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Resumo

Objetivo: Os neurotransmissores dopamina e CRF tém sido associados, respectivamente,
as vias responsaveis pelo efeito reforgador positivo e negativo do alcool. Este estudo teve
como objetivos: a) analisar os comportamentos motor e associado a ansiedade de ratos
submetidos a um protocolo de ingestao crénica de alcool por quatro semanas; b) analisar,
nos cérebros dos mesmos animais, quanto a imunorreatividade aos neurotransmissores
Dopamina e CRF. Material e Métodos: Foram utilizados 24 ratos Wistar provenientes do
CEDEME/UNIFESP, submetidos ao protocolo de ingestao voluntaria de solugéo alcoolizada
a 20% (paradigma das duas garrafas) de carater intermitente (alcool oferecido durante as
segundas, quartas e sextas-feiras) durante quatro semanas. O teste do Campo Aberto foi
utilizado para analise motora e o teste do Labirinto em Cruz Elevado para analise dos
comportamentos associados a ansiedade. Apos perfusao e preparacao histoldgica do tecido
cerebral contendo areas de interesse do sistema dopaminérgico e CRFérgico, foi realizada a
andlise de imunorreatividade aos neurotransmissores dos respectivos sistemas através da
técnica de imunoperoxidase. Resultados: A analise do Campo Aberto permitiu classificar os
animais que consumiram alcool em relagdo a atividade motora (alta atividade e baixa
atividade). Os resultados obtidos no teste do Labirinto em Cruz Elevado mostraram que os
animais de alta atividade produziram menos bolos fecais indicando efeito ansiolitico do alcool
sobre esses animais. A analise imunoistoquimica demonstrou que animais que ingeriram
alcool cronicamente apresentaram menor imunorreatividade a dopamina quando
comparados ao controle. Conclusodes: Por meio do presente estudo pode-se concluir que
animais que consumiram solucao alcoolizada de forma crénica e intermitente puderam ser
classificados em animais de alta atividade e de baixa atividade motora, e os considerados de
alta atividade foram aqueles que consumiram significativamente mais alcool. Na dose
utilizada, nao foi observado efeito ansiolitico do etanol nos testes comportamentais, assim
como nenhum efeito sobre o sistema cerebral de estresse. No entanto, foi observado efeito
inibitorio do consumo crénico de alcool sobre o sistema cerebral de recompensa

dopaminérgico, independente do perfil de alta ou de baixa atividade motora.

Palavras-chave: alcool, imunoistoquimica, dopamina, fator liberador de corticotrofina,

processo oponente da regulagao afetiva
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Abstract

Objective: The neurotransmitters dopamine and CRF have been associated, respectively, to
the neural pathways responsible for the positive and negative reinforcing effect of alcohol.
This study had the following objectives: a) to analyze the motor and anxiety-associated
behaviors of rats submitted to a protocol of chronic alcohol ingestion for four weeks; b) to
analyze, in the brains of the same animals, the immunoreactivity to the neurotransmitters
Dopamine and CRF. Material and Methods: Twenty-four Wistar rats from
CEDEME/UNIFESP were submitted to a voluntary ingestion protocol of alcoholic solution
20% (two-bottle choice paradigm) of an intermittent nature (alcohol was offered on Mondays,
Wednesdays, and Fridays) for four weeks. The Open Field test was used for cerebral motor
activity analysis and the Elevated Plus Maze test for the analysis of the behaviors associated
with anxiety. After perfusion and histological preparation of brain tissue containing areas of
interest of the dopaminergic and CRFergic systems, immunoreactivity analysis was
performed on the respective systems utilizing the immunoperoxidase technique. Results:
The Open Field test analysis allowed the classification of the alcohol consuming animals in
high motor activity and low motor activity. The results obtained from the Elevated Plus Maze
test showed that the high activity animals produced fewer fecal boli indicating an anxiolytic
effect of alcohol on these animals. Immunohistochemical analysis showed that animals that
chronically ingested alcohol solution showed lower immunoreactivity to dopamine when
compared with the control group. Conclusions: Through the present study, it can be
concluded that animals that consumed alcoholic solution in a chronic and intermittent manner
could be classified as animals of high or low motor activity and those classified as high motor
activity animals were those that consumed significantly more alcohol. No anxiolytic effect of
ethanol was observed in the behavioral tests, as well as no effect on the brain stress system.
However, we observed an inhibitory effect of chronic alcohol consumption on the

dopaminergic reward brain system, regardless of the motor activity classification.

Keywords: alcohol, immunohistochemistry, dopamine, corticotrophin releasing factor,

Opponent-Process Theory of Affective Regulation
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1 - INTRODUGAO
1.1. Conceito e Epidemiologia de Problemas Decorrentes do Uso de Alcool

Os transtornos por uso de substancias sdao um problema mundial e frequente,
envolvendo jovens e adultos, sendo que o alcool se destaca como a droga mais
comumente utilizada (1). A figura 1 destaca a média de consumo em
litros/pessoa/ano de alcool puro por pais/regido. De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) o uso acima de 14 doses-padrao (igual a 43 ml de alcool
puro; 142 ml de vinho de mesa - 12% alcool; ou 341 ml de cerveja normal - 5% de
alcool) por semana para mulheres e 21 doses-padrdo para homens é considerado

de risco para a saude (2).

® Consumption (litres)
[ s
] 2549

B 5074

— -

Bl 100124 [ ] Notapplicable o e w0 aacokiomess
T —

- 2125 E‘ Data not available

Figura 1 — Consumo de alcool puro em litros por pessoa/ano por pais/regiao.
Fonte: OMS (2018)

O transtorno por uso do alcool (termo referido segundo o Manual Diagnéstico
e Estatistico de Transtornos Mentais - Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders v. 5 — DSM-5) (3); os termos: “alcoolismo” e “dependéncia de alcool”;
utilizados ao longo do texto sao sindnimos para o termo supracitado) € um problema
que contribui para mortes, doengas e traumas, assim como o risco de dependéncia,
cirrose, canceres e outros disturbios organicos. Contribui também para o aumento
da violéncia e alteragdes no desenvolvimento fetal e infantil. O padrao problematico
de uso resulta em aproximadamente 3 milhdes de mortes a cada ano, estimativa
calculada levando-se em conta o possivel impacto benéfico do consumo de baixos
niveis de alcool em alguns grupos populacionais. O padrdo problematico de

consumo de alcool também pode gerar um alto custo para comunidades e sociedade



em geral. Embora o consumo de alcool varie significativamente ao redor do mundo,
os indices de doencgas a ele relacionados permanecem significativos na maioria dos
paises. O consumo de alcool é o terceiro maior fator de risco para doengas e
incapacidade; em paises de renda média € o maior fator de risco. Seu uso
problematico € ainda um fator causal para 60 tipos de doencas e disturbios
organicos e um dos componentes em outras 200. O alcool também esta associado a
sérios problemas sociais, incluindo violéncia, abuso e negligéncia infantil e
absenteismo (2). Outros relatos tém mostrado que o alcool tem sido identificado
como um dos principais fatores de risco para morte e invalidez no mundo, sendo
responsavel por 5,3% das mortes e 5,8% de anos de vida perdidos se ajustados
pela incapacidade (disability adjusted life years — DALYs) (2,4). Também tem sido
aceito como importante fator de risco para doencgas crénicas nao transmissiveis,

como cancer, doengas cardiovasculares, doengas do figado, pancreatites e diabetes

(5).

1.2. Variabilidade Individual no Uso de Alcool e Desenvolvimento do

Transtorno de Uso do Alcool

Pesquisadores tém se esforcado para desenvolver métodos efetivos para
estudar e controlar os problemas relacionados ao consumo de alcool (6). Entretanto,
ha uma grande variabilidade no seu consumo, sendo que caracteristicas individuais
relacionadas aos perfis de comportamento e modo de lidar com as emocgodes, assim
como as diversidades das condicbes ambientais, levam a diferengcas no estilo, na
quantidade e no tempo de ingestao (7).

Ha varios estudos indicando que entre os fatores que levam ao transtorno de
uso do alcool ha um consideravel componente de susceptibilidade biolégica que
interage com fatores ambientais (8). Desta forma, levanta-se a questdo se o
alcoolismo pode ser tratado apenas com tratamentos meédicos, uma vez que a
eficacia de medicamentos para o alcoolismo € apenas parcial (9). Dentre as pessoas
que fazem o tratamento para o alcoolismo que se assemelham em seus tracos de
personalidade, os resultados de longo prazo sao semelhantes (10-13). Porém, os
resultados do tratamento e os prejuizos relacionados ao alcool variam bastante entre

individuos, de maneira que nao parece existir uma correlacdo simples entre o



sucesso da terapéutica utilizada e a participacdo no tratamento ou o perfil de uso de
alcool (11,14).

