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INTRODUCAO

O estudo da tolerdncia e da sensibilizagdo a os efeitos comportamentais de
drogas, bem como os mecanismos de recompensa e de dependéncia, vém recebendo
uma ateng¢do especial por parte dos pesquisadores interessados nas conseqiéncias
da exposigdo prolongada de drogas que agem no Sistema Nervoso Central (SNC).
As drogas mais intensamente estudadas tém sido aquelas usadas em tratamentos,
tais como opidides para a dor, neurolépticos ¢ antidepressivos em doengas
mentais, anticonvulsivantes nas epilepsias e estimulantes na obesidade; ou também

usadas para fins de abuso, tais como etanol, morfina, anfetamina e cocaina
(Stewart e Badiam, 1993).

Evidéncias consideraveis sugerem que as drogas inibidoras do apetite usadas
no tratamento da obesidade, enquadram-se em duas amplas categorias
farmacologicas: a) com atuagdo no sistema de neurotransmissio das catecolaminas,
especialmente dopamina. Exemplos: dietilpropiona, mazindol, fenilpropanolamina e
fentermina; b) ou agindo no sistema serotonérgico. Por exemplo: fenfluramina,
fluoxetina, dexfenfluramina (Angel, 1990; Kruk e Zarrindast, 1976; Zambotti et al.,
1976; Leibowitz, 1990; Ziance et al., 1972).

A anfetamina (fenilpropanolamina) foi a primeira droga introduzida na
pratica clinica para o tratamento da obesidade e é o protétipo do grupo que age no
sistema catecolaminérgico. Apesar de bem estudada, ¢ uma droga complexa e seus
efeitos farmacoldgicos e toxicologicos ndo estdio completamente elucidados. Sabe-
se, por exemplo, que a anfetamina é uma substincia simpatomimética € que entre
seus efeitos periféricos estdo a aceleragdo dos batimentos cardiacos e o aumento da

pressdo sanguinea arterial. Entretanto, seu efeito predominante ocorre a nivel do
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SNC causando, entre outras agdes, o estado de alerta, elevagdo do estado de dnimo,
aumento da atividade motora, diminuigdo da sensagdo de fadiga e diminuigfio do
apetite (Graeff, 1990). Em animais de laboratério, as anfetaminas alteram varios
comportamentos; em particular, aumentam a atividade motora, induzem respostas
estereotipadas, reduzem o apetite ¢ funcionam como recompensa, reforgando os
comportamentos que produzem sua auto-administragdo (Moore, 1978).
Possivelmente, devido a estas propriedades refor¢adoras, tornou-se largamehte
consumida como droga de abuso. Portanto, muitos paises adotaram medidas
rigorosas no sentido de controlar sua comercializagdo (Nappo, 1992). O governo
japonés, por exemplo, apds o grande abuso de anfetaminas ocorrido nas décadas de
50 e 70, com um saldo de 550.000 usuérios cronicos, baniu-as de uso e criou
penalidades severas para os transgressores (Tamura, 1989). A Inglaterra define
claramente a restrigio de seu uso terapéutico, na British National Formulary
(1990):

"As anfetaminas t€m uma utilizagdo limitada e esta deve ser desencorajada,
pois podem causar dependéncia e estados psicoticos. Sendo que o uso destas

drogas ndo ¢ justificado nos tratamentos da depresséo e da obesidade".

No Brasil, o controle deficiente estabelecido pelas autoridades brasileiras da
area da saude (Carlini e Masur, 1986) sobre estes anorexigenos, permite que os
mesmos estejam entre as trés primeiras drogas psicotropicas mais consumidas com
propdsitos nédo terapéuticos por estudantes brasileiros (Carlini et al., 1990). O
recente relato de Nappo (1992) sobre o consumo de drogas tipo-anfetamina nos
anos de 1988 e 1989, com base nos dados contidos nos documentos oficiais do
Ministerio da Sailde referentes ao setor produtivo de medicamentos que se utiliza
destas substincias (industrias e farmacias de manipulagfo), constatou que o

mazindol apresentou o maior nimero de DDDs (dose diaria definida) consumidas



por mil habitantes / dia no ano de 1988, e foi a droga mais utilizada em receitas

magistrais nos anos de 1988 ¢ 1989. (Nappo, 1992).
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Figura 1. Estrutura quimica do mazindol

0] mazindol (5-hidroxi-5-p-clorofenil-2,3-dihidro-SH-imidazo-2, 1 -d-
isoindol), figura 1 ¢ um composto, cuja estrutura quimica difere da feniletilamina, o
esqueleto basico da anfetamina. Gotestam e Gunne, (1972) relataram que o
mazindol possuia baixo grau de efeitos semelhantes a anfetamina sobre o SNC, em
humanos. Ainda Gogerty et al., (1975) descreveram o mazindol como uma droga
com forte atividade anorética e fracas propriedades estimulante do SNC. Mais
tarde porém, contrariando os conceitos iniciais, alguns pesquisadores
demonstraram que apesar de o mazindol ndo ser um derivado da feniletilamina
como a maioria dos anorexigenos psicoestimulantes, seu perfil farmacoldgico no
SNC era semelhante ao dessa droga. Em animais de laboratério o mazindol induz
um aumento da atividade locomotora, do comportamento de girar e estereotipias
(Zambotti et al., 1976; Kruk e Zarrindast, 1976). Este modelo de estimulagdo do
SNC ¢ tipico de psicoestimulantes potentes, como cocaina e anfetaminas.

Adicionalmente, os estudos mostraram que o mazindol ¢ auto-administrado em
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macacos rhesus (Wilson e Schuster, 1976; Risner e Silcox, 1981). No entanto, em
um estudo com voluntarios humanos o risco de abuso nio foi observado (Chait et
al., 1987). Geralmente, o potencial de dependéncia de drogas é prognosticado pela
sua capacidade em servir como reforgadora em animais de laboratério (Johanson e
Schuster, 1981 ) e em geral, drogas que s@o auto-administradas por animais de

laborato6rio também sdo de abuso para humanos (Griffiths et al., 1980).

Segundo pesquisas recentes, o mazindol parece bloquear o mecanismo de
captagdo da dopamina, ligando-se com alta afinidade pelo mesmo sitio de ligagdo
da cocaina ( Javitch et al., 1983). Este sitio parece estar associado com as
proriedades reforgadoras da cocaina (Ritz et al., 1988). A afinidade de ligagdo da
cocaina e de compostos relacionados ao sitio de captagdo da dopamina tem
mostrado ser diretamente proporcional a sua poténcia em sustentar a auto-
administragdo em animais enfatizando, que a auto-administragiio de cocaina em
animais pode ser mediada por bloqueio da captagdo de dopamina (Ritz et al., 1988;
Bergman et al., 1989) As evidéncias parecem indicar que os efeitos reforgadores de
algumas drogas psicoativas envolvem sistemas dopaminérgicos que se originam na
area tegmentar ventral do cérebro e fazem conexdes com o niicleo accumbens e,
diretamente ou indiretamente com éareas limbicas corticais (Carr ¢ White, 1986). A
ativagio desse sistema mesocorticolimbico pela estimulagdo elétrica, por diversas
drogas ou por reforgadores naturais, leva 4 liberagdo de dopamina no ntcleo
accumbens, estando tal liberagéo associada a eventos de recompensa ou de reforgo
(Hernandez e Hoebel, 1988; Koob e Bloom, 1988; Wise, 1988). Os
efeitos reforgadores podem também associar-se a sinais ambientais, de tal modo,

que estes sinais funcionam como reforgadores secundarios (Wise ¢ Rompre, 1989).

O aumento progressivo ou sensibilizagdo da hiperatividade comportamental,

provocada pela administragdo repetida de psicoestimulantes, foi caracterizado,
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experimentalmente em animais, no inicio dos anos 30 (Downs e Eddy, 1932) e em
humanos na década de 50 (Angrist ¢ Sudilovsky, 1978; Connell, 1958).
Entretanto, o entendimento dos substratos neuroanatémicos e celulares que esto

envolvidos na sensibilizagdo induzida por drogas apareceu somente na tltima
década.

Neurofisiologistas t€m usado o termo sensibilizagio como oposi¢do a
habituagdo comportamental (Groves e Tompson, 1970). No contexto do estudo de
drogas, a sensibilizag@o, como ja citado acima, refere-se a um aumento do efeito de
uma dada droga pela administragdo repetida ¢ a tolerancia refere-se a uma redugéo
do efeito a uma dada droga também pela administragéo repetida. Definigdes mais
formais s@o de que a sensibilizagdo representa um deslocamento da curva dose-
resposta para a esquerda € a tolerdncia um deslocamento da curva dose-resposta
para a direita (Stewart ¢ Badiani, 1993). Miczek (1991) ¢ Smith (1991) levantaram
a questdo de que é enganoso pehsar que se desenvolve tolerincia ou sensibilizagdo
a uma determinada droga, ou entdio dizer que o animal ou o homem tornam-se
tolerantes ou sensibilizados a uma droga qualquer. Sensibilizagdo ou tolerincia
podem se desenvolver como resposta a um efeito particular de uma droga e ndo a
outro. Sabe-se mesmo que a sensibilizagdo pode se desenvolver frente a alguns
efeitos enquanto que a tolerdncia se desenvolve frente a outros. Alguns autores
mostraram a existéncia de uma variagdo individual na suscetibilidade a
sensibilizagdo (Segal ¢ Kuczenski, 1987, Leith e Kuczenski, 1982), sendo que a

diferenga sexual poderia ser um fator contribuinte nesta variagdo (Camp e

Robinson, 1988(a), Forgie e Stewart, 1993).

