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Resumo

A fencanfamina (FCF) ¢ um psicostimulante classificado como um
agonista dopaminérgico de agao indireta, para o qual existem vdrios relatos
de uso abusivo. O paradigma da preferéncia condicionada de lugar (PCL)
foi usado para investigar as propriedades reforgadoras da FCE Foram abor-
dados aspectos metodoldgicos da PCL induzida por FCF como a extingio
do condicionamento ¢ a auséncia de concentragoes plasmdticas da droga

durante as sessoOes-teste.

Unitermos: fencanfamina, preferéncia condicionada de lugar, extingdo do

condicionamento, concentragio plasmatica.
Auxilio parcial : CNPq

90



Efeito reforgador da fencanfamina em ratos

Summary

Fencamfamine (FCF) is a psychostimulant classified as an indirect
dopamine agonist and abuse of this drug has been reported. The
conditioning place preference (CPP) paradigm was used to investigate the
reinforcing properties of FCE Some metodological aspects of the CPP-
induced by FCF such as extinction of conditioning and lack of plasma FCF
concentration during test-sessions arc presently commented.

Key words: fencamfamine, place conditioning, reinforcement, extinction
of conditioning, plasma fencamfamine levels

Introdugao

Fencanfamina (FCF) (2-eulamino-3-fenil-biciclo 2,2,1-heptano) ¢
um derivado da canfora, com agiao estimulante no sistema nervoso central
e poucos cfeitos circulatorios (Gorenstein et al., 1988). A FCF ¢ uma subs-
tincia de cardrer basico, altamente lipossohivel, sendo rapidamente absor-
vida por via oral. A meia-vida biolégica da FCF em humanos ¢ de aproxi-
madamente 12 horas (Vree ¢ Van Rossun., 1969). A FCF foi comercializada
COMO €NErgizante, ¢m associagao com vitaminas ¢ gheose no tratamento da
fadiga ¢ como outros psicostimulantes, a FCF pode ser utilizada no wrata-
mento da narcolepsia (Shindler et al., 1985). Entretanto, existem relatos
do uso absusivo da FCE, principalmente entre atletas ¢ estudantes (Delbeke
e Dekackere, 1981; Plancta ct al., 1989) ¢ de seu coméreio no mercado
ilicito de drogas do EUA como substituto da cocaina (Gorodetzky ct al,
1984).

Em ratos, a administragio aguda da FCF produz alteragoces
comportamentais semelhantes aquelas observadas com anfetamina ¢ cocai-
na. Na dose de 3.5 mg/kg de FCE ha aumento na atividade cxplumItfrll-I
observada em campo aberto. Com aumento da dose, a atividade exploratoria
¢ gradativamente substituida por comportamento esterce yapado ( ."EI?-L'“SH-' in
et al,, 1983). A FCF (3,0 - 10,0 mg/kg) reduz a ingestio Lit'ql'-l'f.'_*‘_‘h 0 quc
sugere a presenga de efeito anorexigeno (Delucia ct al., 1987). [udmf. Cs-
ses efeitos da FCF sio bloqueados pelo pré-tratamento com ntagomistas
dopaminérgicos como haloperidol ¢ metoclopramida, ou pela associagao
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de reserpina ¢ a-metil-p-tirosina que depleta a dopamina de ambos os sitios
de armazenamento (DeLucia et al., 1984). Estudos de “binding” em mem-
branas de corpo estriado demonstraram que a FCF nao possui afinidade
pelos sitios de ligagio do *H-haloperidol (DeLucia et al., 1984). Com base
nesses estudos a FCF pode ser classificada como agonista indireto Uo siste-
ma dopaminérgico.