Embora o diagndstico dos transtornos de uso de alcool baseie-se em
condigbes que sao fenotipicamente similares, os pacientes chegam ao estado de
doenca através de diferentes trajetorias em seu repertorio bioldgico e social. Em um
processo continuo, a exposicdo do cérebro a ciclos de intoxicacdo e abstinéncia
induz progressivas neuroadaptagdes que, em ultimo caso, resulta em uma escalada
da ingestdo de alcool (15,16). Quando fatores de risco bioldgicos estdo presentes
no individuo, a progressado pode ser acelerada a partir de rapidas neuroadaptacdes
promovidas pela droga. Em individuos com menor susceptibilidade biologica, a
escalada resultara do desenvolvimento de uma exposi¢ao prolongada ao alcool a
partir dos fatores ambientais com os quais se interage, como o estresse ambiental,
que também podem provocar neuroadaptagdes e tornar o individuo susceptivel (17).

A sensibilizacdo comportamental € um processo observado em resposta ao
uso de drogas de abuso que se expressa diferentemente entre individuos,
geralmente uma associagao entre essa sensibilizagdo e maiores quantidades de
droga consumida tem sido feita. Por ser um fenbmeno que compartilha bases
neurais com comportamentos motores e experiéncias emocionais envolvidas no
consumo de drogas inferéncias podem ser feitas mediante a observagdo de
parametros comportamentais em relacdo aos efeitos de uma droga de abuso. Desta
forma, modificagdes neurais promovidas pela droga resultardo em respostas
motoras e comportamentais alteradas, como por exemplo, atividade motora
aumentada ou diminuida (18,19).

Do ponto de vista bioldgico, os mecanismos dividem-se de forma geral em
duas categorias principais. Primeiro, de forma similar a outras drogas de abuso, o
alcool pode ativar as vias cerebrais da recompensa atuando como um reforgo
positivo (reforco de sensagado positiva) pela busca e uso do alcool, envolvendo
principalmente 0s neurocircuitos dopaminérgicos (mesocorticolimbico
preponderantemente). Secundariamente, o alcool pode ajudar a lidar com emogbes
negativas (ansiedade e disforia) resultantes do estresse ambiental ou da retirada do
alcool em si, definindo assim o cenario para o uso do alcool como reforgo negativo
(retirada de sensagao negativa), envolvendo principalmente os neurocircuitos

mediados pelo fator liberador de corticotrofina (CRF) (16,20,21). Para clarear a



diferenga entre estes dois tipos de incentivo ao uso do alcool, os termos “beber pela

recompensa” e “beber pelo alivio” tém sido utilizados (22).

1.3. Fatores Bioldégicos e Ambientais no Desenvolvimento do Transtorno de

Uso do Alcool

O alcoolismo tem de moderada a alta hereditariedade, em parte associada a
fatores de susceptibilidade biologica a outros tipos de dependéncia (23). Porém,
fatores biolégicos e ambientais (estresse, por exemplo) podem resultar em muitos
tipos diferentes de vulnerabilidade, que vao desde elevada recompensa pelo alcool a
um perfil elevado de resposta diante do estresse (24). Variantes biolégicas que
alteram a resposta emocional de recompensa (aumento do prazer) ou de estresse
(maior sensibilidade a fatores estressantes) sdo, portanto, possiveis modificadores
de possiveis trajetorias da doencga e de resposta aos tratamentos que tém como alvo
os sistemas de recompensa ou estresse.

Conforme o modelo ilustrado na figura 2, a progressdo para o alcoolismo
pode ser decorrente de altos niveis de exposicao a fatores ambientais de risco,
mesmo na auséncia de significativa susceptibilidade biolégica (subpopulagao
representada pela curva verde). Neste tipo de trajetdria, um alto nivel de insultos
ambientais € inicialmente necessario para disparar um episédio de uso compulsivo
de alcool. Ao longo do tempo, entretanto, um nivel progressivamente menor de
insultos ambientais € necessario para disparar o préximo episédio de uso pesado e
compulsivo de alcool que, finalmente, torna-se autoperpetuante. Em outro exemplo
de trajetoria, ilustrado pela curva azul, a susceptibilidade biolégica teria um papel
mais significativo. Para estes individuos, pequenos insultos ambientais resultariam
em episoédios de uso compulsivo de alcool. Desta forma, cada linha mostrada no
grafico pode ser considerada como representativa de uma classe de trajetérias,
porque tanto o risco bioldégico quanto os fatores ambientais sdo por si muito
diversos. Fatores bioldgicos representam por volta de 50-60% do risco para
alcoolismo. Esta wvulnerabilidade biolégica pode ser mediada através de
caracteristicas como, diferenga na alta recompensa pelo alcool por um lado, e

sensibilidade ao estresse pelo outro (25).



Baixo Risco Genético
= = == Alto Risco Genético

Zona da Doenca

Severidade dos estimulos ambientais

Tempo (Anos)

Figura 2 — Possiveis trajetorias para desenvolvimento da dependéncia;
linha verde= baixo risco genético / linha azul= alto risco genético;
Fonte: Heilig e col. (2011)

1.4. Teoria do Processo Oponente da Regulagcao Afetiva

A ‘teoria do processo oponente da regulagdo afetiva”, que foi originalmente
proposta ha mais de quatro décadas por Solomon e Corbit (1974) (26) é
caracterizada pela regulacdo de estados motivacionais e afetivos através do
recrutamento de processos opostos. Por esta teoria, o organismo ira responder a um
estimulo com a emergéncia de um estado afetivo apropriado, caracterizado como
‘processo a”, e como consequéncia um segundo estado ou “processo b” sera
recrutado. Este estado secundario b tera valor afetivo oposto ao primeiro (processo
a) e tera como fungdo modular o estado afetivo para que este retorne aos seus
padrdes de funcionamento tipicos. Por exemplo, alguém que fara uma apresentagao
em publico e percebe essa atividade como algo aversivo ira experimentar sensagdes
de ansiedade, disforia e preocupagdo momentos antes, e até durante sua
apresentacao. Havera uma intensa resposta somatica e emocional pela ativagao da
porcao simpatica do sistema nervoso central, o que aumentara a frequéncia
cardiaca e respiratéria, liberacdo de noradrenalina na circulacdo sistémica,
sudorese, etc. Este pode ser considerado um estado afetivo negativo, que no caso,
caracteriza o “processo a’. Porém, ao término de sua apresentacdo havera uma
resposta somatica e emocional oposta a primeira, ou seja, a emergéncia do
“processo b”. O sujeito estara relaxado, as vezes eufdrico e pouco ansioso. A porgcao

parassimpatica do sistema nervoso central tera ativagao predominante e o individuo



apresentara um estado afetivo positivo de alegria e alivio. Conforme o tempo passa,
seus estados emocionais e somaticos irdo se normalizar, e ele voltara ao seu
comportamento tipico. O valor (positivo ou negativo) dos processos a e b podem
variar, porém, sempre serao opostos entre si. Em um segundo exemplo, tem-se um
sujeito que acaba de receber a noticia que foi aprovado em um vestibular. Sua
primeira reagcéo (processo a) sera de extrema alegria, euforia e satisfacdo, ou seja,
um estado afetivo positivo. Apds esse momento de extrema alegria o “processo b”
entrara em agao, havera o recrutamento de processos afetivos opostos ao “processo
a” e o individuo experimenta diminuicdo da euforia, depressao dos sentimentos de
alegria exacerbada e rebaixamento do humor. Conforme o tempo passa seu estado
afetivo também volta para os padrdes tipicos. Algumas caracteristicas desses
processos sao descritas na teoria. Primeiramente, o estado afetivo eliciado por um
estimulo termina quando o estimulo termina. Quando um estimulo ocorre de forma
cronica e repetida o “processo a” tera intensidade diminuida, da mesma forma que o
“processo b” tende a ter sua emergéncia e encerramento mais lentos e duradouros.
Por fim, nenhum individuo volta ao seu padrao tipico de comportamento frente a um
estimulo que elicia alteragdes em seus estados emocional e afetivo sem
experimentar o recrutamento de um estado afetivo oposto ao primeiro (eliciado pelo
estimulo) (26).

Ao longo do tempo esta teoria vem sendo aplicada para entender o abuso de
drogas (27,28). Nesta concepg¢ao, o uso de drogas inicialmente ativa um conjunto de
processos que coordenam estados emocionais prazerosos e, portanto, conduz a
busca pela droga como um reforgo positivo, caracterizando o “processo a”. Apos o
término do uso da droga ocorrera a ativagdo de processos oponentes no sistema
nervoso central que medeiam estados emocionais negativos, como disforia e
ansiedade, em uma tentativa de recuperar o padrao de funcionamento tipico do
organismo, caracterizando o “processo b”. Com o repetido uso da droga, o “processo
b” aumenta em intensidade e duragdo e, em ultima analise, permanece ativado.
Cada vez que o individuo experimenta estados emocionais negativos (ocasionados
pela retirada da droga, por exemplo) ele passa a busca-la como um reforgo negativo,
ou seja, para que os efeitos produzidos pela droga neutralizem o estado emocional
negativo ocasionado pela retirada da prépria droga e também ocasionado por
estressores ambientais que recrutam substratos neurais ativados no “processo b’

gerando estados afetivos semelhantes a este. O aumento progressivo na atividade



do sistema de estresse € um processo crucial na mudanga do ponto de equilibrio
emocional alostatico. O conceito de alostasia se refere a capacidade do organismo
de manter a estabilidade de seu funcionamento através da constante avaliacdo das
demandas ambientais que estdo em constante mudanga, respondendo
adequadamente a estas demandas (29). Com o uso continuo da droga e a ativagéo
constante do sistema de resposta ao estresse, o organismo precisa mobilizar
recursos para manter seu padrdao de funcionamento tipico, assim, havera uma
sobrecarga alostatica que contribui para o surgimento de transtornos (30,31). A
transicdo para o uso da droga por refor¢go negativo, associado a esta sobrecarga
alostatica é o que tem sido chamado de “o lado negro da dependéncia” (28). A figura
4 mostra resumidamente as fases a e b do processo oponente, que ao longo do
tempo varia em valéncia; mostra também a repeticdo do processo em um padrao
cronico que produz, inicialmente, uma perturbacdo no equilibrio homeostatico e ao

longo do tempo, esse fendbmeno se transforma em uma sobrecarga alostatica.
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Figura 3 — Acima, esquematizacdo do Processo Oponente da Regulacdo Afetiva e abaixo a
esquematizacdo da sobrecarga alostatica produzida por um estimulo crénico (Koob, 2015).

