito foi antagonizado pela 

DCS apenas em ratos machos. Em fêmeas, a DCS não antagonizou o efeito 

ansiolítico da KET, mesmo quando a dose foi elevada para 6 mg/kg (dados não 

apresentados). Nossos dados discordam daqueles de Criswell et al, 1994, que
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demonstraram ser o efeito ansiolítico do EtOH muito semelhante ao do 

clordiazepóxido, sem, no entanto, se assemelhar aos efeitos da MK-801, droga 

que atua no mesmo sítio da KET no complexo receptor NMDA. Aqueles autores, 

por isso, descartaram uma ação dependente do bloqueio do receptor NMDA 

responsável pelo efeito ansiolítico no LCE, e sugeriram uma ação GABAérgica.

Tomados em conjunto, os dados do presente estudo, mostrando uma 

semelhança entre os efeitos do EtOH e HA-966, bem como a interação da DCS 

com EtOH e com o HA-966, sugerem fortemente que o efeito ansiolítico do 

EtOH é dependente de um antagonismo competitivo com a GLI ao nível deste 

sítio no receptor NMDA. No entanto, considerando os resultados em que o efeito 

ansiolítico da KET foi antagonizado pela DCS, não pode ser descartado também 

um antagonismo decorrente de uma ação em outros sítios do complexo receptor 

NMDA, como sugerido em estudos realizados “in vitro” (Daniell, 1992).

Em suma, os dados do presente estudo implicam a participação do 

receptor NMDA no efeito ansiolítico do EtOH, possivelmente por uma ação no 

sítio da GLI e confirmam resultados mostrando a dependência da idade e do sexo 

na avaliação do comportamento de ratos testados no LCE.



CONCLUSÕES
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1- Os resultados confirmam trabalhos anteriores, mostrando um menor índice de

ansiedade em animais mais jovens, observados no LCE.

2- A movimentação espontânea de ratos avaliados em caixa de motilidade não foi

afetada com as doses de EtOH empregadas.

3 - 0  efeito ansiolítico do EtOH no LCE foi mais evidente em ratos de 4 e 5 

meses de idade, sugerindo-se, portanto, ser dependente da idade.

4- O efeito ansiolítico do EtOH em ratos de 4 meses de idade foi antagonizado 

pela DCS, sugerindo-se a participação do complexo receptor NMDA neste 

efeito.

5 -0  efeito ansiolítico do HA-966 em ratos de 4 meses de idade foi antagonizado 

pela DCS, de modo semelhante ao efeito ansiolítico do EtOH com a DCS.

6- A KET, um antagonista do receptor NMDA, produziu efeito ansiolítico que 

não foi antagonizado pela DCS em ratos fêmeas, porém foi antagonizado em 

ratos machos.



Apesar de nossos dados sugerirem que o efeito ansiolítico do EtOH é 

dependente de uma ação ao nível da GLI no complexo receptor NMDA, uma 

interação em outros sítios, como o da fenciclidina, não pode ser descartada 

para explicar este efeito.



63

RESUMO

O complexo receptor NMDA parece estar envolvido em diversas patologias 

no sistema nervoso central, incluindo a ansiedade.Vários trabalhos têm mostrado a 

interação do etanol (EtOH) com esse receptor. Por outro lado, em nosso laboratorio 

foram demonstradas influências comportamentais relacionadas ao sexo e idade em 

ratos testados no labirinto em cruz elevado (LCE). O presente estudo foi 

desenvolvido para investigar: 1) os efeitos do EtOH ( nas doses de 0,4; 0,8; 1,0; 1,2 e 

1,6 g/kg) sobre a atividade locomotora de ratos machos e femeas com 2 e 4 meses de 

idade; 2) os efeitos do EtOH (nas doses de 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg) sobre o 

comportamento de ratos de ambos os sexos com 2, 3, 4 e 5 meses de idade, testados 

no LCE; 3) uma comparação entre os efeitos do EtOH (1,2 g/kg) e do HA-966, 

antagonista do sitio da glicina (2,0 e 4,0 mg/kg, para femeas e machos, 

respectivamente), e da ketamina, (0,075 e 0,30 mg/kg, para femeas e machos, 

respectivamente), antagonista do sitio da fenciclidina no receptor NMDA, associados 

ou não com um agonista do sitio da glicina nesse receptor, a D-cicloserina (DCS), no 