Os estudos experimentais também tém demonstrado que a resposta
comportamental sensibilizada pode persistir por meszs € ou mesmo anos, apés a

interrupgdo do regime de tratamento continuado (Bartoletti et al., 1983, Post ¢
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Weiss, 1988, Robinson e Becker, 1986, Segal e Schuckit, 1983). Em humanos, esta
bem documentado que o uso crénico de estimulantes tipo anfetamina provoca um
aumento progressivo nos comportamentos parandides, podendo culminar em
psicose (Angrist e Sudilovsky, 1978; Ellinwood, 1967; Post, 1975 : Post e Weiss,
1988; Segal et al., 1981). Embora normalmente, o comportamento paranédide se
dissipe quando o uso da droga ¢ interrompido, tem sido demostrado que ele retorna
tdo logo a droga passe a ser novamente consumida, num periodo de até dez anos
apos a supressdo (Ellinwood, 1967; Kramer et al., 1967, Sato et al., 1983). A
ocorréncia de sensibilizagdo induzida por drogas em humanos € em animais de
laboratorio sugere que o entendimento dos mecanismos neuronais de sensibilizagdo
em roedores pode proporcionar alguma visdo dos substratos neurais de ambas as

psicoses induzidas por drogas e/ou idiopaticas ( Kokkinidis ¢ Anisman, 1980,
Segal e Schuckit, 1983).

As duas classes de drogas melhor caracterizadas por produzir sensibilizagéio
em roedores sdo os psicoestimulantes, tais como  anfetamina, cocaina,
metilfenidato, metanfetamina (Kolta et al., 1985; Post e Rose, 1976; Robinson e
Becker, 1986; Segal e Mandell, 1974) e os opidides (Bartoletti et al., 1983; Bunney
et al., 1984; Kalivas e Duffy, 1987; Stewart ¢ Vezina, 1988; Vezina e Stewart,
1989). Como ja citado anteriormente, os psicoestimulantes tipo anfetamina agem
bloqueando a recaptagéo e / ou promovendo a liberagdo de dopamina na fenda
sinaptica (Kuzcenski, 1983;Reith et al., 1986). Os opidides parecem aumentar a
transmissdo dopaminérgica, por estimulo indireto dos neurdnios dopaminérgicos
(Gysling e Wang, 1983; Lacey et al., 1989; Kalivas e Duffy, 1987, Mathews e
German, 1984). As evidéncias sugerem que os neurdnios dopaminérgicos
mesolimbicos podem desempenhar um importante papel na mediagdo dos efeitos
de ativagdio da locomogdo e do desenvolvimento de sensibilizagdo induzidas pelos

psicoestimulantes (Kalivas e Stewart, 1991). O sistema dopaminérgico

6



mesolimbico tem seus corpos celulares na area tegmentar ventral e seus ax6nios ao
longo do feixe prosencefalico medial, com proje¢des até o nucleo accumbens e as

areas limbicas corticais, particularmente o cortex pré-frontal.

A sensibilizagdo parece também estar presente nas propriedades reforgadoras
de psicoestimulantes ao se seguir a pré-exposigdo. Por exemplo, a exposigdo a
anfetamina resulta em laténcias curtas para a aquisi¢do subsequente de auto -
administragdo intravenosa (Piazza et al, 1989). Entfio, contrariando o que
freqiientemente se aceitava, que as propriedades de recompensa de estimulantes e
de opidides levavam inevitavelmente & tolerancia, sendo que esta tolerncia seria a
responsavel pelo consumo excessivo de drogas (Stewart ¢ Badiani, 1993), Lett
(1989) mostrou que exposigdo inicial repetida a anfetamina, morfina ou cocaina
aumentaram os efeitos de recompensa induzidos por drogas, medidos pela
preferéncia condicionada de lugar. Além disso, obteve evidéncias de sensibilizagdo
cruzada: exposigSes 4 anfetamina aumentam os efeitos de recompensa da morfina e
exposi¢des a morfina aumentaram os efeitos de recompensa de anfetaminas ¢ de
cocaina. Tem sido também relatado que ratos previamente sensibilizados & cocaina
adquiriram comportamento de auto-administragdo de cocaina para a dose da droga
que ndo encorajava a auto-administragio em animais nfdo expostos previamente
(Horger et al., 1990). Lett (1989) propde ainda que estes resultados sustentam a
teoria: drogas de abuso induzem dependéncia porque exposigdes repetidas
sensibilizam o mecanismo de reforgo central de tal modo que levam a produgéo de

um aumento progressivo no efeito de reforgo cada vez que a exposigdo ocorre.

Segundo Steketee (1992), o estresse cronico, como determinadas drogas
também pode induzir sensibilizagdo comportamental. O estresse é visto por
desempenhar um papel no inicio de um nimero de desordens neuropsiquiétricas e

tem-se sugerido que ele poderia agir de modo similar aos psicoestimulantes ao
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precipitar episddios psicéticos (Antelman, 1988). Varios estudos tém mostrado
que a exposigdo Unica ou repetida a um estimulo estressante pode aumentar as
agdes motoras estimulantes da anfetamina, da cocaina e da morfina (Antelman et
al., 1980, Hahn et al., 1986, Kalivas e Duffy., 1989, Leyton e Stewart, 1990,
Piazza et al., 1990, Robinson et al., 1985). A sensibilizagdo a estimulos estressores
e a sensibilizagdo cruzada entre a resposta ao estresse ¢ a drogas tém sido também
usadas como evidéncias para justificar seu papel na etiologia de psicdses

parandicas, desordens de estresse pos-traumaticos e ataque de panico (Antelman,
1988, Post e Weiss, 1988). |

Embora existam também alguns relatos de reagdes ansiogénicas e /ou
ataques de pdnico em pessoas que abusam da cocaina, principalmente apos
exposi¢do cronica a droga (Anthony et al., 1989;Geraciotti e Post, 1991), ndo tem
sido facil documentar estas reagdes, em animais de laboratério. Rogério e
Takahashi (1992) sugerem que as propriedades ansiogénicas induzidas por cocaina
tanto em ratos como em éamundongos podem depender, pelo menos em parte, do
estado de excitagdo do animal. Por outro lado, esses autores também destacam que
os relatos limitados e equivocados descrevendo os efeitos ansiogénicos da cocaina,
em modelos animais parecem ser consistentes com relatos inconclusivos do

relacionamento entre abuso de cocaina ou anfetamina e ansiedade em humanos.

Além do envolvimento nas respostas comportamentais, o sistema neuronal
dopaminérgico parece desempenhar um importante papel na regulagéio central da
temperatura corporal em animais. Os estudos demonstraram que a anfetamina
produz hipotermia em animais de laboratério (Amico et al., 1976, Panaretto, 1979,
Yehuda e Wurtman, 1972 e 1975). Foi constatada também uma hipotermia em
roedores, quando a disponibilidade da dopamina endégena encontrava-se

aumentada por inibigdo dos processos de recaptagdo ou por inibigio de seu
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metabolismo .(Cox e Lee, 1979, Summers, 1974). Em muitos casos, o declinio na
temperatura corporal evocada por essa droga é seletivamente antagonizada por
agentes bloqueadores de receptor dopaminérgico (Lee et al., 1985). Por tais fatos

acredita-se entdo que a dopamina enddgena possa mesmo estar envolvida na

termoregulagdo corporal.

Como ja mencionado, o maior problema com a maioria das drogas
anorexigenas com caracteristicas psicoestimulantes disponiveis é seu potencial de
abuso. Desde a introdugdo da anfetamina muitos esforgos tém sido dirigidos para o
desenvolvimento de novos compostos com a eficacia anorética da anfetamina, mas
desprovidos do potencial de abuso. Esta estratégia tem gerado alguns sucesso, mas

varios anoréticos com alto potencial de dependéncia continuam sendo usados na
clinica (Chait et al.,1987).

Frente ao exposto, pode-se observar que embora existam evidéncias
demonstrando os efeitos de sensibilizagdo comportamental de reforgadores efetivos
tais como cocaina e anfetamina , ha poucas informagdes descrevendo os efeitos do
mazindol. Tendo em vista o grau de semelhanga no mecanismo de agfio entre o
mazindol e a cocaina, ¢ o alto consumo de mazindol em nosso meio principalmente
em farmacias de manipulagdo, a investigagdo dos efeitos comportamentais apds
doses repetidas ¢ de grande importincia para avaliagio do perfil
psicofarmacolégico desta droga. Para tal, o presente estudo se propds a investigar,
se a admihistragﬁo repetida de mazindol, com doses que produzem pequena
estimulagdo no tratamento agudo, induz sensibilizagdo da atividade motora, no
"open field". Em caso afirmativo, verificar, ap6s dois dias de abstinéncia, se o
fen6meno ¢ reversivel. Paralelamente a estas investigages, foram examinadas as
alteragdes na temperatura corporal. Além disso, o presente estudo, propds-se a

investigar a presenga de propriedades reforgadoras do mazindol, utilizando como



modelo a preferéncia condicionada de lugar. Em caso de resposta positiva,
procurou-se verificar se a sensibilizagdo também se desenvolveria para essa
propriedade reforgadora. Finalmente com o intuito de verificar se o mazindol tem
alguma agdo moduladora sobre o estado de ansiedade, os animais foram
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado. Em todos os testes procurou-se

avaliar as diferengas nas respostas entre machos e fémeas.
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MATERIAIS

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, com aproximadamente trés
meses de idade, pesando entre 180 a 280 gramas, provenientes do Biotério da
Coordenadoria Especial de Farmacologia, Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa Catarina (FMC-CCB-UFSC). Os animais foram
alojados em grupos de seis, por gaiola, mantidos em temperatura controlada ( 23 =+
1°C ), em ciclo claro e escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e a comida,

exceto durante as sessOes de teste. As fémeas foram testadas sem monitoramento

do ciclo estral.