As alteragbes produzidas pela droga no sistema nervoso podem ser
classificadas, paralelamente a teoria do processo oponente da regulacao afetiva, em
duas alteracbes: “intra-sistema” e “entre-sistemas”. Primeiramente, durante o
“processo a”, ocorrem alteragdes “intra-sistema”, mais precisamente no sistema de
recompensa, envolvendo a neurotransmissdo dopaminérgica. Como consequéncia,
a sensibilizacdo da via mesocorticolimbica produzida pela droga pode vir a ocorrer
com uma ulterior subrregulagcdo do sistema. Em um segundo momento, durante o

‘processo b”, alteragbes “entre-sistemas” ocorrerdo, ou seja, durante o consumo



cronico e na fase em que ha a retirada da droga, ocorrera o recrutamento do sistema
do estresse (CRFeérgico) (32).

1.5. OBJETIVOS

Geral
Este estudo teve como objetivo analisar a imunorreatividade aos
neurotransmissores: dopamina, na via responsavel pelo efeito reforcador positivo do
alcool e CRF, nas regides responsaveis pelo efeito reforgador negativo do alcool, em

ratos submetidos a um protocolo de ingestédo crénica de alcool por quatro semanas.

Especificos

Analisar alteracbes comportamentais motoras por meio do teste de Campo
Aberto para a identificagdo de animais com alta atividade motora ou baixa atividade
apdés o consumo cronico de alcool e analisar os comportamentos associados ao
estado de ansiedade gerado pelo consumo crénico de alcool por meio do teste do
Labirinto em Cruz Elevado.

Analisar a imunorreatividade a dopamina na area tegmental ventral (local de
sintese dopaminérgica e inicio da via de recompensa) e ao CRF nas amigdalas
central, medial e basolateral, nucleo intersticial da estria terminal, nucleo
accumbens, regides ventral e dorsal da area septal, e cértex do giro do cingulo
(locais extrahipotalamicos de sintese de CRF na resposta emocional de estresse)

nos animais identificados como de alta atividade motora e baixa atividade motora.



2 — REVISAO LITERARIA

2.1. Sistema de Recompensa: Beber pelas Sensa¢oes Prazerosas

A motivagéo inicial para o consumo do alcool muitas vezes surge do potencial
prazeroso que 0 seu consumo exerce, assim a droga passa a ser buscada como um
reforgador positivo. Um comportamento tem mais chances de se repetir se for
reforcado, ou seja, se um determinado comportamento €& acompanhado de
sensacgdes e emogdes prazerosas ele é considerado um reforgador positivo (33).

A dopamina (DA) exerce fungado fisiologica ao se ligar a um de seus
receptores que compreendem um total de cinco tipos, receptores dopaminérgicos do
tipo D1, D2, D3, D4 e D5 distribuidos amplamente pelo encéfalo (34). Séao
receptores acoplados a proteina G o que faz com que sua ativacéo produza diversas
respostas dependendo das vias de segundos mensageiros envolvidas (35). Esses
receptores sdo agrupados em duas principais familias. A familia “D1” que
compreende os receptores D1 e D5, e a familia “D2” com os demais receptores (D2,
D3, D4). Essa divisdo se deve as suas diferengas funcionais. A familia D1 tem
menor afinidade pela dopamina e € mais sensivel ao padréo de ativagdo neuronal
fasico, enquanto que, a familia D2 possui maior afinidade para esse
neurotransmissor e esta associada ao padrao de ativagao tbnico (basal) (36). A
neurotransmissao dopaminérgica esta relacionada a recompensa, motivagao,
modulagcdo motora e hormonal, regulacdo do sono, atencgdo, visdo, dentre outras
funcdes (35,36). Podem-se destacar as principais vias encefalicas para a
neurotransmissdo  dopaminérgica: a via  nigro-estriatal, com  funcao
predominantemente motora, a tuberoinfundibular associada ao controle enddécrino, e
as vias mesolimbica e mesocortical com fungbes associadas a motivacao,
recompensa e reforco (37—40). Pelo fato destas ultimas compartiiharem de
substratos neurais e terem fungdes complementares, elas podem ser analisadas
como uma unica via: mesolimbocortical (37). Existe grande quantidade de
evidéncias de que os efeitos reforgadores agudos produzidos pelas drogas de abuso
sao consequéncia do aumento da ativacdo do sistema de recompensa, mais
precisamente, da via dopaminérgica mesolimbocortical, que resulta no aumento dos
niveis desse neurotransmissor ao longo da via (27,37,39,41-46). A apresentacao de

uma recompensa apods um comportamento ou situagdo caracterizando um processo



de reforgo positivo, traz como consequéncia um aumento dos niveis de DA no
nucleo accumbens (Acb) e o individuo experimenta sensag¢des subjetivas de prazer.
Se a neurotransmissdo dopaminérgica for inibida, o reforgo positivo ndo ocorrera
(39).

Apesar de o protagonismo do sistema dopaminérgico nos efeitos relacionados
as drogas de abuso receber alguns questionamentos (47), observa-se que no caso
do alcool, assim como em outras drogas, a ativagado da via mesolimobortical pode
provocar alteragdes neuroplasticas (como na potenciagdo de longa duragao, long
term potentiation - LTP) que contribuem para a formagcdo do processo de
condicionamento e sensibilizagdo da via de recompensa (48,49). Neste processo ha
o envolvimento do glutamato e da acetilcolina na superregulagcdo de receptores
glutamatérgicos NMDA e AMPA aumentando a eficacia da neurotransmissdo ao
longo da via. Essas alteragdes, associadas a vulnerabilidade genética e outros
fatores como o estresse ambiental e a retirada intermitente da droga, podem induzir
a dependéncia de drogas e o desenvolvimento do transtorno de uso da substancia.
Assim, o envolvimento do sistema dopaminérgico nos processos de motivagao e
consumo é fundamental para a manutengao de comportamentos que podem levar a
dependéncia de drogas durante o consumo de drogas (50).

A seguir, serdo descritas as principais estruturas que compdem a via
dopaminérgica mesolimbocortical e seu envolvimento no uso do alcool.

A area tegmental ventral (VTA) € um nucleo que se situa na base do
mesencéfalo, de carater heterogéneo com predominancia de neurdnios
dopaminérgicos. Possui projecbes para regides limbicas, corticais, talamo,
hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal e regides do tronco encefalico (51). O
consumo de alcool, por exemplo, ativa neurénios dopaminérgicos na VTA e faz com
que interneurénios GABAérgicos, que promovem inibicdo ténica do nucleo, sejam
inativados. Assim, a dopamina produzida na VTA é liberada ao longo da via
mesolimbocortical (52). O estriado recebe grande parte das projegdes
dopaminérgicas da VTA. Nestas regidbes ha predomindncia de aferéncias
dopaminérgicas da substancia negra (via nigro-estriatal). Também €& observada a
liberagdo de dopamina no cértex do giro do cingulo (Cg) e pré-frontal (CPF). A
por¢cao medial do CPF enviara projecbdes glutamatérgicas para a VTA, regulando a
liberacdo de dopamina na via. A ativacao dos receptores D1, promovida pela droga,

€ necessaria para os processos de condicionamento e reforgo. Por envolver regides
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limbicas e corticais, esses circuitos sdao de fundamental importancia para os
comportamentos relacionados ao consumo da droga (46,53).

O estriado funciona como uma interface limbica-motora e esta relacionado a
recompensa, formagao de habitos e processos motivacionais. O uso continuado da
droga promove aumento dos niveis de dopamina, com sua consequente diminuicdo
quando utilizada cronicamente (54). O padrédo de ativagéo fasica dos neurdnios do
nucleo accumbens esta relacionado ao reforco de comportamentos. O aumento da
ativacao frente a um estimulo é maior do que frente a uma recompensa prevista,
mostrando um processo de predicdo de erros e de aprendizado. O estriado também
€ responsavel pela codificacdo de recompensa desencadeada por interagdes sociais
e associadas ao contexto (processando informagdes motoras e sensoriais) (38).