Embora existam relatos do uso abusivo da FCF poucos estudos fo-
ram realizados com o objetivo de avaliar o potencial reforgador desta dro-
ga. Contudo, demonstrou-se que a FCF substitui a cocaina em paradigmas
de discriminagio de drogas (Cone ¢ Risner, 1983). Além disso, a FCF ¢
capaz de induzir auto-administragio em macacos ¢ cies, sugerindo que a
droga pode atuar como reforgo positivo (Estrada-Robles, 1974). De fato,
foi relatado mais recentemente que a FCF pode agir como um reforgador
positivo, e que os receptores dopaminérgico D1 e p opioidérgicos estio
relacionados com os efeitos reforgadores da FCF (Planera et al., 1995),

A preferéncia condicionada de lugar (PCL) ¢ uma metodologia sim-
ples ¢ bastante sensivel; por exemplo pode demonstrar-se PCL com morfi-
na em dose de apenas 0,08 mg/kg ou somente um pareamento da injegio
da droga (4,0 mg/kg) com ambiente (Mucha et al., 1982). A PCL oferece
muitas vantagens em relagio a outros procedimentos operantes tais como,
a auroadministragio intravenosa ou intra-cerebral de drogas (Castanho et
al.,1992). A PCL tem sido utilizada para demonstrar as propricdades
reforgadoras de vdrias drogas dentre elas os psicostimulantes, como a
anfetamina, a cocaina ¢ o metilfenidato (Hoffiman, 1989; Nomikos ¢ Spiraki,
1988; Spiraki et al., 1982). No presente trabalho serd utilizada essa
metodologia para demonstrar a propriedade reforgadora da FCF e a extingio
do condicionamento como também serio determinadas as possiveis inter-
feréncias de concentragoes plasmdticas residuais de FCF no teste da PCL.

Material e Métodos
Animais
Foram utilizados ratos machos, albinos da linhagem Wistar prove-

nientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sdo Paulo. Os animais foram transferidos para o biotério do setor de
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Psicofarmacologia do Departamento de Farmacologia ¢ mantidos a tempe-
ratura de 22 = 2 "C ¢ sob ciclo de iluminagio controlado, claro-cscuro
(claro entre 7 h ¢ 19h) por um pcn'ndta minimo de 3 semanas de adapragao.
Durante o periodo que os animais estiveram em nosso biotério, foi manti-
do o fornecimento de dgua ¢ ragao ad libitum. Os experimentos foram
realizados duranrte o ciclo de luz.

Drogas

Fencanfamina (Merck) foi dissolvida em salina 0,9% ¢ administrada
intraperitonealmente em um volume de 1,0 ml/kg.

Procedimentos

a) Avaliagao da preteréncia condicionada de lugar.

A caixa de condicionamento ¢ composta por dois compartimentos
de tamanhos iguais medindo 44 x 15 x 22 cm (comprimento x largura x
altura), separados por diviséria removivel. Um dos compartimentos tem as
paredes lisas ¢ brancas com chio em grades (1cm entre as barras) na super-
ficic de apoio; o outro tem paredes ¢ assoalho pretos ¢ lisos.

O mérodo unhizado para avaliagao da PCL constitui-se de wés fases:

Fase 1: Pré-condicionamento

Nesta fase os ratos foram colocados, por trés dias consecutivos, em
um dos compartimentos (preto ou branco), o qual denonmamos “comparti-
mento inicial”, sem a diviséria, de tal forma que os animais tiveram hivre
acesso a ambos os compartimentos. No terceiro dia FegISIron-se durante 15
minutos, o tempo que o animal permanecia em cada compartimento. O
registro do tempo em cada compartimento iniciou-s¢ a partr fdt ) MOMento
em que o animal cruzou a linha diviséria com as patas dianteiras.

Fase 2: Condicionamento

O condicionamento foi realizado em sessoes de 30 Illlllu;t‘fh por 6
dias consecutivos. O esquema de condicionamento consistiu de 3 injegoes
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de salina e da droga em estudo, em dias alternados. Apds a administragio
da droga em estudo o animal foi imediatamente confinado em um dos
compartimentos por 30 min. No dia seguninte, 0 mesmo animal recebeu
salina e foi confinado por trinta minutos no outro compartimento. O gru-
po controle recebeu salina em ambos compartimentos.