2. Droga

O mazindol ( Instituto Quimico Campinas - IQC, Sio Paulo), foi dissolvido
em uma solugdo de carboximetilcelulose a 0,025%, nas concentragdes de 5, 10 e 20
mg/ml. A solugdo controle utilizada foi a carboximetilcelulose 0,025% em agua.
Todas as solugdes foram administradas em um volume fixo de 1 mlkg via

intraperitoneal ( ip ), preparadas momentos antes dos experimentos.
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METODOS E RESULTADOS

1. Analise Estatistica.

Para comparagdes entre dois ou mais grupos procedeu-se inicialmente a
analise de varidncia adequada ao protocolo experimental. Uma vez detectada
diferenga significativa, os grupos passaram a ser comparados entre si pelo teste de
Newman Keuls (Snedecor e Cochran, 1967). O teste "t" de Student também foi
utilizado para algumas comparagdes entre dois grupos experimentais. Os dados
foram expressos como média + erro padrio da média (e. p .m.) e a probabilidade

p < 0,05 foi considerada como indicativa da existéncia de diferengas

estatisticamente significantes.

2. Teste do "open - field"

Desde sua introdug8o por Calvin Hall (1934) o teste do "open field" vem
sendo o instrumento de observagdo direta mais utilizado no estudo do
comportamento animal. Além da simplicidade do equipamento os comportamentos
sdo claramente definidos e rapidamente medidos. E um método muito valido para
se detectar propriedades estimulantes de drogas. Os pardmetros comumente usados
para esse fim, sdo a locomog&o € o levantar. A forma mais comun de "open field"¢ a
com base circular descrita por Broadhurst (1960), embora existam com base
quadrada e retangular. O registro da locomogdo ¢ usualmente traduzido pelo
nimero de quadrados penetrados pelo animal em um periodo de tempo. O levantar
pode ser medido pelo nimero de vezes que o animal ergue-se sobre as patas

traseiras, com a cabega dirigida para cima, apoiando ou néo as patas dianteiras nas

paredes do campo aberto.
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2.1 Equipamento e procedimento

O aparelho utilizado foi fabricado em madeira e consiste de uma arena
circular, pintada de branco , medindo 36,5 cm de altura € 97 cm de didmetro. O
chdo ¢ dividido por linhas pretas em 19 partes e iluminado com duas ldmpadas
vermelha de 40 Watts. Uma cortina de tecido leve circunda a arena para evitar que
o experimentador seja visto. Este equipamento estava localizado em ambiente
isolado e ventilado. Os ratos machos e fémeas foram tratados durante sete dias
consecutivos, com veiculo ou mazindol, nas doses de 5, 10, e 20 mg/kg, via 1.p.
Quinze minutos apds a primeira e a ultima injegdo, os animais foram colocados
individualmente no centro da arena e as freqiiéncias de locomogéo, cruzamento das
linhas no chdo com as 4 patas, ¢ de levantar, quando o animal permanece apoiado
somente nas patas posteriores, foram registradas por um periodo de 3 minutos.
Apos dois dias de abstinéncia, os animais foram novamente submetidos ao teste, na
presenga das mesmas doses anteriores da droga ou veiculo. O "open -field" foi
limpo com uma solugdo de etanol a 10% antes da colocagdo de cada animal na

arena. A observagdo comportamental foi feita sempre entre Sh e 12 h.

2.2. Resultados

2.2.1. Locomogio
Os efeitos das administragdes aguda e repetida do mazindol (5, 10, e 20
mg /kg) na atividade locomotora estdo ilustrados na figura 2. A analise estatistica
efetuada com o teste ANOVA de trés vias indicou diferengas significantes no
tratamento, F (3, 239) = 27,57 p <0.001, no sexo, F (1, 239) = 55,72 p<0,001 ¢
no fator dia, F (2, 239) = 47,2 p <0,001. Além disso, as seguintes interagdes entre

0s grupos mostraram-se também estatisticamente significantes: tratamento x dia,
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F (6, 239) = 8,37 p <0,001, sexo x dia, F (6, 239) =46,51 p <0,001 e tratamento
x sexo x dia, F (6, 239) = 6,26 p < 0,001. Embora tenha sido verificada uma
estimulagdo da locomogdo, apos a administragdo aguda do mazindol em ratos de
ambos os sexos, os resultados ndo alcangaram significincia estatistica. O teste
subseqiiente de Newman-Keuls, revelou que, apos injegSes repetidas de mazindol
(5, 10 e 20 mg / kg) por 7 dias, os machos e as fémeas mostraram um aumento
estatisticamente significante na estimulagdo da locomogfo, quando comparados
com os respectivos controles. Esta mesma resposta apareceu nas fémeas, apos
estimulagéo com mazindol (5,10 e 20 mg / kg) no dia 10, e nos machos apenas nas
doses de 10 ¢ 20 mg/kg. Quando comparados 4 condigdo de administragio aguda
da droga, dia 1, as fémeas tratadas com mazindol (5, 10 e 20 mg/kg) por 7 dias e
mazindol 10 e 20 mg / kg, no dia 10, mostraram um estimulo significante na
locomogéo. No entanto, para os ratos machos, a resposta estimulante locomotora
do mazindol, quando comparada & condigdo aguda, foi significante somente no dia
7 e apenas na dose de 20 mg/kg. Assim, ratos fémeas parecem ser mais suscetiveis
aos efeitos estimulantes do mazindol. Adicionalmente, o teste de Newman-Keuls

confirmou que, sob todas as condigdes experimentais, a atividade locomotora das

fémeas diferiu significantemente daquela dos machos.

2.2.2. Levantar

Os efeitos das administragdes aguda e repetida do mazindol (5, 10, ¢ 20
mg / kg) na freqii€ncia de levantar estdo ilustrados na figura 3. A analise estatistica
realizada, usando o teste ANOVA de trés vias indicou diferengas significantes
somente no sexo, F (1, 239) = 9,77 p < 0.01, e no fator dia, F (2. 239) = 57,05
p < 0,001. Na analise das interagdes entre s grupos ‘foi detectada diferenca
significativa apenas nos grupos tratamento x dia, F (6, 239) = 2,22 p < 0,05.
Independentemente do tratamento as fémeas apresentam uma frequéncia de

levantar significantemente maior do que os machos.
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O teste de Newman-Keuls revelou, para os machos, um aumento estatisticamente
significante na freqii€ncia de levantar, quando comparados aos respectivos
controles, para a dose de 5 mg/kg, no tratamento agudo e, para as doses de 5 e 20
mg/kg, no tratamento repetido. Esta resposta continuou no dia 10, apos
estimulagdo com mazindol (10 mg / kg). Quando comparados & condigdo de
administragdo aguda da droga e do controle, dia 1, os ratos machos controles
reduziram significantemente a freqiiéncia de levantar, os tratados com mazindol, no
7° dia apenas a dose de 10 mg / kg e, no dia 10 todas as doses . Nas fémeas, o
tratamento agudo ndo afetou a freqiiéncia de levantar, quando comparado ao
controle. Apos injegdes repetidas, os animais fémeas controles ¢ os tratados com
mazindol 5 mg/kg reduziram a freqiiéncia de levantar. No décimo dia, a redugéo do
levantar foi significante também nas fémeas tratadas com 10 mg/kg. Embora os
testes estatisticos tenham revelado algumas diferengas no comportamento da

freqiiéncia de levantar, em relagéo ao sexo e ao tratamento, ndo parece haver uma

correlagdo com a ambulagdo.
3. Teste de avaliacao da preferéncia condicionada de lugar

A preferéncia condicionada de lugar (PLC) tem sido usada para a
demonstragdo das propriedades refor¢adoras de muitas drogas agonistas opidides
tais como morfina, heroina, fentanil e peptideos opidides, ¢ por drogas agonistas
dopaminérgicas, cocaina, anfetamina, metilfenidato, nomifensina e fencanfamina
(Aizenstein et al., 1991, Carr et al., 1988, Katz ¢ Gormezano, 1979, Martin-Iverson
et al,, 1985). Este modelo consiste no pareamento de drogas com um ambiente
bastante distinto, onde a droga funciona como um estimulo ndo-condicionado e o
ambiente distinto com um estimulo condicionado. Apds o pareamento repetido o
ambiente ¢ associado aos estimulos reforgadores da droga (Hemby et al.,1992).

A droga ¢ considerada reforgadora se o animal na fase teste permanecer mais
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tempo no lado anteriormente condicionado com droga ao invés do lado pareado

com veiculo.
3.1. Equipamento

O teste de avaligdo da preferéncia condicionada de lugar foi efetuado numa
caixa composta por dois compartimentos de tamanhos iguais, medindo 30 x 30 x
22 cm (comprimento X largura x altura), separados por uma divisOria removivel.
Um dos compartimentos tem paredes lisas, brancas e o assoalho gradificado (1 ¢m

entre as barras). O outro compartimento tem paredes lisas, pretas e o assoalho é

também liso e preto.
3.2. Procedimento - I

O método utilizado constitui-se de trés fases e foi baseado em um estudo
semelhante realizado por De Lucia (1992) e a dose foi selecionada no experimento
realizado no "open field". Os ratos foram divididos em quatro grupos de oito

animais € o experimento durou doze dias para cada dois grupos.