De forma mais detalhada, o estriado é dividido em porg¢ao ventral (Acb) e
porcao dorsal (nucleo caudado e putdmen). O nucleo accumbens pode ser dividido
em duas estruturas, a central (core) AcbC e a cortical (shell) AcbSh. A porgao shell
apresenta conexdes de carater limbico, que recebe importantes aferéncias
glutamatérgicas do hipocampo (hpc) e da amigdala ventromedial (AMIvm). A porgéo
core € uma estrutura de carater predominantemente motor, pois recebe aferéncias
glutamatérgicas do cortex motor e aferéncias dopaminérgicas da substancia negra,
assim como apresenta conexdes gabaérgicas que se projetam para o globo palido
ventral, caracterizando assim sua participagcao na via extrapiramidal (55,56). Testes
de atividade psicomotora podem aferir a susceptibilidade as drogas de abuso por
detectar alteragbes nesse nucleo que possui carater limbico-motor (57). O estriado
dorsal, que esta envolvido nos processos de estimulo-resposta e formagao de
habitos, se divide em lateral e medial. Mais de 90% dos neurbénios no estriado sdo
classificados como neurdnios GABAérgicos MSN (medium spike neurons) que séo
ativados dependendo do contexto. Existe uma ampla rede de interneurdnios
intermediando o funcionamento desse nucleo. Receptores para dopamina sao
expressos em todos os grupos neuronais do estriado. A liberacdo de dopamina esta
sob inibicdo ténica por neurdbnios GABAérgicos, principalmente no nucleo
accumbens, enquanto que interneurdnios FSI (fast spike interneurons) coordenam a
ativagdo dos neurdnios MSN. Interneurdnios colinérgicos influenciam tanto a
excitabilidade quanto a inibicdo da regido, e a funcionalidade desses neurdnios
dependera do receptor com os quais interagem e neurotransmissores envolvidos

(acetilcolina ou glutamato). Mediante exposigédo ao alcool, foi observado efeito direto
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sobre neurbnios FSI no Acb, aumentando sua atividade in vitro; porém, quando
analisado in vivo, foi observado efeito contrario. J& em neurdnios MSN, o alcool
possui agao indireta modulada pelo ténus colinérgico. Os niveis de dopamina sao
alterados quando a droga é administrada (ingerida ou injetada sistematicamente), e
de forma geral se observa aumento da liberagdo desse neurotransmissor no Acb
através da VTA (58,59).

Estudos com animais mostram a relagdo entre a liberacdo de dopamina em
regides do estriado, incluindo o Acb com os aspectos reforgadores de substancias
como o alcool (59). A autoadministracdo de alcool gera aumento nos niveis de
dopamina no nucleo accumbens, e este aumento parece estar relacionado com a
apresentacdao do alcool como estimulo reforgador (60). A administracdo de
antagonistas dopaminérgicos (D1 ou D2) em regides como o0 nucleo accumbens
shell e o cortex pré-frontal medial (pré-limbico) diminuiu o efeito do alcool sobre a
porcao posterior VTA (61). Em um estudo com tomografia por emissao de pdsitrons
(PET-scan), em humanos, foi observado aumento temporario dos niveis de
dopamina no estriado ventral (Acb) apés a administragdo intravenosa de solugao
alcoolizada. O aumento dos niveis de DA no estriado dorsal foi associado as
sensagdes prazerosas subjetivas produzidas pelo alcool (62). O uso repetido de
drogas tem como resultado o aumento da impulsividade devido a concomitante
diminuicdo da atividade do CPF, que exerce controle top-down, inibindo
comportamentos impulsivos associados a intensificacdo da motivagao pela busca e
consumo da droga mediada pela ativagao fasica de receptores dopaminérgicos no
Acb, pois essa substancia promove a subregulagdo de receptores D2 inibitorios
neste nucleo (44).

As fungdes do CPF e suas caracteristicas funcionais sao descritas na revisao
de Miller e Cohen (63). Ele esta envolvido em processos cognitivos como: memoria
de trabalho, (64,65), tomada de decisao (66,67) e inibicdo de impulsos através de
projecdes que ativam neurdnios GABAérgicos em regides subcorticais, inibicao de
memorias através da supressdo de regides hipocampais (68) e regulagdo de
processos emocionais (69). Solbak e Lovstad (70) demonstraram em detalhes a
funcionalidade de diferentes regides do cértex pré-frontal através de estudos
eletrofisiolégicos. O CPF pode ser dividido em trés grandes areas: dorsolateral,
medial e orbitofrontal. A por¢ao dorsolateral esta associada ao controle executivo em

humanos, enquanto que em roedores essa funcao é coordenada pela porcdo medial.
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A porcédo orbitofrontal realiza conexdes com regides limbicas e & essencial no
processo de associagédo entre um estimulo e uma recompensa. De forma geral, em
individuos saudaveis, o aumento da atividade dopaminérgica no CPF aumenta
capacidades cognitivas e a funcionalidade da regidao (71). A porgdo medial do cortex
pré-frontal (em roedores) exerce fungédo de controle excitatério sobre neurénios que
compdem a via mesolimbocortical na VTA e Acb (46). A regulagdo entre
excitabilidade e inibicdo dos microcircuitos no CPF medial é conferida pela
neurotransmissdo dopaminérgica nos interneurdnios. O alcool contribui para a
diminuicdo da quantidade de receptores D2, levando ao surgimento de disturbios no
funcionamento dessa regido que resultam em problemas no controle executivo e
inibicdo de impulsos (54,72). Apés a administracdo aguda de alcool foi observado
um aumento, diminuicdo ou niveis iguais de dopamina nessa regido. Essas
variagdes parecem estar relacionadas ao tipo de ativagcao neuronal e ao processo de
remogao do neurotransmissor das sinapses em questdo. Durante o uso crénico e
retirada de alcool, modificacbes alostaticas promovem queda nos niveis de
dopamina juntamente com a subrregulacdo de autoreceptores D2. Alteragdes no
sistema dopaminérgico no CPF tém como consequéncias prejuizos cognitivos
causados pelo consumo de alcool (72). Estudo utilizando PET-scan identificou
significativa diminuigdo nos niveis de dopamina no cértex pré-frontal de alcodlatras,
apesar de nao encontrar diferengas no numero de receptores D2 (73). Esses dados
contribuem para o conceito de que o alcool induz disturbios na neurotransmissao

dopaminérgica no cértex pré-frontal.

2.2. Envolvimento do Sistema de Estresse: Beber pelo Alivio de Sensagoes

Desagradaveis

Em um contexto clinico, o efeito ansiolitico do alcool estabelece o cenario
para seu uso como reforgco negativo, que significa o uso para a retirada de uma
sensacao desprazerosa, um incentivo que é claramente distinto daquele que é
conduzido pela ativagao do circuito de recompensa cerebral (vias dopaminérgicas da
recompensa e prazer). Recentes evidéncias pré-clinicas tém apontado para o
potencial de uma espiral viciosa, na qual o refor¢go negativo conduz a uma escalada
progressiva no consumo de alcool ao longo do tempo. Neste processo, a retirada do

alcool em um episddio de pesada intoxicagao leva a sintomas de ansiedade. Com
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repetidos ciclos de pesada intoxicagao e retirada, este estado emocional negativo
acentua-se, resultando em um estado emocional negativo que persiste e prové um
poderoso incentivo para o recomego da ingestao do alcool (recaida) (26).

O fator liberador de corticotrofina (CRF) € um peptideo com 41 aminoacidos
que € altamente expresso em neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) (74). Células CRF positivas estédo, contudo, também presentes em estruturas
extrahipotalamicas, incluindo amigdala central (AMlce), nucleo intersticial da estria
terminal (BNST), neocértex, hipotalamo, talamo, cerebelo e tronco encefalico (75).
Estas células CRF extrahipotalamicas também liberam CRF diante de estimulos
estressores e medeiam uma ampla gama de respostas comportamentais de
estresse, principalmente através de agdes sobre o receptor CRFR1 (também
conhecido como CRF1 ou CRHR1) (76), um receptor acoplado a proteina G, de sete
dominios transmembrana da familia de receptores secretina (77,78). Os sistemas
CRF extrahipotalamicos s&o cruciais para o processo de dependéncia descrito
anteriormente (28). Outros peptideos da familia CRF s&do a urocortina 1 (Ucn 1),
urocortina 2 (Ucn 2) e urocortina 3 (Ucn 3), que também agem em resposta e na
adaptacdo aos estressores, mediando algumas fungdes originalmente atribuidas ao
CRF, mediante acoplamento aos receptores desta familia de neuropeptidios (79—
81).

Os receptores da familia CRF incluem o CRFR1 e o CRFR2 q, B, v e
encontram-se, principalmente, no sistema nervoso central (SNC) e, em pequena
quantidade, nos tecidos periféricos. O CRF tem baixa afinidade pelo CRFR2, a Ucn
1 tem afinidade por ambos os receptores enquanto que a Ucn-2 e a Ucn-3 tém maior
afinidade pelo CRFR2. O CRFR1 mostra-se amplamente localizado no neocértex e
parece estar relacionado as fungdes emocionais e comportamentais dos peptideos
CRF; o CRFR2 localiza-se em estruturas subcorticais, sendo relacionado,
principalmente, as fungbes neuroenddcrinas e autbnomas (79-81). O receptor
CRFR1 é um alvo terapéutico atrativo porque o seu ligante endégeno, CRF, nao é
liberado em areas extrahipotalamicas sob condi¢cdes basais, ndo estressantes. Em
vez disso, o sistema CRF extrahipotalamico torna-se ativado em resposta ao
estresse continuo, de alta intensidade e incontrolavel (82), ilustrando o principio de
que neuropeptideos sdao comumente liberados em altas frequéncias de disparo
neuronal e agem como sistemas de alarme (83). Isto sugere que antagonistas
CRFR1 podem ter pouco efeito sobre as atividades in vivo a menos que o sistema

14



central de estresse seja ativado, e podem, portanto, ter um perfil de tolerabilidade e
seguranga extremamente vantajosos. Experimentos com modelos animais tém dado
suporte a este conceito (84).