Fase 3: Pos-condicionamento

Apds 24 horas do término das sessoes de condicionamento cada
animal sem reeeber a droga ou salina foi colocado no “compartimento ini-
cial” com livre acesso a ambos os compartimentos. Registrou-se durante
15 minutos, o tempo que o animal permanccia em cada compartimento.

b) Avaliagio da extingao do condicionamento.

A avaliagio da extingio do condicionamento foi realizada de acordo
com o procedimento descrito no item a.

Apés o registro da distribuigio do tempo nos compartimentos na
fase de pré-condicionamento (Fase 1), os animais foram divididos aleatori-
amente em dois grupos: um experimental (N=7) e outro controle (N=7).
Na fase de condicionamento, cada animal do grupo experimental recebeu
inje¢io de FCF (3,5 mg/Kg, i.p.) ¢ foi confinado, por 30 minutos, no
compartimento de menor tempo na Fase 1; no dia seguinte o animal rece-
beu salina ¢ foi confinado no compartimento de maior preferéncia. O gru-
po controle recebeu salina nos dois compartimentos, ficando confinado
em cada um deles por 30 minutos.

A fasc 3 foi realizada 24, 48 e 72 horas apds a tltima sessdo de
condicionamento com a finalidade de caracterizar a extingdao da resposta
condicionada.

¢) Determinagio das concentragoes plasmarticas de FCF por

cromatografia gasosa.

Seis animais receberam injegao i.p de FCF (3,5 mg/kg) ¢, 30 minu-
tos apds a injegao, os animais foram anestesiados com ¢ter etilico € o san-
gue coletado da artéria abdominal. Outro grupo de 6 ratos recebeu trcs
injecoes de FCF(3,5 mg/kg) em dias alternados (simulando a fase de con-
dicionamento). Vinte quatro horas ap6s a tltima injeg3o o sangue foi cole-
tado como descrito acima.
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As determinagoes quantitativas da FCF no plasma foram realizadas
a partir da adaptagio do método proposto por Delbeke ¢ Dekackere
(1981).Brevemente, 100 pl da solugao padrao (20 pl/ml) de
2-benzilaminonorbonano (padrio interno) foi adicionado a 2,0 ml de plas-
ma alcalinizado ( pH 10-11). A FCF foi extraida duas vezes com 3,0 ml de
hexano. A fasc orginica foi evaporada a sccura (60°C, sob fluxo de nitrogé-
nio) e o residuo evaporado foi ressuspenso em 0,5 ml de hexano. Reagao de
derivagio foi realizada pela adi¢io de 50 pl de bezeno: piridina (100:5, v/v)
e 20 pl de anidrido hepta fluorbutirico, deixando reagir por 30 min a tempe-
rarura ambiente. Subsequentemente,; a fasc orgidnica foi lavada tés vezes
com 10 mN dc NaOH e 2 pl de hexano foram injetados no cromarografo a
gds com detector de captura de elétrons. Coluna (1,5% OV17/1,95% QF1),
temperaturas do injector ¢ do detector foram 170, 200 e 200°C, respecti-
vamente, ¢ os tempos de retengao foram de 5,7 € 7,3 min para o padrio
interno ¢ FCE respectivamente. Aliquotas de plasma com FCF (0.25, 0.50,
1.00 e 2.00 pl/ml) e com 2.0 pg/ml do padrio interno foram submetidas ao
mesmo procedimento descrito acima. As rclagoes de dreas da FCF para o
padrio interno foram calculadas para obtengao da curva de calibragao. A
equacio da curva obtida por regressio lincar foi Y= 0,07 + 0,48 X (r =
0,998) ¢ a recuperagao relativa foi de 95%.

d) Andlise estatistica
Os dados comportamentais foram apresentados cm médias = E.PM.

