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GABA - acido y-aminobutirico
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RESUMO

Os receptores GABA-A/Benzodiazepinicos sabidamente estdo envolvidos na modulagio
da memoria. Entre outros agentes quimicos, os benzodiazepinicos, que ligam-se a sitios
especificos neste receptor e potenciam a sua atividade, tendem a inibir o processo de
formagdo da memoria. Varios estudos, tanto no campo da biologia molecular quanto no
da bioquimica, descrevem alteragdes na estrutura, na densidade e na distribuigdo dos
receptores GABA-A/Benzodiazepinicos no cérebro, ao longo do desenvolvimento. Assim,
a composicao e as propriedades farmacologicas destes receptores no cerebro de ratos
adultos parecem diferir daquelas observadas em animais jovens. Baseados nesses dados,
poderiamos supor que um mesmo tratamento com benzodiazepinicos possa determinar
efeitos distintos sobre a memoria, de acordo com a idade do individuo. Ndo ha, no
entanto, dados anteriores que tratem da ontogenia dos receptores GABA-
A/Benzodiazepinicos no que se refere ao estudo da memoria, o que pode ser avaliado
através da manipulagdo farmacologica destes receptores em animais de diferentes idades.
Neste trabalho, procuramos observar o efeito de um benzodiazepinico de amplo uso
clinico e experimental, o diazepam, sobre a memoria de ratos Wistar fémeas, adultos (60
dias) ou jovens (30 dias), em trés tarefas comportamentais: Esquiva Inibitéria, Esquiva
Ativa de Duas Vias e Habituagdo ao Campo Aberto. O diazepam (0,2, 1,0 ou 5,0 mg/kg)
ou seu veiculo foram administrados por via intraperitoneal (i.p.), 60 minutos antes da
sess3o de treino nas tarefas. O intervalo entre a sess3o de treino e a sessdo de teste foi de
24h. Os resultados mostraram que o diazepam prejudicou o desempenho dos animais
adultos em Esquiva Imibitoria e Esquiva Ativa, quando utilizadas as dcses de 1,0 2 5.9
mg/kg, sugerindo déficit de memoria. A dose de 0,2 mg/kg facilitou a memoria em
Esquiva Inibitoria, e ndo teve efeito em Esquiva Ativa. Na tarefa de Habituacdo, o
diazepam prejudicou o desempenho dos animais adultos em todas as doses utilizadas. Ja
em ratos jovens, o diazepam teve um efeito distinto do observado em ratos adultos, nas
duas tarefas de esquiva. Em Esquiva Inibitéria, todas as doses (inclusive a de 0,2 mg/kg)
foram amnésicas, ¢, em Esquiva Ativa, a memoéria ndo foi afetada por nenhuma das doses
utilizadas. O efeito sobre a tarefa de Habituagdo foi semelhante em ratos jovens e adultos.
Os efeitos diferenciados do diazepam em ratos jovens e adultos, observados nas tarefas de
esquiva, podem dever-se a alteragdes idade-dependentes no nimero, distribui¢io e
estrutura dos receptores GABA-A/Benzodiazepinicos.



1-INTRODUCAO

1.1 -MEMORIA E APRENDIZADO

1.1.1 - Processamento da Memoria

A capacidade de formar memérias € uma importante caracteristica do sistema
nervoso central (SNC). A aquisigdo de novas informagdes através da experiéncia é
chamada aprendizado, enquanto a memoria € a capacidade de armazenar e evocar
posteriormente essas informagdes (Izquierdo, 1989a, 1989 e 1992).

As informagdes sdo percebidas pelos sentidos através dos estimulos recebidos do
ambiente, e passam por um processo de sele¢io que determina o que deve ser
memorizado. Os mecanismos neurais responsaveis por essa selegdo parecem envolver
diversas estruturas do SNC, particularmente o hipocampo e a amigdala (Izquierdo,
1989a). Estudos recentes também indicam que o fornix (via que comunica o hipocampo
com o septo medial) ou o nucleo caudato participam de diferentes tipos de processamento
de informagdo, uma vez que lesGes nestas estruturas prejudicam a aquisi¢ao (Packard e
McGaugh, 1992). O processo de memorizagio pode ocorrer sob a forma de uma
memoria de curta duragdo ("working memory" ou "short-term memory"- STM), que
permanece no cérebro apenas por poucos segundos ou minutos (Agranoff, 1989;
Izquierdo, 1992), ou de uma meméria de longa duragdo ("long-term memory"- LTM),
duradoura e estavel, que pode ser evocada posteriormente (Agranoff, 1989).
Aparentemente, estas duas formas de memoria sdo formadas em vias diferentes no sistema
nervoso. Estudos ‘demonstraram que pacientes com lesdio do lobo temporal medial
(incluindo o hipocampo) apresentam deficiéncia na formagdo de LTM, mas ndo de STM,
fendmeno semelhante ao observado em ratos com lesdo dorsal do hipocampo (Kesner e
Novak, 1982).

A formac3o de uma memoria de longa duragdo envolve um processo chamado
consolidagdo. Neste periodo, que ocorre apds o momento da aquisigao (aprendizado), as
informagdes sdo mais suscetiveis a interferéncias do ambiente (Izquierdo, 1988, 1989a e
1992; McGaugh et al., 1984; Rosenzweig e Bennet,1984). Na consolidagdo parecem estar
envolvidos o hipocampo, 0 septo medial e a amigdala, sendo que o papel desempenhado
por cada uma destas estruturas ¢ determinado pelo tipo de informagdo que esta sendo
processada. Assim, enquanto o hipocampo atua principalmente na consolidagio de
informagdes espaciais (Izquierdo, 1992; Izquierdo e Medina, 1993), a amigdala €
especializada no processamento de informagdes aversivas e de alerta, onde também ha
participagdo do septo medial (Izquierdo e Medina, 1993).

Na fase final da consolidagdo, a memoria aparentemente passa a ser processada
por uma regido cortical chamada cortex entorrinal (Izquierdo, 1992). Esta estrutura tem
conexdes monossindpticas bidirecionais com a amigdala, o hipocampo e o septo medial,
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Os neurotransmissores estdo contidos em vesiculas nos terminais pré-sinapticos.
No momento em que chega um potencial de agdo aquela terminagdo neural, e ocorre a
despolarizagdo local da membrana, vs neurotransmissores sdo liberados das vesiculas,
gragas a um mecanismo que depende da entrada de Ca** na célula através de canais
voltagem-dependentes. Uma vez liberado na fenda sinaptica, o neurotransmissor liga-se a
receptores especificos na membrana pos-sinaptica, exercendo entdo seu efeito (Erulkar
1989; O'Donnel e Pazo, 1989).

A agdo do neurotransmissor pode se expressar através de (1) uma alteragdo na
permeabilidade da membrana da célula pés-sinaptica a um ou mais ions, causando uma
mudanga no potencial de membrana (quando age sobre receptores ionotropicos), ou (2)
uma alteragio no metabolismo da célula pos-sinaptica, por exemplo, ativagdo de proteinas
que determinem uma mudanga no numero de receptores (quando age sobre receptores
metabotropicos). No primeiro caso, podem ocorrer sinapses excitatorias ou sinapses
inibitorias. Quando a ativagdo do receptor determina a abertura de um canal de Ca*" e/ou
de Na*, isto contribui para a despolarizagdo da membrana, e a sinapse € chamada de
excitatéria. Por outro lado, quando a ativagdo do receptor pos-sinaptico leva a abertura de
canais de CI- (ou de K*), is.o contribui para a hiperpolarizagio do neurdnio pos-sinaptico,
o que inibe a célula, e a sinapse neste caso € chamada de inibitoria (Erulkar, 1989).