A retirada do alcool € um estado altamente estressante. Estudos em ratos
feitos dependentes tém mostrado que o CRF é liberado no nucleo central da
amigdala (AMlce) durante a retirada aguda do alcool e medeia um comportamento
semelhante a ansiedade (85-87). Os sinais comportamentais da retirada do alcool
em ratos elevam-se em torno de 12 horas, e desaparecem em torno de 48 a 72
horas depois da retirada. Entretanto, se o estado de dependéncia de alcool é
mantido por um més ou mais (antes da retirada) e, em particular, se a exposi¢céo ao
alcool ocorre na forma de repetidas intoxicagdes e ciclos de retirada, maiores e
persistentes consequéncias comportamentais sao observadas. Sob estas condi¢des,
a sensibilidade comportamental ao estresse permanece desregulada apos os sinais
de retirada aguda, e esta desregulagdo emocional € acompanhada pela escalada
voluntaria da ingestdo de alcool (16,20). Neste estagio, o aumento da sensibilidade
comportamental a estimulos estressores reflete uma mudanga na capacidade de
resposta, uma vez que ocorre aumento na ansiedade basal. Por exemplo, durante a
abstinéncia prolongada de alcool, ratos com uma historia de dependéncia nao
mostraram aumento no comportamento indicativo de ansiedade no Labirinto em
Cruz Elevado. Entretanto, quando estes animais foram expostos a um estressor
antes do teste, os comportamentos indicativos de ansiedade foram acentuados. Esta
ansiedade induzida foi bloqueada pela administracdo intracerebroventricular de
antagonista ndo seletivo do receptor de CRF 12-41 (88). Achados similares de
aumento da sensibilidade comportamental a estressores em ratos com uma historia
de prolongada dependéncia de alcool tém sido obtidos através do uso de diversos
modelos comportamentais (89-92). Um paralelo destes achados em humanos é
demonstrado pela observacdo de que respostas cerebrais a estimulos visuais
aversivos, mensurado pela resposta Dependente do Nivel de Oxigenagao
Sanguinea por Ressonancia Magnética (BOLD-MR), mostraram-se elevados em
pacientes com dependéncia de alcool durante abstinéncia prolongada (93). Baseado
nesta e em outras observagdes, tem sido proposto que repetidos ciclos de
intoxicagdo e retirada de alcool conduzem a uma progressdo ha resposta

sensibilizada de estresse e na escalada da ingestdo de alcool, e que a expressao
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superregulada de Crf1, o gene que codifica o receptor CRFR1, desempenha papel
importante neste processo (16,90).

O sistema CRF desempenha um papel a parte na recaida. A recaida € um
elemento chave das desordens de dependéncia e pode ser modelada em animais de
laboratorio (94). Quando a autoadministragdo de alcool em ratos é retirada ao longo
de muitas semanas, a recaida a busca pelo alcool é disparada pelo estresse de
choque nas patas, mesmo que o animal ndo tenha mostrado sinais de dependéncia
fisica ou quaisquer sinais de retirada (95). Porém, o bloqueio do CRFR1 no cérebro
interrompe esta recaida induzida por estresse na procura pelo alcool (96-98), mas a
neurocircuitaria exata que medeia esta atividade ndo esta clara. Muitas a¢des anti-
estresse dos antagonistas CRFR1 tém sido observadas na amigdala (AMI), e esta
estrutura, juntamente com o BNST, esta também envolvida na recaida a busca pela
droga (99). Entretanto, o bloqueio da recaida induzida por estresse é, em parte,
também mediado pelo bloqueio do CRFR1 no nucleo mediano da rafe (MnR) (100).
Projecdes do MnR sao restritas a estruturas subcorticais medianas e n&o incluem a
AMI ou o BNST (101). Isto sugere que a atividade CRF pode contribuir para a
recaida induzida por estresse em multiplos locais ao longo da complexa
neurocircuitaria que comanda o estresse e o comportamento (99).

Em adicdo ao estresse, a recaida pode ser disparada pela exposicao a pistas
ambientais associadas ao alcool ou ao alcool em si (94). O antagonismo CRFR1 nao
bloqueia estes eventos, mas controla a recaida induzida por estresse (96,100). O
bloqueio do CRFR1 também bloqueia a procura pelo alcool induzida por um
estressor farmacoldgico, o antagonista a2-adrenérgico yohimbina (100). Além disso,
antagonistas nao seletivos dos receptores CRFR ou CRFR1 seletivos diminuem os
niveis de escalada da autoadministracdo do alcool que s&o observados em ratos
submetidos a um periodo prolongado (um més ou mais) de dependéncia de alcool, e
esta diminuicdo € mediada através de suas ag¢des na AMI (30,102). Adicionalmente,
o sistema CRF pode tornar-se ativado em estagios precoces do processo de
dependéncia (103,104).

Dados recentes mostram que a Ucn 1 contribui para a escalada progressiva
de preferéncia ao alcool durante o acesso intermitente de longo prazo (81),
sugerindo que, de forma similar ao sistema CRF/CRFR1, a Ucn/CRFR2 pode sofrer
neuroadaptagdes nos processos que envolvem a dependéncia. Inje¢cdes de ligante

CRFR2 altamente seletivo no interior da AMI aumentam a autoadministracdo em
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ratos ndo dependentes, mas suprime-a em ratos que se tornaram dependentes de
alcool cronicamente (30). Um envolvimento do sistema Ucn/CRFR2 nas
neuroadaptagdes relacionadas a dependéncia € adicionalmente sustentado pela
observagado de que a expressdao de CRFR2 na amigdala mostrou-se subregulada
apos historico de dependéncia de alcool (90).

Em suma, trabalhos com modelos animais mostram que o aumento da
atividade do sistema CRF esta associado com a escalada da ingestao voluntaria de
alcool e 0 aumento da sensibilidade para uma recaida induzida por estresse. Pode
ser especulado que, diferentes populagdes de neurénios CRF contribuem para estes
comportamentos, com a AMI coordenando a intensificagcdo do consumo e o BNST e
o MnR estando envolvidos na recaida. Entretanto, a contribuigdo precisa destas
estruturas cerebrais para os respectivos efeitos permanece indeterminada. Porém,
os achados com antagonistas CRFRs sugerem que o CRFR1 é um atraente alvo

terapéutico para a dependéncia ao alcool.
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3 - MATERIAL E METODO

3.1. Animais e Tratamento

Vinte e quatro ratos Wistar machos provenientes do CEDEME/UNIFESP, com
em média 60 dias de vida e peso médio de 240-310g, foram mantidos sob condi¢des
ambientais controladas (21 £ 1°C, ciclo claro/escuro de 12h, livre acesso a agua e
ragao) no Biotério do Departamento de Biociéncias - UNIFESP Baixada Santista. Os
protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios éticos de
experimentagao animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP, nimero de
aprovacao: 3482080218 (anexo ).

Para a administracdo de alcool a animais de laboratério, varios modelos
laboratoriais sdo descritos na literatura, como a inalagdo de vapor contendo alcool,
injecao intraperitonial, gavagem, canulagdo e administragdo oral (105). Porém, o
modelo mais adequado para o estudo da administracdo de alcool associado a
analise de neurocircuitos de resposta ao estresse (que represente o0 menor estimulo
estressante adicional possivel), € 0 uso de um método n&o invasivo. O mais indicado
neste caso é o uso da administragdo oral através do protocolo do paradigma de
duas garrafas, que permite uma ingestdo espontanea da solugao alcoolizada. Neste
caso, sao ofertadas: uma garrafa com solugao alcoolizada (20% v. v.) e uma garrafa
contendo agua, sendo que o controle da ingestao é realizado através da analise
periddica da massa ingerida de agua ou da solugao contendo alcool (subtragao entre
o peso ofertado e o peso residual em gramas). Neste trabalho, foram utilizadas
garrafas hermeticamente fechadas e consumo de racao a vontade (90,106,107).

Os animais foram distribuidos em numero de 1 por gaiola, contemplando os

seguintes grupos:

Grupo Controle (CO): 6 ratos Wistar ndo foram submetidos a ingestédo de alcool,

constituindo o grupo controle. O monitoramento do peso corporal, ingestao de agua

e racgao foi coincidente com os demais animais tratados.
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Grupo Alcool (AL): 18 ratos Wistar receberam acesso intermitente a solugdo de

etanol 20% v/v e acesso continuo a agua, por meio do paradigma das duas garrafas:
nas segundas, quartas e sextas-feiras teve a oferta da garrafa de solugao
alcoolizada por 24h, sendo 12h no ciclo claro e 12h no ciclo escuro, durante 4
semanas juntamente com uma outra garrafa contendo agua. O local na gaiola da
garrafa contendo alcool foi trocado de lugar com a garrafa contendo agua, para
evitar a influéncia do comportamento de preferéncia de lugar. Entre as sessdes com
a presenca de etanol, foram fornecidas duas garrafas contendo agua por gaiola. Os
fluidos foram colocados em garrafas de 200ml com rolhas herméticas e fixadas de

forma segura na grade da gaiola do animal.

