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RESUMO 

Um aumento seletivo e significativo na exploração dos braços abertos do labirinto em 

cruz elevado (LCE) é observado após a administração de drogas ansiolíticas. Entretanto, se os 

animais já tiverem sido pré-expostos no LCE, eles não responderão mais aos ansiolíticos 

durante a re-exposição. Este fenômeno foi relatado inicialmente para benzodiazepínicos 

(BZs), drogas que aumentam a atividade dos receptores GABAA, e denominado de one-trial 

tolerance (OTT). Apesar da considerável atenção direcionada ao entendimento e/ou 

prevenção deste fenômeno, este assunto ainda permanece em debate. 

Com base nestes fatos, este trabalho foi delineado para esclarecer como a pré-

exposição no LCE abole o efeito ansiolítico de drogas. Assim, inicialmente, o fenômeno de 

OTT foi demonstrado ao efeito ansiolítico do BZ midazolam (0.125-1.0 mg/kg), e de outras 

drogas que facilitam a neurotransmissão via receptor GABAA, etanol (1.0-1.4 g/kg) e 

fenobarbital (20-60 mg/kg), bem como àquelas que reduzem a atividade dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA/Glicina-B, MK-801 (0.03 e 0.06 mg/kg), HA-966 (1.5 e 3.0 

mg/kg) e memantina (4.0 e 8.0 mg/kg). A seguir, para investigar se este comprometimento do 

efeito ansiolítico de drogas decorria de uma tolerância farmacológica, administrou-se 

repetidamente (duas vezes) 0.25 mg/kg de midazolam, ou 8.0 mg/kg de memantina, antes da 

primeira exposição de ratos no LCE. Um efeito ansiolítico foi observado durante a sessão 

teste destes ratos, sugerindo que o fator determinante para o fenômeno de OTT seria a 

exposição repetida ao modelo do LCE, e não a administração repetida da droga. 

A aquisição de uma resposta de esquiva inibitória foi uma das hipóteses propostas para 

explicar o fenômeno de OTT. Em vista deste fato, um prejuízo de sua aquisição deveria 

manter o efeito ansiolítico de drogas durante a re-exposição no LCE. Neste sentido, 

demonstrou-se que a administração de escopolamina, uma droga que prejudica a aquisição do 

processo de aprendizagem, antes da primeira exposição, mas não imediatamente após, 

restabeleceu o efeito ansiolítico do midazolam e da memantina durante a re-exposição no 

LCE, resultado que corrobora a idéia de aquisição e adoção de uma estratégia comportamental 

insensível aos ansiolíticos por ratos pré-expostos no LCE. Entretanto, não se pode descartar 

que a pré-exposição no LCE também produza alterações funcionais concomitantes nos 

receptores envolvidos com a produção do efeito ansiolítico das drogas.  

Em relação a prevenção do fenômeno de OTT, vários estudos têm relatado que os 

animais continuam respondendo aos ansiolíticos durante a re-exposição no LCE quando: 1) 
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um novo conflito for introduzido; 2) as sessões no LCE forem de dez minutos, ao invés de 

cinco, ou quando a pré-exposição for limitada a um minuto e, 3) altas doses de escopolamina 

(ver anteriormente), ou do BZ clordiazepóxido, forem administradas antes da primeira 

exposição no LCE.  

Considerando a maioria destes resultados, sugerimos que o comprometimento do 

efeito ansiolítico de drogas denotaria que o conflito de aproximação/esquiva gerado durante a 

exploração inicial de todo o LCE, cujo equilíbrio é deslocado de esquiva à aproximação pelos 

ansiolíticos, não esteja mais presente durante a re-exposição. É adequado ressaltar que esta 

idéia também contempla as hipóteses propostas para elucidar o fenômeno de OTT. 
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ABSTRACT 

Rodents tested in the elevated plus-maze (EPM) apparatus display a characteristic 

increase in open arms exploration after the administration of anxiolytic-like drugs. 

Nevertheless, if the subjects had already performed the EPM task (Trial 1), they no longer 

respond to anxiolytics in subsequent test exposure (Trial 2). This phenomenon was initially 

observed for benzodiazepines (BZs), drugs which increase the GABAA receptor activity, and 

later referred to as one-trial tolerance (OTT). Despite the considerable attention directed to the 

attempt of either explaining or preventing this phenomenon of OTT, there is no consensus 

concerning this issue.  

Based on these facts, the present study was designed to further understand how a prior 

EPM test exposure compromises the anxiolytic-like effect of drugs. Thus, at first, the OTT 

phenomenon was confirmed to the anxiolytic-like effect of BZ midazolam (0.125-1.0 mg/kg), 

and extended to other drugs that facilitate the neurotransmission mediated by the GABAA 

receptor complex, ethanol (1.0-1.4 g/kg) and phenobarbital (20-60 mg/kg), as well as to those 

that decrease the NMDA/Glycine-B-receptor activity, MK-801 (0.03 and 0.06 mg/kg), HA-

966 (1.5 and 3.0 mg/kg) and memantine (4.0 and 8.0 mg/kg). Afterwards, to examine whether 

the lack of drug responsiveness was due to pharmacological tolerance, rats received repeated 

systemic administrations of 0.25 mg/kg midazolam or 8.0 mg/kg memantine prior to Trial 1. 

An anxiolytic-like effect was observed in these maze-naive/drug-experienced rats, therefore 

emphasizing the repeated test exposure rather than repeated drug administration as a critical 

determinant for the lack of drug anxiolytic activity. 

A learned inhibitory avoidance response has been one of the hypotheses proposed to 

explain the OTT phenomenon. Based on this fact, an impairment of its acquisition should 

maintain the drug’s anxiolytic-like effect on the EPM Trial 2. Indeed, it was shown that 

scopolamine, a drug which impairs learning acquisition, given pre-Trial 1, but not post-Trial 

1, reinstated the anxiolytic-like effect of midazolam and memantine on Trial 2, indicating that 

SCO sufficiently impaired the development of an anxiolytic-insensitive behavioral strategy, 

which supposedly underlies the OTT phenomenon. However, it can not rule out that a prior 

EPM experience also induces concomitant functional changes in the receptors involved in the 

production of drug’s anxiolytic effect. 

In relation to the prevention of the OTT phenomenon, it was previously demonstrated 

elsewhere that rodents continue displaying an anxiolytic-like profile in response to drugs on 
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the EPM Trial 2 when: 1) a new motivational conflict situation was introduced in the task, 2) 

the EPM trials last 10 instead of the usual 5 min, or when the time lenght on Trial 1 was 

limited to 1 min, and 3) higher doses of scopolamine (see above) or chlordiazepoxide were 

administered prior to Trial 1. In view of most of these results, it is argued that the OTT 

phenomenon actually denote that the approach/avoidance conflict engendered during the 

whole initial EPM exposure, whose balance is shifted from avoidance towards approach by 

anxiolytics, is no longer present on the EPM Trial 2. It is appropriate to mention that this idea 

also contemplates the majority of the hypothesis proposed to elucidate this lack of anxiolytic-

like activity on the EPM Trial 2. 
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1. INTRODUÇÃO 

A ansiedade é uma emoção básica, essencial dentro de nosso repertório afetivo (para 

revisão ver Peregrino, 1997). Entretanto, quando ela ultrapassa os níveis da normalidade, 

surgem alterações somáticas, comportamentais e psicológicas que podem persistir e, assim, 

comprometer significativamente o desempenho individual em atividades cotidianas (Graeff, 

1999). Ao atingir esse nível ela é considerada patológica, sendo denominada de primária, se 

for a manifestação principal do quadro clínico, e de secundária se ela decorrer de outras 

enfermidades de natureza psiquiátrica ou não. Considerando que esta última tende a 

desaparecer na medida em que a doença que lhe originou for tratada, só se denominam de 

transtornos de ansiedade aqueles nos quais a ansiedade é a principal manifestação 

sintomatológica. Neste contexto, segundo a quarta edição do Manual de Diagnóstico e 

Estatística das Doenças Mentais (DSM-IV, American Psychiatric Association, 1994), a 

ansiedade patológica não é um fenômeno unitário, mas sim um grupo de condições clínicas 

distintas, tais como o transtorno de pânico, de ansiedade generalizada, de estresse pós-

traumático e fobias. É adequado ressaltar também que estes transtornos de ansiedade são 

tratados com medicações diferentes (Argyropoulos et al., 2000; Millan, 2003).  

Os fármacos ansiolíticos estão entre as substâncias prescritas com maior freqüência 

(Rang et al., 2001). Um estudo realizado em países desenvolvidos mostrou que a proporção 

da população total que utilizava agentes ansiolíticos regularmente era de 10 % (Shader e 

Greenblatt, 1993; Rang et al., 2001), sendo o grupo dos benzodiazepínicos1 (BZs) o mais 

importante e utilizado (Hutchinson et al., 1996; Nutt e Malizia, 2001). De fato, Woods et al. 

estimaram em 1992 que os BZs eram responsáveis por 83 % das prescrições mundiais de 

ansiolíticos. A popularidade clínica destas drogas resulta, aparentemente, da combinação de 

                                                
1 Os principais aspectos desta classe de drogas e do sistema de transmissão GABAérgico estão descritos no 
Apêndice A. 
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suas ações farmacológicas, da sua relativa segurança, e da extraordinária demanda por agentes 

deste tipo por médicos e pacientes (Shader e Greenblatt, 1993; Grifftiths e Weerts, 1997; Nutt 

e Malizia, 2001). Entretanto, está bem documentado, em estudos clínicos e pré-clinicos, que o 

tratamento crônico com BZs resulta no desenvolvimento de tolerância aos seus efeitos 

farmacológicos (File, 1985; Hutchinson et al., 1996; Bateson, 2002; Allison e Pratt, 2003). 

Apesar destes fatos, os mecanismos que fundamentariam o desenvolvimento de tolerância 

farmacológica, em especial para o efeito ansiolítico, ainda não foram completamente 

identificados.  

A seguir serão revisadas as principais evidências experimentais sobre este assunto. Em 

seguida será ressaltado o papel da aprendizagem e do contexto no qual a droga é administrada 

para a tolerância farmacológica. Por fim, será discutido a ocorrência de um fenômeno 

intrigante e relacionado, no qual a pré-exposição ao modelo animal de ansiedade do labirinto 

em cruz elevado torna ratos e camundongos insensíveis (tolerantes) ao efeito ansiolítico de 

drogas. É na caracterização e/ou entendimento deste fenômeno que este trabalho pretende 

contribuir. 

 

1.2 TOLERÂNCIA AO EFEITO DE DROGAS 

Tolerância é definida como uma redução em certos efeitos farmacológicos de uma 

droga ao longo da exposição repetida a uma determinada dose, ou a necessidade de aumentar 

a dose da droga administrada para obter-se o mesmo efeito (Miller e Gold, 1990; Rall, 1991). 

A demonstração de tolerância aos efeitos do tipo relaxante muscular, sedativo e/ou 

hipnótico, hipolocomotor e anticonvulsivante dos BZs, após a administração repetida, está 

compilada em várias revisões (File, 1985; Hutchinson et al., 1996). A Tabela 1 resume grande 

parte dos estudos pré-clínicos que investigaram a ocorrência de tolerância ao efeito ansiolítico 
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de drogas, em especial dos BZs alprazolam, clordiazepóxido, diazepam, lorazepam, 

midazolam, nitrazepam, oxazepam e triazolam. Pode-se notar que a maioria deles relata o 

desenvolvimento de tolerância não apenas aos BZs, mas também para outras drogas que 

facilitam a neurotransmissão via receptor GABAA (ex: etanol). Nesse contexto, vários fatores, 

tais como tempo de meia vida prolongada, doses altas e administração contínua, parecem 

aumentar a incidência de tolerância ao efeito ansiolítico de drogas (Hutchinson et al., 1996).  

Apesar de encontrarmos alguns relatos de tolerância ao efeito ansiolítico de drogas que 

atuam em outros sistemas de neurotransmissão, tal como o da serotonina (ex: WAY-100635; 

Tabela 1), seria demasiadamente precipitado generalizar a ocorrência deste fenômeno a outras 

drogas (ex: buspirona e fluoxetina). De fato, o uso destes fármacos vem ganhando espaço no 

tratamento dos vários transtornos de ansiedade justamente porque seriam drogas que não 

induziriam tolerância com o tratamento continuado (Argyropoulos et al., 2000). De qualquer 

forma, a confirmação (ou não) do fenômeno de tolerância farmacológica para estas e outras 

drogas requer investigações futuras. 

Vários estudos também têm demonstrado a ocorrência de tolerância cruzada ao efeito 

ansiolítico de drogas que atuam por mecanismos semelhantes. Por exemplo, o tratamento 

crônico prévio com etanol tornou ratos/camundongos tolerantes ao efeito ansiolítico de BZs 

ou barbitúricos (Córdoba et al., 1992; Finn et al., 2000). Mais interessante ainda é observar 

que este fenômeno de tolerância cruzada já foi relatado para drogas que atuam por 

mecanismos distintos (Tabela 1; ver Nowakowska et al., 1998 e Irvine et al., 2001a). 

 

1.2.1 Mecanismos de tolerância farmacológica 

Segundo Rall (1991), a tolerância aos efeitos de uma droga pode decorrer de alterações 

metabólicas (tolerância farmacocinética) e/ou de alterações adaptativas no sistema nervoso 
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central (SNC) (tolerância farmacodinâmica). Uma das finalidades da tolerância seria 

restabelecer a homeostase, que assim manteria o funcionamento fisiológico dentro da 

normalidade (Miller e Gold, 1990). A participação de cada uma delas, ou de ambas, na 

redução gradual dos efeitos comportamentais de drogas tem sido alvo de muitas revisões 

(Busto e Sellers, 1991; Smith e Darlington, 1994; Hutchinson et al., 1996; Bateson, 2002). 

Tabela 1. Estudos pré-clínicos que investigaram a tolerância ao efeito ansiolítico de drogas. 

Autor (es) do estudo 
científico 

Espécie, droga (dose em 
mg/kg), via de administração e 
duração do tratamento. 

Tolerân-
cia? 

Modelo ou teste 
experimental utilizado 

Margules e Stein, 1968 R, OXP (20), IP, 22 dias Não Caixa operante 
de Angelis e File, 1979 C, DZ (1), IP, 9 dias Não Interação social 
Velluci e File, 1979 R, CDP (5), IP, 5-25 dias Sim Interação social 
File, 1984 R, DZ, IP, 10-20 dias Sim Interação social 
Stephens e Schneider, 1985 C, DZ (5), O, 9 dias Sim Four-plate test 
Treit, 1985 R, DZ (1), IP, 10 dias Sim Defensive burying test 
File et al., 1987 R, CDP (5, 20), IP, 20 dias Sim LCE 
Koob et al., 1987 R, Etanol (750), IP, 9 dias Sim Conflito do comer punido 
Davis e Gallager, 1988 R, DZ (5, 20), IP, 5 e 21 dias Não Fear potentiated startle 
Szczawinska et al., 1988 R, NZP (10), IP, 28 dias Sim Supressão do beber 
Harro et al., 1990 R, DZ (5), IP, 14 dias Não LCE 
Cordoba et al., 1992 R, Etanol (1000), IP, 30 dias Sim LCE 
Bourin et al., 1992 C, AZ, IP Sim Four-plate test 
Ishihara et al., 1993 C, CDP (30), IP, 14 dias Sim LCE 
Chopan et al., 1993 R, DZ (3), IP, 21 dias Sim LCE 
Luscombe et al., 1994 R, CDP (3), SC, 28 dias Sim LCE 
Nielsen e Sanchez, 1995 R, DZ (2.5), SC, 21 dias Não Vocalização ultra-sônica 
Angelis, 1995 C, LZ (0.1), IP, 14 dias Sim Caixa claro/escuro 
Brett e Pratt, 1995 R, DZ (5), IP, 28 dias Sim LCE 
Jessa et al., 1996 R, DZ, IP, 5 dias Sim Conflito do beber punido 
File, 1997 R, DZ (2), IP, 21 dias Sim Interação social 
Smith e Barrett, 1997 R, DZ (2.5-5.0), IP 5 dias Sim Conflito do comer punido 
Reddy e Kulkarni, 1997 C, DZ (20) e TZ (0.25), 21 dias Sim LCE 
Dunn et al., 1998 R, DZ (1, 3), IP, 5 dias Sim LCE 
*Cao e Rodgers, 1998 C, WAY-100635 (1), IP, 20 dias Sim LCE 
*Przegalinski et al., 1999 R, ACPC (200), IP, 14 dias Sim Conflito do beber punido 
Fernandes e File, 1999 R, DZ (2), IP, 21 dias Sim Interação social 
Votova et al., 2001 C, AZ (1), O, 21 dias Sim Interação social 
Schmitt et al., 2001 R, DZ (10), IP, 23 dias Sim LCE e campo aberto 
Irvine et al., 2001a R, MDZ (8µmol), IC, 21 dias Sim Interação social 
*Irvine et al., 2001b R, Nicotina (0.1), SC, 14 dias Sim LCE 
Fahey et al., 2001 C, LZ (2.0), SC, 14 dias Sim  Campo aberto 
Aburawi et al., 2003 R, TZ (0.25-1.0), IP, 35 dias Sim LCE 

Legenda: *Estudos que empregaram drogas que produzem efeito ansiolítico por outros mecanismos 

que não o do aumento da função dos receptores GABAA; R, rato; C, camundongo; OXP, oxazepam; 

DZ, diazepam; CDP, clordiazepóxido; NZP, nitrazepam; LZ, lorazepam; AZ, alprazolam; MDZ, 

midazolam; TZ, triazolam; IP, intraperitoneal; O, oral; SC, sub-cutânea; IC, intra-cerebral (rafe); 

LCE, labirinto em cruz elevado. 
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1.2.1.1 Tolerância farmacocinética 

A administração crônica de uma droga pode alterar seu metabolismo. Esta alteração 

poderia fundamentar o desenvolvimento de tolerância aos efeitos destas e/ou de outras drogas. 