Fase 1. Pré-Condicionamento. Nesta fase, dois grupos os animais foram
colocados em um dos compartimentos (preto ou branco), sem a divisoria, de tal
forma que os ratos tiveram livre acesso a ambos os compartimentos, durante 15
minutos, ¢ por trés dias consecutivos. O primeiro dia foi considerado apenas
exploratorio. Nos dois dias subsequentes, a média de tempo gasto nos 15 minutos
de livre acesso servin para determinar a preferéncia de lugar para cada rato

individualmente. O lado no qual o rato permaneceu menos tempo foi considerado o

menos preferido
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Fase 2. Condicionamento. O condicionamento foi realizado diariamente por 30
minutos, durante oito dias. O esquema de condicionamento para o grupo
experimental consistiu de quatro administragSes de veiculo (4 dias) e quatro de
mazindol 10 mg / kg (4 dias), em dias alternados. Nos dias impares os animais
receberam mazindol e, imediatamente apés a inje¢do, foram confinados no
compartimento menos preferido (determinado no pré-condicionamento - lado
claro), por 30 minutos. Nos dias pares, os animais receberam uma injegdo de
veiculo e foram colocados no compartimento preferido. Um grupo controle recebeu

veiculo todos os dias, ficando em ambos os compartimentos, por 30 minutos em

dias alternados.

Fase 3. Pés-Condicionamento. Vinte e quatro horas ap6s o término das sessdes
de condicionamento, cada animal foi colocado em um dos compartimentos (claro
ou escuro), sem droga ou veiculo, com livre acesso aos dois compartimentos, por

15 minutos e o tempo permanecido em cada um deles foi determinado.

3.3. Resultados

A figura 4 mostra o tempo gasto pelos animais, em segundos, no
compartimento condicionado com droga, antes do condicionamento e depois do
condicionamento. O grupo de ratos fémeas tratadas com mazindol (10 mg /kg )
mostrou um efeito significante na preferéncia de lugar t(7) = 3,15 p < 0,05, para o
lado pareado com a droga (lado branco). No grupo controle, tratado com veiculo,
néo foi observado efeito significante na preferéncia de lugar #(7) = 0,12 p > 0,05.
Os machos tratados com mazindol (10 mg/kg) também apresentaram efeitos
significantes na preferéncia de lugar t(7) = 2,84 p < 0,05. Do mesmo modo que as

fémeas, o controle ndo apresentou efeitos na preferéncia de lugar t(7) = 2,30
p>0,05.
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Além disso neste teste os macho e fémeas ndo apresentaram diferengas entre si.
O aumento do tempo de permanéncia no lado pareado com mazindol seria uma

evidéncia de que o mesmo pode apresentar propriedades reforgadoras.

3.4. Procedimento - II

Neste procedimento busca-se investigar se o esquema de injegéo repetida que

induziu sensibilizagdo motora também induz sensibilizagdo ao efeito reforgador.

Ratos machos ¢ f€meas foram divididos em quatro grupos, o plano geral é

semelhante ao antertor, diferenciando-se na fase 1.

Fase 1. Nesta fase, nas gaiolas, por 7 dias consecutivos um grupo de animais
recebeu injegdes repetidas de mazindol 10 mg/kg para induzir ou nfio o mecanismo
de sensibilizagdo ao efeito reforgador. Um outro grupo, controle, recebeu inje¢des

de veiculo durante o mesmo periodo.

Fase 2. Como no procedimento I, o condicionamento foi realizado diariamente por
30 minutos, durante oito dias. O esquema de condicionamento para o grupo pré-
tratado com mazindol consistiu-se de quatro administragdes de salina (4 dias) e
quatro de mazindol 10 mg / kg (4 dias), em dias alternados. Nos dias impares os
animais receberam mazindol e, imediatamente ap6s a injegdo, foram confinados no
compartimento branco, por 30 minutos. Nos dias pares, os animais receberam uma
inje¢do de veiculo e foram colocados no outro compartimento. O grupo controle
pré-tratado com veiculo nesta fase passou a receber também Mazindol 10 mg / kg e

fo1 pareado de forma idéntica ao grupo que recebera previamente mazindol.
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Fase 3. Também de forma idéntica ao procedimento I, vinte e quatro horas ap6s foi

permitido aos ratos escolherem livremente o compartimento pareado com droga ou

com salina, por 15 minutos.

3.5. Resultados

Machos e fémeas tratados com mazindol, 10 mg/kg, por sete dias antes do
periodo de condicionamento (esquema de injegdes repetidas que induziu
sensibilizagdo motora), ficaram mais tempo no lado pareado com o mazindol do
que os grupos de machos e fémeas tratados com veiculo, previamente ao
condicionamento (fig.5). No entanto estes resultados ndo mostraram uma diferenga

significante. A resposta dos machos parecem indicar uma tendéncia de

sensibilizagdo ao efeito refor¢gador do mazindol
4. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado ¢ um modelo animal de ansiedade. A
base etologica do teste ¢ a aversdo natural apresentada por roedores a espagos
abertos e elevados. Portanto, neste modelo sdo registrados a frequéncia de entradas
e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados. As medidas do estado de
ansiedade sdio expressas como a percentagem de entradas ou do tempo de
permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao total. O aumento do percentual de
entradas e do tempo nos bragos abertos reflete atividade ansiolitica ¢ a redugdo
dessas medidas reflete efeito ansiogénico dos compostos (Pellow et al., 1985,
Lister, 1987, File, 1990, Treit et al., 1993).
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4.1 Equipamento e Procedimento

O aparelho para o teste do labirinto em cruz elevado tem o formato de cruz e
foi fabricado em madeira, consistindo de dois bragos abertos opostos, (50 x 10 cm)
e dois bragos fechados também opostos, ( 50 x 10 x 40 ¢cm ) elevados 50 cm do
chéo. Os bragos abertos foram protegidos lateralmente por uma barra de acrilico de
1 cm para evitar a queda dos animais. Um campo aberto, quadrado (60 x 60 x 40
cm), também fabricado em madeira, foi utilizado antes do teste do labirinto em cruz
elevado, para adaptagdo do animal no ambiente do teste. Foi utilizado uma
solugéo de etanol a 10% para limpar os equipamentos antes da colocagio de cada
animal. O ambiente foi iluminado com luz vermelha com intensidade de 44 lux.
Os experimentos foram sempre realizados entre 8h e 12 h. No teste agudo, os ratos
machos e fémeas foram tratados com veiculo ou mazindol (10 mg / kg) na ante-sala
(1luminagdo de 720 lux). Dez minutos apés as injegdes, cada animal foi colocado
individualmente no campo aberto por 5 minutos e, em seguida, transferido
diretamente para o centro do labirinto em cruz elevado, com a face voltada para um
dos bragos fechados, por um periodo de 5 minutos de observagdo. No esquema de
administragdo repetida, um outro grupo de animais foram injetados diariamente
com mazindol 10 mg / kg ou com solugédo controle por sete dias. No sétimo dia, o
tratamento foi feito 15 minutos antes do teste no labirinto em cruz elevado. O teste
apos a administragdo repetida do mazindol, foi realizado de forma idéntica ao
experimento agudo. As medidas comportamentais obervadas no teste do labirinto
em cruz elevado foram o niimero de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos ¢
nos bragos fechados. O niimero total de entradas foi obtido pela soma do nimero
de entradas nos lados abertos e fechados. O percentual de entradas (aberto/total) foi
calculado dividindo-se o niimero de entradas nos bragos abertos pelo nimero total
de entradas e este indice multiplicado por 100. O percentual tempo (aberto/total)

também foi calculado de maneira semelhante: o tempo gasto nos bragos abertos foi
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dividido pela somatéria do tempo gasto nos bragos abertos e fechados e o quociente

obtido foi multiplicado por 100.
4.2. Resultados

A figura 6 demonstra o efeito da administragdo aguda e repetida do mazindol
sobre o percentual de frequéncia de entradas no aberto. A andlise estatistica
efetuada, teste de ANOVA de trés vias, mostrou significAncia no tratamento [F (1,
80) = 6,98; p < 0,009] no sexo [F (1, 80) = 3,81, p < 0,05] e na interagfo sexo x
tratamento [F (1, 80) = 7,84; p <0,006]. Posteriormente, nas comparagdes entre os
grupos o teste de Newman-Keuls demonstrou que os tratamentos agudo e repetido
com mazindol (10 mg/kg) provocaram um aumento significativo, do percentual de
entradas nos lados abertos nas ratas, em relagdo aos controles. Nos machos, o
tratamento agudo com mazindol mostrou uma tendéncia em reduzir o percentual de
entradas nos lados abertos, enquanto que o tratamento repetido mostrou uma
tendéncia oposta. Apos o tratamento agudo com mazindol, as fémeas apresentaram

um aumento no percentual de entradas estatisticamente diferente dos machos.