A maior parte das sinapses excitatorias no SNC de um individuo adulto tém como
neurotransmissor o glutamato, e existem no cérebro quatro subtipos de receptor para este
aminoacido (Dingledine ¢ McBain, 1994). Tem-se demonstrado que as sinapses
excitatorias glutamatérgicas t€ém a propriedade de, sob a¢3o de determinados padrées de
estimula¢do repetitiva sobre a via ncural, aumentar a eficiéncia da transmissdo nessa
mesma via, processo que se estabelece rapidamente e que persiste por longos periodos.
Esse fenomeno ¢ chamado potenciagdo de longa duragdo ("long-term potentiation”-
LTP), e tem sido proposto como base da formagdo de memorias (Bliss e Collingridge,
1993; Lynch e Baudry, 1984).

O fendmeno da LTP foi demonstrado experimentalmente em vias monossinapticas
excitatorias do hipocampo que receberam estimulos de alta freqiiéncia, o que levava a um
aumento no componente sinaptico da resposta. Em varias estruturas, como no CAl do
hipocampo, a ocorréncia da LTP envolve a ativagdo de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA (no momento da indugdo do fendmeno), e, posteriormente, a ativacio de
receptores do tipo AMPA. Quando o numero de fibras aferentes estimuladas é muito
pequeno, pode ocorrer apenas uma potenciagdo pos-tetdnica ("post-tetanic potentiation"-
PTP), ou uma potenciagio de curta duragio ("short-term potentiation"- STP), cuja
durag3o ¢ de menos de uma hora (Bliss e Colingridge, 1993).

Sendo a LTP uma potenciagdo duradoura de uma determinada via sinaptica,
devem. ocorrer alteragdes que estabilizem esse aumento de eficiéncia da transmissdo. Este
mecanismo pode envolver (1) alteragdes pré-sinapticas que resultem em aumento da

_llberZ}céo de neurotransmissores, (2) alteragdes pos-sinapticas que resultem em aumento
do namero de receptores ou modificagdes em sua estrutura, (3) alteragdes na liberagdo de
glutar'nato pelas células gliais, ou (4) alteragdes morfolgicas. E provavel que ocorra uma
cornbmag:ﬁp f.ie modificagBes pré- e pos-sinapticas, em diferentes proporgdes de acordo
com o estagio do processo, comegando com uma fase independente de proteina kinase
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(STP), seguido por trés estagios de LTP: na LTP 1, ocorreria fosforilagdo proteica, na
LTP 2 a sintese proteica a partir de mRNAs, e, na LTP 3, transcricdo génica (Bliss e
Colingridge, 1993). Evidéncias recentes mostram que a ativagdo de proteinas quinases,
que levaria a fosforilagdo de varias proteinas importantes para a transmissao sinaptica, tém
grande importancia para a formagao de LTP (Ben-Ari et al,, 1992; Sheu et al., 1993).

Estudos farmacologicos reforgam as evidéncias em favor da hipotese de que a LTP
seja a base da memoria, demonstrando que a formagao de memoéria e a LTP podem ser
bloqueados no estagio inicial por antagonistas dos receptores glutamatérgicos NMDA e
metabotropicos, e, nas duas horas iniciais, por inibidores da proteina kinase Il e da PKC.
Indicam ainda que a evocagdo da memoria depende da atividade dos receptores
glutamatérgicos AMPA, ja que pode ser bloqueada por antagonistas desses receptores,
mas ja ndo € sensivel a administragdo de antagonistas do NMDA. Todos estes cleitos
dependem do tipo de aprendizado e da estrutura cercbral em que a droga € injetada
(Izquierdo et al., 1992; Izquierdo, 1994, Jerusalinsky ct al., 1992)

Ainda que a formagdo da memoria parega depender basicamente dos mecanismos
relacionados as sinapses glutamatérgicas, varios outres sistemas participam dJa sua
modulagdo. A aquisicdo da memoria envolve uma série de modificagdes hormonais e
neurchumorais, como altera¢do nos niveis de adrenalina, noradrenalina, ACTH e outros
neurotransmissores e peptideos (Gold e Zornetzer, 1983; Izquierdo, 1982). Estudos
demonstram a agdo moduladora dos opidides, e opidides endogenos devem participar de
um sistema fisiologico de regulagio da memoria, sendo a B-endorfina ¢ principal destes
reguladores (Brioni e Izquierdo, 1988; Guold e Zornetzer, 1983, lzquierdo. 1982,
Izquierdo e Netto, 1985; Izquierdo et al., 1985).

Além disso, tem sido demonstrada a acdo moduladora do sistema GABA¢érgico,
que sera detalhada abaixo.

) 1.2-SISTEMA GABAERGICO E RECEPTORES GABA-A / BENZODIAZE-
PINICOS

1.2.1 - Acido y-aminobutirico (GABA)

Descrito pela primeira vez no tecido nervoso em 1950 por Roberts e Awapara
(McGeer e McGeer, 1989), o acido y-aminobutirico (GABA) esta presente em
aproximadamente 30% das sinapses centrais, sendo o principal neurotransmissor inibitério
do sistema nervoso central (Schofield et al, 1987; Sieghart, 1989; Sigel et al., 1983;

Stephenson, 1988). Parece estar distribuido em quase todas as areas do cérebro, e sua

~concentragio ¢ 200 a 1000 vezes maior do que a de neurotransmissores e

neuromoduladores como a acetilcolina, a dopamina, a norepinefrina, € a serotonina
(McGeer e McGeer, 1989). O efeito predominante do GABA é um aumento da condugio
de cloro na membrana pés-sindptica, levando a uma hiperpolarizagio celular e
contribuindo assim para inibir a atividade da célula pos-sinaptica. (McGeer e McGeer,
1989; Sigel et al, 1983). '

Este efeito inibitorio classico do GABA decorre de sua ligagdo a receptores pos-



sinapticos associados a um canal de cloro. Estes reccplpres sio'chamados GAB{\—A, e
apresentam sensibilidade a bicuculina, 20 muscimol, ao acido 3-3mm09ropanesulf‘6qxqo ea
isoguvacina (McGeer e McGeer, 1989, Mohler e Okada, 1977a). Podem ter sua anv':d.ade
modulada por uma série de agentes quimicos, particularmente os benzodfazepnmcos
(figura 1), sendo, por isso, também chamados de receptores GABA-A/Benzodiazepinicos
ou GABA-A/BZD (De Lorey e Olsen, 1994; Vitorica et al., 1990).

Diozepam

= FIGURA 1: Formula estrutural do diazepam, um benzodiazepinico de amplo uso clinico e
expenimental. Os benzodiazepinicos ligam-se a sitios especificos no receptor GABA-
A/Benzodiazepinico, potenciando a transmissio GABAérgica. Neste trabalho, o diazepam

foi utilizado como ferramenta farmacologica para manipulagio do receptor GABA-
A/Benzodiazepinico.