3.2. Teste de Atividade Motora

Os animais do grupo AL, no ultimo dia de tratamento, foram submetidos ao
teste do Campo Aberto para analise da atividade motora (57,108). O Campo Aberto
consiste em uma arena circular de 60x60cm, com paredes de 50cm de altura, sendo
a sua base dividida em 12 partes por linhas que sao utilizadas como referéncia para
a movimentagdo do animal dentro do aparato (numero de cruzamentos com as
quatro patas). A analise foi realizada a partir do cruzamento do animal com as quatro
patas em cada linha da base, sendo associada a atividade locomotora do animal
(109). O comportamento de cada animal foi filmado no Campo Aberto durante 5
minutos e gravado para analise posterior. Na sala de teste a luminosidade foi de 60Ix
e depois de cada animal o aparato foi limpo com alcool 10%. Apdés a analise
locomotora, os animais foram classificados como alta atividade motora ou “alta
atividade” (AAM) (33% dos animais, n= 6, com maior pontuacdo na atividade
locomotora); baixa atividade motora ou “baixa atividade” (BAM) (33% dos animais,
n= 6, com menor pontuagcdo na atividade locomotora); e de resposta intermediaria
(33% dos animais, n= 6, com resposta motora, estando entre os dois grupos
anteriores). Animais com resposta intermediaria ndo foram utilizados no estudo
(57,108).

Ainda no teste de Campo Aberto pode ser observado o tempo de
permanéncia e numero de levantamentos em sua periferia, caracteristicos de um
comportamento ansioso; e o tempo de permanéncia e numero de levantamentos no

centro da arena, associados a um comportamento desprovido de ansiedade e
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exploratério. A autolimpeza ou grooming é realizada quando o animal inicia
movimentos de limpeza, especialmente no focinho, e caracteriza medo e

comportamentos associados a ansiedade (109).

3.3. Teste de Ansiedade

Apos o teste de atividade motora, com a finalidade de avaliar os possiveis
efeitos da ingestao crbénica de alcool sobre o estado de ansiedade do animal e sua
relagdo com o seu efeito sobre as areas cerebrais de estresse, foi utilizado o teste
de Labirinto em Cruz Elevado. Este instrumento tem sua estrutura em madeira e
consiste em dois bracos abertos e dois bragos fechados em cruz medindo 50x10cm,
sendo que as paredes do brago fechado apresentam 40cm de altura. O aparato esta
elevado do chao a 50 cm.

O labirinto em cruz elevado baseia-se no principio de que o animal apresenta
medo de lugares altos, procurando evita-los, e que o confinamento nos bragos
fechados esta relacionado com um estado semelhante a ansiedade. Assim, foi
analisado o numero total de entradas em bracos abertos e o numero total de
entradas no braco fechado. Estes parametros demonstraram o comportamento
exploratério do animal que ocorre quando o animal ultrapassa com as patas
traseiras a linha de intersecg¢ao do labirinto em cruz. O maior numero de entradas no
braco aberto é um comportamento que esta normalmente associado a administragao
de ansioliticos € o maior numero de entradas no bragco fechado esta associado a um
estado de ansiedade. O numero de transi¢cdes entre os bracos também permite a
analise da atividade locomotora dos animais (110).

A analise dos parametros tidos como etoldgicos auxilia na interpretacédo do
comportamento do animal uma vez que podem refletir de uma forma mais
contundente os comportamentos de ansiedade e de atividade locomotora do que os
parametros classicos utilizados (111). Esses parametros incluem o levantamento
(em inglés rearing) que é uma medida na qual o animal se apoia sobre as patas
traseiras e adota a postura bipede e que caracteriza a exploracdo de um ambiente
desconhecido. O mergulho de cabega (head dipping) que € caracterizado pelo
comportamento de quando o animal projeta a cabecga para baixo do brago aberto, o
que caracteriza uma atividade livre de ansiedade, pois representa um risco para o

animal. O peeping out que é caracterizado por quando o animal projeta a cabeca
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para o bragco aberto, porém sem atravessar a linha de interse¢cdo e esta medida
comportamental caracteriza medo e ansiedade. O maior numero de bolos fecais esta
associado a um comportamento ansioso (109). Todos os animais foram submetidos
a uma sec¢ao (5 minutos cada) de teste, caracterizada pela introdugéo do animal no
centro do aparato sob iluminacado de 60lx em ambiente silencioso, entre as selgoes o
aparato foi limpo com alcool 10%. Todos os testes comportamentais foram

realizados no periodo da manha.

3.4. Anestesia

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados através de injecao
intraperitonial de uma dose de 1 mil/kg da mistura de quetamina (40 mg/kg), xilasina
(20 mg/kg), fentanil (0,3 a 0,5 mg/kg) e acepromazina (1ml/kg), para se atingir um

estado profundo de anestesia antes da perfusao.
3.5. Perfusao

Para a realizagdo da perfusédo, foi criado um acesso na regido do processo
xifoide do animal, com tesoura. As costelas foram cortadas, o diafragma foi
separado assim como os ligamentos da regiao, os pulmdes e o timo foram afastados
para melhor acesso ao coragao. Imediatamente antes da perfusao, foi recolhido
sangue do animal proveniente do coragdo para tubos Eppendorf heparinizados.
Apos centrifugacéo a 2300 rpm a 4 °C por 15 min, o plasma foi extraido e ensaiado
quanto ao teor de etanol usando o Teste Multiplo de Reagente NAH-ADH (Sigma
Aldrich, EUA). Em seguida foi feita uma pequena incisdo no ventriculo esquerdo e
inserida uma canula de perfusdao com solucéo salina a 0,9%, que foi clipada para
melhor fixagdo. O atrio direito também sofreu uma pequena incisdo e, entdo foi
iniciada a perfusdo com a solugdo salina até que nao houvesse mais sangue
aparente no sistema vascular do animal (cerca de 100 ml em 1 minuto). A seguir foi
realizada a perfusdo com fixador de formaldeido a 4% em solugdo aquosa a partir de
paraformaldeido aquecido a 60-65°C, com pH 9,5 a 4 °C durante 25 minutos. A
artéria aorta abdominal foi clipada para que o fixador se concentrasse no segmento

cranial do animal.
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Depois da decapitagdo do animal ao nivel da medula espinal cervical, o
enceéfalo foi retirado da caixa craniana e permaneceu em pos-fixacdo durante 1 hora
em 50 ml do fixador a temperatura de 4 °C. Apds este periodo, eles foram colocados

em solugao para crioprotegcaéo durante aproximadamente 24 horas.

3.6. Microtomia

Os encéfalos, apds o emblocamento, foram seccionados em cortes frontais de
30um com um micrétomo de congelamento, de forma a produzir 5 séries de cada
encéfalo em 5 compartimentos diferentes, colocados em solugdo anticongelante
(sacarose diluida em uma solugao de PBS + etilenoglicol + agua). O tecido foi entao
guardado em solugao anticongelante em freezer a —20 °C para serem utilizados na

imunoistoquimica.

3.7. Regides de Interesse

Para a analise da imunorreatividade a dopamina foi analisada a principal
regidao fonte de dopamina da via de recompensa cerebral ou mesolimbocortical: a
area tegmental ventral (bregma: —5.04). Para analise da imunorreatividade ao CRF
foram analisadas as principais regides associadas a resposta emocional de estresse
em areas extrahipotalamicas: amigdala e suas divisdes central, medial e basolateral
(bregma: —2.76); nucleo intersticial da estria terminal (bregma: —0.60); area septal e
suas divisdes ventral e dorsal (bregma: +0.60); cortex anterior do giro do cingulo

(bregma: +0.60) e nucleo accumbens, parte core e shell (bregma: +0.60) (112).