Para o percentual de tempo no aberto, apés a administragdo aguda e repetida
de mazindol, figura 7, a analise estatistica utilizada, o teste ANOVA de trés vias
revelou diferengas significantes para o sexo [F (1, 80) = 17,07; p < 0,0002],
tratamento [F (1, 80) = 15,73; p < 0,0003], condigdo [F (1,80) = 4,90; p < 0,02],
na interagéo sexo x tratamento [F (1,80) = 15, 69; p < 0,0003], sexo x condigdo
[F (1,80) = 6,26; p < 0,01] e sexo x tratamento x condigdo [F (1, 80) = 9,11;
p < 0,003]. Na analise posterior, fémeas submetidas ao tratamento agudo com
mazindol, de modo analogo & freqiiéncia de entradas no aberto apresentaram um

percentual de tempo nos lados abertos significativamete elevado em relagdo ao
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controle, e em relagdo aos machos. Porém, este efeito nio foi significante apos o
tratamento repetido. O tratamento agudo e repetido nos machos provocou uma
resposta semelhante & frequéncia de entrada no aberto mas em ambas as situagdes

a variagdo ndo atingiu indices significantes.

Em relagdo ao nimero total de entradas no estudo agudo e repetido, com
mazindol, figura 8 a analise de varidncia realizada, ANOVA de trés vias, mostrou
diferengas significantes em relagdo ao sexo [F (1, 80) = 24,52; p < 0,0004],
tratamento [F (1, 80) = 13,54; p < 0,0007] condigdo [F (1, 80) = 12,92; p <
0,0008], na interagdo sexo x tratamento [F (1, 80) = 18,30; p < 0,0001], sexo x
condigdo  [F (1, 80) = 6,30; p <0,01] e tratamento x condigéo [F (1, 80) = 5,05;
p < 0,02]. Pelo método de analise de Newman-Keuls, as fémeas, tratadas com
mazindol (10 mg / kg), nas duas condigdes de tratamento, agudo e repetido,
apresentaram o numero total de entradas estatisticamente diferentes dos machos.
O tratamento agudo com mazindol aumentou significantemente o niimero total de
entradas nas fémeas, quando comparado ao controle ¢ ao tratamento repetido,
enquanto que para os machos ndo foi observada alteragdo alguma. A analise de
covariincia (ANCOVA) utilizando as entradas nos bragos abertos como variavel
dependente e as entradas nos brzgos fechados como covaridvel ndo demostrou
efeito significativo [F (1,8) = 0,7, p > 0.4] indicando que o aumento de entradas
nos bragos abertos foi dependente do efeito sobre as entradas nos bragos fechados.
Isto mostra que, nesta dose, as fémeas mostraram-se mais suscetiveis a alteragéo da

atividade motora, do que os machos mas neste teste elas ndo demostraram

“sensibilizagio.
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Figura 8 - Comportamento de ratos machos ¢ fémeas quinze minutos apés as injegSes agudas e
repetidas (7 dias) de mazindol ou veiculo no labirinto em cruz elevado. Os dados representam a
meédia ¢ e.p.m. do total de entradas nos lados do labirinto em cruz elevado. ¥ p < 0,05 para
comparagdes entre tratamento agudo e repetido. * p < 0,05 para comparagdes entre grupos

tratados com mazindol e veiculo, * p < 0,05 para comparagdes entre sexo, (teste de Newman
Keuls).
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S. Medida da temperatura corporal.

Para a medida da temperatura foi utilizado um termémetro eletronico digital
(Dixtal). A temperatura retal foi medida inserindo-se o sensor do termdmetro,
lubrificado com 6leo de milho, cerca de 2,5 ¢m no reto do animal, ai permanecendo
até a estabilizagdo (1 minuto aproximadamente).Os animais foram tratados durante
7 dias consecutivos com veiculo ou mazindol nas doses de 5, 10 ¢ 20 mg/kg, via i.p.
A leitura da temperatura foi feita 20 minutos ap6s o tratamento no 1°, 7° e 10° dia.
Este teste foi executado juntamente com o "open field" e em ambiente com

temperatura controlada, entre 22 e 24°C.

5.1. Resultado

A influéncia das exposigdes aguda e repetida do mazindol (5,10 e 20 mg/kg)
sobre a temperatura corporal de ratos machos e fémeas esta ilustrada na figura 9.
A analise estatistica efetuada o teste ANOVA de trés vias mostrou diferengas
significante no sexo, F (1, 239) = 56,710, p <0,001, tratamento, F (3, 239) = 4,18,
p < 0,01 e no fator dia, F (2, 239) = 10,66, p < 0,001. Além disso as interagdes
entre os grupos tratados x dia, mostraram-se estatisticamente significantes:
F(6, 239) = 13,75, p < 0,001.0 teste posterior de Newman Keuls revelou que os
machos e as fémeas tratados com veiculo ndo diferiram significantemente entre si
no teste agudo, mas diferiram nos grupos tratados com mazindol e em exposigdes
repetidas.Os grupos tratados agudamente com mazindol demostraram uma resposta
hipotérmica, para a dose (20 mg/kg) em ambos os sexos. Apos injegdes repetidas,
de mazindol (5, 10 e 20 mg/kg) por 7 dias, as fémeas apresentaram hipotermia, nas
doses de 10 e 20 mg/kg e os machos na dose de 20 mg/kg, quando comparados aos
respectivos controles. A hipotermia apareceu no dia 10, nas fémeas apods injegoes

com mazindol (5 ¢ 10 mg/kg ), e nos machos apenas na dose de 5 mg/kg.
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Figura 9 - Efeitos da administragdo aguda (1° dia) repetida (7° dia) e ap6s a retirada (10° dia) de
mazindol ou veiculo sobre a temperatura colénica de ratos machos e fémeas, vinte minutos ap6s os
tratamentos. Os dados representam a média e e.p.m. de dez animais. *p < 0,05 em relagio ao 1°
dia de tratamento, *p < 0,05 em relagio aos respectivos controles, *p < 0,05 para comparagoes

entre sexo, (teste de Newman-Keuls).
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Ainda no dia 10, os ratos machos e fémeas tratados com a dose de 20 mg/kg nédo
apresentaram efeito hipotérmico. A resposta hipotérmica mantida, apds o
tratamento repetido, nfio sugere sensibilizagdo, mas a auséncia de uma resposta
hipotérmica no dia 10 poderia indicar a indugédo de tolerdncia, em ambos os sexos.
Pode ser observado, também nesta figura 8, que as fémeas apresentam uma
sensibilidade a resposta hipotérmica para doses mais baixas de mazindol apos o
tratamento repetido e, a0 mesmo tempo, a auséncia de resposta hipotémica com a

dose de 20 mg/kg no dia dez foi significantemente maior comparada aos machos.
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No presente estudo, os resultados demonstrando o efeito estimulante na
atividade locomotora apds injegdes repetidas de mazindol sugerem o
desenvolvimento de sensibilizagdo. A preferéncia condicionada de lugar sugere a
presenga de propriedades reforgadoras. Na avaliagdo da temperatura corporal o
mazindol mostrou um efeito hipotérmico a partir do tratamento agudo. As fémeas
parecem ser mais suscetiveis ao fen6meno de sensibilizagio da atividade
locomotora ¢ ao efeito hipotérmico do mazindol. No entanto ndo foi observada

diferenga sexual na manifestagdo do efeito reforgador do mazindol. A presenga de

efeito ansiogénico também ndo foi detectada para a dose de mazindol testada em

ratos de ambos os sexos

E bem conhecido que no teste do "open field", os ratos machos apresentam
elevada defecagdo e baixa ambulagéo, quando comparados a fémeas (Archer, 1975,
Beatty e Fessler, 1976, Masur et al., 1980). Assim, os resultados obtidos neste
estudo confirmam este padrio de resposta, j4 que uma atividade locomotora
elevada consistente foi observada em fémeas quando comparadas aos machos
tratados com veiculo ou com mazindol. Além do mais, uma resposta sexo-
dependente, bastante clara, foi detectada, no dia 10, quando mazindol foi
novamente administrado, mostrando que as fémeas sdo mais sensiveis a droga. As
diferengas sexuais observadas na resposta locomotora sensibilizada com mazindol,
estio de acordo com alguns trabalhos experimentais demonstrando diferengas
. sexuais na sensibiliza¢do produzidas por drogas estimulantes. Por exemplo, sabe-se
que o tratamento repetido com a anfetamina produz uma elevagdo no
comportamento de rotagdo, nas estereotipias e na atividade motora das fémeas em

relagdo aos machos (Camp e Robinson, 1988a, Robinson et al, 1982). Ainda, Glick
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e Hinds (1984) sugerem também que a sensibilizagdo a rotagdo, induzida por
cocaina, ocorre mais em fémeas do que em machos. Esta diferenga sexual ao

estimulo ativador parece ser devido a mudangas no sistema dopaminérgico

mesotelencefalico (Camp e Robinson,1988b).

A resposta locomotora aumentada, induzida por doses repetidas de mazindol

observada no "open field" , parece ser similar aquela induzida por cocaina e

estimulantes relacionados (Post et al, 1987, Robinson e Becker 1986).

A generalidade destes efeitos, assim como a sensibilizagdo cruzada reciproca entre
estimulantes, sugerem um mecanismo basico comum para a sensibilizagdo

comportamental (Aizenstein et al., 1990, Baldo e Kelly, 1991).