Neste contexto, a indução de enzimas hepáticas é a alteração metabólica que mais tem sido 

observada após a administração crônica de drogas. Esta indução acelera o metabolismo da 

droga e, conseqüentemente, reduz sua concentração (File, 1985). No entanto, a tolerância não 

tem sido correlacionada com uma redução nas concentrações de BZs no plasma (Haigh et al., 

1986; Greenblatt e Shader, 1986), líquor (Tyma et al., 1984), ou em áreas cerebrais 

específicas (Lister et al., 1983; Gonsalves e Gallager, 1988). 

 

1.2.1.2 Tolerância farmacodinâmica 

Se a mesma quantidade de droga atinge o SNC após a administração aguda e crônica, 

então a tolerância parece decorrer de alterações na sensibilidade do SNC à droga. De fato, um 

grande número de evidências experimentais sugere que a tolerância aos efeitos dos BZs e de 

outras drogas é essencialmente farmacodinâmica (Smith e Darlington, 1994; Biggio et al., 

2003). A seguir serão relatadas as principais alterações neuroquímicas associadas com a 

diminuição progressiva da atividade (ansiolítica) de BZs no receptor GABAA. 

 

1.2.1.2.1 Regulação do receptor GABAA 

Um mecanismo inicial que regularia a resposta dos circuitos neuroniais durante a 

exposição repetida a droga seria uma alteração no número de receptores nos quais a droga se 

liga ou atua. Se tal droga fosse um agonista, como é o caso dos BZs, teríamos uma redução 

(down-regulation), ao passo que o tratamento crônico com um antagonista induziria um 

aumento (up-regulation) no número de receptores. Down-regulation, ou perda de receptores 
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na superfície celular após a ocupação repetida pelo agonista, envolveria internalização, 

degradação, e/ou alterações na reciclagem dos receptores (Ali e Olsen, 2001; Brandon et al., 

2002). Embora se presuma que uma down-regulation de receptores esteja envolvida no 

mecanismo de tolerância farmacológica, há poucos relatos experimentais de que a 

administração repetida de BZs (ao menos em doses terapêuticas) reduza o número ou a 

afinidade de tais receptores (Mohler et al., 1978; File, 1985). Na verdade, apesar do número 

total de receptores detectados por binding permanecer o mesmo, tem-se argumentado que os 

receptores GABAA da superfície celular estariam internalizados em compartimentos 

intracelulares (Tehrani e Barnes, 1997; Barnes, 2000). Esta condição não impediria que o 

binding ocorresse, porém a facilitação na neurotransmissão GABAérgica produzida pelos BZs 

estaria comprometida (Ali e Olsen, 2001). 

Um grande número de estudos tem demonstrado também que o tratamento crônico com 

BZs reduz o acoplamento alostérico existente entre os receptores BZs e GABAérgicos, 

mesmo sem alterar as respectivas afinidades ou densidades de receptores (Gallager et al., 

1984; Golsalves e Gallager, 1985; Brett e Pratt, 1995). De acordo com Allison e Pratt (2003), 

ainda que o mecanismo molecular envolvido neste processo de desacoplamento não esteja 

completamente identificado, as possibilidades incluiriam: a) alterações na produção de 

ligantes endógenos; b) alterações conformacionais prolongadas no receptor; c) modificações 

no receptor GABAA (ex: fosforilação); e/ou d) substituição de subunidades (por outras menos 

sensíveis aos BZs) que compõe o receptor GABAA. Dentre estas quatro possibilidades, há 

fortes indícios de que as duas últimas estejam realmente envolvidas no processo de 

desacoplamento e, assim, influenciando a tolerância ocasionada pela exposição crônica aos 

BZs (Heninger et al., 1990; Kang e Miller, 1991; Zhao et al., 1994; Brown e Bristow, 1996; 

Johnston et al., 1998; Holt et al., 1999; Schimitt et al., 2001; Biggio et al., 2003). 
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Em resumo, esta hipótese farmacodinâmica sugere que a tolerância estaria associada a 

uma diminuição progressiva na atividade dos BZs no complexo do receptor GABAA. 

Entretanto, tais alterações ao nível dos receptores GABAA não seriam o único mecanismo 

envolvido na expressão de tolerância farmacológica (Stephens, 1995; Hutchinson et al., 1996; 

Pratt et al., 1998). Neste sentido, uma segunda hipótese farmacodinâmica postula que a ação 

inicial de uma droga seria atenuada progressivamente pelo recrutamento de mecanismos 

compensatórios que levariam à perda do efeito da droga (Allison e Pratt, 2003). Se esta idéia 

alternativa e/ou complementar for considerada para a tolerância aos efeitos comportamentais 

dos BZs, um aumento na neurotransmissão excitatória glutamatérgica2 seria o mecanismo 

compensatório supostamente envolvido (Stephens, 1995; Bonavita et al., 2003). Esta 

sensibilização na transmissão excitatória neutralizaria a facilitação na transmissão inibitória 

GABAérgica induzida pela administração repetida de BZs (Allison e Pratt, 2003). Esta 

hipótese explicaria também os sinais de abstinência de natureza excitatória, tais como 

ansiedade exacerbada e diminuição no limiar convulsivo, observados quando o tratamento 

com BZs é descontinuado (Elliot e White, 2000; Izzo et al., 2001). Nesta circunstância, a 

sensibilização compensatória na transmissão excitatória não estaria mais sendo re-equilibrada 

pela facilitação da atividade GABAérgica (para revisão ver Allison e Pratt, 2003). 

 

1.2.1.2.2 Envolvimento do glutamato na tolerância aos efeitos de drogas 

A excitabilidade basal dos circuitos neuroniais resulta do equilíbrio entre os inputs 

inibitório e excitatório, que são representados principalmente pelo GABA e glutamato, 

respectivamente. Portanto, intervenções farmacológicas que aumentem o input inibitório (ex: 

administração de BZs) produzirão conseqüências similares àquelas que reduzem o input 

                                                
2 Os principais aspectos deste sistema de neurotransmissão tais como seus receptores, sua distribuição e funções 
no SNC estão descritos no Apêndice B. 
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excitatório (ex: antagonistas glutamatérgicos). De fato, grande parte dos efeitos 

comportamentais produzidos pelos BZs é compartilhado com os antagonistas glutamatérgicos, 

em especial os do receptor ionotrópico do tipo NMDA (Stephens, 1995). Por exemplo, 

antagonistas NMDA produzem um efeito ansiolítico de magnitude semelhante ao dos BZs 

quando avaliados em modelos experimentais de ansiedade (Dunn et al., 1989; Guimarães et 

al., 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001; Bertoglio e Carobrez, 2003). 

Levando em consideração as similaridades entre os efeitos comportamentais dos 

antagonistas NMDA e dos BZs, será que alterações adaptativas na transmissão glutamatérgica 

estariam de fato envolvidas na tolerância farmacológica aos efeitos dos BZs? Em relação a 

esta questão, alguns trabalhos vêm demonstrando que a co-administração de antagonistas 

NMDA (ex: CPP, MK-801) impedem o desenvolvimento de tolerância ao efeito sedativo 

(Steppuhn e Turski, 1993; File e Fernandes, 1994), anticonvulsivo (Koff et al., 1997), mas 

não ao efeito ansiolítico de BZs (Fernandes e File, 1999). Este último resultado é intrigante já 

que estes dois grupos de drogas possuem uma atividade ansiolítica aguda, como relatado 

anteriormente. No entanto, se considerarmos que o efeito ansiolítico do ACPC, um agonista 

parcial do receptor de glicina do tipo B que compartilha dos efeitos comportamentais de 

antagonistas NMDA, sofre tolerância por si só (Przegalinski et al., 1999), torna-se evidente 

que outra ferramenta experimental deveria ser utilizada para a investigação do papel do 

glutamato na expressão de tolerância ao efeito ansiolítico de drogas.  

Em resumo, ainda que não tenhamos evidências conclusivas da contribuição do 

glutamato na expressão de tolerância aos BZs, em especial ao efeito ansiolítico, esta hipótese 

farmacodinâmica merece investigações futuras, uma vez que ela parece mesmo contribuir 

para a tolerância aos efeitos destas, e de outras, drogas que atuam no complexo do receptor 

GABAA (Chandler et al., 1998; Jang et al., 1998, 1999; Van Sickle et al., 2002). 
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1.3 TOLERÂNCIA E APRENDIZAGEM 

A seção anterior descreve alterações neuroquímicas e moleculares que ocorrem em 

resposta ao tratamento crônico com BZs e tenta correlacioná-las com as evidências 

comportamentais de tolerância farmacológica. Entretanto, o desenvolvimento de tolerância 

também parece envolver aspectos de aprendizagem (Goudie, 1990; Kalant, 1998; Siegel et al., 

2000). Neste sentido, a contribuição da aprendizagem e a importância do contexto na qual a 

droga é administrada para a tolerância estão incorporados numa análise que enfatiza os 

princípios do condicionamento clássico que foi descrito inicialmente por Pavlov (1927). 

Através deste condicionamento, pistas ambientais específicas que estão presentes no momento 

da administração da droga tornar-se-iam associadas aos efeitos da droga (Lê et al., 1979; 

Siegel, 1987). Como resultado, elas, por si só, induziriam respostas compensatórias que 

minimizariam/neutralizariam o desequilíbrio na homeostase produzido pela droga (Siegel e 

Larson, 1996; Woods e Ramsay, 2000).  

Vários efeitos comportamentais de drogas realmente sofrem tolerância por envolverem 

uma aprendizagem associativa (Vogel-Sprott, 1997; Kalant, 1998; Siegel et al., 2000). Por 

exemplo, observou-se um grau de ataxia e/ou de hipotermia menor ao etanol, pentobarbital ou 

clordiazepóxido num ambiente associado previamente com a administração destas drogas, 

quando comparado àquele associado ao do controle (Chen, 1968; Lê et al., 1979; McCusker e 

Brown, 1990; Mackenzie-Taylor e Rech, 1993; White et al., 2002). É interessante notar 

também a expressão de tolerância cruzada nestas circunstâncias. Isto é, ratos tolerantes à 

droga “A” num determinado contexto ambiental exibirão tolerância cruzada à droga “B” se a 

droga “B” for administrada neste contexto, mas não se ela for administrada em outro contexto 

(Wenger et al., 1978, 1986; El-Ghundi et al., 1989). Por outro lado, se após o 

desenvolvimento de tolerância à droga introduzirmos um novo estímulo (ex: som branco; 
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Siegel e Larson, 1996), ou retirarmos uma pista que estava presente na situação experimental 

(Larson e Siegel, 1998), não observaremos mais a tolerância. Além disso, se o contexto 

ambiental, no qual a tolerância se desenvolveu, for apresentado na ausência da droga 

observaremos alterações comportamentais opostas àquelas da droga (Staiger e White, 1988; 

Goudie, 1990). 

Se considerarmos que a aprendizagem influencia o desenvolvimento de tolerância 

farmacológica, não é surpresa que esta última deixe de se manifestar quando intervimos com 

processos de aprendizagem. A abordagem experimental deste assunto tem adotado várias 

estratégias e pode ser exemplificada pelo bloqueio da tolerância para alguns dos efeitos 

comportamentais do etanol (Campanelli et al., 1988; Bitran e Kalant, 1993; Wu et al., 1993; 

Khanna et al., 1993, 1994; Zaleski et al., 2001; Wazlawik e Morato, 2003). 

A realização de uma tarefa sobre o efeito de uma droga (prática intoxicada) também 

pode facilitar o desenvolvimento de tolerância farmacológica (LeBlanc et al., 1973; Holloway 

et al., 1988; Lê et al., 1989; Khanna et al., 1994; Kalant, 1998). Por exemplo, observou-se 

tolerância ao efeito atáxico do etanol em ratos que tinham sido tratados repetidamente com 

esta droga antes, mas não depois, de desempenhar uma tarefa que proporcionava uma 

recompensa (Chen, 1968). Neste contexto, segundo Kalant (1998), ainda é tema de debate se 

a prática intoxicada meramente acelera a ocorrência da tolerância que se desenvolveria mais 

lentamente na sua ausência, ou se ela emprega um mecanismo qualitativamente distinto 

daquele que está envolvido quando são administradas doses maiores de etanol, mas sem a 

realização de qualquer tarefa comportamental. 

Apesar da relevância destes resultados, a contribuição destes fatores para a tolerância 

farmacológica ao efeito ansiolítico de drogas ainda não foi alvo de investigações científicas. 

Em contrapartida, a investigação e o entendimento de outro fenômeno relacionado, no qual a 
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pré-exposição ao modelo animal de ansiedade do labirinto em cruz elevado (LCE) abole o 

efeito ansiolítico de drogas durante a re-exposição, vem recebendo atenção crescente por parte 

de vários laboratórios de pesquisa brasileiros e estrangeiros. Este comprometimento do efeito 

ansiolítico de drogas induzido pela pré-exposição no LCE foi observado inicialmente em 

camundongos (Lister, 1987) e denominado de one-trial tolerance (File et al., 1990). 

 

1.4 FENÔMENO DE ONE-TRIAL TOLERANCE (OTT) 

O LCE é um modelo pré-clínico útil ao estudo das bases biológicas da ansiedade (File, 

1992; Rodgers e Cole, 1994; Rodgers, 1997), à triagem de novas drogas com potencial 

terapêutico (Handley e McBlane, 1993; Dawson e Tricklebank, 1995) e para avaliar se as 

modificações genéticas do tipo transgênica, knock-out ou knock-in influenciam os 

comportamentos relacionados à ansiedade (Weiss et al., 2000; Belzung e Griebel, 2001; 

Clement et al., 2002). Ele se baseia na aversão natural de roedores (ex: ratos e camundongos) 

por espaços abertos (Treit et al., 1993) e tem sido validado através de critérios 

comportamentais e farmacológicos (Pellow et al., 1985; Lister, 1990). Neste contexto, drogas 

ansiolíticas (ex: BZs) aumentam seletivamente a exploração nos braços abertos do LCE. Mais 

especificamente, elas aumentam significativamente a porcentagem de tempo (%TA) e de 

entradas (%EA), e reduzem comportamentos de avaliação de risco (ex: tentativas de entrar 

nos braços abertos), sem, no entanto, alterar a atividade exploratória geral que é representada 

pelo número de entradas nos braços fechados (para revisão ver Rodgers e Cole, 1994). 

Em relação às conseqüências da pré-exposição ao modelo do LCE, sobre as respostas 

comportamentais e farmacológicas obtidas durante a re-exposição, um grande número de 

estudos tem demonstrado que ela provoca um aumento na esquiva dos braços abertos 

(redução significativa da %TA e/ou da %EA) e compromete o efeito ansiolítico de drogas 
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(fenômeno de OTT), caracterizado pela ausência de um aumento significativo na exploração 

dos braços abertos (File et al., 1990; File e Zangrossi, 1993; Rodgers e Shepherd, 1993; 

Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002a, b, c, 2003, 2004; Canto-de-

Souza, et al. 2002). A Tabela 2 compila a demonstração do fenômeno de OTT ao efeito 

ansiolítico de drogas durante a re-exposição de ratos/camundongos no LCE. Observa-se a 

ocorrência do fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico de vários BZs (clordiazepóxido, 

diazepam e midazolam), tanto em ratos como em camundongos. A predominância de estudos 

envolvendo BZs reflete, provavelmente, não apenas sua importância e utilidade no tratamento 

dos transtornos de ansiedade, mas também seu uso como drogas ansiolíticas padrão em 

modelos animais de ansiedade (Rodgers, 1997). Neste contexto, seria interessante investigar a 

ocorrência deste fenômeno ao efeito ansiolítico de drogas que atuam em outros sítios de 

ligação do complexo do receptor GABAA, bem como àquelas que atuam em outros sistemas 

de neurotransmissão, tal como o do glutamato. 

Várias hipóteses foram propostas para explicar o fenômeno de OTT. Dentre as quais 

podemos destacar aquela que o atribuiu a uma mudança qualitativa na natureza do estado 

emocional do animal gerado nas sessões do LCE (Rodgers e Shepherd, 1993; Holmes e 

Rodgers, 1998). De acordo com esta hipótese, a resposta de medo incondicionado evocada na 

primeira exposição se transformaria em uma resposta de esquiva aprendida durante a re-

exposição, contra a qual os BZs seriam ineficazes (File, 1993; File et al., 1993; Bertoglio e 

Carobrez, 2002c; Cruz-Morales et al., 2002). Neste sentido, poder-se-ia presumir que um 

prejuízo de sua aquisição manteria o efeito ansiolítico de drogas durante a re-exposição no 

LCE.  

Por fim, ainda que não seja o escopo deste trabalho, é interessante observar que a pré-

exposição ao modelo experimental de ansiedade das quatro-placas (four-plate; Hascoet et al., 
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1997), da esquiva ao odor de gato (McGregor e Dielenberg, 1999), ou da caixa claro/escuro 

(Holmes et al., 2001) também compromete o efeito ansiolítico de BZs, conforme observado 

na re-exposição. Por outro lado, tem-se relatado que a pré-exposição no LCE sensibilizaria os 

animais ao efeito ansiogênico (Holmes e Rodgers, 2003) ou ansiolítico (Gower et al., 2003; 

Rodgers et al., 2003) de drogas. Em vista destes resultados, cunhou-se o termo one-trial 

sensitization para designar este último fenômeno (Rodgers et al., 2003).  

Tabela 2. Comprometimento do efeito ansiolítico de drogas observado na sessão teste de 

ratos pré-expostos ao modelo do labirinto em cruz elevado (fenômeno de one-trial tolerance). 