Além destes, existem evidéncias da existéncia de outros dois tipos de receptores
GABAGérgicos, chamados GABA-B € GABA-C (Bowery, 1989, McGeer e McGeer, 1989,
Sieghart, 1989; Stephenson, 1988), os quais ndo iremos descrever detalhadamente

1.2.2 - Estrutura e Distribui¢ao Neuroanatomica dos Receptores GABA-A - Ben-
zodiazepinicos

Os receptores GABA-A/BZD sdo proteinas transmembrana pos-sinapticas, e,
como ja visto, sua ativagdo determina uma alteragdo conformacional que leva a abertura
de um canal de cloro (McGeer e McGeer, 1989) A solubilizagio ¢ purificagio destes
receptores foi descrita em varios estudos (Sigel et al., 1983; Sigel e Barnard, 1984,
Stephenson, 1988).

Quanto a sua estrutura, foi proposto inicialmente um modelo em que ocorreriam
duas subunidades (a e B), e cada molécula do receptor consistiria de duas copias de cada
uma dessas subunidades. Cada subunidade seria um polipeptideo com quatro dominios
hidrofobicos transmembrana, que formariam a parede do canal de Cl-. O sequenciamento
das subunidades a e B revelou grandes similaridades entre as suas estruturas, indicando
uma possivel origem evolucionaria comum (Schofield et al., 1987). Além disso, as
semelhangas encontradas entre as estruturas do receptor GABA-A/BZD e do receptor
colinérgico nicotinico (nAChR) indicaram a existéncia de uma super-familia de receptores.
na qual estariam incluidos também canais i0nicos ativados pela glicina ou por
neurotransmissores excitatorios (Sakmann et al., 1985; Schofield et al., 1987, Stephenson,
1988). Outros estudos demonstraram a ocorréncia de diferentes subtipos de polipeptideos
o e B (Levitan et al, 1988; Sieghart, 1989), e, em 1989, Pritchett e colaboradores
propuseram a existéncia de uma nova subunidade (y2).

Atualmente, aceita-se a existéncia de cinco familias de subunidades («, B3, v, 6 e p),
cada uma delas podendo apresentar multiplos subtipos (a—1-6, B1-4, y1-3, & e pl-2).
Cada molécula do receptor seria formada geralmente por uma combinagio de cinco
subunidades (figura 2), sendo que os seus diversos subtipos provavelmente ocorrem e
combinam-se de maneira diferénciada de acordo com a regido do cérebro. Formar-se iam
assim diferentes subtipos de receptor, cada um deles com caracteristicas farmacologicas
proprias (MacDonald e Olsen, 1994; QOlsen e Tobin, 1990).

O
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FIGURA 2: Estrutura do receptor GABA-A/Benzodiazepinico. a) modelo mostrando o
arranjo entre as-subunidades, cada uma possuindo quatro dominios transmembrana que
formam o canal de cloro (modificado de Olsen e Tobin, 1990). b) Modelo mostrando os

sitios de ligagdo dos compostos que podem modular a atividade do receptor (DeLorey e
Olsen, 1994).



Estudos tem sido realizados na tentativa de determinar as combinagdes de
subunidades existentes em diferentes subtipos de receptor GABA-A/BZD que poderiam
ocorrer no cérebro. Sigel e colaboradores, em 1990 (citado por Cherubini et al, 1991)
propuseram que ©O minimo necessario para a funcionalidade do receptor seria a
combina¢io de uma subunidade o, uma B e uma y2. A ocorréncia de pelo menos cinco
combinagdes foi proposta por Wisden e colaboradores (1992): al B2 y2, a2 B3 yx, o5 1
vx, al a4 B2 5, e al a6 B2 8 Os dados também indicam uma grande variagio na
expressdo das diferentes subunidades, de acordo com a regido do cérebro. Por exemplo,
enquanto a subunidade al tem uma distribuicdo bastante ampla no SNC de ratos, a .6
parece ser limitada ao cerebelo (Laurie et al., 1992), e a y1 esta restrita as regioes limbicas
da amigdala, do hipotalamo e do septo (Wisden et al., 1992). Montpied e colaboradores
(1988) indicaram uma grande ocorréncia de subunidades o no cerebelo, seguido pelo
talamo, cortex frontal, hipocampo, cortex parietal e hipotalamo, com valores mais baixos
sendo encontrados na ponte € na medula.

Varios estudos relativos a distribuigdo neuroanatdmica dos receptores GABA-
A/BZD indicam a sua predomindncia nas areas corticais, € as menores densidades parecem
ser encontradas na medula e na ponte, tanto em ratos como em humanos. Valores
intermediarios podem ser observados, por
exemplo, no hipotalamo, no hipocampo, no cerebelo e no estriato (Braestrup et al., 1977,
Mohler e Okada, 1977b; Squires e Braestrup, 1977, Young e Kuhar, 1979).

1.2.3 - Farmacologia do Receptor GABA-A/Benzodiazepinico

Varios compostos podem ligar-se a sitios especificos no receptor GABA-A/BZD
(figura 2) e modular sua atividade . O muscimol, um isoxazol do tipo psicoticomimético, &
um potente agonista do sitio de ligagdo do GABA, enquanto a bicuculina age como
antagonista deste sitio (Sieghart, 1992). A picrotoxina bloqueia o fluxo de Cl- através do
canal (McGeer e McGeer, 1989). Os barbituricos poténciam a transmissdo GABAérgica
no receptor GABA-A/BZD ligando-se a uma regido associada ao canal de Cl-,
aumentando assim o tempo médio de abertura deste canal (Malenka et al., 1989; Sieghart,
1992; MacDonald e Olsen, 1994). Alguns esteroides (androsterona e pregnanolona, por
exemplo) parecem aumentar tanto o tempo médio quanto a frequéncia de abertura do
canal (Twyman e MacDonald, 1992), e metabolitos de esterdides endégenos poderiam ser
moduladores fisiologicos dos receptores GABA-A/BZD (Majewska et al., 1986).
Para os objetivos deste trabalho, € de particular interesse a relagio entre os
benzodiazepinicos e a transmissio GABAérgica, demonstrada em varios estudos (Briley e
Langer, 1978; Costa e Rodbard, 1979; Karobath et al., 1979; Karobath e Sperk, 1979,
Tallman et al,, 1978). Os benzodiazepinicos ligam-se a um sitio especifico no receptor
GABA-A/BZD, facilitando a transmissio GABAérgica através do aumento da frequéncia
de abertura do canal de Cl- em resposta  ligagio do GABA ao receptor (De Lorey e
Olsen, 1994; MacDonald e Olsen, 1994; Malenka et al., 1989; Sieghart, 1992). Este
efeito pode ser bloqueado pelo flumazenil, um antagonista especifico do sitio receptor
benzodiazepinico (Hunkeler et al, 1981) Sabe-se também que o GABA e os



benzodiazepinicos exercem uma agao modulatéria alostérica reciproca sobre a ligagao um
do outro (MacDonald e Olsen, 1994, Malenka et al., 1989; Sieghart, 1992).