3.8. Imunoistoquimica para Dopamina ou CRF

As séries de seccgdes dos encéfalos foram submetidas a imunoistoquimica
para dopamina ou CRF. As seccbes foram retiradas da solugdo anticongelante e
lavadas por 6 vezes de 5 minutos cada, em solugao salina tamponada com potassio-
fosfato (KPBS) a temperatura ambiente, sob agitagdo constante a 70 rotagdes por
minuto em agitador orbital ajustavel (Fischer Scientific, USA,). Para a neutralizagao
da peroxidase endégena, as secgdes foram lavadas por 30 minutos sob agitagdo em
uma solucao de perédxido de hidrogénio (H20,) a 0,3% em KPBS e entao lavadas por
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pelo menos 6 vezes de 5 minutos em KPBS. Apds isso, as séries foram encubadas
em anticorpo primario anti-Dopamina (MyBiosource, San Diego, USA) policlonal feito
em coelho na concentracdo de 1:500, ou anticorpo primario anti-CRF (Bioss,
Massachusetts, USA) policlonal feito em coelho na concentragdo de 1:1000, diluido
em KPBS contendo Triton X-100 a 0,3%, e albumina de soro bovino a 1% (Sigma
Chemical Company, St. Louis, EUA). As secgbes mergulhadas na solu¢do do
anticorpo primario, permaneceram sob agitacdo constante em agitador orbital a 4 °C,
durante 48 horas. Em seguida, as secgbes foram retiradas da solugdo do anticorpo
primario, e lavadas por 6 vezes de 5 minutos em solugdo de KPBS a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante. A detecgédo do anticorpo primario foi obtida pelo
meétodo da imunoperoxidase indireta usando a técnica do complexo avidina-biotina
(ABC; Vector, Burlingame, CA). As seccbes foram colocadas em solugdo de
anticorpo secundario biotinilado (imunoglobulinas G conjugadas a biotina) anti-
coelho feito em cabra (Vector) na concentragéo de 1:1000, diluido em KPBS + Triton
X-100 a 0,3%. As secgdes mergulhadas na solugéo do anticorpo secundario ficaram
sob agitagcao constante no agitador orbital a temperatura ambiente por 60 minutos.
Em seguida, as secc¢des foram retiradas desta solugéo e lavadas por 6 vezes de 5
minutos em KPBS a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. As seccdes
foram mergulhadas em uma solugdo de avidina e em uma solugdo de biotina
peroxidase (Vector), alternadamente, diluidas em KPBS a uma concentragdao de
1:500 por 30 minutos. As secgdes mergulhadas nessa solugdo permaneceram sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente por 60 minutos. Apds isso, foram
lavadas por 3 vezes de 5 minutos em KPBS a temperatura ambiente, ainda sob
agitagdo constante e por 3 vezes de 5 minutos em solugdo de tampao acetato de
sodio. A reacao imunoistoquimica foi revelada utilizando-se a 3,3'diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB 0,05%, Sigma, Missouri, EUA) e o niquel como cromdgenos,
e HyO, (0,01%, Sigma) durante 10 minutos. Para a finalizagdo, as secgdes
passaram por mais uma lavagem por 3 vezes de 5 minutos em KPBS e por 3 vezes

de 5 minutos em solucédo de tampéao acetato de sodio.

3.9. Contagem das células imunorreativas

Os resultados foram analisados em um microscoépio Zeiss — Axio Observer D1.

A quantificacdo das células imunorreativas foi realizada de forma cega, a partir do
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software Image Pro-Plus, sendo que o espectro de coloragdo para contagem foi
ajustado para a pigmentagdo preta e foi adotada uma area bidimensional de
aproximadamente 500 x 500 pm, respeitando as dimensbes de cada regiao

especifica de interesse para contagem de cada area cerebral.

3.10. Analise Estatistica

A comparagao entre os resultados quantitativos dos grupos controle e
tratados foi realizada através dos testes t de Student ou Analise de Variancia
(ANOVA) uma via seguida do teste de Tukey dependendo do caso (software
JAMOVI v. 0.9). Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os resultados

foram expressos em média + erro padrdao da média (EPM).
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4 - RESULTADOS

4.1. Teste de Atividade Motora

O teste do Campo Aberto foi utilizado para a analise da atividade motora, e
categorizagdao dos animais que consumiram solugdo alcoolizada em alta atividade
motora e baixa atividade motora. Os resultados da atividade motora (numero de
cruzamentos nas linhas da base do equipamento) dos animais mostraram diferenca
significativa, por meio do teste t de Student, entre os tercis de animais que
consumiram mais e menos alcool [média + EPM; AAM: 51,83 + 2,18; BAM: 29,0 +
3,33 (t=5,727; p = 0,002); figura 4].
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Figura 4 — Numero de cruzamentos no Campo Aberto realizados pelos animais dos grupos AAM e
BAM. Os valores estdo expressos em média + EPM (teste t de Student; * p < 0,05).



4.2. Consumo de Alcool

O consumo de alcool foi em média, durante o periodo de tratamento, de 15,2
+ 0,64 g/kg/24h para o grupo AAM e 13,3 + 0,42 g/kg/24h para o grupo BAM, com
diferenga significativa entre os dois grupos analisada por meio do test t de Student
(t=2,456; p = 0,04, figura 5).
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Figura 5 — Consumo médio de solugdo alcoolizada pelos animais dos grupos AAM e BAM. Valores
expressos em g;Kg/24h + EPM (teste t de Student; * p<0,05).

Com relagdo a concentragdo de alcool no sangue, ndo foram observadas
diferengas significativas, por meio do teste t de Student, entre os dois grupos que
consumiram a solucao alcoolizada, AAM (70,01 + 14,8 mg/ dL) e BAM (61,3 + 12,2
mg/ dL).

4.3. Ingestao de Ragao

Com relagao ao consumo de ragao ao longo do tratamento, o consumo médio
pelos animais dos grupos Controle, Alta Atividade e Baixa Atividade foi
respectivamente de: 52,91 + 5,89; 63,42 + 7,14 e 64,66 + 6,77 (valores em gramas +
EPM), sem diferenca significativa entre os grupos, analisada por meio do teste
ANOVA uma via (figura 6).
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Figura 6 — Consumo de ragdo, em gramas, pelos animais dos grupos Controle, AAM e BAM (ANOVA
uma via).

4.4. Ingestao de Agua

O consumo de agua ao longo do tratamento foi em média + EPM de 338,38 +
19,46; 365,30 + 16,62 e 366,70 + 15,94 ml pelos animais dos grupos Controle, Alta
Atividade e Baixa Atividade, respectivamente, sem diferenca significativa analisada

por meio do teste ANOVA uma via (figura 7).
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Figura 7 — Consumo de agua, em mililitros, pelos animais dos grupos Controle, AAM e BAM durante
o tratamento (ANOVA uma via).

4.5. Massa Corporal

A média da massa corporal (em gramas + EPM) dos animais dos grupos
Controle, Alta Atividade e Baixa Atividade, ao longo do tratamento, foi
respectivamente de 306,50 + 17,63; 296,30 + 12,07 e 314,80 + 12,98 g. Por meio do

teste ANOVA uma via nao foi observada diferencga significativa entre estes valores
(figura 8).
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Figura 8 — Média da massa corporal, em gramas, dos animais dos grupos Controle, AAM e BAM
durante o periodo de tratamento (ANOVA uma via).

4.6. Testes Comportamentais

Em relagdo as medidas comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado, o
parametro de bolos fecais no grupo Alta Atividade apresentou quantidade
significativamente menor em relacdo aos demais grupos, caracterizando um efeito
ansiolitico promovido pelo alcool (ANOVA uma via; F (2, 15) = 5,918; p = 0,01; pés-
teste de Tukey entre os grupos Alta Atividade e Controle, p = 0,01). Todos os outros
parametros medidos no Labirinto em Cruz Elevado e no Campo Aberto, nao

apresentaram diferenca significativa entre os grupos (tabela 1).



Tabela 1 - ParAmetros analisados nos testes comportamentais de Labirinto em Cruz Elevado e de

Campo Aberto (média £ EPM; teste ANOVA uma via; pos-teste de Tukey; *p < 0,05).

Parametro Controle Alta Atividade Baixa Atividade
Labirinto em Cruz Elevado
entradas braco aberto 1,83+£1,13 5,16 £ 1,53 2,00 +£0,85
espreita braco aberto 2,83+ 1,64 6,66 + 1,62 2,66 £ 1,25
entradas brago fechado 8,33+ 1,60 9,50 + 1,02 5,66 + 1,33
espreita brago fechado 13,50 + 1,60 14,67 + 2,52 10,00 + 2,42
transicoes 10,17 + 2,65 14,67 + 2,14 7,66+1,78
levantamentos 15,50+ 2,12 20,17 £ 2,75 12,67 + 2,56
mergulho de cabeca 4,00 £ 0,00 2,75+ 1,18 1,66 + 0,33
bolos fecais* 7,16 £ 1,30 2,00+1,18 3,16 £ 0,79
Campo Aberto
tempo imobilidade periferia (seg.) 0,63 +0,33 0,11 £ 0,03 0,64 + 0,33
tempo imobilidade centro (seg.) 0,02 £ 0,003 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,008
levantamentos periferia 13,00+ 2,42 18,83 + 3,37 13,33+ 2,53
levantamentos centro 2,33+0,84 6,83 + 2,22 1,50 + 0,84
tempo grooming (seg.) 0,20 £ 0,07 0,21 £ 0,05 0,17 £ 0,03

4.7. Imunorreatividade a Dopamina e ao CRF

Os dados da analise

imunoistoquimica mostraram que somente na

imunorreatividade a dopamina foram observadas diferengas significativas entre os
grupos, sendo na area tegmental ventral entre os grupos Alta Atividade e Baixa
Atividade e o grupo Controle (ANOVA uma via; F(14): 5,80 p = 0,01; pds-teste de
Tukey, Alta Atividade e Controle, p = 0,05; Baixa Atividade e Controle, p = 0,01;
tabela 2; figuras 9, 10 e 11).
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Tabela 2 — Numero de células imunorreativas a dopamina e ao CRF nas areas encefalicas
analisadas (média + EPM; ANOVA uma via com pos-teste de Tukey; * p < 0,05).