Autor (es) do estudo científico Espécie Droga, dose (mg/kg), via de 
administração 

 Lister, 1987 Camundongo CDP (5, 10), IP 
 File, 1990 Rato CDP (7.5), IP 
 File et al., 1990 Rato CDP (7.5), IP 
 Rodgers et al., 1992 Camundongo DZ (2.0, 4.0), IP 
 File et al., 1992 Rato CDP (7.5), IP 
 File, 1993 Rato Fenobarbital (35), IP 
 File, 1993 Rato CDP (7.5), IP 
 Treit et al., 1993 Rato DZ (2.0), IP 
 File et al., 1993 Rato CDP (7.5), IP 
 Rodgers e Shepherd, 1993 Rato  DZ (2.0, 4.0), IP 
 File e Zangrossi, 1993 Rato CDP (7.5), IP 
 Gonzalez e File, 1997 Rato MDZ (0.001), IC 
 File et al., 1998 Rato CDP (2.5), IP 
 File et al., 1999 Rato CDP (5.0), IP 
 Holmes e Rodgers, 1999 Camundongo CDP (10.0), IP 
 Pereira et al., 1999 Rato CDP (5.0), IP 
 Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni, 2000 Rato DZ (2.0), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2002a Rato Etanol (1200-1400), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2002a Rato Fenobarbital (20-60), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2002c Rato MDZ (0.25-1.0), IP 
 Canto-de-Souza et al., 2002 Camundongo WAY-100635 (0.003), IC 
 Cruz-Morales et al., 2002 Rato MDZ (1.0), IP 
 Frussa-Filho e Ribeiro, 2002 Rato CDP (5.0), IP 
 Nunes-de-Souza et al., 2002 Camundongo WAY-100635 (0.003), IC 
 Rodgers et al., 2002 Camundongo CDP (7.5), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2003 Rato MK-801 (0.06), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2003 Rato HA-966 (3.0), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2003 Rato Memantina (8.0), IP 
 Dal-Cól et al., 2003 Rato MDZ (1.5), IP 
 Escarabajal et al., 2003 Rato CDP (8.0), IP    
 Bertoglio e Carobrez, 2004 Rato MDZ (0.5), IP 
 Bertoglio e Carobrez, 2004 Rato Memantina (8.0), IP 

Legenda: CDP, clordiazepóxido; DZ, diazepam; MDZ, midazolam; IP, intraperitoneal; IC, 

intracerebral. 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Conforme relatado na seção introdutória, a administração de drogas ansiolíticas 

produz um aumento seletivo e significativo na exploração dos braços abertos do LCE durante 

a sessão teste de ratos/camundongos sem, mas não com, pré-exposição ao modelo do LCE. 

Este fenômeno de one-trial tolerance (OTT) tem sido relatado para benzodiazepínicos (BZs), 

drogas que aumentam a atividade dos receptores GABAA. Entretanto, ele ainda não foi 

investigado de forma sistemática ao efeito ansiolítico de outras drogas. Além disso, apesar da 

considerável atenção direcionada ao entendimento e/ou prevenção deste fenômeno, este 

assunto ainda permanece em debate. 

Baseado nestes fatos, este trabalho foi delineado para caracterizar a tolerância ao efeito 

ansiolítico de drogas induzida pela pré-exposição ao modelo do LCE. Para tanto, os seguintes 

objetivos específicos, alocados em três blocos de experimentos, foram propostos: 

1. Verificar os efeitos comportamentais de drogas que facilitam a atividade dos 

receptores GABAA (midazolam, etanol e fenobarbital), ou que reduzem a 

atividade dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA/Glicina-B (MK-801, 

HA-966 e memantina), em ratos com ou sem pré-exposição ao modelo do LCE; 

2.  Examinar os efeitos comportamentais da administração repetida de midazolam, 

ou memantina, em ratos sem pré-exposição ao modelo do LCE; 

3. Analisar os efeitos da administração de escopolamina, uma droga que prejudica 

a aprendizagem, sobre o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do midazolam, 

ou da memantina, durante a sessão teste de ratos pré-expostos no LCE. 
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3. ETAPAS EXPERIMENTAIS 

3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS 

3.1.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 270-350 g, com 13-16 semanas de 

idade na época dos experimentos, alojados em grupos de 5 ou 6 por caixa (50 x 30 x 15 cm), 

sob um ciclo claro:escuro de 12 h (início da fase clara às 7:00 h), em ambiente com 

temperatura controlada (22 ± 2 °C) e com livre acesso a comida e água. Para adaptação às 

condições do laboratório, os animais foram deslocados do biotério central 48 h antes da 

realização dos experimentos. As sessões experimentais foram conduzidas durante a fase clara 

do ciclo, entre 13:00 e 17:00 h. 

 

3.1.2 Aparato e condições experimentais 

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi construído em madeira e consistia de dois braços 

abertos, com 50 x 10 cm, contendo uma proteção de 1 cm ao longo de seu perímetro, opostos 

a dois braços fechados, com 50 x 10 x 40 cm, elevados em 50 cm do solo. A área de junção 

dos quatro braços (plataforma central) media 10 x 10 cm. A superfície do labirinto foi pintada 

com resina preta impermeável, com o objetivo de evitar a impregnação de urina. 

Os experimentos foram realizados em ambiente com baixa luminosidade (44 lux), 

sendo que os comportamentos dos animais, no LCE, foram registrados por uma câmera de 

vídeo acoplada a um videocassete instalado na sala adjacente à sala de experimentos. Após a 

exposição de cada rato no LCE, ele foi limpo com água e papel toalha. 

 

3.1.3 Medidas comportamentais registradas no LCE 

A medida dos parâmetros comportamentais foi realizada através das fitas de vídeo 
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gravadas durante os experimentos. O grau de concordância entre a análise repetida de uma 

mesma fita, obtida pelo mesmo analisador (intra-observer reliability), foi • 95 %. 

Os parâmetros analisados durante as sessões no LCE foram o número de entradas 

nos braços abertos e nos braços fechados, o tempo de permanência na plataforma central, 

nos braços abertos e nos braços fechados (foi considerada uma entrada quando as quatro 

patas do animal estavam no interior do braço). Estes dados foram utilizados para calcular a 

porcentagem de entradas {%EA, [entradas braços abertos / (entradas braços abertos + 

entradas braços fechados)] x 100} e de tempo de permanência nos braços abertos [%TA, 

(tempo braços abertos / 300) x 100]. Além disso, registrou-se o número de tentativas de 

entrar nos braços abertos (colocação da cabeça do rato, mais 1, 2 ou 3 patas, no braço 

aberto, com posterior retorno à posição original), realizadas a partir dos braços fechados ou 

da plataforma central. 

 

3.1.4 Considerações éticas 

 Este estudo adotou procedimentos experimentais que estão de acordo com as 

normas da Sociedade Brasileira de Neurociência e Comportamento, e que foram 

aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Santa Catarina 

(23080.006712/2002-65/UFSC). 
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3.2 EFEITOS DE DROGAS QUE FACILITAM A ATIVIDADE DOS RECEPTORES 

GABAA, OU QUE REDUZEM A ATIVIDADE DOS NMDA/GLICINAB, DURANTE A 

SESSÃO TESTE 3 DE RATOS COM OU SEM PRÉ-EXPOSIÇÃO NO LCE 

 

3.2.1 Drogas 

 Soluções injetáveis de midazolam (Dormonid®, Roche, Brasil) ou fenobarbital 

(Fenocris, Pharmacon, Brasil) foram diluídas em salina 0.9 %, que, sozinha, serviu de 

solução controle. O volume administrado via intraperitoneal foi de 1.0 ml/kg. O etanol (Vetec, 

Brasil) também foi diluído em salina, para uma concentração final de 20 % p/v, mas o volume 

administrado foi de 6.0 ml/kg. É adequado salientar que este volume de injeção, embora 

acima do utilizado normalmente, está dentro dos valores encontrados na literatura pertinente 

(Ferreira et al., 2000; White et al., 2002). Em relação a seleção das doses do etanol e do 

fenobarbital, ela foi baseada em estudos prévios que avaliaram o efeito ansiolítico destas 

drogas (Pellow et al., 1985; Johnston e File, 1989; Ferreira et al., 2000). 

MK-801 [dizocilpina; (maleato de 5R,10S)-(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo-

ciclohepteno-5,10-imina, Sigma-RBI, EUA], HA-966 [(±)-3-amino-1-OH-2-pirrolidona, 

Sigma-RBI, EUA] e memantina (1-amino-3,5-dimetiladamantano, Sigma-RBI, EUA) foram 

dissolvidos em salina 0.9 %, sendo que o volume de administração adotado foi de 1.0 ml/kg. 

A seleção de doses foi baseada em estudos-piloto realizados em nosso laboratório. 

 

3.2.2 Protocolo experimental 

Experimento 1. Efeitos do midazolam  em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

Cento e oito ratos foram divididos em dois grupos: 1) ratos com pré-exposição no LCE 

                                                
3 “sessão teste” representa a sessão na qual os ratos com ou sem exposição prévia no LCE recebem as drogas. 
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por 5 minutos, 48 h antes (n = 58); e 2) ratos sem pré-exposição no LCE (n = 50). Cada grupo 

foi subdividido em cinco (n = 10-13), designados de acordo com o tratamento realizado antes 

da sessão teste: 1) salina; 2) midazolam 0.125 mg/kg; 3) midazolam 0.25 mg/kg; 4) 

midazolam 0.5 mg/kg; e 5) midazolam 1.0 mg/kg. O intervalo entre a injeção sistêmica e a 

sessão teste no LCE foi de 30 minutos. 

 

Experimento 2. Efeitos do confinamento prévio em um dos braços abertos, ou em um dos 

fechados, do LCE sobre a eficácia ansiolítica do midazolam na sessão teste 

 Cento e cinqüenta e cinco ratos foram divididos em três grupos, de acordo com o tipo 

de pré-exposição realizada 48 h antes da sessão teste: 1) LCE por 5 minutos, 2) confinamento 

em um dos braços abertos (CBA) por 5 minutos, e 3) confinamento em um dos braços 

fechados (CBF) por 5 minutos. O CBA e o CBF foram obtidos com a instalação de uma 

barreira na saída de um braço aberto ou fechado, respectivamente, do LCE. 

No dia da sessão teste, cada um dos três grupos de ratos foi subdividido em cinco (n = 

9-13), designados conforme o tratamento realizado: 1) salina; 2) midazolam 0.125 mg/kg; 3) 

midazolam 0.25 mg/kg; 4) midazolam 0.5 mg/kg; e 5) midazolam 1.0 mg/kg. O intervalo 

entre a injeção sistêmica e a sessão teste no LCE foi de 30 minutos. 

 

Experimento 3. Efeitos do etanol em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

Cento e dois ratos foram divididos em dois grupos: 1) ratos com pré-exposição no LCE, 

48 h antes da sessão teste (n = 54), e 2) ratos sem pré-exposição no LCE (n = 48). Cada grupo 

foi subdividido em quatro (n = 10-16), designados conforme o tratamento realizado antes da 

sessão teste: 1) salina; 2) etanol 1.0 g/kg; 3) etanol 1.2 g/kg; e 4) etanol 1.4 g/kg. O intervalo 

entre a injeção sistêmica e a sessão teste foi de 30 minutos. 
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Experimento 4. Efeitos do fenobarbital em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

Noventa e quatro ratos foram divididos em dois grupos: 1) ratos com pré-exposição no 

LCE, 48 h antes da sessão teste (n = 51), e 2) ratos sem pré-exposição no LCE (n = 43). Cada 

grupo foi subdividido em quatro (n = 10-14), designados conforme o tratamento realizado 

antes da sessão teste no LCE: 1) salina; 2) fenobarbital 20 mg/kg; 3) fenobarbital 40 mg/kg; e 

4) fenobarbital 60 mg/kg. O intervalo entre a injeção sistêmica e a sessão teste no LCE foi de 

30 minutos. 

 

Experimento 5. Efeitos do MK-801, HA-966 ou da memantina em ratos com ou sem pré-

exposição ao modelo do LCE 

Cento e cinqüenta e cinco ratos foram divididos em dois grupos: 1) ratos pré-expostos 

no LCE, 48 h antes da sessão teste (n = 78), e 2) ratos sem pré-exposição no LCE (n = 77). 

Cada grupo foi subdividido em sete (n = 10-13), designados conforme o tratamento realizado 

antes da sessão teste no LCE: 1) salina; 2) MK-801 0.03 mg/kg; 3) MK-801 0.06 mg/kg; 4) 

HA-966 1.5 mg/kg; 5) HA-966 3.0 mg/kg; 6) memantina 4.0 mg/kg; e 7) memantina 8.0 

mg/kg. O intervalo entre a injeção sistêmica e a sessão teste foi de 30 minutos. 

 

3.2.3 Análise estatística 

Os dados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) de duas vias 

(Experimentos 1, 3, 4 e 5, pré-exposição no LCE x tratamento; Experimento 2, tipo de pré-

exposição x tratamento). Os perfis comportamentais dos ratos controle (salina), provenientes 

dos Experimentos 1 e 2, foram analisados pela ANOVA de uma via (grupo). Em comparações 

posteriores foi adotado o teste de Newman-Keuls, sendo que o nível de significância adotado 

foi p<0.05. Todas as análises estatísticas foram efetuadas através do programa Statistica® 
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(StatSoft Inc., Tulsa, Okla., USA). 

 

3.2.4 Resultados 

Os perfis comportamentais de ratos controle, que diferiam no tipo de pré-exposição 

realizada 48 h antes, obtidos na sessão teste estão ilustrados na Tabela 3. A ANOVA revelou 

um efeito do tipo de pré-exposição para o parâmetro %TA [F(3,39) = 5.2; p<0.005], sendo 

que a análise post-hoc revelou uma redução na %TA no grupo LCE-2, quando comparado ao 

grupo LCE-1 (Tabela 3). Tanto o CBA como o CBF não foram capazes de reduzir este 

parâmetro comportamental na sessão teste, quando comparado ao grupo LCE-1. 

 

Tabela 3. Perfil comportamental de ratos sem pré-exposição (LCE-1), com pré-exposição no 

LCE (LCE-2), pré-confinados em um dos braços abertos (CBA) ou em um dos braços 

fechados (CBF) do LCE, na sessão teste. Os dados estão representados como média ± E.P.M. 

                                   GRUPO 
Parâmetro comportamental 

LCE-1 LCE-2 CBA CBF 

 Tempo braços abertos (%) 28.2 ± 3.4 14.4 ± 1.8* 19.3 ± 2.6 22.9 ± 2.8 

 Entradas braços abertos (%) 45.5 ± 3.8 33.0 ± 2.2 34.1 ± 3.9 40.2 ± 4.4 

 Número de tentativas 9.7 ± 0.8 12.2 ± 1.4 12.7 ± 2.2 8.7 ± 1.0 

 Entradas braços fechados 8.6 ± 0.5 9.3 ± 0.5 9.8 ± 0.5 9.4 ± 0.6 

* p<0.05 vs. o grupo LCE-1. 

 

Experimento 1. Efeitos do midazolam em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

ANOVA revelou uma interação da pré-exposição no LCE com o tratamento, para os 

parâmetros %TA [F(8,98) = 9.6; p<0.00001] e EF [F(8,98) = 5.4; p<0.001]. Além disso, um 

efeito da pré-exposição, ou do tratamento, foi identificado pela ANOVA para a %EA [F(4,98) 

= 7.7; p<0.00001 e F(2,98) = 62.2; p<0.00001, respectivamente], mas só detectou-se um 

efeito da pré-exposição para o NT [F(4,98) = 7.4; p< 0.00001].  
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Conforme ilustrado na Fig. 1, observou-se um aumento na exploração dos braços 

abertos, representados como %TA e %EA, nas doses de 0.25, 0.5 e 1.0 mg/kg de midazolam, 

durante a sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE (Fig. 1A-B). Já nos grupos de ratos 

pré-expostos observou-se um aumento na esquiva aos braços abertos, caracterizado pela 

redução na %TA, quando comparado aos grupos sem pré-exposição, e o comprometimento do 

aumento na exploração dos braços abertos do LCE após a administração de midazolam na 

sessão teste. Em relação aos parâmetros de NT e de EF, o midazolam (0.5 mg/kg) reduziu o 

NT no grupo de ratos sem pré-exposição no LCE (Fig. 1C), ao passo que as EF foram 

reduzidas especificamente pela dose de 1.0 mg/kg de midazolam (Fig. 1D). 

 

Experimento 2. Efeitos do CBA ou do CBF sobre a eficácia do midazolam na sessão teste no 

LCE 

ANOVA revelou uma interação do tipo de pré-exposição com o tratamento, para os 

parâmetros %TA [F(8,148) = 2.2; p<0.001] e EF [F(8,148) = 5.4; p<0.001]. Além disso, um 

efeito do tipo de pré-exposição, ou do tratamento, foi identificado para a %EA [F(4,148) = 

17.4; p<0.00001 e F(2,148) = 11.2; p<0.00001, respectivamente] e para o NT [F(4,148) = 5.3; 

p<0.01 e F(2,148) = 10.2; p<0.00001, respectivamente]. 

Conforme ilustrado na Fig. 2, ainda que nos grupos pré-expostos ao modelo do LCE 

nenhuma das doses de midazolam tenha aumentado a %TA e/ou a %EA na sessão teste (Fig. 

2A-B), tal aumento na exploração dos braços abertos foi observado nos grupos CBA tratados 

antes da sessão teste com midazolam, nas doses de 0.5 e 1.0 mg/kg, e nos grupos CBF 

tratados com midazolam (0.25-1.0 mg/kg) (Fig. 2A-B). Entretanto, o midazolam reduziu, nas 

doses de 0.5 e 1.0 mg/kg, as EF nos grupos que foram pré-expostos no LCE ou CBF durante a 

sessão teste (Fig. 2D). Em relação ao NT, apenas a dose de 0.5 mg/kg de midazolam foi capaz 
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de reduzir este parâmetro comportamental na sessão teste do grupo que foi pré-exposto no 

LCE (Fig. 2C). 