O papel que as varias subunidades desempenham na ligagdo destes moduladores ao
receptor GABA-A/BZD tem sido determinado. A variagdo do subtipo de subunidade o
em combinacdo com subtipos constantes de subunidaes (3 e y parece alterar a resposta do
receptor aos benzodiazepinicos, a interagdo GABA-benzodiazepinico, e o efeito
modulatorio dos esterdides, mas ndo causa diferengas na sensibilidade aos barbituricos, a
picrotoxina ou a bicuculina. A natureza da subunidade y aparentemente confere a
sensibilidade do receptor aos benzodiazepinicos: enquanto a presenga da subunidade y2
define um receptor com alta afinidade, a ocorréncia da subunidade y1 leva a uma baixa
afinidade por estes farmacos (MacDonald e Olsen, 1994). Além disso, a presenca da
subunidade o1 em um receptor sensivel aos benzodiazepinicos caracteriza um sitio de
ligagdo para benzodiazepinicos com afinidade pelo CL 218,872. Este receptor é chamado
receptor benzodiazepinico de tipo 1 (Pritchett et al., 1989). Por outro lado, a ocorréncia
de subunidades a2, 3 ou 5 caracteriza o receptor benzodiazepinico de tipo 2 (Sieghart e
Drexler, 1983). Sabe-se também que a administragdo cronica de diazepam pode alterar a
express3o da subunidade a1 no cérebro de ratos (Heninger et al., 1990).

1.3 - HISTORICO E UTILIZACAO CLINICA DOS BENZODIAZEPINICOS

Os benzodiazepinicos passaram a ser sintetizados a partir da década de 1930. O
clorodiazepoxido, desenvolvido na década de 1950 por Sternbach e seus colaboradores
nos laboratorios da Roche, foi o primeiro benzodiazepinico a ser utilizado com sucesso em
experimentos com animais, e, mais tarde, em tratamentos clinicos (Baldessarini, 1985). Os
compostos deste tipo que tem sido sintetizados apresentam propriedades ansiolitica,
sedativa, anticolvulsivante e relaxante muscular, e grandes doses podem levar a hipnose e
a perda de consciéncia (Marshall e Wollman, 1985; Reves et al., 1985).

Os benzodiazepinicos foram primeiramente utilizados clinicamente no tratamento
da ansiedade (Marshall e Wollman, 1985), e permanecem como as drogas ansioliticas mais
consumidas atualmente (Baldessarini, 1985; Lader, 1987). Além disso, sdo amplamente
utilizados como medicagdo préanestésica (Lader, 1987; Marshall e Wollman, 1985; Smith
e Wollman, 1985), e no tratamento de insOnia, espasmos musculares, desordens
relacionadas ao stress e epilepsia (Lader, 1987). Nas doses utilizadas clinicamente,
apresentam poucos efeitos sobre os sistemas cardiovascular, respiratério e gastrointestinal
(Kanto e Allonen, 1983; Reves et al, 1985), mas ha varios estudos que indicam a
ocorréncia de dependéncia e tolerdncia em individuos submetidos a altas doses de
benzodiazepinicos por longos periodos (Lader et al., 1987; Miller et al., 1989; Owen e

.Tyrer, 1983; Rickels et al., 1983).

Recentemente, foi descrita a existéncia de moléculas semelhantes a
benzodiazepinicos no tecido nervoso de mamiferos, inclusive nas vesiculas sinapticas,
sugerindo um papel fisiologico para as mesmas (Izquierdo et al., 1990).



1.4 - ACAO MODULATORIA DOS RECEPTORES GABA-A / BENZO-
DIAZEPINICOS SOBRE A MEMORIA: PAPEL DOS BENZODIAZEPINICOS

O envolvimento dos receptores GABA-A/BZD na modulagio da memoria foi

demonstrado primeiramente em estudos em que injegdes pos-treino do bloqueador do
canal de cloro picrotoxina melhoraram o aprendizado de ratos em um labirinto (Breen e
McGaugh, 1961). Estudos posteriores com picrotoxina € com a bicuculina comprovaram
que as drogas que deprimem a transmissdio GABAérgica tendem a melhorar a memoria.
Este efeito depende da dose utilizada, bem como do intervalo de tempo entre a
administragdo da droga e a realizagdo da tarefa comportamental (Brioni e McGaugh,
1988; Brioni et al., 1989; Castellano ¢ McGaugh, 1990; McGaugh, 1989). Por outro lado,
foi demonstrado posteriormente que o agonista GABAérgico muscimol tem um efeito
deletério sobre a memoria em uma série de tarefas comportamentais, sendo tambem este
efeito dose-dependente e tempo-dependente (Brioni et al., 1990; Castellano et al.,, 1989,
Castellano e McGaugh, 1990; Chrobak et al., 1989; Nagahara e McGaugh, 1992).
Assim como o muscimol, os benzodiazepinicos, como poténciadores da transmissdo
GABAérgica, deprimem a formagdo de novas memorias. Este efeito amnésico foi
observado em humanos, inicialmente em pacientes que receberam benzodiazepinicos como
medicagdo pré-anestésica (Pandit e Dundee, 1970; Pandit et al., 1971, Dundee e Pandit,
1972). Observagdes clinicas posteriores indicaram a ocorréncia de amnésia apos a
utilizagdo do diazepam intravenoso em cirurgia oral e tratamentos dentarios (Clarke et al ,
1970), bem como apos a administragdo oral de diazepam (Jones et al., 1978), e uma série
de outros estudos tem confirmado que individuos tratados com este benzodiazepinico
apresentam deficiéncias na aquisigdo da memoria em diferentes tarefas (Hinrichs et al.,
1982; Petersen e Ghoneim, 1980). Brown e colaboradores (1982) indicaram que a
amnésia induzida por diazepam apresenta similaridades com aquela associada a danos
organicos.

Estudos das propriedades amnésicas dos benzodiazepinicos em animais de
laboratorio foram realizados em 1961, por Heise ¢ McConnell, e Randall e colaboradores,
que demonstraram os efeitos do clorodiazepdxido e do diazepam sobre ratos em uma
tarefa de esquiva. Mais tarde, foi observado o efeito do clorodiazepoxido sobre o
desempenho de ratos em uma tarefa de Esquiva Inibitoria (Oishi et al., 1972), e, em 1976,
Soubrie e colaboradores estudaram o efeito amnésico anterogrado de benzodiazepinicos
em ratos treinados em um procedimento envolvendo uma resposta emocional
condicionada. Gamzu e colaboradores, em 1979, descreveram um modelo de Esquiva
Inibitoria através do qual observaram a amnésia induzida pela administragdo pré-treino de
varios ‘benzodiazepinicos em camundongos (Gamzu, 1987, Gamzu, 1988). Ainda no
mesmo ano, Patel e colaboradores realizaram um estudo que indicava um efeito amnésico
dose-dependente de benzodiazepinicos, notadamente o lorazepam e o dizepam, sobre
camundongos em Esquiva Inibitéria.