LCE. Todas as administrações foram feitas por via i.p. O teste consistia em avaliar os 

seguintes parámetros: a percentagem de entradas e tempo de permanência nos braços 

abertos, assim como o número de entradas nos braços fechados. Os resultados 

demonstraram que o EtOH não afetou a frequência de entradas e o tempo de 

permanência nos braços abertos nos ratos testados aos 2 meses de idade, mas 

aumentou aqueles parâmetros em animais com idade mais avançada, sugerindo que o



efeito do EtOH depende da idade em que o animal é testado. Por outro lado, os 

resultados mostraram também que a DCS, em doses que por si só não afetaram o 

comportamento dos animais controles, impediu o aumento daqueles parâmetros em 

animais experimentais testados aos 4 meses de idade. Nos ratos machos o efeito 

ansiolítico, tanto do EtOH quanto do HA-966, foram antagonizados pela dose de 9,0 

mg/kg de DCS enquanto que em fêmeas, esse antagonismo pôde ser observado com 

apenas 3,0 mg/kg. Em altas doses, tanto em machos quanto em fêmeas, 

curiosamente observou-se efeito ansiolítico similar àquele apresentado pelo HA-966 

e pelo EtOH. A DCS não interferiu com o efeito ansiolítico produzido pela ketamina 

em fêmeas, mas nos machos houve interferência com a dose de 9,0 mg/kg. Nossos 

resultados sugerem que o antagonismo dos efeitos ansiolíticos do EtOH e do HA-966 

apresentado pela DCS, foi mais efetivo em fêmeas do que em machos. A semelhança 

dos perfis ansiolíticos observados para o EtOH e o HA-966, reforça as evidências 

para um efeito antagonístico do EtOH no sítio da glicina.
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ABSTRACT

Among the several central neurotransmitter systems involved in the actions 

of ethanol, the NMDA-receptor system is particularly sensitive to blockade by 

ethanol. This receptor system is also involved importantly in the modulation of 

anxiety-related behaviors in rats. Recently we observed gender- and age-related 

behavioral influences in the behavior of rats tested on the elevated plus-maze 

apparatus. Considering these aspects, the present study was undertaken to 

investigate if the effects of ethanol (0.8, 1.0 or 1.2 g/kg; i.p.) on behavior of male 

and female rats tested, at different ages (2, 3, 4 or 5 months of age), in the 

elevated plus-maze are gender- and age-related, and if they could be influenced 

by pretreatment with D-cycloserine, an agonist at the glycine site of the NMDA- 

receptor complex. To help elucidate the actions of D-cycloserine, its influence on 

alterations in plus-maze performance induced by (±) HA-966, an antagonist at the 

glycine site of the NMDA receptor complex, and by ketamine, an antagonist at 

the phenciclidine site of the NMDA receptor complex, was also assessed. 

Ethanol did not affect the time spent (% TSO) or the frequency of entries (% 

OAE) on the open arms of the elevated plus-maze in either male or female rats 

with 2 months of age, but increased both parameters in older animals. This 

suggests that the anxiolytic effect of ethanol is more evident at 4 and 5 months of 

age. These effects were not dependent of an alteration in ethanol 

pharmacokinetics, since the blood ethanol concentrations were similar among
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different age or gender groups. D-cycloserine, at doses that did not affect the 

behavior of control animals (3-9 mg/kg for females; and 3-12 mg/kg for males; 

given i.p. 30 min before ethanol), antagonized the increase in the % OAE and 

%TSO induced by ethanol in rats tested at 4 months of age, showing a U shaped 

dose-response curve. Similarly, D-cycloserine (injected 10 min before) also 

antagonized the anxiolytic effects of (±) HA-966 (2 or 4 mg/kg, i.p.), in 4-month 

old animals of both sexes. On the other hand, the anxiolytic effect produced by 

ketamine (0.075 mg/kg in females; 0.3 mg/kg in males), in 4-month old animals, 

was antagonized by D-cycloserine only in male rats. Our results demonstrate an 

age-related influence on the anxiolytic-like action of ethanol in rats tested in the 

elevated plus-maze, whereby older animals are more sensitive than younger ones 

to this effect. Moreover, the results suggest that the NMDA-receptor system 

contributes importantly to this anxiolytic-like effect of ethanol. Furthermore, the 

similar inhibitory influence of D-cycloserine on anxiolysis induced by ethanol and 

(±)HA-966 strongly suggests that ethanol acts upon the glycine site of the NMDA 

receptor complex. Finally, the modulation by DCS at ketamine-induced anxiolysis 

demonstrates significant interaction between distinct modulatory sites at the 

NMDA-receptor complex.
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