 

Experimento 3. Efeitos do etanol em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

ANOVA revelou uma interação da pré-exposição no LCE com o tratamento, para os 

parâmetros %TA [F(3,94) = 3.6; p<0.02], %EA [F(3,94) = 4.8; p<0.01] e NT [F(3,94) = 3.2; 

p<0.03]. O teste post-hoc revelou, conforme ilustrado na Fig. 3, que o etanol aumentou a 

exploração nos braços abertos (Fig. 3A-B), e reduziu o NT (Fig. 3C), nas doses de 1.2 e 1.4 

g/kg, durante a sessão teste de ratos sem pré-exposição ao LCE. Já nos grupos de ratos pré-

expostos observou-se um aumento na esquiva dos braços abertos, caracterizado pela redução 

na %TA quando comparado aos grupos sem pré-exposição no LCE (Fig. 3A), e 

comprometimento do aumento na exploração dos braços abertos do LCE (Fig. 3A-B), ou da 

redução do NT (Fig. 3C), após a administração de etanol na sessão teste.  

 

Experimento 4. Efeitos do fenobarbital em ratos com ou sem pré-exposição no LCE 

ANOVA revelou uma interação da pré-exposição no LCE com o tratamento, para os 

parâmetros %TA [F(3,86) = 7.4; p<0.0002], %EA [F(3,86) = 2.7; p<0.05] e NT [F(3,86) = 

3.5; p<0.02]. A análise post-hoc revelou, conforme ilustrado na Fig. 4, que o fenobarbital 

aumentou a exploração nos braços abertos (Fig. 4-B), e reduziu o NT (Fig. 4C), em todas as 

doses testadas (20-60 mg/kg) antes da sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE. Em 

contraste, nos grupos de ratos pré-expostos no LCE observou-se um aumento na esquiva dos 

braços abertos, caracterizado pela redução na %TA se comparado aos grupos sem pré-

exposição no LCE (Fig. 4A), e comprometimento do aumento na exploração dos braços 

abertos do LCE (Fig 4A-B), bem como na redução do NT (Fig. 4C), após a administração de 
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fenobarbital na sessão teste. 

A Fig. 5 representa o perfil minuto a minuto da %TA, produzido pelo midazolam (0.25 

mg/kg), etanol (1.2 g/kg) ou fenobarbital (40 mg/kg) durante a sessão teste de ratos com ou 

sem pré-exposição no LCE. A re-exposição no LCE (LCE-2) daqueles grupos de ratos que 

receberam uma destas drogas pré-LCE-1 também está ilustrada. ANOVA, seguida do teste de 

Newman-Keuls, revelou uma redução na %TA no final da sessão teste (quarto e quinto 

minuto) de ratos sem pré-exposição no LCE que foram tratados com salina (Fig. 5A). 

Entretanto, esta medida comportamental se manteve constante nos ratos sem pré-exposição no 

LCE que receberam midazolam (Fig. 5B), etanol (Fig. 5C) ou fenobarbital (Fig. 5D). Em 

relação a sessão teste dos ratos com pré-exposição no LCE, nenhuma alteração 

estatisticamente significativa foi detectada na %TA após a administração de qualquer uma 

destas drogas, sugerindo a ocorrência do fenômeno de OTT (Fig. 5).  

Além disso, o perfil minuto a minuto da %TA obtido durante a re-exposição (LCE-2) 

daqueles grupos que ratos que receberam um destas drogas pré-LCE-1 foi similar ao do grupo 

salina, isto é, o aumento na esquiva dos braços abertos foi observado em todos os grupos, 

independentemente do que foi administrado antes da primeira exposição no LCE (Fig. 5). 

 

Experimento 5. Efeitos do MK-801, HA-966 ou memantina em ratos com ou sem pré-

exposição ao modelo do LCE 

ANOVA demonstrou uma interação da pré-exposição no LCE com o tratamento para os 

parâmetros %TA [F(6,141) = 4.7; p<0.0002], %EA [F(6,141) = 3.4; p<0.004] e NT [F(6,141) 

= 3.9; p<0.002]. A análise posterior revelou um aumento na %TA durante a sessão teste de 

ratos sem pré-exposição no LCE que foram tratados com MK-801 0.06 mg/kg, HA-966 3.0 

mg/kg ou memantina 8.0 mg/kg (Fig. 6A). A %EA também foi aumentada pelo MK-801 0.06 
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mg/kg e memantina 8.0 mg/kg (Fig. 6B), enquanto o NT foi reduzido pela dose de 3.0 mg/kg 

de HA-966 (Tabela 4), no grupo de ratos sem pré-exposição no LCE. Em contraste, exceto 

por um aumento no NT observado no grupo MK-801 0.06 mg/kg, nenhuma das doses de 

drogas testadas alterou os parâmetros comportamentais na sessão teste de ratos que já tinham 

sido pré-expostos no LCE (Fig. 6 e Tabela 4). 

Considerando as diferenças entre os grupos com ou sem pré-exposição no LCE, 

independentemente do tratamento, observou-se uma aumento na esquiva dos braços abertos, 

representado pela redução na %TA e na %EA, nos grupos pré-expostos, quando comparados 

aos sem pré-exposição no LCE (Fig. 6). Por outro lado, estes grupos de ratos pré-expostos ao 

modelo do LCE aumentaram o NT após a administração de MK-801 0.06 mg/kg ou HA-966 

3.0 mg/kg (Tabela 4). 

A Fig. 7 representa o perfil minuto a minuto da %TA, produzido pelo MK-801 (0.06 

mg/kg), HA-966 (3.0 mg/kg) ou memantina (8.0 mg/kg) durante a sessão teste de ratos com 

ou sem pré-exposição no LCE. A re-exposição no LCE (LCE-2) daqueles grupos de ratos que 

receberam uma destas drogas pré-LCE-1 também está ilustrada. ANOVA, seguida do teste de 

Newman-Keuls, revelou uma redução na %TA no final da sessão teste (quarto e quinto 

minuto) de ratos sem pré-exposição no LCE tratados com salina (Fig. 7A). Entretanto, esta 

medida comportamental se manteve constante nos ratos sem pré-exposição no LCE que 

receberam uma destas drogas que reduzem a atividade dos receptores NMDA/Glicina-B (Fig. 

7B-D). Em relação a sessão teste dos grupos com pré-exposição no LCE, nenhuma alteração 

estatisticamente significativa foi detectada na %TA após a administração de qualquer uma 

destas drogas, sugerindo a ocorrência do fenômeno de OTT (Fig. 7).  

Além disso, o perfil minuto a minuto da %TA obtido durante a re-exposição daqueles 

grupos que ratos que receberam uma destas drogas pré-LCE-1 foi similar ao do grupo salina, 
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isto é, o aumento na esquiva dos braços abertos foi observado em todos os grupos, 

independentemente do que foi administrado antes da primeira exposição no LCE  (Fig. 7). 

 

Tabela 4. Efeitos do HA-966, MK-801, ou da memantina, sobre os comportamentos de 

avaliação de risco e de atividade exploratória geral, na sessão teste de ratos com ou sem pré-

exposição no LCE.  

Parâmetro 
comportamental 

Salina HA-966     
1.5 mg/kg  

HA-966        
3.0 mg/kg  

MK-801 
0.03 mg/kg 

MK-801     
0.06 mg/kg 

Memantina   
4.0 mg/kg 

Memantina    
8.0 mg/kg 

Sem pré-exposição        

 Número de tentativas 7.7 ± 0.7 7.8 ± 0.8 4.3 ± 0.5* 6.4 ± 0.5 6.6 ± 0.7 8.4 ± 0.9 6.0 ± 1.1 

 Ent. braços fechados 9.0 ± 0.6 8.6 ± 0.4 7.6 ± 0.4 6.5 ± 0.4 7.0 ± 0.9 9.2 ± 0.4 6.7 ± 1.2 

Com pré-exposição        

 Número de tentativas 8.7 ± 0.9 9.1 ± 1.0 10.6±1.0# 10.0 ± 0.8 12.8±1.2*# 8.8 ± 0.6 8.5 ± 1.1 

 Ent. braços fechados 9.4 ± 0.8 9.6 ± 0.9 10.2 ± 0.7 9.7 ± 0.8 10.6 ± 1.5 8.7 ± 0.7 8.5 ± 0.9 

*p<0.05 vs. o respectivo grupo salina;  
#p<0.05 vs. o respectivo grupo sem pré-exposição no LCE. 
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Fig. 1 Efeitos do midazolam (MDZ; 0.125-1.0 mg/kg), sobre comportamentos relacio-

nados à ansiedade (A e B), avaliação de risco (C) ou atividade exploratória geral (D), 

durante a sessão teste de ratos com (Sim) ou sem (Não) pré-exposição (pré-LCE) no LCE 

(n = 10-13), conforme revelado pela ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os 

dados são representados como média + erro padrão da média (EPM). *p<0.05 vs. o 

respectivo grupo salina; #p<0.05 vs. o respectivo grupo sem pré-LCE. Adaptado de 

Bertoglio e Carobrez (2002c).  
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Fig. 2 Efeitos comportamentais do midazolam (MDZ; 0.125-1.0 mg/kg) na sessão teste de 

ratos que foram pré-expostos no LCE, pré-confinados em um dos braços abertos (CBA) ou 

em um dos braços fechados (CBF) deste modelo experimental de ansiedade. Os dados são 

representados como média + EPM (n = 9-13). *p<0.05 vs. o respectivo grupo salina. 

Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2002c).  
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Fig. 3 Efeitos comportamentais do etanol (ETA; 1.0-1.4 g/kg) durante a sessão teste de 

ratos com (Sim) ou sem (Não) pré-exposição (pré-LCE) ao modelo do LCE. Os dados são 

representados como média + EPM (n = 10-16). *p<0.05 vs. o respectivo grupo salina; 
#p<0.05 vs. o respectivo grupo sem pré-LCE. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2002a).  
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Fig. 4 Efeitos comportamentais do fenobarbital (FENO; 20-60 mg/kg) durante a sessão 

teste de ratos com (Sim) ou sem (Não) pré-exposição (pré-LCE) ao modelo do LCE. Os 

dados são representados como média + EPM (n = 10-14). *p<0.05 vs. o respectivo grupo 

salina; #p<0.05 vs. o respectivo grupo sem pré-LCE. Adaptado de Bertoglio e Carobrez 

(2002a).  
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Fig. 5 Perfil minuto a minuto dos efeitos do midazolam (0.25 mg/kg), etanol (1.2 g/kg) ou 

fenobarbital (40 mg/kg), sobre a porcentagem de tempo de permanência nos braços 

abertos (%TA), na sessão teste de ratos com (traçado com triângulos) ou sem (traçado 

com círculos) pré-exposição ao modelo do LCE (pré-LCE). A re-exposição (LCE-2) 

daqueles grupos de ratos que receberam uma destas drogas pré-LCE-1 também está 

ilustrada (traçados com quadrados). Os dados são representados como média (n=10-15). 

*p<0.05 vs. o respectivo primeiro minuto.  
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Fig. 6 Efeitos do MK-801 (0.03 e 0.06 mg/kg), HA-966 (1.5 e 3.0 mg/kg), ou da 

memantina (4.0 e 8.0 mg/kg), durante a sessão teste de ratos com (Sim) ou sem (Não) pré-

exposição ao modelo do LCE. Os dados são representados como média + EPM (n = 10-

14). *p<0.05 vs. o respectivo grupo salina; #p<0.05 vs. o respectivo grupo sem pré-

exposição no LCE. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2003).  
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Fig. 7 Perfil minuto a minuto dos efeitos do MK-801 (0.06 mg/kg), HA-966 (3.0 mg/kg) 

ou da memantina (8.0 mg/kg), sobre a porcentagem de tempo de permanência nos braços 

abertos (%TA), na sessão teste de ratos com (traçado com triângulos) ou sem (traçado 

com círculos) pré-exposição ao modelo do LCE (pré-LCE). A re-exposição (LCE-2) 

daqueles grupos de ratos que receberam uma destas drogas pré-LCE-1 também está 

ilustrada (traçados com quadrados). Os dados são representados como média (n=10-14). 

*p<0.05 vs. o respectivo primeiro minuto. 
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3.2.5 Discussão 

No Experimento 1 demonstramos que o midazolam produziu, na dose de 0.25 mg/kg, 

um aumento seletivo na exploração dos braços abertos, sugerindo um efeito ansiolítico, 

durante a sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE, ao passo que os ratos pré-expostos 

no LCE expressaram um aumento na esquiva dos braços abertos e o fenômeno de OTT ao 

efeito ansiolítico desta droga. Este último resultado corrobora a idéia de que a pré-exposição 

no LCE compromete a eficácia ansiolítica de benzodiazepínicos (BZs; ver Tabela 2), 

provavelmente devido ao fato da resposta emocional gerada durante a re-exposição ao modelo 

do LCE ser qualitativamente diferente daquela gerada na primeira exposição (File e 

Zangrossi, 1993; File et al., 1993; Rodgers e Shepherd, 1993). Além disso, considerando que 

a atividade exploratória geral, representada pelas entradas nos braços fechados (EF), 

permaneceu inalterada na sessão teste de ratos pré-expostos no LCE tratados com 0.25 mg/kg 

de midazolam, nossos resultados descartam a idéia de que o comprometimento do efeito 

ansiolítico de drogas reflita meramente uma habituação locomotora (Dawson et al., 1994). 

O perfil de resultados obtido no Experimento 1 já foi observado com o emprego de 

outros BZs (ver Tabela 2). No entanto, será que a simultaneidade do aumento na esquiva dos 

braços abertos e da expressão do fenômeno de OTT em ratos pré-expostos se dá de forma 

ocasional, ou há uma correlação entre ambos? Com base num estudo anterior de nosso 

laboratório (Bertoglio e Carobrez, 2000), que demonstrou que ratos pré-confinados em um 

dos braços abertos (CBA) ou em um dos braços fechados (CBF) do LCE não adquiriam a 

esquiva dos braços abertos durante a sessão teste no LCE, quando comparados àqueles pré-

expostos no LCE, utilizamos grupos de ratos que diferiam no tipo de pré-exposição ao modelo 

do LCE na tentativa de elucidar esta questão. Nossa hipótese era a seguinte: se existisse uma 

correlação entre ambos, os grupos CBA e CBF não expressariam o fenômeno de OTT ao 
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efeito ansiolítico do midazolam na sessão teste, uma vez que estes grupos não iriam exibir 

uma esquiva aumentada dos braços abertos do LCE. De acordo com os resultados ilustrados 

na Tabela 3, os grupos CBA e CBF realmente não expressaram uma esquiva dos braços 

abertos aumentada na sessão teste no LCE. Por conseguinte, é somente através da exploração 

comparativa entre os braços abertos e fechados que ocorre um aumento na esquiva dos braços 

abertos, em favor da preferência pelos braços fechados do LCE. Em relação aos efeitos do 

midazolam, enquanto os grupos de ratos pré-expostos no LCE não aumentaram a exploração 

nos braços abertos do LCE sob o efeito desta droga na sessão teste, confirmando o 

desenvolvimento do fenômeno de OTT, os grupos CBA e CBF o fizeram. Assim, propõe-se a 

existência de uma correlação entre o aumento significativo na esquiva dos braços abertos e a 

expressão do fenômeno de OTT, uma vez que a exploração prévia de todo o LCE foi 

necessária para observarmos a perda da eficácia ansiolítica do midazolam na sessão teste. 

Apesar da consistência destes resultados, corroborados por Salum et al., 2003, alguns estudos 

têm mostrado que o comprometimento do efeito ansiolítico de BZs estaria associado somente 

à experiência prévia em um dos braços abertos (File et al., 1990), ou a um dos braços 

fechados, do LCE (Holmes e Rodgers, 1999; Frussa-Filho e Ribeiro, 2002). 

Ainda que tenhamos alguns indícios experimentais de que o fenômeno de OTT ao 

efeito ansiolítico de BZs não seja observado apenas no modelo animal de ansiedade do LCE 

(Hascoet et al., 1997; McGregor e Dielenberg, 1999; Holmes et al., 2001), este assunto ainda 

não foi investigado para outras drogas ansiolíticas que também o fazem pelo aumento na 

função dos receptores GABAA
4. Levando em consideração este fato, investigamos se a pré-

exposição ao modelo do LCE também comprometeria o efeito ansiolítico do etanol, ou do 

fenobarbital, na sessão teste no LCE.  

                                                
4 Na verdade, File (1993) já demonstrou o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do fenobarbital, mas este 
estudo foi realizado com apenas uma dose e a análise não considerou comportamentos de avaliação de risco. 
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Os resultados do Experimento 3 demonstraram que o etanol (1.2 ou 1.4 g/kg) aumentou 

seletivamente a exploração nos braços abertos na sessão teste de ratos sem exposição prévia 

no LCE. Estes resultados confirmam resultados de estudos anteriores que avaliaram o efeito 

ansiolítico desta droga no LCE, tanto em ratos (Criswell et al., 1994; Prunell et al., 1994; 

Ferreira et al., 2000) como em camundongos (Lister, 1987; Hale et al., 1990; Cole et al., 

1999; LaBuda e Hale, 2000). Além disso, de forma semelhante ao relatado em camundongos 

(Cole et al., 1999), observou-se uma redução de comportamentos relacionados à avaliação de 

risco (número de tentativas, NT) após a administração de 1.2 ou de 1.4 g/kg de etanol, 

resultado que reforça o indício de que o etanol produziu um efeito ansiolítico na sessão teste 

de ratos sem pré-exposição ao LCE. 