Atualmente, os efeitos amnésicos dos benzodiazepinicos .em animais ja foram
descritos em varias tarefas comportamentais, como diferentes tipos de Esquiva Inibitoria
(Brioni e Izquierdo, 1986, Venault et al., 1986), habituagio a novos ambientes (Venault et
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al., 1986), Esquiva Ativa (Pereira et al, 1988), e labirintos aquaticos (McNamara e
Skelton, 1991).

Estudos recentes sugerem ainda que benzodiazepinicos endogenos podem estar
envolvidos na modulagio da memoria (Izquierdo et al., 1990). Também tem sido
estudados os efeitos de antagonistas e agonistas inversos do sitio receptor
benzodiazepinico sobre a memoria, demonstrando que tanto o flumazenil como as f3-
carbolinas tendem a melhorar o processo de aquisicdo da memoria (File e Pellow, 1988,
Gentil et al., 1989; Lal et al., 1988; Venault et al., 1986).

1.5 - ONTOGENIA DOS RECEPTORES GABA-A/BENZODIAZEPINICOS

Varios pesquisadores tem investigado o processo de maturagio do sistema
GABAérgico, em particular do sitio receptor benzodiazepinico. Foram demonstradas
alteragdes ao longo do desenvolvimento pré e pos-natal, quanto aos seguintes aspectos:
(1) expressao de diferentes subunidades do receptor GABA-A/BZD, de acordo com a
estrutura cerebral e o estagio de desenvolvimento, tendo esta expressdo diferénciada
consequéncias sobre a afinidade dos receptores pelos seus ligantes (Laurie et al., 1992,
Vitorica et al., 1990), (2) alteragdes de nimero e concentragdo dos receptores no cérebro
(Braestrup e Nielsen, 1978, Palacios et al, 1979) e (3) um possivel papel
predominantemente excitatorio da neurotransmissdo GABAérgica, que ocorreria somente
durante o periodo neonatal (Cherubini et al., 1991). Sabe-se também que as trés primeiras
semanas de vida pos-natal parecem ser o periodo critico para a ontogénese dos receptores
GABA-A/BZD (Coen et al., 1983, citado por Cuomo, 1987), e que a administra¢do de
benzodiazepinicos durante o periodo pré-natal pode interferir sobre a mesma (Cuomo,
1987, Rementeria ¢ Bhatt, 1977). Abaixo serdo analisadas com maiores detalhes as
alteragGes de estrutura, namero e densidade.

1.5.1 - Alteragdes na Estrutura dos Receptores

A expressdo diferénciada, de acordo com a idade, das subunidades B1-3 (Zhang et
al., 1991), bem como das subunidades ct1-5 e B1 do receptor GABA-A/BZD no SNC de
ratos foi demonstrada em varios estudos. (Montpied et al., 1989; Garrett et al, 1990;
MacLennan et al., 1991; McKernan et al., 1991, citados por Laurie et al., 1992) Padrdes
distintos de expressdo das subunidades a1, a2 e a4 ao longo do desenvolvimento foram
relatados por MacLennan et al,, em 1991, e estudos semelhantes referentes a expressio
dos mRNAs das subunidades a1, a5, e y2 foram descritos por Bovolin e colaboradores
(1_992). Em expenmentos com anticorpos capazes de reconhecer as subunidades o e J3,
Vitorica e colaboradores (1990) acompanharam o desenvolvimento pos-natal dos
receptores GABA-A/BZD no cérebro de ratos e sugeriram ‘que a subunidade [
permaneceria estavel durante o desenvolvimento, o mesmo- nio ocorrendo com a
subunidade o, que apresentaria heterogeneidade. MacLennan e colaboradores (1991)
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encontraram um aumento bastante pronunciado do mRNA da subunidade ol entre 7 e 38
dias apos o nascimento, periodo em que 0 mRNA da subunidade a2 também atingiu o
nivel maximo de concentragdo. O mRNA da subunidade a4, por sua vez, pareceu atingir o
nivel maximo no sétimo dia apds o nascimento, decaindo depois para os niveis adultos em
torno de 21 dias.

O mapeamento dos mRNAs de 13 subunidades (al-6, B1-3, yl1-3 e &) em
diferentes estruturas do cérebro de rato, ao longo do desenvolvimento pré e pos-natal, foi
realizado por Laurie e colaboradores (1992). Em torno de 14 dias de gestac¢do, apenas as
subunidades 2, 3 e S puderam ter suas presengas detectadas. Algumas subunidades (a5 e
B1, por exemplo), atingiram seu pico de expressdo alguns dias apos o nascimento e
declinaram na vida adulta na maior parte das estruturas analisadas, enquanto outras, como
acl ead, tiveram sua maior expressdo na vida adulta em todas as estruturas.

As variagdes na expressdo dos receptores benzodiazepinicos de tipo 1 ¢ 2 ao longo
do desenvolvimento também foram bastante estudadas. No cérebro neonatal, ocorreria
principalmente o receptor de tipo 2, e o de tipo 1 s6 comegaria a aumentar sua expressao
apOs a primeira semana de vida (Lippa et al., 1981; Sato e Neale, 1989; Vitorica et al,
1989).

1.5.2 - Alteragdes de Numero e Densidade de Receptores no Cérebro

A dosagem de receptores GABA-A/BZD em cérebros de ratos de diferentes
idades tem indicado uma grande variabilidade em seu nimero e em sua densidade ao longo
do desenvolvimento. Foi demonstrado que o sitio de ligagdo ao GABA encontra-se em
nivets muito baixos no periodo neonatal (10% dos valores adultos no segundo dia apos o
nascimento), e aumenta rapidamente durante as trés primeiras semanas de vida. O sitio
receptor benzodiazepinico, por outro lado, parece apresentar 30% dos niveis adultos no
segundo dia de vida no cerebelo, e 50% no restante do cérebro, aumentando seus niveis
em uma taxa constante até em torno de 3-4 semanas de vida (Palacios et al., 1979).

Qutros estudos (Braestrup e Nielsen, 1978) indicaram que, no dia do nascimento,
a concentracgdo de sitios benzodiazepinicos no cérebro de ratos é de 35,4% dos valores
adultos, representando apenas 2,5% do numero total encontrado em adultos. A maxima
concentragdo parece ser atingida em torno de uma semana de vida, e o namero total de
sitios aparentemente cresce até atingir um platé em torno de 4 semanas de vida.

Em humanos, os sitios benzodiazepinicos parecem atingir a densidade similar a de
cérebros adultos em torno de 45 semanas apos a concepgdo no talamo, na medula, na
ponte e na oliva. No cortex frontal e no cerebelo ocorre ainda um grande aumento na
densidade no periodo pos-natal, possivelmente até em torno de um ano e seis meses de
idade (Reichelt et al., 1991).

Os dados aqui apresentados indicam que a composigdo estrutural (e possivelmente
as propriedades farmacologicas), a distribuigio e a densidade dos receptores GABA-
A/BZD encontrados no cérebro de ratos e humanos adultos difere.daquela observada em
diferentes estagios do desenvolvimento. Portanto, poderiamds supor que um mesmo
tratamento com benzodiazepinicos poderia determinar efeitos distintos, de acordo com a



idade do individuo. Ja existem estudos clinicos que indicaram a ocorréncia de efeitos
diferenciados de benzodiazepinicos em pacientes jovens e adultos (Lanius et al., 1993).
Entretanto, n3o existem na literatura estudos farmacologicos anteriores referentes a
alteragdes comportamentais induzidas por benzodiazepinicos em animais de diferentes
idades, especialmente no que se refere ao efeito destes farmacos sobre os processos de
aprendizagem e memoria. Assim, pareceu-nos importante observar neste trabalho os
efeitos de um benzodiazepinico sobre a memaria em ratos de diferentes idades.