¢ analisados através de ANOVA bifatorial, seguida da comparagao das mc-
dias pelo teste de Newman-Keuls.

Resultados

A figura 1 mostra os resultados da avaliagio da PCL induzida por
3,5 mg/kg de FCF e a extingao do condicionamento parcando-se a injegio
da droga com ambos compartimentos.

A ANOVA bifatorial (fator tratamento ¢ fase) para dados pareados
mostrou interagio significativa entre os fatores tratamento/fase [¥(3,36)
= 4,30; p < 0,05]. A partir desta observagao o fator fase pode scr analisa-
do independementc do fator grupo.
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No grupo tratado com FCF a andlise de varidncia (fator fase) mos-
trou alteragbes significativas no tempo de permanéncia no lado
coma droga [F( 3,36) = 4,70, p< 0,05]. A comparagio miltipla das médi-
as pelo teste de Newman-Keuls mostrou que o tempo no lado pareado com
a droga foi significativamente maior apds a observagio dos animais 24 ho-
ras depois da iltima sessio de condicionamento, quando comparado i fase
de pré-condicionamento. Nenhuma alteragio foi observada quando o teste
foi realizado 48 ou 72 horas apds o término das sessoes de condicionamen-
to.

No grupo controle a andlise de variincia (fator fase) também mostrou
alteragbes significativas no tempo de permanéncia no compartimento menos
preferido [F(3,36) = 5,15; p < 0,01]. A comparagio das médias pelo teste
de Newman-Keuls mostrou aumento significativo no tempo de permanén-
cia no lado menos preferido 72 horas apés a ltima sessio de condiciona-
mento quando comparado a fase de pré-condicionamento. Nio se observa-
ram diferengas significativas comparando-se as observagoes 24 ¢ 48 horas
apds o termino do condicionamento com a fase de pré-condicionamento.

Tempo(s) no lado pareado com a droga
58388883

Figwal: Tempo (s) de permanéncia (media +EPM) no lado pareado com FCF nos
fases pré- ou 1, 2, 3 dias opos o Uitimao sessGo de condicionamento com
FCF (3.5 mghg. Lp.). A Inje¢o do droga fol pareada com o lado menos
preferdo na fase pré-. O grupo contiole recebeu salina em ambos os lodos
(n = 7/grupo).
* p < 0,056 [ Newmnan-Keuls) grupo contrale: dia 3 x pré-
grupo FCF : dia | x pré-
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Na tabela 1 estio representados os resultados da determinagio da
concentragio plasmidtica de FCF nas fases de condicionamento ¢ pos-
condicionamento. Trinta minutos apds a injegao de FCF 3,5 mg/kg a con-
centragio plasmdtica da droga foi de 109 = 10 ng/ ml. Nos animais que
receberam trés injegoes de FCF em dias alternados nao foi possivel detectar
a presenga de FCF no plasma apds a tltima injegio (limite de detecgio do
método 10 ng/ml).

Tabela 1:  Concentragoes plasmidticas de FCF nas fases de condicionamento
(30 minutos apds a injegio de 3,5 mg/kg, 1.p.) ¢ pos-condicio-

namento.
FASE FCF (ng/ml de plasma)
condicionamento 109 = 10
pos-condicionamento nao derectado*

* Limite de detecgao- 10 ng/ml

Discussao

No presente trabalho sio abordados importantes aspectos
metodolégicos como a extingio do condicionamento e a auséncia da droga
na sessoes-teste da avaliagao da PCL induzida por FCE

O experimento comportamental demonstra que a injegio de FCF
(3,5 mg/kg) foi pareada com ambos os compartimentos da caixa de condi-
cionamento. Foi adotado como critério confinar cada animal no lado de
menor preferéneia na fase de pré-condicionamento, embora nao houves-
sem diferengas significativas entre os tempos de permanéncia no comparti-
mento branco ou preto. Utilizando este procedimento, observamos indugao
de PCL., confirmando resultados anteriores (Plancta ct al., 1995).