Em contraste aos resultados descritos acima, um comprometimento do efeito ansiolítico 

do etanol e um aumento na esquiva dos braços abertos foram observados na sessão teste de 

ratos que já haviam sido pré-expostos no LCE, sugerindo que o fenômeno de OTT também 

ocorre ao efeito ansiolítico do etanol. Fato semelhante foi relatado em camundongos tratados 

com etanol (1.75 g/kg) no dia 10, após 9 dias de exposição ao modelo do LCE e 

administração de salina (Cole et al., 1999). Por outro lado, relatou-se um efeito ansiolítico do 

etanol (2.0 g/kg) na sessão teste de camundongos que foram pré-expostos aos testes de 

atividade locomotora, campo aberto e do LCE, por três dias consecutivos (Boerngen-Lacerda 

e Souza-Formigoni, 2000). Em nossa opinião, essa discrepância de resultados, observada 

entre o nosso trabalho e o supracitado, decorreria de algumas diferenças metodológicas 

importantes, tais como duração da sessão no LCE (5 x 3 minutos), tipo de pré-exposição 

(LCE x atividade locomotora, campo aberto e LCE), espécie (ratos x camundongos) e idade 

(13-15 x 6-7 semanas) dos animais testados. Além disso, as mesmas dimensões do LCE foram 

utilizadas nos dois estudos. Entretanto, a maioria dos estudos tem adotado uma versão 
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proporcionalmente menor do LCE quando camundongos são utilizados nos experimentos 

(Espejo, 1997; Holmes e Rodgers, 1998; Cole et al., 1999), conforme inicialmente proposto 

por Lister (1987). Em vista destas diferenças metodológicas, não se pode concluir se estes 

resultados discrepantes refletem uma influência exclusiva da pré-exposição no LCE sobre o 

efeito ansiolítico do etanol. Independentemente do caso, visando não confundir a expressão 

do fenômeno de OTT com o desenvolvimento de tolerância ao efeito ansiolítico do ETA, é 

apropriado relembrar que esta última, dividida em tolerância rápida, aguda ou crônica, é 

definida como a redução na intensidade de seus efeitos farmacológicos ao longo do tempo, 

sendo associada comumente à administração repetida da droga (Chandler et al., 1998; ver 

Tabela 1). Outro fato a ser destacado é que o etanol também interage com receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA (Crews et al., 1996; ver Apêndice B), cujo envolvimento na 

mediação de comportamentos relacionados à ansiedade está bem estabelecido (Bennett e 

Amrick, 1986; Guimarães et al., 1991; Carobrez et al., 2001; Bertoglio e Carobrez, 2003; 

Carobrez, 2003). Desta forma, uma redução na atividade dos receptores NMDA, combinada 

com a facilitação na atividade dos receptores GABAA, poderiam ser a base molecular para o 

efeito ansiolítico do etanol (Chandler et al., 1998). Neste contexto, também é interessante 

considerar o estudo de LaBuda e Fuchs (2002), na qual eles demonstraram que o efeito 

ansiolítico desta droga requer a presença das catecolaminas. 

Em relação aos resultados do Experimento 4, todas as doses de fenobarbital testadas 

(20, 40 ou 60 mg/kg) produziram um aumento seletivo na exploração dos braços abertos, 

indicando um efeito ansiolítico, na sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE. Estes 

resultados corroboram estudos anteriores (Johnston e File, 1989; File, 1993). Observou-se 

também uma redução de comportamentos de avaliação de risco (NT) nestes grupos, resultado 

que reforça a produção de um efeito ansiolítico pelo fenobarbital.  
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Em contraste, ratos pré-expostos no LCE demonstraram uma esquiva dos braços 

abertos aumentada e expressaram o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do fenobarbital na 

sessão teste. File (1993) relatou fato semelhante em ratos tratados com 35 mg/kg de 

fenobarbital e expostos pela segunda vez ao modelo do LCE. Em conjunto, estes resultados 

sugerem que a pré-exposição no LCE também abole o efeito ansiolítico desta droga. 

Conforme ressaltado anteriormente, o efeito ansiolítico do etanol parece resultar da 

combinação do aumento na atividade dos receptores GABAA e da redução na atividade dos 

receptores NMDA/Glicina-B, que por sua vez também estão envolvidos em comportamentos 

relacionados com a ansiedade. Neste contexto, são os antagonistas deste receptor que 

produzem um efeito ansiolítico (Karcz-Kubicha et al., 1997; Carobrez et al., 2001; Carobrez, 

2003). De posse destas informações, tornar-se-ia imperativo investigar o fenômeno de OTT 

ao efeito ansiolítico destas drogas. Para tal finalidade utilizamos três delas: MK-801, 

memantina e HA-966. As duas primeiras são antagonistas que bloqueiam o canal iônico do 

receptor NMDA no estado aberto (para revisão ver Carobrez et al., 2001) e a última é um 

agonista parcial dos receptores da glicina do tipo B, mas seu efeito comportamental 

corresponde ao de um antagonista NMDA (Corbett e Dunn, 1991; Matheus et al., 1994). Os 

resultados obtidos neste quinto experimento estão ilustrados na Tabela 4 e nas Figs. 6 e 7.  

Um aumento seletivo na exploração dos braços abertos, indicando um efeito ansiolítico, 

foi observado durante a sessão teste de ratos que receberam 0.06 mg/kg de MK-801, 3.0 

mg/kg de HA-966 ou 8.0 mg/kg de memantina, antes da primeira exposição ao modelo do 

LCE. Estes resultados obtidos com o MK-801 e o HA-966 corroboram estudos anteriores que 

demonstraram um efeito ansiolítico após a administração sistêmica destas drogas no LCE 

(Dunn et al., 1989; Corbett e Dunn, 1991; Dunn et al., 1992; Karcz-Kubicha et al., 1997). No 

entanto, é adequado ressaltar que alguns estudos têm defendido que estas drogas alteram mais 
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a atividade exploratória geral do que propriamente os comportamentos relacionados à 

ansiedade (Criswell et al., 1994; Jardim e Guimarães, 2001). Em adição, um efeito amnésico 

do MK-801 (doses variando entre 0.15 e 0.4 mg/kg) foi relatado em camundongos submetidos 

à uma versão modificada LCE, desenvolvida para o estudo da aprendizagem e memória (Itoh 

et al., 1991; Hlinak e Krejci, 2000). Todavia, nossos resultados não suportam tais fatos, uma 

vez que nem alterações na atividade exploratória geral, representada pelo número de entradas 

nos braços fechados (Tabela 4), nem prejuízos na aquisição de esquiva dos braços abertos do 

LCE foram observados durante a re-exposição de ratos que receberam estas drogas antes da 

primeira exposição ao modelo do LCE (Fig. 7). Em relação à memantina, esta foi a primeira 

demonstração de sua propriedade ansiolítica em modelos pré-clínicos de ansiedade 5. 

Em contraste aos resultados descritos acima, um comprometimento do efeito ansiolítico 

do MK-801 (0.06 mg/kg), HA-966 (3.0 mg/kg) ou da memantina (8.0 mg/kg), e um aumento 

na esquiva dos braços abertos do LCE, foram observados na sessão teste de ratos pré-expostos 

ao modelo do LCE. Assim, da mesma maneira que observado aos efeitos ansiolíticos do 

midazolam (Fig.1), etanol (Fig. 3) e fenobarbital (Fig. 4), demonstramos o desenvolvimento 

do fenômeno de OTT às drogas que reduzem a neurotransmissão mediada pelos receptores 

NMDA/Glicina-B.  

A análise minuto a minuto do perfil comportamental de roedores submetidos ao modelo 

do LCE tem revelado que uma esquiva dos braços abertos ocorre progressivamente, sendo 

que a partir do terceiro ou quarto minuto da primeira exposição ela já é estatisticamente 

maior, quando comparada ao patamar encontrado no início da sessão (Holmes e Rodgers 

1998; Bertoglio e Carobrez 2002b). Observou-se ainda que o comprometimento do efeito 

ansiolítico de drogas só ocorre durante a sessão teste de ratos que foram pré-expostos no LCE 

                                                
5 Para revisão de outros efeitos farmacológicos da memantina ver Parsons et al. (1999) e/ou Bleich et al. (2003). 
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por pelo menos dois minutos (Dal-Cól et al., 2003). No presente trabalho confirmamos que o 

aumento na esquiva dos braços abertos do LCE já se manifesta após o quarto minuto da 

sessão teste de ratos sem pré-exposição tratados com salina (Figs. 5 e 7). Esta esquiva 

aumentada também foi observada durante a re-exposição (LCE-2) daqueles grupos de ratos 

que receberem uma dose ansiolítica de midazolam, etanol, fenobarbital, MK-801, HA-966 ou 

memantina (Figs. 5 e 7), antes da primeira exposição no LCE (pré-LCE-1), indicando que eles 

adquiriram-na, mas não expressaram-na, uma vez que estavam sob o efeito ansiolítico da 

droga. Além disso, a análise minuto a minuto ratificou o comprometimento do efeito 

ansiolítico destas drogas, que aumentam a atividade dos receptores GABAA e/ou reduzem a 

atividade dos receptores NMDA/Glicina-B, em ratos pré-expostos ao modelo do LCE. 

Em resumo, os principais resultados desta etapa são que: 1) todas as drogas testadas, 

midazolam, etanol, fenobarbital, MK-801, HA-966 ou memantina, produziram um efeito 

ansiolítico na sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE, e 2) em ratos pré-expostos ao 

modelo do LCE, observou-se o comprometimento destes efeitos ansiolíticos (fenômeno de 

OTT) e uma esquiva dos braços abertos do LCE aumentada. Além disso, os resultados desta 

etapa experimental concordam com idéia de que a experiência prévia em todo o LCE seja 

crucial para a expressão de uma esquiva dos braços abertos aumentada e do fenômeno de 

OTT ao efeito ansiolítico de drogas (Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002c, 2003). 
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3.3 ETAPA 2. EFEITOS DA ADMINISTRAÇÃO REPETIDA DE MIDAZOLAM, OU 

MEMANTINA, NA SESSÃO TESTE DE RATOS SEM PRÉ-EXPOSIÇÃO NO LCE 

 

3.3.1 Protocolo experimental 

Experimento 1. Efeitos do midazolam na sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE, 

mas que já foram pré-tratados com midazolam 

Quarenta e três ratos foram divididos em quatro grupos (n = 10-11), de acordo com o 

tratamento (salina [SAL] ou midazolam 0.25 mg/kg) realizado 48 h e 30 minutos antes da 

sessão teste no LCE: 1) SAL-SAL; 2) SAL-midazolam 0.25; 3) midazolam 0.25-SAL; e 4) 

midazolam 0.25- midazolam 0.25. Trinta minutos após a primeira administração de SAL ou 

midazolam (- 48 h), cada rato foi exposto ao contexto ambiental (ex: sala, iluminação, etc), 

mas não ao modelo do LCE, por 5 minutos. Cerca de 48 h depois, estes grupos de ratos pré-

tratados com SAL ou midazolam, mas sem pré-exposição no LCE, foram submetidos ao 

modelo do LCE 30 minutos após uma segunda administração sistêmica de SAL ou midazolam 

(- 30 min).  

 

Experimento 2. Efeitos da memantina na sessão teste de ratos sem pré-exposição no LCE, 

mas que já foram pré-tratados com memantina 

Quarenta ratos foram divididos em quatro grupos (n = 10), de acordo com o tratamento 

(salina [SAL] ou memantina 8.0 mg/kg) realizado 48 h e 30 minutos antes da sessão teste no 

LCE: 1) SAL-SAL; 2) SAL-memantina 8.0; 3) memantina 8.0-SAL; e 4) memantina 8.0- 

memantina 8.0. Trinta minutos após a primeira administração sistêmica de SAL ou 

memantina (- 48 h), cada animal foi exposto ao contexto ambiental, mas não ao modelo do 

LCE, por 5 minutos. Cerca de 48 h depois, estes grupos de ratos pré-tratados com SAL ou 
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memantina, mas sem pré-exposição no LCE, foram submetidos ao LCE 30 minutos após uma 

segunda administração de SAL ou memantina (- 30 min). 

 

3.3.2 Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados pela ANOVA de duas vias (pré-tratamento vs. 

tratamento), seguido do teste de Newman-Keuls (p<0.05). 

 

3.3.3 Resultados 

Experimento 1. Midazolam produziu um efeito ansiolítico na sessão teste de ratos que já 

tinham sido tratados com esta droga, mas não expostos no LCE 

ANOVA revelou um efeito do tratamento na sessão teste para os parâmetros 

comportamentais %TA [F(1,39) =19.16; p<0.0001] e %EA [F(1,39) = 17.16; p<0.0002]. 

Análise posterior demonstrou um aumento na exploração dos braços abertos nos grupos SAL-

midazolam 0.25 e midazolam 0.25-midazolam 0.25, quando comparado respectivamente aos 

grupos SAL-SAL e midazolam 0.25-SAL, (Fig. 8A-B). Nenhuma alteração estatisticamente 

significativa foi detectada pela ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls, para NT e EF 

(Fig. 8C-D).  

 

Experimento 2. Memantina produziu um efeito ansiolítico na sessão teste de ratos que já 

tinham sido tratados com esta droga, mas não expostos ao modelo do LCE 

ANOVA revelou um efeito do tratamento na sessão teste para os parâmetros 

comportamentais %TA [F(1,36) =31.16; p<0.00001], %EA [F(1,36) = 21.12; p<0.0001] e NT 

[F(1,36) = 13.26; p<0.0008]. Análise posterior demonstrou um aumento na %TA e na %EA, e 

uma redução no NT, nos grupos SAL-memantina 8.0 e memantina 8.0-memantina 8.0, 



   

 42 

quando comparado aos grupos SAL-SAL e memantina 8.0-SAL, respectivamente (Fig. 9A-

C). Nenhuma alteração estatisticamente significativa foi detectada para a medida 

comportamental EF (Fig. 9D). 
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Fig. 8 Efeitos do midazolam (MDZ; 0.25 mg/kg) na sessão teste de ratos que já tinham 

sido pré-tratados com 0.25 mg/kg de MDZ, mas não pré-expostos ao modelo do LCE (n 

=10-11). Os dados são representados como média + EPM. *p<0.05 vs. o grupo SAL-

SAL; #p<0.05 vs. o grupo MDZ 0.25-SAL. 
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Fig. 9 Efeitos da memantina (MEM; 8.0 mg/kg) na sessão teste de ratos que já tinham 

sido pré-tratados com 8.0 mg/kg de MEM, mas não pré-expostos ao modelo do LCE (n 

=10). Os dados são representados como média + EPM. *p<0.05 vs. o grupo SAL-SAL; 
#p<0.05 vs. o grupo MEM 8.0-SAL. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2003). 
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3.3.4 Discussão 

Ainda que tenhamos avançado consideravelmente no entendimento das alterações 

comportamentais e farmacológicas (fenômeno de OTT) induzidas pela pré-exposição ao 

modelo do LCE, vários aspectos e questionamentos demandam uma análise mais detalhada. 

Por exemplo, em vista dos resultados apresentados anteriormente, será que o fenômeno de 

OTT é mesmo uma forma de tolerância farmacológica? Para investigar este questionamento 

adotou-se a seguinte estratégia experimental: avaliar o efeito do midazolam (0.25 mg/kg) ou 

da memantina (8.0 mg/kg) durante a primeira exposição ao modelo do LCE, em ratos pré-

tratados com uma destas drogas e pré-expostos ao contexto ambiental, mas não no LCE em si.  

De acordo com os resultados ilustrados nas figuras 8 e 9, nota-se que ambas, 

administração repetida de droga e pré-exposição ao ambiente experimental, foram incapazes 

de induzir o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do midazolam ou da memantina, uma vez 

que observamos um aumento na exploração dos braços abertos e uma redução de 

comportamentos de avaliação de risco em ratos submetidos ao LCE após a administração 

repetida destas drogas. Por conseguinte, o fenômeno de OTT estaria relacionado à exposição 

repetida ao modelo do LCE, e não à administração repetida de drogas. Vai ao encontro desta 

idéia o fato de que a perda do efeito ansiolítico de drogas observado na re-exposição no LCE 

independe se foi ou não administrada droga antes da primeira exposição (Lister, 1987; File et 

al., 1990; Rodgers e Shepherd 1993; entretanto, ver Escarabajal et al., 2003 6).  

Desta forma, alguns dos aspectos que contribuem à tolerância farmacológica não 

parecem estar envolvidos na expressão do fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico de drogas. 

Esta ressalva é feita porque a aprendizagem participaria destes dois eventos, tolerância 

farmacológica e fenômeno de OTT, como será demonstrado a seguir. 

                                                
6 Este trabalho demonstrou que a pré-exposição no LCE sobre o efeito do clordiazepóxido, ou da buspirona, era 
capaz de prevenir o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do clordiazepóxido durante a re-exposição. 
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3.4 ETAPA 3. EFEITOS DA ESCOPOLAMINA SOBRE O FENÔMENO DE “OTT” AO 

EFEITO ANSIOLÍTICO DO MIDAZOLAM, OU DA MEMANTINA 

 

3.4.1 Drogas 

Hidrobrometo de escopolamina (RBI, USA) foi dissolvido em salina (solução controle). 

O volume administrado sistemicamente foi de 1.0 ml/kg. A seleção de doses foi baseada na 

literatura pertinente (Bertoglio e Carobrez, 2002c, 2003; De-Mello e Carobrez, 2002). 

 

3.4.2 Protocolo experimental 

Experimento 1. Efeitos da administração de escopolamina sobre o desempenho de ratos no 

LCE 

Cento e trinta e sete ratos foram divididos em três grupos, de acordo com o momento no 

qual a escopolamina foi administrada: 1) 30 minutos antes da primeira exposição no LCE 

(pré-LCE-1; n= 69); 2) imediatamente após a primeira exposição no LCE (pós-LCE-1; n= 

32); e 3) 30 minutos antes da segunda exposição ao modelo do LCE (pré-LCE-2; n= 36), 

realizada 48 h depois da primeira sessão. Cada grupo foi subdividido em quatro (grupos pré-

LCE-1 = 14-20 ratos; grupos pós-LCE-1 e pré-LCE-2 = 8-10 ratos), designados conforme o 

tratamento realizado: 1) salina; 2) escopolamina 0.5 mg/kg; 3) escopolamina 1.0 mg/kg; e 4) 

escopolamina 1.5 mg/kg. 