2 -OBJETIVOS

Este trabalho de dissertagdo tem como objetivos:

2.1 - Avaliar o efeito da administragdo pré-treino de um agonista do sitio receptor
benzodiazepinico no receptor GABA-A/BZD, o diazepam, sobre a memoéria de ratos
jovens (em torno de 30 dias de idade), ou adultos (em torno de 60 dias de idade), na tarefa

de Esquiva Inibitoria.

2.2 - Avaliar o efeito do diazepam pré-treino sobre a memoria de ratos de 60 dias
ou de 30 dias de idade na tarefa de Esquiva Ativa de Duas Vias.

2.3 - Avaliar o efeito do diazepam pré-treino sobre o desempenho de ratos de 60
dias ou de 30 dias de idade em uma tarefa ndo-aversiva, a Habituagdo ao Campo Aberto.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas adultos (58-69 dias de idade) e jovens (30-
32 dias de idade), obtidos no Bioterio do Instituto de Biociéncias da UFRGS. Os animais
dispunham de agua e comida “ad libitum", e eram mantidos em um ciclo claro-escuro de
12/12 horas.

3.2 - PROCEDIMENTOS FARMACOLOGICOS

Diazepam (Roche) foi dissolvido em solugdo veiculo (40% de propilenoglicol.
10% de alcool etilico, 15% de alcool benzilico, Sg% de acido benzoico, 48,5%% de agua
destilada, pH=7,4), nas concentragdes de 0,2, 1,0 e 5,0 mg/ml.

O diazepam foi injetado por via ip., nas doses de 0,2 , 1,0 ou 5,0 mwkg, &0
minutos antes da sessdo de treino na tarefa comportamental. O grupo controle recebeu
solugdo veiculo.

3.3 - PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS
3.3.1 - Esquiva Imbitoria

Foi realizada em uma caixa de acrilico com 50 ¢cm de largura, 25 cm de altura e 25
cm de profundidade, sendo que a face frontal era constituida de um vidro transparente.

O assoalho da caixa consistia de uma grade formada por barras paralelas de
bronze, na qual podia-se aplicar uma diferenga de potencial. Na extremidade esquerda da
caixa, havia uma plataforma de madeira revestida com formica, com 7 cm de largura por 5
cm de aitura (para ratos adultos), ou 4 cm de largura por 2,5 cm de altura (para ratos de
30 dias).

Na sessdo de treino, os animais eram colocados gentilmente no interior da caixa de
condicionamento, sobre a plataforma, voltados para o canto superior esquerdo da caixa.
Cronometrava-se o tempo de descida dos animais (com as quatro patas) da plataforma
para o assoalho da caixa. Os animais entdo recebiam choques nas patas, com intensidade
de 0,4 mA e duragdo de 6 segundos. Na sessdo de teste, realizada 24 horas depois, os
animais eram novamente colocados na caixa, e novamente, era cronometrado o tempo de

~descida da plataforma. A diferenca de laténcia para a descida entre as sessdes de teste e de
treino era tomada como medida de meméria. Foi utilizado um limite maximo de tempo
para a descida de 300 s, sendo que os animais que ultrapassavam este limite sem descer da
plataforma eram computados com este valor. ‘



3.3.2 - Esquiva Ativa de Duas 1ias

Foi realizada em uma caixa de condicionamento com as mesmas dimensdes da
caixa utilizada na tarefa de Esquiva Inibitoria, sendo o assoalho constituido de barras de
bronze. Na sessdo de treino os animais passavam por um periodo de adaptagdo de 2
minutos, apos o que eram emitidos 30 tons (1,0 KHZ, Ss, 70 dB), em intervalos
irregulares. Cada ton era seguido de um choque nas patas (0,3 mA), aplicado no lado da
caixa em que o animal estivesse. O choque era mantido até que o animal cruzasse para o
outro lado da caixa. Para evitar o choque, os animais deveriam aprender a emitir a
resposta de cruzamento durante a apresentagao do choque (esquiva). A apresentagio dos
estimulos e o registro de respostas de cruzamento e de esquiva eram automaticos. A
sessdo de teste era realizada 24h depois, e a diferenga teste-treino do nimero de respostas
de esquiva foi tomada como medida de memdéria, e referida nos graficos como escore de
retengao.

3.3.3 - Habituagdo ao Campo Aberto

Foi realizada em uma caixa de condicionamento de madeira envernizada, com as
dimensdes de 60 cm de largura, 40 cm de profundidade e 50 cm de altura, sendo a face
frontal constituida de vidro transparente. O assoalho da caixa consistia de uma superficie
de linoleo dividida com linhas escuras em doze quadrados idénticos, de 15 X 13 cm.

Na sessdo de treino, os animais eram colocados gentilmente no canto posterior
esquerdo da caixa, com a face voltada para a parede, e exploravam livremente o ambiente
durante dois minutos. Contava-se o nimero de respostas de orienta¢do ("rearings') e o
namero de cruzamentos pelas linhas desenhadas no assoalho ("crossings"). Na sessio de
teste, 24 horas depois, repetia-se 0 mesmo procedimento, € o numero de respostas de
orientagdo e cruzamentos era novamente observado. A diferenca entre o numero de
respostas de orientagdo entre as sessdes de teste e de treino foi tomada como medida de
memoria. O nimero de cruzamentos permitiu avaliar alteragdes na atividade locomotora.

3.4 - ANALISE DOS RESULTADOS

Dados ndo-paramétricos (diferenga de laténcia teste-treino em Esquiva Inibitoria)
foram avaliados pela Analise de Variancia de Kruskal-Wallis; no caso de haver diferenga,
aplicou-se o0 Teste de Comparagdes Multiplas de Dunn. Dados paramétricos (diferenca
teste-treino no numero de respostas de Esquiva Ativa, respostas de orientagio, namero de
cruzamentos em Habituagao) foram avaliados com o emprego de ANOVA, seguido do

Teste 1 de Student para Amostras Dependentes, e do Teste de Newman-Keuls, quando
necessario,
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4 - RESULTADOS

Em todos os experimentos descritos neste trabalho, as tarefas comportamentais
sdo utilizadas como modelos de medigdo da memoria em ratos. Para todas as tarefas, um
prejuizo no desempenho no teste € interpretado como deficiéncia de memoria, enquanto
uma melhora no desempenho indica facilitagdo da meméria.

4.1 - ESQUIVA INIBITORIA

Em ratos adultos (figura 3), o diazepam prejudicou o desempenho no teste nas
doses de 1,0 e 50 mg/kg. Ja na dose de 0,2 mg/kg, o valor dos intervalos interquartis
indica uma melhora do desempenho, sugerindo que, nesta dose, o diazepam causou uma
facilitagdo da memoria.