Outro pardmetro comportamental registrado no "open field" foi o levantar.
Embora este pardmetro possa também ser avaliado como uma fung&o motora dos
animais (Shillito, 1970), no presente experimento nfio parece haver nenhuma
correlagdo com a locomogdo. Para Ades (1969), o levantar pode ser interpretado
"como a expressdo de um estado de ativagio generalizada do qual faltaria o
componente exploratorio”. No entanto, para os presentes resultados, tal afirmativa

ndo nos parece verdadeira, uma vez que tal ativagdo generalizada implicaria um

aumento concomitante do levantar e da locomogéo.

A estimulagdo da atividade locomotora e o aumento da liberagio de
dopamina em 4areas limbicas sdo efeitos que estdo freqgilentemente associados a
drogas refor¢adoras (Layer et al., 1993). Os dados da figura 3 demostram que o
mazindol, 10 mg/kg, uma dose que estimula e sensibiliza a atividade locomotora,
produziu nos ratos ‘machos e fémeas, uma preferéncia condicionada de lugar,
quando pareados com o lado menos preferido. Somente quatro ensaios de

condicionamento com a droga foram necessarios para produzir a preferéncia
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condicionada de lugar. Entretanto nfo se observou diferengas significantes entre
machos e fémeas. Esta dose de mazindol utilizada, bem como o tempo de
condicionamento, sdo similares aos relatados para a cocaina e a anfetamina
(Calgagnetti e Schechter, 1992, Layer et al., 1993, Sachenk et al., 1986). Estes
resultados sugerem que o mazindol possui propriedades reforgadoras,confirmando

os resultados de Wilson e Schuster (1976), que indicam que o mazindol é auto-

administrado por macacos rhesus.

De forma similar & atividade locomotora tem sido levantada a possibilidade
de que exposigdes repetidas 4 droga produzam sensibilizagéo ao efeito de reforgo
(Lett, 1989). O pré-tratamento com mazindol, por sete dias, aumentou a
preferéncia condicionada de lugar induzida pela droga, apds quatro ensaios de
condicionamento. Embora no presente experimento este aumento ndo tenha sido
significante, registrou-se a tendéncia de sensibilizagdo ao efeito reforgador. E
possivel que a utilizagdo de outras doses, aumento do niimero de animais por
grupo, diferentes regimes de pré-tratamento ou um aumento no tempo de
condicionamento poderiam induzir efeitos significantes. Por exemplo ratos
previamente sensibilizados 4 cocaina adquiritam comportamento de auto-
administragdo de cocaina para a dose da droga que ndo encorajava a auto-
administragdo em animais ndo expostos previamente (Horger et al 1990). Ainda, de
acordo com a teoria de Lett (1989): drogas de abuso induzem dependéncia porque
exposi¢des repetidas sensibilizam o mecanismo de reforgo central de tal modo que
levam a produgdo de um aumento progressivo no efeito de reforgo cada vez que a
exposigdo ocorre. Wise e Bozarth (1987) tém argumentado que os efeitos
reforgadores e ativadores sio mediados por um mecanismo comum. Assim, é
concebivel que exposigdes repetidas ao mazindol a semelhanga do que ocorre com a

anfetamina, a cocaina ou a morfina (Lett, 1989), aumentem o efeito reforgador
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quando intensifica a ativagdo do comportamento locomotor. Segundo Lett (1989)
uma teoria aprofundada sobre a dependéncia requer pesquisas detalhadas de como
a sensibilizagdo do mecanismo de reforgo central amplificaria as propriedades de
incentivo condicionadas ¢ ndo condicionadas de drogas, propbe que, com
exposi¢des repetidas, a probabilidade de dependéncia aumenta porque a droga leva

a produzir um efeito de reforgo progressivo cada vez que ocorre a exposigo.

Uma vez que o mazindol é conhecido por agir primariamente, pela inibi¢do
da captagfio de dopamina (Javitch et al, 1984, Pogiin et al, 1991) e considerando as
referéncias prévias, ¢ possivel que os efeitos comportamentais, como a
sensibilizagdo da atividade locomotora e o efeito reforgador induzidos por
mazindol, possam ser devidos a sua agdio nos terminais dopaminérgicos. Tal
afirmagdo ¢ também sustentada pelo estudo recente de Baker et al (1993) que
demonstrou que as propriedades de estimulo discriminativo da cocaina sdo
substituidas pelos compostos que agem primariamente bloqueando a captagdo da

dopamina ¢ que a ordem de poténcia ¢ mazindol > nomifensina > GB R 12909 >
bupropiona.

Embora as bases neuroquimicas da sensibilizagio e das propriedades

reforgadoras ndo estejam claramente estabelecidas, nos Gltimos anos surgiram
alguns progressos na determinagdo dos mecanismos neurais da sensibilizagdo
induzida por psicoestimulantes, opidides e estressores. Alterages na transmissdo
dopaminérgica em terminais axonais, tais como niicleo accumbens e, na agiio de
drogas e estressores nas regides somatodendriticas dos corpos celulares de
neur6nios dopaminérgicos das 4areas Al10/A9 parecem ser as bases para o
aparecimento da sensibilizagdo comportamental ( Kalivas ¢ Webber, 1988, Kalivas
e Stewart, 1991). Entretanto, ndo é conhecido exatamente como as mudangas

nestas areas sdo codificadas para permitir a transmissdo dopaminérgica aumentada
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em campos terminais. Segundo Kalivas e Stewart (1991) uma possibilidade ¢ a de
que os neur6nios dopaminérgicos de animais sensibilizados possam ter se tornado
sensiveis, progressivamente, aos estimulos do meio ambiente (estressores) e aos
estimulos farmacolégicos ou se tornado dessensibilizados a regulagdo inibitoria.
Embora ainda ndo muito clara, ¢é bastante aceita a idéia de que mecanismos
multiplos estariam envolvidos nas mudangas de efetividade de uma droga apds
exposigdes repetidas (Goudie e Emnett-Oglesby, 1989, Trujillo e Akil, 1991). Sabe-
se que o conceito de resposta biologica é intrinsicamente plastico para todos os
niveis de organizagfo ao qual esta resposta é evocada. Portanto ¢ razoavel assumir
que, sob ativagdo repetida, todos os mecanismos, direta ou indiretamente
envolvidos na expressio de um dado efeito de uma droga, possam ser submetidos a
mudangas plasticas de extensdes maiores ou menores (Stewart ¢ Badiani, 1993).
Ao mesmo tempo, torna-se evidente que o desenvolvimento de tolerdncia ou de
sensibilizagdo possa ser mediado por mudangas em um ou em varios mecanismos
que venham a agir a0 mesmo tempo da administragdo da droga e o aparecimento de
sua agdo farmacoldgica. E possivel que ocorram mudangas nos pardmetros
farmacocinéticos da droga, tais como absorgdo, distribuigéo, metabolismo e
eliminagdo (Kalant et al,, 1971, Le ¢ Khanna, 1989), e, mudangas a nivel de
células alvo, tais como mudangas no nimero de células, de distribui¢do celular,
afinidade e grau de ativagdo dos receptores, em sistemas transducionais ou na

citoarquitetura  (Beitner-Johnson et al., 1992, Cox, 1991, Klein et al., 1989)

Através da utilizagdo de técnicas eletrofisiologicas, neuroquimicas e
comportamentais Kalivas et al.,(1985), Deutch ¢ Roth (1990) encontraram, na
regido A10/A9, varios neurotransmissores e/ou neuromoduladores envolvidos na
transmissdo dopaminérgica, como por exemplo, o GABA, as encefalinas, as
neurotensinas, a substincia P e o glutamato. Adicionalmente, estudos posteriores

mostraram que a neurotensina, o glutamato, a substincia P ¢ o GABA wvia
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receptores GABA-B, influenciam diretamente os neur6nios dopaminérgicos,
enquanto que os opidides e 0 GABA via receptores GABA-A regulam indiretamente
os neurdnios dopaminérgicos (Kalivas e Stewart, 1991). Outros pesquisadores>
também sugerem a existéncia de varios sistemas neuronais em paralelo mediando o

efeito reforgador, ao invés de um unico sistema (Wise ¢ Rompre, 1989).

Além disso, pesquisas recentes tém indicado que a serotonina potencia a
liberagdo de dopamina no nucleo accumbens. Esta modulagdo pode ocorrer
localmente (Chen et al., 1991, Parsons e Justice, 1993), via area tegmentar ventral
(Guan e McBride, 1989) ou via nucleo dorsal da rafe (Yoshimoto ¢ McBride,
1992). A importéncia destes achados reside no fato de que julga-se que muitas das
desordens psiquiatricas como por exemplo ansiedade, depressdo e certas psicoses
seriam mediadas primariamente pela serotonina (Tricklebank, 1989, Costall et al.,
1990). Embora, como ja mencionado anteriormente, a dopamina parega ter um
papel preponderante nos aspectos reforgadores de muitas drogas de abuso (Wise ¢
Bozarth,1987) e a sensibilizagdo comportamental, induzida pela administragdo de
drogas, tenha sido associada ao sistema dopaminérgico (Robinson et al., 1988,
Kalivas ¢ Duffy, 1990), a serotonina também tem sido envolvida nos aspectos
reforgadores de muitos psicoestimulantes (Carrol et al.,, 1990a,b, Porrino et al.,
1989, Richardson e Roberts, 1991). Inclusive Conningham et al (1992)
correlacionaram a sensibilizagdo comportamental com alteragdes no sistema
serotonérgico, porém a sensibilizagdo neuroquimica do sistema serotonérgico ndo
tem sido relatada na literatura. Neste mesmo ano, Izenwasser et al. (1992) mostrou
que a cocaina, como a dopamina, inibe a captagdo da serotonina no nucleo
accumbens. Segundo Parsons e Justice (1993), devido as a¢des similarus da
cocaina sobre os neur6nios dopaminérgicos e serotonérgicos, pode ser postulada a
hipotes< de que a administragdo repetida resulta em efeitos similares tanto sobre o

sistema serotonérgico como no sistema dopaminérgico. No entanto, pouco se sabe
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sobre os efeitos cronicos da cocaina sobre as fungdes da serotonina. Acredita-se
mesmo assim que a interagdo serotonina/dopamina pode contribuir para a
sensibilizagdo da dopamina no niicleo accumbens, depois da administragdo
repetida da droga (Parsons e Justice, 1993). Embora se desconhega as agdes do
mazindol sobre o sistema serotonérgico é possivel que a hipotese acima formulada
possa ser estendida ao mazindol, considerando a existéncia de um mecanismo de

agdo comum entre a cocaina e o mazindol, como ja citado na presente discussdo.