Areas Neurais Controle Alta Atividade Baixa Atividade
Dopamina
Area Tegmental Ventral * 885,0 + 146,0 492,0 + 51,5 421,0+ 81,4
CRF
Cortex do giro do Cingulo 666,0 £ 73,5 655,0 £ 99,7 482,2 + 42,2
Amigdala Central 1050,0 + 156,7 1254,0 + 208,7 824,0 + 119,1
Amigdala Medial 417,0 + 66,3 342,3+47,3 388,6 + 44,6
Amigdala Basolateral 561,0 + 166,4 354,0 £ 90,3 273,0 + 65,1
Area Septal Dorsal 344,0 + 70,5 270,8 + 43,7 316,0 + 57,1
Area Septal Ventral 419,0 + 52,9 393,8 +18,1 375,2+71,5
BNST 381,0 + 99,1 408,2 + 56,0 358,0 + 36,1
Accumbens Core 370,0 + 95,0 218,4 + 55,8 333,7 +42,6
Accumbens Shell 173,0 + 35,9 190,8 + 42,7 228,8 + 35,0
Controle AAM BAM
f
..«:;TJ'“E:I
o R

Figura 9 — Células imunorreativas (coloragdo em preto) a dopamina na area tegmental ventral de
animais dos grupos Controle, Alta Atividade (AAM) e Baixa Atividade (BAM). Aumento: 200x.



Controle AAM BAM

Figura 10 — Células imunorreativas (coloragdo em preto) ao CRF no (A) cértex cingulado anterior, (B)
amigdala central, (C) amigdala medial e (D) amigdala basolateral, de animais dos grupos Controle,
Alta Atividade (AAM) e Baixa Atividade (BAM). Aumento: 200x. * trato ptico.

32



Controle AAM BAM

Figura 11 — Células imunorreativas (coloragédo em preto) ao CRF no (A) nucleo intersticial da estria
terminal, (B) area septal dorsal, (C) area septal ventral e (D) nucleo accumbens, de animais dos
grupos Controle, Alta Atividade (AAM) e Baixa Atividade (BAM). Aumento: A, B, C 200x; D 100x. *
ventriculo lateral; # comissura anterior.
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5 - DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel observar um consumo da solugdo alcoolizada
significativamente maior nos animais categorizados como de alta atividade, por meio
do teste de atividade motora, em relagdo aos categorizados como de baixa
atividade, por meio de um protocolo de ingesta de alcool de carater voluntario,
cronico e intermitente. Pode-se sugerir que o alcool exerceu efeito em relagdo a
sensibilizagdo neuronal nesses animais. Segundo dados da literatura, este
parametro motor e sua relagao com a sensibilizagdo cerebral promovida pelo alcool
podem ser associados a vulnerabilidade ao alto consumo e a dependéncia da droga
(567,108). O protocolo de ingesta de alcool utilizado, mesmo de carater voluntario e
nao invasivo, foi capaz de induzir um alto consumo da solugdo alcoolizada se
comparado a outros estudos (113). Com relagdo a parametros como consumo de
ragao, agua e ganho de peso, nao foram observadas diferengas significativas entre
animais controle, AAM e BAM, o que contribui para a analise comparativa dos
demais parametros analisados.

Por meio do teste comportamental do labirinto em cruz elevado, notamos
apenas através de um parametro comportamental um efeito ansiolitico promovido
pela ingestdo da solugdo alcoolizada, em animais de alta atividade motora. A
auséncia de diferenca nos outros parametros pode ser associada a auséncia de
resposta CRFérgica ao tratamento, tanto em animais AAM como em animais BAM.
Testes comportamentais em camundongos (114) mostraram que animais que
apresentam comportamentos sugestivos de ansiedade, nos testes comportamentais,
estiveram associados a uma maior chance de serem sensibilizados pelo alcool, o
que esta de acordo com grande parte dos estudos que associam a ansiedade ao
consumo do alcool; no entanto, resultados opostos também ja foram observados
(114).

A analise imunoistoquimica do sistema dopaminérgico de animais tratados com
solucao alcoolizada indicou reducao da imunoreatividade a Dopamina na VTA, sem
efeito sobre o sistema CRFérgico. Tendo em mente que o consumo agudo do alcool
gera um aumento da imunorreatividade para dopamina na area tegmental ventral
(115), observamos neste estudo que o uso cronico induziu uma resposta oposta, o
que apoia a teoria do Processo Oponente da Regulacao Afetiva (26,32). Segundo

esta teoria, no primeiro momento o consumo da droga esta associado ao seu efeito
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de reforgo positivo e ativagdo dopaminérgica, mas em um segundo momento o
consumo passa a estar associado ao seu efeito de refor¢o negativo e ativagéo
CRFeérgica. A menor imunorreatividade a dopamina na area tegmental ventral nos
animais que consumiram alcool cronicamente, pode estar associada as suas
consequéncias comportamentais e emocionais de rebaixamento do humor e
anedonia (116), que contribuiriam para o aumento progressivo da ingestao da droga.
De acordo com Koob (117), a diminuigdo da resposta prazerosa decorrente do uso
cronico da droga contribuiria para o desenvolvimento da dependéncia de drogas.
Nao foi observada diferenga significativa entre os animais de alta e baixa atividade
motora na imunorreatividade dopaminérgica na area tegmental ventral, que
representa o inicio do sistema de recompensa cerebral, sem até o momento uma
explicacdo viavel para isso (118). A literatura cientifica tem mostrado que outros
fatores, como modificagbes epigenéticas e interagdes entre diversos circuitos
neuronais, contribuem aumentando ou diminuindo as chances de se desenvolver
transtornos relacionados com o uso do alcool (119). No entanto, a diminuigdo da
imunorreatividade dopaminérgica nos animais que consumiram alcool cronicamente
pode estar associada ao que Cloninger definiu em 1987 (24) como a “Dependéncia
de Tipo I”. Esse tipo de dependéncia se caracteriza por uma baixa expressdo de
dopamina, alta expressao de serotonina e comportamentos de evitacdo de danos
(harm avoidance). Ainda segundo Abrahdo e colaboradores (57), a diferenga entre
sensibilizados e ndo sensibilizados pode estar relacionada a maior sensibilidade de
receptores para dopamina no nucleo accumbens ou a eventos de recaptagao do
neurotransmissor neste nucleo, independentemente da quantidade de dopamina
liberada pela area tegmental ventral (120). Desta forma, alteragées causadas por
drogas de abuso no sistema mesolimbocortical mostram uma grande variabilidade
de atuacéo, tornando complexo seu estudo (121).

Seria esperado o aumento da imunorreatividade ao CRF nos circuitos
CRFérgicos extrahipotalamicos como efeito da ingestao crénica de alcool (117). Este
efeito ndo pdde ser observado no presente estudo, talvez pelo fato de que a analise
cerebral ndo ocorreu durante periodos de abstinéncia. Pode-se supor que o periodo
de quatro semanas, apesar de ser suficiente para induzir mudangas na
neurotransmissdo dopaminérgica, nao tenha sido suficiente para que alteragdes no
sistema CRFérgico extrahipotatamico se estabelecessem, ja que a literatura mostra

que a exposicdo crbnica ao alcool pode diminuir a expressdao de CRF nessas
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regides encefalicas, sendo observado o contrario durante os periodos de retirada
(102). Tem-se também o fato de que a baixa imunorreatividade ao CRF pode ser
devido a sua maior taxa de exocitose e consequentemente maior concentragao do
peptideo no meio extracelular. Muitos métodos de administracdo crénica de alcool,
por si mesmos sdo estressantes, variam quanto ao perfil de administragao, se
continuos ou intermitentes, e estes fatores interferem significativamente nos
resultados associados a expressao de CRF no encéfalo, em estudos sobre o
consumo de alcool (122). Sado necessarios estudos que possam controlar ou reduzir
ao maximo os efeitos estressores da administragdo de alcool sobre o individuo e a
padronizacao de modelos de administragdo, para que resultados mais comparaveis
sejam obtidos (123).

Este estudo teve como limitagdes o tamanho reduzido da amostra impactando
no poder dos testes estatisticos, associado a alta variabilidade de alguns parametros
analisados. Da mesma forma, dados comportamentais foram avaliados somente ao
fim do tratamento, néo se estabelecendo parametros basais dos mesmos.

Muitos estudos ainda sao necessarios para a consolidagdo dos efeitos do
alcool sobre os sistemas neurais assim como sobre a associagao de determinados
perfis neuroldgicos e a suas implicagdes quanto a vulnerabilidade ou ndo para a

dependéncia de alcool.
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6 — CONCLUSOES

Por meio do presente estudo pode-se concluir que animais que consumiram
solucdo alcoolizada de forma cronica e intermitente puderam ser classificados em
animais de alta e baixa atividade motora, os animais de alta atividade foram aqueles
que consumiram significativamente mais alcool. O alcool esteve pouco associado a
um efeito ansiolitico nos testes comportamentais, com nenhum efeito sobre o
sistema cerebral de estresse. No entanto, foi observado efeito inibitério do consumo
cronico de alcool sobre o sistema cerebral de recompensa dopaminérgico,

independente do perfil de atividade motora.
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