Os resultados referentes aos ratos jovens (figura 4) mostram um prejuizo do desempenho
em todas as doses utilizadas.
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FIGURA 3: Efeito do diazepam pré-treino, via i.p., sobre o desempenho de ratos de 60
dias de idade em Esquiva Inibitoria. Valores expressos como laténcia para descida da

plataforma (s). N = 11-14 animais por grupo3# Diferenca significativa dos demais grupos
(p < 0,05).



130

40 | |
i
30
=
- =20
S
o
a
=
—
10
= A e
O EEEETETTT
-10 _—
veiculo 0,2 1,0 5,0

diazepam

FIGI'JRA _4:"1'5f§ito do diazepam sobre o desempenho de ratos de 30 dias de idade em
Esquiva Inibitéria. Valores expressos como laténcia para descida da plataforma (s). N = 9-

1_2 a_nimalis por grupo >#Diferenca significativa do grupo controle (p < 0,05). & Diferenca
significativa dos demais grupos (p < 0,05). '



4.2 - ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Nesta tarefa, o diazepam prejudicou o desempenho dos ratos adultos nas doses de
1,0 e 5,0 mg/kg, enquanto a dose de 0,2 mg/kg ndo apresentou efeito sobre a memoria
(figura 5).

Ja nos ratos jovens, ndo foi observado prejuizo do desempenho em nenhuma dose
utilizada, sugerindo que, nesta idade, o diazepam ndo tem efeito sobre a memoria da tarefa
de Esquiva Ativa (figura 6)
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= FIGURA 5: Efeito do diazepam sobre o desempenho de ratos de 60 dias de idade em
Esquiva Ativa de Duas Vias. Valores expressos como escores de retengdo (5 de fugas
teste-treino). N = 13-15 animais por grupo.ADiferenca significativa entre sessdo de treino
e sessdo de teste (p < 0,05).3¥ Diferenga significativa dos demais.grupos (p < 0,05)
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" FIGURA 6: Efeito do diazepam sobre o desempenho de ratos de 30 dias de idade em
Esquiva Ativa de Duas Vias. Valores expressos como escores de retengdo (8 de fugas

teste-treino). N = 22-26 animais por grupo. Ndo houve diferenga significativa entre os
grupos (p < 0,05).
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4.3 - HABITUACAO AO CAMPO ABERTO

Os resultados observados em ratos adultos e jovens nesta tarefa tiveram padrdes
semelhantes. A observagdo do numecro de respostas de orientagdo (que indica memoria)
mostrou que: houve prejuizo do desempenho em todas as doses utilizadas, em ambas as
idades. A dose mais alta (5,0 mg/kg), entretanto, afetou a performance no treino,
dificultando a interpretagdo dos resultados em termos de memoéria.

O outro parametro avaliado nesta tarefa (nimero de cruzamentos) mostrou que o
diazepam provocou um aumento no nimero de cruzamentos na sessdo de treino, em
relagdo ao grupo controle, na dose de 1,0 mg/kg, e um aumento ainda maior foi observado
na dose de 5,0 mg/kg. Este efeito também foi semelhante para os ratos de ambas as idades
(Tabela I).
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TABELA 1

Efeito do diazepam sobre o numero de cruzamentos de ratos de 60 dias ou de 30 dias de
idade na sessao de treino da tarefa de Habituagdo ao Campo Aberto (média - erro

padrdo).
Tratamento Ratos de 60 dias Ratos de 30 dias
n cruzamentos n cruzamentos
Veiculo 13 54,85 +3,28 15 4993 +4,02
DZP 0,2 mg/kg 13 57,62 +255 13 4992 +4.62
DZP 1,0 mg/kg 12 76,00 + 4,84* 13 70,15 + 5,34*
DZP 5,0 mg/kg 12 84,75 +3,90* 12 8875+5,19%

* Diferenga significativa em relagdo aos demais grupos de ratos da mesma idade (p < 0,05).



5- DISCUSSAO

Neste trabalho, procuramos comparar os efeitos do diazepam sobre a memoria de
ratos jovens (30 dias) e adultos (60 dias). Como vimos na introdu¢do, ha um grande
numero de estudos, tanto no campo da biologia molecular (descricio da estrutura dos
receptores, e expressio de suas subunidades ao longo do desenvolvimento), quanto da
bioquimica (ensaios de "binding" a partir de preparagdes de células nervosas de animais de
diferentes idades), que descrevem alteragdes nos receptores GABA-A/BZD durante a
ontogenia. N@o ha, no entanto, estudos anteriores no campo da neurofarmacologia,
particularmente no que se refere ao estudo farmacologico da memoria, que abordem a
questdo da ontogenia dos receptores GABA-A/BZD. Assim, o presente trabalho pretende
estudar algumas implicagdes comportamentais de um fendmeno ate agora apenas descrito
a nivel bioquimico e molecular.

Comecemos discutindo algumas questoes metodologicas. A primeira refere-se a
escolha das idades dos animais experimentais. A op¢do pela idade de 60 dias para a
realizagdo dos experimentos com os ratos adultos teve como base dados anteriores da
literatura (Cuomo, 1987), que indicam que , nesta idade, o SNC do rato atinge a completa
maturagdo. Ratos desta idade tem sido utilizados em varios estudos farmacologicos que
procuram avaliar os efeitos de drogas psicotropicas em adultos (Cuomo, 1937).

Por outro lado, ratos de 30 dias de idade (considerados neste estudo como ratos
jovens), apresentam o SNC ainda em processo de maturagdo, apesar de que as alteragoes
mais significativas parecem ocorrer durante as trés primeiras semanas de vida (Cuomo,
1987). Tentativas de realizagdo de experimentos como os descritos no presente trabalho
com ratos ainda mais jovens (15 e 20 dias), em nosso laboratorio, nio foram bem
sucedidas. Isso parece decorrer tanto da desproporgdo entre as dimensdes das nossas
caixas de condicionamento e dos ratos nessas idades, como também de caracteristicas
comportamentais observadas nestes animais. Por exemplo, o numero de respostas de
orientagdo de ratos de 15 ou 20 dias de idade na tarefa de Habituagdo € muito baixo em
relagio aos apresentados pelos ratos adultos, para o mesmo tempo de observacio,
dificultando a comparagdo entre os grupos (dados ndo mostrados).

Outra questdo metodologica a ser discutida € a escolha do diazepam como
ferramenta farmacologica para a2 manipulagdo dos receptores GABA-A/BZD. Isto deveu-
se a varios fatores: (1) o diazepam tem um efeito especifico bem descrito a nivel de SNC,
que decorre, como ja visto, de sua ligagdo ao sitio benzodiazepinico no receptor GABA-
A/BZD. Nido apresenta efeitos sobre outros tipos de receptores , e nem sobre o Sistema
Nervoso periférico ou sobre outros sistemas do organismo; (2) grande parte dos estudos
bioquimicos que tratam da ontogenia dos receptores GABA-A/BZD utilizam-se de
benzodiazepinicos como ferramenta de estudo destes receptores (um exemplo sd3o os
estudos de dosagem de receptores em cérebros de ratos de diferentes idades realizados
por Braestrup e Nielsen, 1978); (3) os benzodiazepinicos, e o diazepam em particular, tém
um efeito bem descrito sobre a memoria (ver introdugdo); (4) o estudo dos
benzodlazepmtcos ¢m comparagdo com outros ligantes do receptor GABA-A/EZD, tem
maior relevancia clinica, uma vez que sdo farmacos amplamente utilizados na pratica



meédica.
Feitas essas consideragdes, passaremos a discussdo dos resultados obtidos em cada
tarefa.