 

Experimento 2. Efeitos do midazolam durante a re-exposição (LCE-2) de ratos que 

receberam escopolamina antes da primeira exposição no LCE (pré-LCE-1) 

Oitenta e quatro ratos foram divididos em quatro grupos, de acordo com o tratamento 

realizado 30 minutos pré-LCE-1: 1) salina (n = 19); 2) escopolamina 0.5 mg/kg (n = 19); 3) 
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escopolamina 1.0 mg/kg (n = 16); e 4) escopolamina 1.5 mg/kg (n = 18). Cada grupo foi 

subdividido em dois, designados conforme o tratamento administrado antes do LCE-2 (48 h 

após o LCE-1): 1) salina; e 2) midazolam 0.5 mg/kg. O intervalo entre a injeção sistêmica de 

midazolam e o LCE-2 foi de 30 minutos. 

 

Experimento 3. Efeitos do midazolam durante a re-exposição (LCE-2) de ratos que 

receberam escopolamina imediatamente após a primeira exposição no LCE (pós-LCE-1) 

Setenta e um ratos foram divididos em quatro grupos (n= 16-19), de acordo com o 

tratamento sistêmico realizado pós-LCE-1: 1) salina; 2) escopolamina 0.5 mg/kg; 3) 

escopolamina 1.0 mg/kg; e 4) escopolamina 1.5 mg/kg. Cada grupo foi subdividido em dois, 

designados conforme o tratamento administrado antes do LCE-2 (48 h depois do LCE-1): 1) 

salina; e 2) midazolam 0.5 mg/kg. O intervalo entre a injeção sistêmica de midazolam e o 

LCE-2 foi de 30 minutos. 

 

Experimento 4. Efeitos da memantina durante a re-exposição (LCE-2) de ratos que 

receberam escopolamina antes da primeira exposição no LCE (pré-LCE-1) 

Trinta e sete ratos foram alocados em dois grupos (n= 18-19), de acordo com o 

tratamento realizado 30 minutos pré-LCE-1: 1) salina; e 2) escopolamina 1.5 mg/kg. Cada 

grupo foi subdividido em dois, designados conforme o tratamento realizado antes do LCE-2 

(48 h após o LCE-1): 1) salina; e 2) memantina 8.0 mg/kg. O intervalo entre a injeção 

sistêmica de memantina e o LCE-2 foi de 30 minutos. 

 

3.4.3 Análise estatística 

Os dados foram analisados pela ANOVA de duas vias, sendo que no Experimento 1 os 
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fatores foram momento da injeção e tratamento, enquanto nos Experimentos 2, 3 e 4, eles 

foram pré-tratamento e tratamento. Em relação ao perfil minuto a minuto da porcentagem de 

tempo de permanência nos braços abertos (%TA), ele foi analisado pela ANOVA de três vias 

com medidas repetidas (pré-tratamento x tratamento x tempo). Sempre que pertinente estas 

análises foram seguidas do teste de Newman-Keuls (p<0.05). 

 

3.4.4 Resultados 

Experimento 1. Efeitos da administração de escopolamina sobre o desempenho de ratos no 

LCE 

A Tabela 5 ilustra os efeitos comportamentais da administração de escopolamina antes 

da primeira (pré-LCE-1) ou da segunda (pré-LCE-2) exposição ao modelo do LCE, enquanto 

a Tabela 6 representa as conseqüências no LCE-2 do tratamento realizado com escopolamina 

pré-LCE-1 ou pós-LCE-1.  

ANOVA demonstrou um efeito do momento da injeção ou do tratamento para o 

parâmetro %TA [F(3,161) = 37.57; p<0.00001 e F(3,161) = 2.89; p<0.04, respectivamente]. 

Análise posterior desta medida comportamental revelou que todas as doses de escopolamina 

testadas aumentaram-na durante o LCE-1, mas não no LCE-2 (Tabela 5). ANOVA também 

demonstrou uma interação do momento da injeção com o tratamento para os parâmetros NT 

[F(9,161) = 3.15; p<0.002] e EF [F(9,161) = 2.11; p<0.04], sendo que as comparações 

posteriores revelaram uma redução nestas medidas comportamentais nos grupos tratados com 

0.5 e 1.5 mg/kg de escopolamina pré-LCE-1, mas não pré-LCE-2 (Tabela 5). Em relação às 

conseqüências no LCE-2 da administração pré-LCE-1 ou pós-LCE-1 de escopolamina, 

nenhum dos comportamentos avaliados foi alterado significativamente (Tabela 6). 

A Fig. 10 ilustra os efeitos minuto a minuto da administração de escopolamina (0.5-1.5 
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mg/kg) pré-LCE-1 ou pré-LCE-2, sobre a %TA, enquanto a Fig. 11 representa as 

conseqüências do tratamento com escopolamina, realizado pré-LCE-1 ou pós-LCE-1, sobre 

esta medida comportamental no LCE-2.  

ANOVA revelou uma interação entre os fatores pré-tratamento x tratamento x tempo 

para o parâmetro %TA [F(36,588) = 2.19; p<0.0001]. Através de análise posterior observou-

se uma redução na %TA no quarto e quinto minuto, quando comparado ao primeiro minuto, 

no grupo LCE-1 tratado com salina (Fig. 10A). Em contraste, todas as doses de escopolamina 

administradas pré-LCE-1 aumentaram esta medida comportamental entre o segundo e o 

quinto minuto, quando comparado ao seu respectivo minuto inicial. De forma semelhante, a 

escopolamina aumentou a %TA entre o segundo e o quinto minuto, se comparado ao 

respectivo minuto no grupo salina (Fig. 10A). Por outro lado, nenhuma alteração 

estatisticamente significativa foi detectada em ratos administrados com escopolamina pré-

LCE-2 (Fig. 10B). Com relação às conseqüências da administração de escopolamina, 

realizada pré-LCE-1 ou pós-LCE-1, no LCE-2, um aumento na %TA foi observado no 

primeiro minuto do LCE-2 no grupo de ratos que foram pré-tratados com 1.5 mg/kg de 

escopolamina pré-LCE-1 (Fig. 11A). 

 

Experimento 2. Efeitos do midazolam no LCE-2 de ratos que receberam escopolamina pré-

LCE-1 

Uma interação do pré-tratamento com o tratamento foi detectada para os parâmetros 

%TA [F(3,76) = 3.02; p<0.04] e %EA [F(3,76) = 3.25; p<0.03], sendo que estas duas 

medidas comportamentais foram aumentadas pelo midazolam 0.5 mg/kg no LCE-2 de ratos 

tratados com 1.5 mg/kg de escopolamina antes do LCE-1 (Fig. 12A-B). Em relação ao NT, a 

ANOVA demonstrou um efeito do tratamento [F(1,76) = 23.96; p<0.00001]. Análise 
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posterior revelou uma redução neste parâmetro para o grupo pré-tratado com escopolamina 

1.5 mg/kg pré-LCE-1 e com midazolam pré-LCE-2 (Fig. 12C). 

 

Experimento 3. Efeitos do midazolam no LCE-2 de ratos que receberam escopolamina pós-

LCE-1 

Nenhuma alteração significativa nos parâmetros comportamentais avaliados no LCE-2 

de ratos pré-tratados com escopolamina (0.5-1.5 mg/kg) imediatamente após o LCE-1 foi 

detectada pela ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls (Fig. 13). 

 

Experimento 4. Efeitos da memantina no LCE-2 de ratos que receberam escopolamina pré-

LCE-1 

Uma interação do pré-tratamento com o tratamento foi detectada para os parâmetros 

%TA [F(1,33) = 5.78; p<0.03] e %EA [F(1,33) = 7.10; p<0.02], sendo que estas duas 

medidas comportamentais foram aumentadas pela memantina 8.0 mg/kg no LCE-2 de ratos 

tratados com 1.5 mg/kg de escopolamina pré-LCE-1 (Fig. 14A-B). Em relação ao NT, a 

ANOVA demonstrou um efeito do tratamento [F(1,33) = 4.81; p<0.04]. Análise posterior 

demonstrou uma redução neste parâmetro no grupo pré-tratado com escopolamina antes do 

LCE-1 e com memantina antes do LCE-2 (Fig. 14C). 

A Fig. 15 ilustra o perfil minuto a minuto da %TA, produzido pelo midazolam 0.5 

mg/kg ou pela memantina 8.0 mg/kg no LCE-2 daqueles grupos de ratos pré-tratados com 1.5 

mg/kg de escopolamina antes do LCE-1. Para o midazolam, a ANOVA detectou interações 

entre os fatores pré-tratamento x tratamento [F(1,44) = 4.68; p<0.04] ou tratamento x tempo 

[F(4,176) = 5.98; p<0.002], sendo que a análise post-hoc revelou um aumento no primeiro 

minuto do LCE-2 no grupo salina que foi pré-tratado com escopolamina antes do LCE-1 (Fig. 
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15A). O midazolam administrado pré-LCE-2 também aumentou a %TA entre o primeiro e o 

segundo minuto no grupo de ratos que recebeu 1.5 mg/kg de escopolamina pré-LCE-1 (Fig. 

15B).  

Com relação à memantina, a ANOVA revelou interações entre os fatores pré-

tratamento x tratamento [F(1,32) = 6.36; p<0.02] ou tratamento x tempo [F(4,128) = 7.05; 

p<0.00001], sendo que a análise posterior demonstrou um aumento no primeiro minuto do 

LCE-2 no grupo salina que recebeu escopolamina 1.5 mg/kg pré-LCE-1 (Fig. 15C). Já a 

memantina administrada pré-LCE-2 aumentou a %TA entre o primeiro e o terceiro minuto no 

grupo de ratos que recebeu 1.5 mg/kg de escopolamina antes do LCE-1 (Fig. 15D).  

 

Tabela 5. Efeitos comportamentais da escopolamina (ESC; 0.5-1.5 mg/kg) antes da primeira 

(pré-LCE-1) ou da segunda (pré-LCE-2) exposição de ratos no LCE. Os dados estão 

representados como média ± E.P.M. 

Medida comportamental Salina ESC 0.5 mg/kg  ESC 1.0 mg/kg  ESC 1.5 mg/kg  

Pré-LCE-1     

 Tempo aberto (%) 31.4 ± 3.5 57.2 ± 6.6 * 54.6 ± 6.7 * 54.9 ± 7.8 * 

 Entradas aberto (%) 34.5 ± 2.8 57.4 ± 5.8 49.2 ± 5.2 54.4 ± 7.5 

 Número de tentativas 9.8 ± 0.9 3.1 ± 0.7 * 6.3 ± 0.8 4.3 ± 1.0 * 

 Entradas fechado 8.6 ± 0.6 4.3 ± 0.4 * 5.9 ± 1.0 4.1 ± 0.8 * 

Pré-LCE-2     

 Tempo aberto (%) 8.4 ± 3.6 15.4 ± 5.0 10.5 ± 5.6 11.9 ± 6.3 

 Entradas aberto (%) 16.6 ± 5.6 21.9 ± 5.3 8.8 ± 3.0 14.9 ± 8.0 

 Número de tentativas 8.1 ± 0.8 11.7 ± 2.6 12.1 ± 2.4 12.4 ± 2.0 

 Entradas fechado 7.6 ± 0.7 9.3 ± 1.4 8.0 ± 0.8 7.1± 0.8 

* p<0.05 vs. respectivo grupo salina.  
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Tabela 6. Conseqüências da administração prévia de escopolamina (ESC), antes (pré-LCE-1) 

ou imediatamente depois (pós-LCE-1) da primeira exposição no LCE, sobre os parâmetros 

comportamentais avaliados no LCE-2. Os dados estão representados como média ± E.P.M.  

Medida comportamental Salina ESC 0.5 mg/kg  ESC 1.0 mg/kg  ESC 1.5 mg/kg  

Pré-LCE-1     

 Tempo aberto (%) 15.4 ± 2.5 28.6 ± 5.5 23.6 ± 7.0 31.0 ± 8.3 

 Entradas aberto (%) 20.9 ± 3.0 34.7 ± 5.5 29.5 ± 4.9 34.1 ± 8.2 

 Número de tentativas 12.6 ± 0.9 10.9 ± 1.2 10.9 ± 1.0 10.7 ± 1.5 

 Entradas fechado 10.6 ± 0.7 8.6 ± 0.5 9.2 ± 0.6 7.9 ± 0.5 

Pós-LCE-1     

 Tempo aberto (%) 14.0 ± 3.2 12.9 ± 4.2 18.8 ± 5.0 12.2 ± 3.3 

 Entradas aberto (%) 22.5 ± 2.4  29.2 ± 7.2 24.1 ± 3.7 26.1 ± 5.0 

 Número de tentativas 7.9 ± 0.7 6.4 ± 1.3 9.9 ± 0.7 9.0 ± 1.0 

 Entradas fechado 9.4 ± 1.2 5.8 ± 0.9 7.5 ± 0.5  7.8 ± 0.8 
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Fig. 10 Perfil minuto a minuto dos efeitos da escopolamina (ESC; 0.5-1.5 mg/kg), sobre a 

%TA, durante a primeira (LCE-1; A) ou segunda (LCE-2; B) exposição no LCE. Os 

dados são representados como média (grupos LCE-1, n = 14-20; grupos LCE-2, n = 8-10). 
#p<0.05 vs. o primeiro minuto no grupo salina; +p<0.05 vs. o respectivo minuto no grupo 

salina, ou quando comparado ao primeiro minuto no mesmo grupo, independentemente da 

dose de ESC. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2004). 
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Fig. 11 Conseqüências da administração prévia de escopolamina (0.5-1.5 mg/kg), antes 

(pré-LCE-1; A) ou imediatamente após (pós-LCE-1; B) a primeira exposição no LCE 

(LCE-1), sobre a %TA, durante a re-exposição (LCE-2) de ratos no LCE. Os dados são 

representados como média (grupos pré-LCE-1, n = 14-20; grupos pós-LCE-1, n = 8-10). 

*p<0.05 vs. respectivo minuto no grupo salina. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2004). 
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Fig. 12 Efeitos do midazolam (MDZ; 0.5 mg/kg) durante a re-exposição (LCE-2) de ratos 

que foram pré-tratados com escopolamina (0.5-1.5 mg/kg) 30 minutos antes da primeira 

exposição no LCE (pré-LCE-1). Os dados são representados como média + EPM (n = 8-

10). *p<0.05 vs. o respectivo grupo salina; Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2004). 
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Fig. 13 Efeitos comportamentais do midazolam (MDZ; 0.5 mg/kg) durante a re-exposição 

(LCE-2) de ratos que foram pré-tratados com escopolamina (0.5-1.5 mg/kg) 

imediatamente após a primeira exposição ao modelo do LCE (pós-LCE-1). Os dados são 

representados como média + EPM (n = 8-10). Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2004). 
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Fig. 14 Efeitos da memantina (8.0 mg/kg) durante a re-exposição (LCE-2) de ratos que 

foram pré-tratados com 1.5 mg/kg de escopolamina 30 minutos antes da primeira 

exposição no LCE (pré-LCE-1). Os dados são representados como média + EPM (n = 10-

13). *p<0.05 vs. o respectivo grupo salina; #p<0.05 vs. o grupo que recebeu salina pré-

LCE-1 e MEM pré-LCE-2. 
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Fig. 15 Perfil minuto a minuto dos efeitos do midazolam (MDZ; 0.5 mg/kg) ou da 

memantina (MEM; 8.0 mg/kg), sobre a porcentagem de tempo de permanência nos braços 

abertos, durante a re-exposição (LCE-2) de ratos pré-tratados com 1.5 mg/kg de 

escopolamina (ESC) 30 minutos antes da primeira exposição no LCE (pré-LCE-1). Os 

dados são representados como média (n = 10-12). *p<0.05 vs. o respectivo minuto no 

grupo salina. Adaptado de Bertoglio e Carobrez (2004). 
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3.4.5 Discussão 

A pré-exposição ao modelo do LCE influencia as respostas comportamentais e 

farmacológicas obtidas durante a re-exposição neste modelo experimental de ansiedade. Neste 

sentido, conforme demonstrado anteriormente, há evidências experimentais de uma correlação 

entre elas, uma vez que o comprometimento do efeito ansiolítico de drogas (fenômeno de 

OTT) só foi observado em ratos que expressaram uma esquiva dos braços abertos aumentada 

(Bertoglio e Carobrez, 2002c). A sensibilização desta aversão dos braços abertos do LCE 

refletiria a aquisição (aprendizagem) de uma resposta de esquiva inibitória, desencadeada pela 

exploração de uma área (braços abertos) potencialmente perigosa (Bertoglio e Carobrez, 

2000). Na realidade, se avaliarmos o perfil comportamental obtido durante a exploração do 

LCE através de uma análise minuto a minuto, observaremos que esta preferência pelos braços 

fechados já se expressa progressivamente durante a primeira sessão no LCE. De fato, vários 

estudos vêm demonstrando um aumento estatisticamente significativo na esquiva dos braços 

abertos após o terceiro minuto da primeira sessão, que se mantém ao longo da re-exposição no 

LCE (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2002b).  