Em humanos sabe-se que a cocaina precipita episédios de ataque de panico
em alguns individuos (Anthony et al., 1989, Aronson e Craing, 1986, Washton et
al., 1984). Além disso, alguns dos maiores sintomas associados com a retirada da
cocaina sdo freqiientemente ansiedade severa, insonia e agitagdo (Crowley, 1987,
Gawin e Ellinwood, 1989, Tarr ¢ Macklin, 1984). A propriedade ansiogénica da
cocaina foi demonstrada em camundongos, no modelo de ansiedade de dois
compartimentos, branco/preto (Costall et al., 1989). Ettenberg e Geist (1991)
relataram que a administragdo de cocaina resultou em um comportamento
reforgador e ansiogénico em ratos treinados para se auto-administrarem a droga,
apos atravessar uma via estreita. Com a repeti¢do do teste, a laténcia para entrar na
caixa meta, onde as infusdes de cocaina intravenosa foram gradualmente
aumentadas, observou-se um pré-conflito ou resposta ansiogénica. O pré-
tratamento com diazepan reduziu a laténcia para entrada na caixa meta. Também
existem na literatura relatos de que mudangas nos niveis de corticosterona
plasmatica s@o respostas fisiologicas sensiveis ao estresse ou ansiedade (File,
1990). Com base nestes dados Yang et al.(1992) demonstraram que as
administragdes aguda e cronica de cocaina elevaram significativamente as

concentragdes de corticosterona no plasma de ratos. O pré-tratamento com
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clordiazepoxido atenuou os efeitos da cocaina na corticosterona plasmatica,

fortalecendo o conceito de que a cocaina teria um efeito ansiogénico.

No que diz respeito a capacidade do mazindol em produzir estimulo de
carater ansiogénico, admite-se que na avaliagdo dos resultados obtidos, no teste do
labirinto em cruz elevado (fig. 6, 7 e 8), esta propriedade ndo foi observada, tanto
no tratamento agudo quanto no repetido, em ambos os sexos. O tratamento agudo
nos machos mostrou uma tendéncia de efeito ansiogénico com a redugdo da
frequéncia de entradas no lado aberto e a redugéo de tempo no lado aberto, sem
alteragdo no nimero total de entradas. Entretanto o tratamento repetido reverteu
estes efeitos.Por outro lado, nas fémeas o mazindol em tratamento agudo aumentou
significativamente a freqiiéncia de entradas no lado aberto e o tempo gasto no lado
aberto, mas ndo podemos concluir que estes resultados representem um efeito
ansiolitico, uma vez que o numero total de entradas também aumentou
significantemente. Provavelmente esta resposta se deve a maior locomogdo das
ratas, confirmando inclusive os achados do "open field" onde as fémeas
apresentaram uma atividade locomotora mais elevada. A exemplo dos machos, o

tratamento repetido também reverteu estes efeitos.

Rogério e Takahashi (1992) sugerem que a habilidade da cocaina em induzir
propriedades ansiogénicas tanto em ratos como em camundongos pode depender,
pelo menos em parte, do estado de excitagdo do animal. No presente estudo no
entanto o mazindol foi testado em animais normais. Recentemente, foi relatado que
a vulnerabilidade & auto-administragdo intravenosa de anfetamina esta associada
com a reatividade do animal a novos ambientes, sugerindo que respostas
fisiolégicas ao estresse podem ser preditivas de perigo de abuso individual (Piazza
et al., 1989 e 1990). Usuarios sociais de cocaina sdo freqiientemente capazes de
utilizar esta droga controlando seus padres de uso para niveis que nio aumentam

o risco de dependéncia e toxicidade. Isto sugere que fatores adicionais as
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propriedades reforgadoras da cocaina podem explicar porque alguns individuos
podem se tornar usuarios recreacionais e eventuais da droga enquanto outros

progridem para um uso compulsivo da droga (Yang et al., 1992).

Em diferentes espécies animais incluindo o homem a hipotermia ¢ um efeito
da administrag@o sistémica de agonistas dopaminérgicos diretos bem documentado
(Salmi et al., 1993). O uso de outras drogas com mecanismos de ativagédo indireta
do sistema dopaminérgico tem levado a se especular o envolvimento da dopamina
endogena na termorregulagdo. Apesar do fato da dopamina, ja em 1966, ter sido
citada como produtora de um declinio na temperatura, quando injetada no
ventriculo cerebral de macacos conscientes (Myers, 1966 ¢ 1969), apenas nos
ultimos anos esta catecolamina foi implicada no mecanismo central da regulagdo da
temperatura (Lee et al., 1985). A anfetamina, que aumenta a dopamina endogena,
por liberagdo ou inibigdo da recaptagdo, é vista como produtora de mudangas na
temperatura, analogas aquelas da dopamina nos animais mantidos em baixas
temperaturas (Amico et al., 1976, Yheuda e Wurtman, 1972, 1975). Portanto além
das respostas comportamentais, o sistema neuronal dopaminérgico parece
desempenhar um importante papel na regulagdo central da temperatura corporal em
animais. Conseqilentemente os efeitos provaveis sobre a temperatura corporal
provocados por drogas cujo mecanismo de agédo esteja envolvido com este sistema

ou com respostas comportamentais, tém merecido mais atengdo.
L4

No presente estudo o tratamento agudo e repetido com mazindol induziu
uma resposta hipotérmica, em ratos machos e f8meas confirmando efeitos de outros
psicoestimulantes (Amico et al.,, 1976). As ratas, apds o tratamento repetido,
apresentaram um efeito hipotérmico dose-dependente. Apesar das fémeas
demostrarem uma diferenga significante no efeito hipotérmico em relagdo aos
machos, ndo se observou a ocorréncia de sensibilizagdo a hipotermia induzida pelo

mazindol em ambos os sexos. No entanto, a auséncia do efeito hipotérmico no dia
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10 apos a exposigdo a dose maior de mazindol, pode sugerir tolerancia tanto nos
machos como nas fémeas. A exemplo da sensibilizagdo, a tolerdncia pode se
desenvolver a um efeito particular da droga e ndo a outro (Miczek, 1991, Smith,-
1991) ou ainda, a tolerancia pode se desenvolver para alguns efeitos, enquanto a
sensibilizagdo se desenvolve a outro (Stewart ¢ Badiani, 1993). Na temperatura
ambiente de um laboratorio (22 a 24°C), o declinio da temperatura coldnica,
induzida por dopamina, pode ser devido, pelo menos em parte, 4 vasodilatagdo
periférica, ja que a hipotermia sempre ¢ precedida por uma elevagdo na temperatura
da pele ( Brown et al., 1982, Myers, 1980). O mecanismo exato da termorregulagdo
que envolve as vias dopaminérgicas ainda ndo foi esclarecido. Especula-se que o
efeito hipotérmico poderia ter a participagdo do sistema dopaminérgico do
hipotalamo (grupo de células A12 e Al4) e da substancia nigra (grupo de células
da regido A9) (Lee et al., 1985).

Em suma, a avaliagdo dos dados do presente estudo com mazindol sugerem
que as respostas comportamentais observadas tais como sensibilizagdo da atividade
locomotora, efeito reforgador bem como a resposta fisiologica como o efeito
hipotérmico, podem ser mediados por sistemas neuronais dopaminérgicos. Embora
a sensibilizagdo da atividade locomotora e a auséncia de sensibilizagdo ou
tolerdncia na hipotermia tenham sido observadas simultaneamente apds a
administragdo repetida de mazindol, o substrato neuronal dopaminérgico que forma
a base das respostas nfo parecem ser comuns. Ainda, pode-se obervar que a
sensibilizagdo desenvolveu-se para o efeito locomotor, e ndo para os outros efeitos
no presente estudo, confirmando que a sensibilizagdo pode se desenvolver a um
efeito particular da droga e ndo a outro (Stewart ¢ Badiani, 1993). Além disso, a
diferencga sexual foi evidente na sensibiliza¢do do efeito estimulante locomotor e na
resposta hipotérmica do mazindol. As fémeas demonstraram ser mais suscetiveis.