5.1 - ESQUIVA INIBITORIA

Nesta tarefa, observou-se um efeito deletério sobre a memoria nas duas doses mais
altas de diazepam, em adultos, e em todas as doses utilizadas, nos ratos jovens. O efeito
facilitador da dose mais baixa (0,2 mg/kg), observado nos animais adultos, foi indicado
pelo grande nimero de animais que permaneceram na plataforma durante 300 segundos
(Grafico 1). Os intervalos interquartis revelam, no entanto, uma grande dispersdo de
dados, ou seja, esta dose parece ter facilitado a meméria da maior parte dos ratos,
enquanto teve um efeito amnésico em outros. Estudos anteriores indicam que , em
humanos, o efeito de doses baixas de benzodiazepinicos sobre a memoria podem variar de
acordo com o grau de ansiedade do individuo. Assim, enquanto sujeitos com baixo grau
de ansiedade teriam a memoria prejudicada pelos benzodiazepinicos, em individuos mais
ansioscs estes farmacos poderiam facilitar o processo de memorizagdo (Desai et al,
1983). Este efeito pode ser explicado da seguinte forma: uma vez que a ansiedade tem um
efeito deletério sobre a memoria (Eysenck, 1977, citado por Desai, 1983), o efeito
ansiolitico dos benzodiazepinicos em individuos ansiosos poderia resultar em melhora no
aprendizado (Desai et al., 1983). Estes elementos poderiam servir como base para uma
possivel interpretacdo dos nossos resultados descritos acima: de acordo com o grau de
ansiedade do animal no momento da realizag3o da tarefa comportamental, a dose de 0,2
mg/kg de diazepam poderia ter atuado de forma distinta sobre a memoria, sendo que o
efeito observado no conjunto dos animais foi de facilitagdo, mas com uma grande
dispersdo de dados.

Nos ratos jovens, no entanto, a dose de 0,2 mg/kg prejudicou a memoria da tarefa
tanto quanto as doses mais altas (Grafico 2). Ja se observa, portanto, um efeito idade-
dependente do diazepam, pois a sensibilidade da memoria desta tarefa aos efeitos deste
farmaco parece ser maior em ratos jovens, uma vez que uma dose mais baixa foi suficiente
para causar um efeito amnésico.

5.2 - ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Os resultados destes experimentos mostram que, em ratos adultos, o diazepam
prejudicou a memoria nas doses de 1,0 e 5,0 mg/kg, enquanto a dose de 0,2 mg/kg ndo
apresentou nenhum efeito sobre o desempenho na tarefa (Grafico 3). Ja nos ratos jovens,
nenhuma das doses utilizadas afetou o desempenho (Grafico 4), sugerindo que, nesta
~idade, a memoria da tarefa de Esquiva Ativa ndo € sensivel 2 modulagdo pelo diazepam.



5.3 - HABITUACAO AO CAMPO ABERTO

Nestes experimentos, o padrdo de resultados foi semelhante para ratos jovens ¢
adultos (Graficos 5 e 6) A dose mais alta (5,0 mg/kg) mostrou-sc inadequada para o
estudo dos efeitos do diazepam sobre a memoria, pois afetou a performance na sessdo de
treino. O aumento do numero de cruzamentos na sessao de treino (Tabela I) indica que o
diazepam induziu um aumento na atividade locomotora dos animais, resultado que esta de
acordo com dados anteriores da literatura (Castellano et al., 1984).

A partir dos resultados descritos acima, podemos sugerir, a respeito dos efeitos
idade-dependentes do diazepam, que: (1) a memoria da tarefa de Esquiva Inibitoria parece
ser mais sensivel a modulagdo pelo diazepam em ratos de 30 dias do que em adultos; (2) a
memoria da tarefa de Esquiva Ativa, em ratos de 30 dias, ndo apresenta sensibilidade a
a¢do modulatoria do diazepam (nas doses utilizadas neste trabalho), ao contrario do que
acontece em adultos; (3) ratos de 30 dias e adultos respondem de maneira semelhante ao
diazepam, no que se refere ao desempenho na tarefa de Habituagdo.

Dada a especificidade da agdo do diazepam, bem como os dados apresentados na
introdug3o, pode-se sugerir que os efeitos idade-dependentes provavelmente devem-se a
diferengas entre ratos jovens e adultos quanto a organizagdo do sistema GABAérgico,
mais especificamente no que se refere aos receptores GABA-A/BZD. Como visto
anteriormente, diferentes tipos de memoria sdo processados por vias distintas no SNC.
(Izquierdo, 1993; Izquierdo et al., 1992). Assim, € possivel supor que , em ratos de 30
dias de idade, as vias neurais responsaveis pelo processamento das memorias das tarefas
de esquiva (aversivas) apresentem, em comparagdo com amimais adultos, diferengas
quanto a densidade e distribuigdo dos receptores GABA-A/BZD, bem como quanto a
afinidade destes receptores pelos benzodiazepinicos. Por outro lado, nas vias neurais
envolvidas com a Habituag3o, os receptores GABA-A/BZD poderiam apresentar, ja aos
30 dias de idade, um padrdo de funcionamento similar ao dos animais adultos.

Pode-se pensar ainda que, no caso de haver um sistema fisiologico de modulagdo
da memona por benzodiazepinicos endogenos, como sugerem varios estudos (Izquerdo et
al., 1990)), este sistema poderia desempenhar um papel diferénciado, de acordo com o
estagio de desenvolvimento, na modulagio de varios tipos de aprendizado.



6 - CONCLUSOES

6.1 - Em ratos adultos, os cfeitos do diazepam sobre a memoria de Lsquiva
Inibitéria foram os seguintes: houve prejuizo do desempenho quando utilizadas as doses
de 1,0 e 5,0 mg/kg, sugerindo déficit de memoria. A dose de 0,2 mg/kg facilitou a
memoria. Ratos de 30 dias responderam ao diazepam de maneira distinta dos ratos adultos
quanto aos efeitos da dose de 0,2 mg/kg, que foi amnésica nesta idade.

6.2 - Em Esquiva Ativa, o diazepam prejudicou a memoria de ratos adultos nas
doses de 1,0 e 5,0 mg/kg. A dose de 0,2 mg/kg ndo apresentou efeito. Ja em ratos de 30
dias, o diazepam ndo apresentou efeito sobre o desempenho na tarefa.

6.3 -Na tarefa de Habituagdo, o diazepam prejudicou o desempenho de ratos de 60
dias em todas as doses utilizadas. As doses de 1,0 e 5,0 mg/kg de dizepam induziram um
aumento na atividade locomotora, que pode ser avaliado pelo aumento no numero de
cruzamentos na sessdo de treino da tarefa de Habituagdo. Os efeitos sobre os ratos de 30
dias foram semelhantes aos observados em animais adultos.
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