Mecanismos colinérgicos vêm sendo implicados em processos de aprendizagem e 

memória (Deutsch, 1971; Bartus et al., 1985). De relevância para a presente análise estão os 

trabalhos que demonstram que drogas anticolinérgicas, tal como a escopolamina, um 

antagonista não-seletivo dos receptores muscarínicos, prejudicam a fase de aquisição do 

processo de aprendizagem, conforme demonstrado através da utilização de vários protocolos 

experimentais (Zanotti et al., 1986; McNaughton e Morris, 1987; Bolhuis et al., 1988; Aigner 

et al., 1991; Itoh et al., 1991; De-Mello e Carobrez, 2002). 

Com base nestes fatos, a seguinte hipótese foi formulada: se uma forma de 

aprendizagem aversiva ocorre ao longo da primeira exposição ao modelo do LCE, e desta 
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aprendizagem emerge um tipo de resposta que é qualitativamente diferente da inicial e 

insensível aos ansiolíticos, então seria possível prejudicar/impedir tal aprendizagem e, assim, 

restabelecer o efeito ansiolítico de drogas durante a re-exposição no LCE. Para testar esta 

hipótese, optou-se pela escopolamina como ferramenta farmacológica para induzir um 

prejuízo de aprendizagem (Hagan e Morris, 1988; Aigner et al., 1991; De-Mello e Carobrez, 

2002), e pelo midazolam e memantina como representantes de grupos de drogas ansiolíticas 

que atuam por mecanismos distintos, ou seja, um aumento na função dos receptores GABAA 

ou pela redução na atividade dos receptores NMDA/Glicina-B, respectivamente.  

De acordo com os resultados do Experimento 1, ainda que a administração de 

escopolamina pré-LCE-1, mas não pós-LCE-1 ou pré-LCE-2, tenha aumentado a %TA e 

reduzido o número de tentativas (NT), o que poderia sugerir um efeito do tipo ansiolítico, 

também se observou um concomitante efeito geral sobre o comportamento exploratório. Isto 

é, nas doses de 0.5 e 1.5 mg/kg a escopolamina também reduziu o número de entradas nos 

braços fechados (EF), o que reforça a idéia de que o aumento na exploração dos braços 

abertos tenha resultado de uma interferência com a atividade exploratória geral (Tabela 5). 

Embora nem todas estas medidas comportamentais tenham sido alteradas significativamente 

pela dose intermediária de escopolamina testada (1.0 mg/kg), ao menos uma tendência 

(0.05<p<0.10) foi observada. Baseado nestes resultados e na literatura pertinente (De-Mello e 

Carobrez, 2002), sugerimos que a escopolamina prejudicou a aquisição de informações/dicas 

relacionadas ao ambiente espacial do LCE, tais como onde estão as áreas relativamente 

seguras (braços fechados) ou potencialmente perigosas (braços abertos) neste modelo 

experimental, o que impediu o desenvolvimento de uma resposta aversiva relacionada à 

exploração dos braços abertos do LCE. De forma semelhante, tem-se relatado que a 

escopolamina prejudica a aquisição de tarefas específicas em diversos modelos animais de 
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aprendizagem e memória, tais como o da esquiva passiva (Zanotti et al., 1986), do labirinto 

aquático (McNaughton e Morris, 1987), do labirinto radial (Bolhuis et al., 1988), da 

alternância espontânea (Parsons e Gold, 1992), do labirinto em T-elevado (De-Mello e 

Carobrez, 2002) e do LCE, mas aquele que adota um protocolo modificado para o estudo 

destes processos (Itoh et al., 1991; Miyazaki et al., 1995).  

A idéia de que a escopolamina prejudica a estratégia de exploração do modelo do LCE 

foi confirmada pela análise minuto a minuto do parâmetro %TA. Conforme ilustrado na Fig. 

10, enquanto os ratos tratados com salina expressaram o aumento esperado na esquiva dos 

braços abertos por volta do quarto minuto do LCE-1 (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers, 

1998; Bertoglio e Carobrez, 2002b), aqueles tratados com ESC aumentaram a exploração nos 

braços abertos. Além disso, os grupos que receberam escopolamina pré-LCE-1 exibiram um 

perfil diferente dos controles no LCE-2, realizado sem a administração de drogas (Fig. 11). 

De fato, na dose de 1.5 mg/kg a escopolamina interferiu com a exploração inicial (primeiro 

minuto) dos braços abertos durante a segunda exposição ao modelo do LCE, sugerindo assim 

uma aprendizagem dependente de estado. Em contraste, nem a administração de 

escopolamina pós-LCE-1 nem pré-LCE-2 alteraram esta medida comportamental durante o 

LCE-2. O primeiro resultado corrobora um estudo anterior (Rodgers et al., 1996) enquanto 

este último foi a primeira investigação dos efeitos da escopolamina no LCE-2 a ser feita. Por 

fim, em concordância com este último resultado está o fato de que o prejuízo na 

aprendizagem induzido pela escopolamina, e por outras drogas amnésicas (Bannerman et al., 

1995; Saucier e Cain, 1995), só se manifesta em ratos sem pré-exposição ao modelo do 

labirinto aquático (Saucier et al., 1996). Em conjunto, estes resultados indicam que os déficits 

de aprendizagem produzidos pela escopolamina ocorreram essencialmente em decorrência de 

um prejuízo na etapa de aquisição do processo de aprendizagem. 
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Se considerarmos que a visão é um dos fatores que desencadeia a aversão dos braços 

abertos do LCE (Martínez et al., 2002), uma hipótese inicial que explicaria o possível 

mecanismo pelo qual a escopolamina prejudica o desenvolvimento de esquiva dos braços 

abertos do LCE estaria relacionada à seus efeitos sobre a acuidade visual (Soffie e Lamberty, 

1987; Aigner et al., 1991; Jones e Higgins, 1995). Neste contexto, tem-se defendido também 

que a escopolamina afeta processos atencionais (Dunne e Hartley, 1986; Blokland, 1996; 

Mintzer e Griffiths, 2003). Levando em consideração estes fatos, uma questão pertinente 

emerge: os efeitos cognitivos da escopolamina são ofuscados pelas interferências não-

cognitivas desta droga, ou tais déficits cognitivos são efeitos distinguíveis? Neste sentido, um 

estudo recente demonstrou que a escopolamina prejudicava a aquisição/retenção de uma 

memória visual não-espacial, mas tais resultados não decorriam de efeitos não-mnemônicos, 

tais como prejuízos na discriminação ou atividade locomotora (Andersen et al., 2002). Em 

vista de nossos resultados, entretanto, alguns destes fatores não podem ser descartados. Na 

verdade, esperar-se-ia que todos eles fossem importantes para o processo cognitivo. Por 

conseguinte, acreditamos que foi adequado o emprego da escopolamina como ferramenta 

farmacológica para atingir nosso objetivo, que era prejudicar o desenvolvimento de uma 

estratégia comportamental visando prevenir o fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico de 

drogas no LCE-2. 

 De fato, conforme revelado pelos resultados dos Experimentos 2 e 4, a administração 

de escopolamina (1.5 mg/kg) pré-LCE-1 restabeleceu o efeito ansiolítico do midazolam (0.5 

mg/kg) e da memantina (8.0 mg/kg) no LCE-2, respectivamente, uma vez que observamos um 

aumento na %TA e na %EA, bem como uma redução no NT, em comparação ao grupo salina. 

A análise minuto a minuto desta sessão experimental (Fig. 15) revelou que o grupo 

escopolamina/salina expressou um aumento na exploração dos braços abertos no início do 



   

 63 

LCE-2, mas a magnitude do efeito produzido pelas drogas (grupos escopolamina/midazolam e 

escopolamina/memantina) foi significativamente maior. Assim, a escopolamina preveniu o 

fenômeno de OTT, provavelmente de forma semelhante ao observado após a administração de 

uma dose amnésica (10 vezes a dose ansiolítica) de clordiazepóxido (File et al., 1990). 

Conforme ressaltado anteriormente, um tipo de aprendizagem parece ocorrer ao longo da 

primeira exposição ao modelo do LCE (File et al, 1990; Rodgers et al., 1992). Esta 

aprendizagem fundamentaria a mudança qualitativa na natureza da resposta comportamental 

observada durante a exploração subseqüente do LCE (File e Zangrossi, 1993; Treit et al., 

1993; Holmes e Rodgers, 1998) e, conseqüentemente, a sensibilidade a droga nesta sessão 

experimental (File, 1993; File et al., 1993; Bertoglio e Carobrez, 2002a,c; Cruz-Morales et 

al., 2002; Bertoglio e Carobrez, 2003). Com base nestes fatos, sugerimos que a aprendizagem 

aversiva, que modificaria a qualidade do estado emocional gerado no LCE-2, foi 

suficientemente prejudicada pela administração de escopolamina pré-LCE-1, levando à 

manutenção do efeito ansiolítico do midazolam e da memantina. Ainda neste contexto, a 

administração de escopolamina pós-LCE-1 (Experimento 3) não foi capaz de restabelecer o 

efeito ansiolítico do midazolam no LCE-2 (Fig. 13), o que confirma a idéia de que a 

escopolamina prejudicou essencialmente o desenvolvimento da estratégia comportamental 

que torna os animais insensíveis à droga no LCE-2. 

Apesar da consistência de nossos resultados, ao menos dois aspectos merecem destaque 

e/ou não podem ser descartados. Inicialmente, em relação à construção do LCE, Fernandes e 

File (1996) relataram que a presença de pequenas proteções (ledges) nos braços abertos reduz 

a sensibilidade aos ansiolíticos no LCE-1, mas a aumenta no LCE-2. Entretanto, nossos 

resultados, bem como aqueles publicados anteriormente (Bertoglio e Carobrez, 2002a,c, 2003; 

Cruz-Morales et al., 2002; Frussa-Filho e Ribeiro, 2002; Dal-Cól- et al., 2003), revelaram 
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justamente o contrário. Segundo, está bem estabelecido que vários outros sistemas de 

neurotransmissão (ex: GABA, glutamato) também regulam os processos de aprendizagem e 

memória (para revisão ver Myhrer, 2003). Em vista destes aspectos, experimentos futuros 

deverão reconciliar eventuais discrepâncias e/ou estabelecer o papel de cada um destes 

neurotransmissores. 

Em resumo, os resultados desta etapa demonstraram que a escopolamina administrada 

pré-LCE-1, mas não pós-LCE-1 ou pré-LCE-2, prejudicou a expressão de uma esquiva dos 

braços abertos aumentada e, conseqüentemente, impediu o futuro comprometimento do efeito 

ansiolítico de drogas no LCE-2 (fenômeno de OTT). 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

Os principais resultados experimentais deste trabalho são que: 1) todas as drogas 

testadas, que aumentam a função dos receptores GABAA (midazolam, etanol e fenobarbital) 

ou que reduzem a função dos receptores NMDA/Glicina-B (MK-801, HA-966 e memantina), 

produziram um aumento seletivo e significativo na %TA e/ou na %EA, indicando um efeito 

ansiolítico, durante a sessão teste de ratos sem pré-exposição ao modelo do LCE; 2) ratos pré-

expostos no LCE exibiram um aumento na esquiva dos braços abertos (redução significativa 

da %TA e/ou da %EA) e expressaram o fenômeno de one-trial tolerance (OTT) ao efeito 

ansiolítico destas drogas, caracterizado pelo comprometimento do aumento significativo na 

%TA e/ou %EA, durante a sessão teste; 3) ratos que receberam escopolamina pré-LCE-1, mas 

não pós-LCE-1, deixaram de expressar tanto o aumento na esquiva dos braços abertos como o 

fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico do midazolam e da memantina durante a re-exposição; 

4) a perda da eficácia ansiolítica (fenômeno de OTT) destas drogas não foi decorrente da 

exposição repetida a elas, mas sim da exposição prévia ao modelo do LCE.  

Considerando que estes resultados foram discutidos isoladamente nas seções anteriores, 

a seguir eles serão analisados conjuntamente na tentativa de esclarecer o (s) mecanismo (s) 

responsável (is) pelas mudanças comportamentais e farmacológicas observadas na re-

exposição ao modelo do LCE. 

A exploração do LCE gera um conflito de aproximação/esquiva (Handley e McBlane, 

1993; Salum et al., 2003), sendo que as drogas ansiolíticas deslocam o equilíbrio deste 

conflito, de esquiva à aproximação (Gray e McNaughton, 2000). Entretanto, a tendência de 

aproximação, ou a propensão de esquiva, deste estímulo depende da experiência prévia 

relacionada com ele. Tendo em mente este fato, sugerimos que o aumento na esquiva dos 

braços abertos e o comprometimento da eficácia ansiolítica de drogas durante a re-exposição 
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ao modelo do LCE denotam que este conflito de aproximação/esquiva não está mais presente 

(Bertoglio e Carobrez, 2003). Em outras palavras, após a exploração inicial de todo o LCE 

ocorreria uma redução na exploração dos braços abertos, provavelmente em conseqüência da 

preferência por áreas relativamente mais seguras (braços fechados) do LCE (Bertoglio e 

Carobrez, 2000). Esta preferência pelos braços fechados não parece representar uma 

habituação na atividade exploratória7, mas sim uma redução do impulso exploratório 

direcionado aos braços abertos. Em adição, a concentração plasmática de corticosterona 

detectada em ratos pré-expostos no LCE continua sendo significativamente maior do que 

aquela do grupo de ratos controle (File et al., 1994). Assim, de acordo com esta perspectiva, o 

fenômeno de OTT refletiria a expressão de comportamentos não-conflitantes que, por 

conseguinte, seriam insensíveis aos ansiolíticos, devido à ausência de um conflito evidente. 

Isto é, ratos pré-expostos no LCE adotariam comportamentos insensíveis aos ansiolíticos 

durante a re-exposição. Vai ao encontro desta idéia a observação de que o efeito ansiolítico do 

clordiazepóxido estava presente na sessão teste de ratos pré-expostos ao modelo do LCE 

quando um novo conflito (ex: luz ou um jato de ar quente) foi introduzido (Pereira et al., 

1999).  

Algumas outras evidências experimentais, mesmo que indiretas, também corroboram 

esta idéia: 1) se prejudicarmos o desenvolvimento desta estratégia comportamental, através da 

administração de escopolamina (1.5 mg/kg) antes da primeira exposição no LCE, nem a 

esquiva dos braços abertos aumentada nem o fenômeno de OTT se manifestarão 

posteriormente, conforme observado na re-exposição ao modelo do LCE (Bertoglio e 

Carobrez, 2004). Em relação ao fenômeno de OTT, um resultado semelhante foi observado 

com a administração de uma dose amnésica de clordiazepóxido (File et al., 1990); 2) se 

                                                
7 Se ocorresse habituação locomotora, observaríamos uma redução no número de entradas nos braços fechados, 
um índice de atividade exploratória geral no LCE. No entanto, isso não ocorre durante a re-exposição no LCE. 
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limitarmos em menos de 2 minutos a pré-exposição no LCE não observaremos o fenômeno de 

OTT ao efeito ansiolítico do midazolam durante a re-exposição de 5 minutos (Dal-Cól et al., 

2003). É importante relembrar que o aumento na esquiva dos braços abertos também requer 

um tempo mínimo (aproximadamente 3-4 minutos) para se manifestar (Rodgers et al., 1996; 

Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2002b). Neste contexto, é intrigante observar 

que o aumento na duração das sessões no LCE, de 5 para 10 minutos, também previne o 

fenômeno de OTT (File et al., 1993; Holmes e Rodgers, 1999). Entretanto, ainda não se 

obteve uma explicação reconciliadora para estes resultados até o presente momento (para 

revisão ver Holmes e Rodgers, 1999).  

Dentre as hipóteses que explicariam a tolerância ao efeito ansiolítico de drogas induzida 

pela exposição prévia no LCE, podemos destacar aquela que a atribuiu a uma mudança 

qualitativa na natureza do estado emocional gerado durante a re-exposição (Rodgers e 

Shepherd, 1993; Holmes e Rodgers, 1998). De acordo com esta hipótese, a resposta de medo 

incondicionado gerada inicialmente alteraria para uma resposta de esquiva aprendida, contra a 

qual os benzodiazepínicos (BZs) seriam ineficazes (File, 1993; File et al., 1993; Bertoglio e 

Carobrez, 2002c; Cruz-Morales et al., 2002). De acordo com nossos resultados, esta idéia 

também poderia explicar o comprometimento do efeito ansiolítico do etanol, fenobarbital, 

MK-801, HA-966 e memantina (Bertoglio e Carobrez, 2002a, 2003), bem como àquele do 

WAY-100635 (Canto-de-Souza et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 2002), um antagonista 

dos receptores serotoninérgicos do tipo 1-A (5-HT1A). Ainda neste contexto, outras evidências 

vêm corroborando esta mudança qualitativa na emoção gerada nas exposições ao modelo do 

LCE. Pode-se exemplificar com os resultados advindos de estudos que empregaram a análise 

fatorial. Através do uso deste método estatístico, observou-se que as medidas 

comportamentais registradas na primeira e segunda exposição ao modelo do LCE se agrupam 
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da mesma forma, mas em fatores distintos (File e Zangrossi, 1993; Fernandes e File, 1996; 

Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio, 2000).  

Apesar da consistência desta argumentação, não se pode descartar o fato de que a pré-

exposição no LCE também produza alterações neuroquímicas/moleculares concomitantes. 