Segundo Forgie e Stewart (1993) os padrdes de estradiol circulante, nas fémeas,
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pode contribuir para uma maior suscetibilidade das mesmas as ag¢des de drogas
psicoestimulantes. E importante ressaltar que estes resultados experimentais podem
ter relevancia para a analise dos problemas do abuso de mazindol por humanos,

principalmente em relagdo ao consumo repetido da droga.
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CONCLUSOES

As respostas dos estudos comportamentais e fisiologicas de ratos machos e

feémeas submetidos aos tratamentos agudo e repetido com mazindol, levou-nos a

concluir que:

1. o tratamento repetido com mazindol induz o desenvolvimento de

sensibilizagdo da atividade locomotora, em ambos os sexos. Sendo as

fémeas mais suscetiveis;

2. oaumento da preferéncia condicionada de lugar, observado em ratos machos
e fémeas, sugere que o mazindol possui propriedades reforgadoras. O pre-

tratamento repetido com a droga ndo induziu sensibilizagio nesse teste;

3. o mazindol na dose testada ndo apresentou um efeito detectavel no teste

do labirinto em cruz elevado, em ambos os sexos;

4. os tratamentos agudo e repetido com mazindol, em ratos machos e fémeas,

produziu hipotermia, sendo que as fémeas mostraram ser mais sensiveis;

5. asrespostas comportamentais obtidas nesse estudo parecem confirmar

semelhangas entre as propriedades farmacoldgicas do mazindol e da cocaina.



RESUMO

O mazindol ¢ conhecido por bloquear o mecanismo de captagdo da dopamina

(DA) de modo similar ao induzido pela cocaina e constitui-se numa das drogas

anorexigenas mais usadas no Brasil.

Tendo em vista a escassez de literatura referente aos efeitos comportamentais do
mazindol em ammais de laboratério, a proposta do presente estudo foi investigar os
efeitos de administragdo aguda e repetida de mazindol em alguns testes
comportamentais em ratos machos e fémeas. Foram usados os seguintes testes:
atividade locomotora no campo aberto, preferéncia condicionada de lugar e o
labirinto em cruz elevado como modelo de ansiedade. Além disso, foram
comparados os efeitos do mazindol sobre a temperatura corporal entre ratos
machos ¢ f€émeas. O mazindol (5, 10 e 20 mg/kg) administrado durante 7 dias,
induziu sensibilizagdo a seu efeito estimulante na locomogdo em ambos os sexos.
Entretanto, esse efeito pareceu ser sexo-dependente, pois as fémeas se mostraram
mais sensiveis. O aumento do tempo de permanéncia pelos ratos tratados com
mazindol (10 mg/kg) no teste de preferéncia de lugar sugere que o mesmo possui
propriedades reforgadoras. Por outro lado, o tratamento repetido com mazindol ndo
induziu sensibilizagdo na preferéncia condicionada de lugar. Ainda, um significante
efeito hipotérmico foi observado seguindo-se injegdes agudas e repetidas de
mazindol (5, 10 e 20 mg/kg) em ratos de ambos os sexos. Novamente as fémeas

pareceram mais suscetiveis a mudangas na temperatura corporal induzida pela

droga.

Em conclusdo, esses resultados indicam que a administragdo aguda de
mazindol induz efeitos reforgadores em ratos, e que a sua administragio repetida

produz sensibilizagdo sexo-dependente para seu efeito no comportamento
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locomotor. Esses achados experimentais podem ter relevincia para o estudo do

consumo repetido de drogas em humanos.



ABSTRACT

Mazindol constitutes one of the most used anorectic drug in Brasil and it is

known to block dopamine (DA) uptake mechanism in a similar way to cocaine.

Since the literature concerning behavioral effects of mazindol in laboratory
animals 1s scanty, the purpose of the present study was to investigate the effects of
acute and repeated administration of mazindol on some behavioral tests in male
and female rats. The following tests were used: locomotor activity in the open field,
the conditioned place preference and the elevated plus maze model of anxiety.

Also, the effects of mazindol on body temperature were compared between male

and female rats.

Mazindol (5, 10 e 20 mg/kg) administered for 7 days induced sensitization to
its locomotor stimulatory effect in both sexes. However, this effect appeared to be
sex dependent, female rats being more sensitive. The increase in the time spent
by mazindol (10 mg/kg) treated rats in place preference test suggests that it possess
reinforcing properties. On the other hand, repeated treatment with mazindol failed
to induce a conditioned place preference. Further, a significant hypothermic effect
was seen folloing acute and repeated injection of mazindol (5,10 e 20 mg/kg) in
rats of both sexes. Again females rats seemed more suceptible to body temperature

changes induced by the drug.

In conclusion, these results indicate that the acute administration of mazindol
induces reinforcing effects in rats and that, repeated administration of mazindol
produces sex-dependent sensitization to its effect on locomotor behavior. These

laboratory ﬁndings may have relevance to the study of repeated drug taking in

humans.
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ZANIN, M. AND R. N. TAKAHASHI. Sex difference in sensitization to the Iocomotoi effects of mazindol in rats. BRAIN RES
BULL 34(4) 385-387, 1994.—Male and female rats were treated daily for 7 days with mazindol (5, 10, and 20 mg/kg), an
anorectic drug, and tested in the open field. Mazindol developed sensitization to its locomotor stimulatory effect in both sexes on
day 7 with a nondose-dependent pattern of response. However, the locomotor activity appeared to be sex dependent, female rats
being more sensitive. Following a challenge dose of mazindol (10 and 20 mg/kg) on day 10, a marked enhancement of locomotion
was seen in female rats. These findings indicate that repeated administration of mazindol produces sex-dependent sensitization to

its effect on locomotor behavior.

Mazindol Dopamine Sensitization

Locomotor activity

Male rats Female rats

VIAZINDOL is a nonphenylethylamine anorectic drug known to
lock dopamine (DA) uptake mechanism in a similar way to
otent psychostimulants like cocaine and methamphetamine
6,17). These drugs have traditionally been viewed as belonging
o the same pharmacological class, because they produce nu-
nerous physiological, behavioral, and subjective effects in com-
non (11). For example, in laboratory animals, moderate doses of
ocaine and amphetamine produces self-administration and in-
reases in locomotor activity, while higher doses induce stereo-
ypy, disruption of behavior, and death (10,26,33,37). It is gen-
rally believed that the behavioral effects of these drugs are
nediated primarily by actions on dopaminergic neurons, with a
esultant increase in dopaminergic neurotransmission (16,27).
Jowever, the mechanisms by which these drugs interact with
lopaminergic neurons appear to differ (19,30).

Several reports have shown that repeated administration of
ocaine-like stimulants results in an altered behavioral response
o the subsequent administration of the drug (1,23). This en-
\ancement of sensitivity, frequently referred to as sensitization,
1as been suggested to provide an animal model for stimulant-
nduced psychosis in humans (31). Thus, sensitization to cocaine
n rodents is usually associated with locomotor activity, stereo-
ypies, and circling behavior (12,22,30).

Similar to cocaine and amphetamine, mazindol is known to
nduce increased locomotor activity, circling behavior, and ste-
eotypies in experimental animals (17,34). In addition, mazindol
s self-administered by some animals (25,33), while it appears to
)ave minimal abuse liability in humans (9). However, despite the
atter evidence and contrasting with other countries, a recent re-
ort from Brasil has shown a high consumption of amphetamine-
ike anorectic drugs, mazindol being one of the most used (20).

Further, a survey carried out by the Brazilian Center for Infor-
mation on Psychotropic Drugs (CEBRID) reported that among
the first and second grade students of several Brazilian cities,
inhalants, benzodiazepines, and amphetamine-like drugs are the
most preferred, in that order (8).

Although there is abundant evidence demonstrating the be-
havioral sensitization effects of effective reinforcers such as co-
caine and amphetamine, there is a paucity of information describ-
ing the effects following repeated administration of mazindol in
animals. Therefore, the aim of this study was to examine the
locomotor stimulant effects of mazindol after repeated injection
for 7 days. In addition, male—female differences in locomotor
response to mazindol were also considered.

METHOD
Animals

Male and female Wistar rats, 3 months at the beginning of the
experiment, were used. The animals were housed in groups of
six per cage, under a 12L:12D cycle, and temperature at 23 =
1°C. Food and tap water were available ad lib. Female rats were
tested without monitoring estrus cycle.

Drugs

Mazindol (Instituto Quimico Campinas, IQC, Sio Paulo) was
dissolved in 0.025% carboximethylcelulose and diluted with dis-
tilled water. Control solution consisted of distilled water plus
vehicle. All solutions were administered via intraperitoneal, IP,
route in a volume of 1 ml/kg body weight.

! Requests for reprints should be addressed to Dr. R. N. Takahashi, Departamento de Farmacologia, CCB-UFSC, R. Ferreira Lima, 82, 88015-420

‘lorianépolis Santa Catarina, Brasil.
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sitive to mazindol, was detected on day 10 when challenge doses
of drug were administered. In this regard, it is of interest to note
that some available studies provide strong evidence for sex dif-
ferences in the sensitization produced by stimulant drugs. For
example, it is known that repeated amphetamine treatment pro-
duces a greater enhancement in rotational behavior, in stereoty-
pies, and motor activity in female that in male rats (7,28). Further,
Glick and Hinds (12) also suggest that sensitization to cocaine-
induced rotation occurs in females more than male rats. This sex
difference in responsivity to activating stimuli appears to be due
to enduring changes in mesotelencephalic DA systems (7). None-
theless, the exact mechanism for this sensitized response to ma-
zindol reported here remains to be established.
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In conclusion, these data indicate the development of behav-
ioral sensitization to mazindol in rats and that females are more
susceptible to the activating effects of repeated mazindol admin-
istration. Also, in view of the prevalence of the anorectic mazin-
dol consumption among females in Brazil, these laboratory find-
ings may have relevance to the analysis of human drug abuse
problems in relation to repeated drug taking.
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