Segundo os conceitos do condicionamento cldssico, a magnitude da
preferéncia condicionada deve diminuir ou extinguir-s¢ com a €xposigio
repetida ao ambiente na auséncia do reforgo (Hoffiman, 1989 Wise ¢
Bozarth, 1987). De fato, a partir do 2"dia de teste ocorreu diminuigio do
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tempo de permanéncia no lado parcado com a droga. Este parimetro
retornou aos valores obtidos na fase de pré-condicionamento no 3°dia da
r:a]mqiodnmtt caracterizando, assim, a extingdo da resposta condicio-

Esses resultados estio de acordo com os obtidos por Mithani et al.
(1986), que demonstraram o mesmo padrio de extingio da PCL induzida
por metilfenidato.

Ao contrdrio da extingio, no grupo controle ocorreu aumento pro-
gressivo no tempo de permanéncia no lado menos preferido inicialmente,
sendo que este aumento atingiu significincia estatistica no 3° dia de teste,
A andlise de cada animal individualmente mostra aumento no tempo de
permanéncia no lado preto da caixa de condicionamento, independente da
preferéncia inicial (dados nio apresentados). Como a maioria dos animais
apresentaram o preto como lado menos preferido na fase de pré-condicio-
namento, os resultados, da maneira que foram expressos, refletem o au-
mento do tempo neste de compartimento da caixa de condicionamento
apds a realizagio de testes sucessivos. Este resultado estd de acordo com
aqueles obtidos por Houdi et al. (1989), que demonstraram diminuigio
significativa do tempo de permanéncia no compartimento branco em ani-
mais controle, sendo que esta diminuigio acentua-se ao longo de trés ses-
socs-teste (1, 2, ¢ 3 dias apds o término do condicionamento).

O aumento do tempo de permanéncia no compartimento preto no
grupo controle foi observado também em trabalho anterior (Planeta et al.,
1995). Portanto, o compartimento branco parece tornar-se aversivo aos
animais apds a sessdes de condicionamento. A partir dessas observages os
procedimentos experimentais foram realizados, pareando a droga com o
compartimento branco.

Outro ponto importante ¢ que, na PCL, o teste ¢ realizado na au-
séncia da droga, o que evita que efeitos motores ou sensoriais decorrentes
de que sua agio interfiram na avaliagio do potencial reforgador (Hoffman,
1989; Mucha et al., 1982).

A administragio repetida de FCF poderia provocar actimulo e ,
consequentemente, as concentragdes residuais da droga poderiam interfe-
rir na avaliagio da PCL. Para eliminar esta possibilidade foi determinado a
concentragio plasmdtica de FCF apds a injegio i.p. tinica de 3,5 mg/kg ou
24 horas apds a tltima injegio da mesma dose, em animais submetidos ao
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ou seja, a coleta de sangue foi realizado no tempo correspondente a sessao
de teste.

A concentragio plasmdtica de FCF associada ao efeito reforgador foi
de 109 = 10, enquanto que a concentragio de FCF 24 horas apds a injegao
ficou abaixo do limite de detecgio do método que € de 10 ng/ml. Por outro
lado, mesmo admitindo a presenga de algum residuo da droga, este se en-
contra em concentragoes dez vezes menores do que aquelas relacionadas
dose de 3,5 mg/kg. Dificilmente esta concentragio produziria alteragoes
comportamentais capazes de interfirir na avaliagio da PCL, jd que nao se
observam mudangas no comportamento com doses de FCF iguais ou infe-
riores a 1,0 mg/kg ou scja trés vezes menores que a dose reforqadora (De
Lucia ct al., 1987).

Em conclusio, o uso deste esquema de condicionamento evidencia
claramente o potencial reforgador da FCF ¢ a extingdo do condicionamen-
to ¢ demonstra que as concentragoes plasmdticas residuais de FCF nao
interfiriram com o teste da PCL,
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