Neste sentido, alguns estudos têm demonstrado que a pré-exposição ao modelo do LCE altera 

o binding de BZs (Chacur et al., 1999), ou sugerido que ela desloca a conformação dos 

receptores BZs para um estado que favorece a ligação de agonistas inversos endógenos 

(Gonzalez e File, 1997). Em conjunto, estes resultados experimentais sugerem uma 

modificação funcional nestes receptores. Entretanto, se considerarmos que o fenômeno de 

OTT também ocorre ao efeito ansiolítico do etanol e do fenobarbital, drogas que interagem 

com os receptores GABAA, mas que não atuam no mesmo sítio de ligação dos BZs, pondera-

se que se alterações adaptativas estiverem realmente ocorrendo, elas não se limitariam apenas 

ao receptor de BZs, mas sim à todo o complexo do receptor GABAA, o que explicaria o 

comprometimento do efeito ansiolítico de benzodiazepínicos, etanol e barbitúricos durante a 

re-exposição de ratos no LCE (Bertoglio e Carobrez, 2002a). Tais alterações adaptativas 

também poderiam estar ocorrendo nos receptores NMDA/Glicina-B (Bertoglio e Carobrez, 

2003). Além disso, com base no mecanismo pelo qual o etanol produz seu efeito ansiolítico 

(Chandler et al., 1998), sugerimos que a pré-exposição ao modelo do LCE abole o efeito 

ansiolítico de drogas que o produzem através da interação com sítios de ligação acoplados em 

ambos os receptores (Bertoglio e Carobrez, 2002a). Neste sentido, poder-se-ia conjecturar que 

a pré-exposição no LCE altera funcionalmente os receptores envolvidos, por exemplo, através 

de uma mudança em seu estado de fosforilação (Tingley et al., 1993 e Brandon et al., 2000), o 

que os tornaria insensíveis a modulação alostérica de drogas que interagem com um de seus 

diversos sítios de ligação. Entretanto, ainda permanece por ser investigado se tais alterações 



   

 69 

funcionais estão mesmo relacionadas com o fenômeno de OTT. De forma semelhante, ainda 

que as evidências experimentais não correlacionem a expressão do fenômeno de OTT com a 

administração repetida de drogas (File, 1990; Cruz-Morales et al., 2002; Bertoglio e 

Carobrez, 2003) e nem ao contexto experimental no qual elas são administradas ou no qual 

são realizados os experimentos (Rodgers et al., 1997), não se pode excluir de antemão a 

ocorrência de alterações neuroquímicas semelhantes àquelas que estariam envolvidas na 

tolerância farmacológica. 

Em resumo, ao menos duas hipóteses, que não são mutuamente excludentes, refletindo 

perspectivas diferentes, podem fundamentar o fenômeno de OTT e/ou o aumento na esquiva 

dos braços abertos, a saber: 1) hipótese cognitivo-comportamental: a pré-exposição no LCE 

altera qualitativamente a resposta emocional gerada no LCE, o que a torna insensível aos 

ansiolíticos. Em outras palavras, a preferência pelos braços fechados na re-exposição 

denotaria que o conflito de aproximação/esquiva gerado durante a exploração inicial de todo o 

LCE não estaria mais presente. O comprometimento do efeito ansiolítico de drogas na re-

exposição confirma esta asserção; 2) hipótese farmacológica: a pré-exposição no LCE produz 

alterações funcionais nos sítios de ligação/receptores envolvidos com a produção do efeito 

ansiolítico, tornando-os insensíveis a modulação alostérica das drogas. Em conclusão, nossos 

resultados favorecem a hipótese cognitivo-comportamental que atribui o fenômeno de OTT ao 

desenvolvimento e adoção de uma estratégia comportamental insensível aos ansiolíticos, em 

decorrência de uma mudança qualitativa na resposta emocional gerada na re-exposição no 

LCE.  

Por fim, é adequado salientar que a utilização de um protocolo experimental com duas 

exposições no LCE permitiu examinar se a exploração prévia do LCE sobre a influência de 

uma droga interferia com o desenvolvimento/expressão de um aumento na esquiva dos braços 
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abertos durante a re-exposição ao modelo do LCE. Neste sentido, a análise minuto a minuto 

também contribuiu, pois foi através dela que visualizamos a estrutura dos comportamentos 

realizados durante a exploração do LCE. 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Contrastando com a tolerância ocasionada pela administração repetida de drogas, a 

tolerância ao efeito ansiolítico de drogas induzida pela pré-exposição no LCE (fenômeno de 

OTT) representa, na verdade, o desenvolvimento e a adoção de uma estratégia 

comportamental que é insensível a elas.  

Ainda que tenhamos contribuído ao entendimento deste assunto, vários aspectos 

demandam investigações futuras. Por exemplo, seria interessante determinar quais áreas 

cerebrais estão envolvidas no fenômeno de OTT ao efeito ansiolítico de drogas e/ou no 

aumento na esquiva dos braços abertos do LCE. Neste sentido, já se demonstrou que a 

inativação funcional, com lidocaína (para revisão ver Malpelli, 1999), da região basolateral da 

amígdala imediatamente após a primeira exposição no LCE (File et al., 1998), do hipotálamo 

dorsomedial (File et al., 1999) ou da substância cinzenta periaquedutal dorsal (Bertoglio et 

al., 2004) antes da re-exposição no LCE, impede a ocorrência do fenômeno de OTT ao efeito 

ansiolítico de drogas (ex: midazolam, clordiazepóxido), o que sugere o envolvimento destas 

áreas cerebrais na consolidação e na expressão deste fenômeno, respectivamente. Entretanto, 

outras áreas (ex: hipocampo) também poderiam estar envolvidas neste fenômeno. Além disso, 

poder-se-ia investigar/confirmar, através de técnicas imuno-histoquímicas, as regiões do SNC 

recrutadas durante a primeira e a segunda exposição ao modelo do LCE. 
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6. APÊNDICE 

 

A - SÍTIO DE AÇÃO DOS BENZODIAZEPÍNICOS (BZs): RECEPTOR GABAA 

A descoberta dos BZs ocorreu de forma inusitada. O primeiro composto bem-sucedido, 

o clordiazepóxido, foi sintetizado por acidente em 1961, tendo sido produzido como resultado 

de uma reação não-planejada. Sua atividade farmacológica inesperada foi reconhecida como 

resultado de um procedimento de triagem de rotina. A partir de então, esta série de 

substâncias entrou na prática clínica rapidamente (Rang et al., 2001). Entretanto, foi apenas 

em 1977 que se descobriu que eles potencializam a ação do ácido γ-amino-butírico (GABA), 

o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso central (SNC), através da interação 

com sítios específicos no complexo do receptor GABAA (Haefely, 1978). Estudos posteriores 

revelaram o mecanismo desta interação. Quando o GABA se liga no receptor GABAA ele age 

como um agonista, e induz uma alteração conformacional no receptor, que aumenta a 

permeabilidade do poro central (canal) aos íons cloreto (Cl-) (Nicoll et al., 1990). O fluxo 

resultante de íons Cl- hiperpolariza o neurônio, reduzindo sua excitabilidade e produzindo um 

efeito inibitório geral. Quando um BZ se liga no complexo do receptor GABAA ele aumenta a 

efetividade do GABA por reduzir a concentração de GABA que é necessária para abrir o 

canal de Cl-. Assim, o BZ altera o receptor de forma alostérica, com aumento da eficiência do 

GABA, e conseqüente facilitação da inibição neuronal (Haefely et al., 1993). Desta forma, a 

ação dos BZs difere consideravelmente de drogas como os barbitúricos, hidrato de cloral, 

clormetiazol e etanol, que, embora também aumentem a transmissão GABAérgica, podem 

fazê-lo de forma direta, pela abertura do canal de Cl-. O risco de morte observado com 

superdoses destas últimas drogas refletiria tal ação direta sobre o canal de Cl-, ao passo que os 

BZs seriam mais seguros já que os circuitos vitais no cérebro só seriam inibidos até o nível 

que é atingido pelos próprios efeitos do GABA (Nutt e Malizia, 2001).  

Mais detalhes da sofisticação dos receptores para BZs surgiram com a descoberta de 

drogas que se ligam a eles, mas que produzem efeitos contrários aos dos clássicos agonistas 

do receptor de BZs. Essas drogas (ex: FG 7142) diminuem a probabilidade de abertura do 

canal de Cl- em resposta ao GABA, e têm propriedades estimulatórias, ansiogênicas e pró-

convulsivantes. Por este fato, tal tipo de drogas foi designado de agonista inverso. 

Subseqüentemente, foi demonstrado que antagonistas do receptor de BZs (ex: flumazenil) 

bloqueavam tanto a atividade de agonistas como de agonistas inversos (Hunkeler et al., 1981). 
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Em adição, a descoberta de agonistas (ex: abecarnil) e antagonistas parciais confirmaram que 

os receptores BZs são capazes de mediar um grande espectro de ações diferentes (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Duas classificações foram propostas aos receptores GABAA. Embora as duas se 

baseassem na afinidade de agonistas BZs pelo receptor, a primeira os dividiu em tipo 1 (baixa 

afinidade) ou tipo 2 (alta afinidade) (Dubnick et al., 1983; Doble e Martin, 1992), enquanto a 

outra os dividiu de acordo com a localização, central (alta afinidade) ou periférica (baixa 

afinidade) (Watabe et al., 1993). De fato, o receptor GABAA não é uma entidade única, mas 

sim um grupo de receptores relacionados estruturalmente (Doble e Martin, 1992). Como se 

observa na Fig. 17A, o receptor GABAA consiste de cinco subunidades arranjadas ao redor de 

um poro central (Haefely et al., 1993). Estas subunidades derivam de sete famílias (α, β, γ, δ, 

ε, θ e ρ) codificadas por 16-19 genes diferentes (Rudolph et al., 2001; Korpi et al., 2002). 

Muitas destas subunidades existem em múltiplas isoformas (ex: α1-6, β1-4, γ1-3 e ρ1-3) 

(Sieghart, 2000). A maioria dos receptores GABAA é composta pelas subunidades α, β e γ 

(Barnard et al., 1998), sendo a combinação α1β2γ2 (Fig. 17B) a que prevalece em cérebros de 

ratos (McKernan e Whiting, 1996). Demonstrou-se ainda que o GABA liga-se a uma 

subunidade β, enquanto os BZs e drogas relacionadas (ex: zopiclone e zolpidem) ligam-se a 

uma das subunidades α (Doble, 1999). Nesse contexto, a presença das subunidades γ2 e α2 é 

que confere sensibilidade ao efeito ansiolítico dos BZs (Pritchett et al., 1989; Low et al., 

BENZODIAZEPÍNICOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EFEITOS 

 
 
Fig. 1 Um espectro de efeitos é mediado pelo receptor dos BZs, de acordo com atividade 
intrínseca dos diferentes ligantes (adaptado de Nutt e Malizia, 2001). 

TOTAIS PARCIAIS TOTAIS PARCIAIS 

 AGONISTAS                          ANTAGONISTAS               AGONISTAS INVERSOS 
 

ANTICONVULSIVO               ANSIOLÍTICO      ANSIOGÊNICO                PRÓ-CONVULSIVO 
 SEDATIVO                 NEUTRO              ESTIMULATÓRIO 

Fig. 16 Espectro de efeitos mediado pelo receptores BZs, de acordo com atividade intrínseca dos 
diferentes ligantes (adaptado de Nutt e Malizia, 2001). 
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2000). Estas evidências vêm direcionando os esforços para o desenvolvimento de drogas com 

ações mais seletivas e com perfis de efeitos colaterais melhores, se comparado aos daquelas 

que estão em uso clínico atual (Nutt e Malizia, 2001). De fato, alguns estudos têm 

demonstrado que os efeitos ansiolítico e sedativo de BZs podem ser separados, uma vez que 

eles estariam associados a diferentes subtipos de subunidades (α1 e α2, respectivamente) do 

receptor GABAA (Rudolph et al., 1999; Low et al., 2000; McKernan et al., 2000). 

Considerando estes resultados, ao menos em teoria, o desenvolvimento de agonistas seletivos 

às subunidades α1 do receptor GABAA não só teriam grande utilidade no tratamento da 

ansiedade, como também seriam desprovidos de efeitos colaterais de natureza sedativa 

(Sieghart, 2000; Mohler et al., 2001; Nutt e Malizia, 2001; Reynolds et al., 2001; Whiting, 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O complexo do receptor GABAA também sofre influência de processos intracelulares. 

Por exemplo, têm-se demonstrado que a função do receptor GABAA é reduzida pela 

fosforilação dependente de AMPc (Tehrani et al., 1989; Chen et al., 1990). Em contrapartida, 

a fosforilação dependente da proteína quinase do tipo C aumentaria ainda mais a facilitação 

causada pelos BZs no receptor GABAA (Liedenheimer et al., 1993; Hodge et al., 1999). 

Fig. 17 (A) Receptor GABAA visualizado através de microscopia eletrônica (adaptado de 
Neyeem et al., 1994); (B) Composição mais importante e prevalente dos receptores 
GABAA no cérebro de roedores. 
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B - SISTEMA DE NEUROTRANSMISSÃO VIA GLUTAMATO 

O aminoácido L-glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no SNC de 

mamíferos. Ele atua em dois grupos de receptores (Fig. 18), que estão acoplados a canais 

iônicos (ionotrópicos) ou a proteínas G (metabotrópicos). Cada um deles se subdivide 

respectivamente em três subgrupos: NMDA, AMPA ou cainato (Bigge, 1999), e tipos I, II ou 

III (Conn e Pin, 1997). 

O receptor NMDA é composto pelo agrupamento de cinco subunidades (NR1 e NR2A-

D), sendo a presença de ambos os tipos de subunidades necessária para tornar o receptor 

funcional (Yamakura e Shimoji, 1999). Em potenciais de membrana de repouso, os receptores 

NMDA, que são dependentes de voltagem, estão inativos em decorrência do bloqueio por íons 

magnésio, prevenindo assim a corrente de fluxo. No entanto, a despolarização da membrana 

pós-sináptica pela ativação de outros subtipos de receptores ionotrópicos (ex: AMPA) 

removerá o bloqueio do magnésio, resultando no influxo de íons cálcio e de outros íons 

através do canal presente neste receptor. É adequado ressaltar que a ativação do receptor 

NMDA também requer a ligação do co-agonista glicina (GLI), que neste caso atua no receptor 

do tipo B (insensível à estricnina) (Kleckner e Dingledine, 1988). Este receptor NMDA/GLIB 

é uma entidade complexa que contém vários sítios de ligação para agonistas, bem como para 

antagonistas competitivos, uncompetitives (que bloqueiam o canal iônico no estado aberto) e 

non-competitives (que bloqueiam o canal iônico no estado de repouso) (para revisão ver 

Ottersen e Storm-Mathisen, 2000). Estes receptores encontram-se amplamente distribuído 

pelo cérebro e estão envolvidos em várias formas de plasticidade, particularmente em 

modificações celulares e sinápticas de longo prazo (LTP) envolvidas com 

aprendizagem/memória (Bliss e Collingridge, 1993), processos de excitotoxicidade (Lipton e 

Rosenberg, 1994; Whetsell, 1996) e, de especial importância ao presente trabalho, com a 

ansiedade (para revisão ver Carobrez, 2003). É adequado ressaltar que os antagonistas do 

receptor NMDA/Glicina-B produzem um efeito ansiolítico (Dunn et al., 1989; Guimarães et 

al. 1991; Karcz-Kubicha et al., 1997; Carobrez et al., 2001; Bertoglio e Carobrez, 2003; 

Millan, 2003).  

Os receptores AMPA e cainato são muitas vezes classificados como receptores não-

NMDA. Entretanto, receptores específicos para o cainato foram identificados (Monagnan et 

al., 1989). Tais receptores são agrupamentos de cinco subunidades diferentes (GluR5-7 e KA1-

2), sendo que cada combinação de subunidades possui propriedades farmacológicas e 
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funcionais distintas (Chittajallu et al., 1999). Estes receptores têm sido implicados em 

processos epileptogênicos (Bernard et al., 2001), na indução de LTP que independe de 

receptores NMDA (Bortolotto et al., 1999), entre outros. Por fim, o receptor ionotrópico do 

tipo AMPA forma-se pelo agrupamento de quatro ou cinco subunidades diferentes (GluR1-4). 

Em conjunto com os receptores do subtipo cainato, eles são os responsáveis pela maioria da 

transmissão sináptica excitatória rápida no SNC. Em adição, têm-se demonstrado que eles 

participam de uma variedade de processos fisiológicos e patológicos, que incluem formas de 

plasticidade sináptica e morte celular (Choi, 1992; Bliss e Collingridge, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação aos receptores metabotrópicos do glutamato (mGluR), os do tipo I, que 

agrupam os subtipos mGluR 1 e 5, estão acoplados à fosfolipase C e ao cálcio intracelular e se 

localizam especialmente na pós-sinapse (Lujan et al., 1996). Já os do tipo II (subtipos mGluR 

2 e 3) e III (subtipos mGluR 4, 6, 7 e 8) estão acoplados negativamente a adenilato ciclase 

(Pin e Duvoisin, 1995) e expressos preferencialmente na pré-sinapse, mais especificamente no 
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 Fig. 18 Sinapse glutamatérgica mostrando a distribuição típica de cada um de seus 
receptores ionotrópicos (NMDA/GLIB, AMPA e cainato) e metabotrópicos (mGlu). O 
glutamato (Glu) também se liga a um transportador (Glu T), localizado essencialmente 
na glia e que serve para removê-lo da fenda sináptica. Adaptado de Carobrez (2003). 
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axônio pré-terminal (Lujan et al., 1997) e fenda pré-sináptica (Shigemoto et al., 1996), 

respectivamente. Como um grupo, os receptores metabotrópicos estão expressos em grande 

número ao longo do cérebro (Martin et al., 1992, Tanabe et al., 1993), sendo que uma 

variedade de evidências indica que estes receptores glutamatérgicos têm um papel importante 

no desenvolvimento e plasticidade sináptica (Conn e Pin, 1997), bem como na ansiedade 

(Helton et al., 1998; Micheli, 2000; Tatarczynska et al., 2001, 2002; Millan, 2003; Spooren et 

al., 2003). 

Por fim, enquanto a ativação dos receptores pós-sinápticos (NMDA, AMPA, cainato e 

os metabotrópicos do grupo I) aumenta a atividade glutamatérgica, a ativação dos receptores 

encontrados preferencialmente na pré-sinapse (metabotrópicos do grupo II e III) a reduz (ver 

Meldrum, 2000).  
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