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1. A spe c t o s  g er ais  do a l c o o l ism o

A dependência ao álcool, conhecida como alcoolismo, é \mi distúrbio crônico que 

resulta de uma variedade de fatores genéticos, psicosociais e ambientais (Morse e Flavin, 

1992). É caracterizada com base na presença de tolerância aos efeitos do álcool, controle 

motor prejudicado, síndrome de abstinência ao álcool quando há imia parada ou uma 

reduçãò .na ingestão da bebida, uso continuado da bebida devido as conseqüências 

adversas, e dificuldade em controlar o consvimo em decorrência do grande desejo ou 

compulsão para a mesma (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 1994; 

Tabakoff e Hoffinan, 1996). Quando, porém, o uso excessivo e compulsivo pode ser 

controlado ou parado para evitar as conseqüências indesejadas, o consumo moderado de 

bebida alcoólica se faz presente. O mais baixo limite a ser considerado, nesse caso, pode se 

encontrar na faixa de 4,5-50 g/dia, e o mais alto na faixa de 27-80 g/dia, variando de 

acordo com a cultura de cada país (Eckardt et a l, 1998).

As manifestações acima, entretanto, não são determinadas somente geneticamente, 

psicossocialmente ou ambientalmente, mas também são provenientes de diferenças 

individuais relacionadas à farmacocinética do álcool. O nível alcoólico resultante no 

cérebro pode variar entre indivíduos, e depende de parâmetros que incluem taxas de 

absorção a partir do trato gastrointestinal, volume de distribuição corporal e taxa de 

metabolismo (Tabakoff e Hoffinan, 1996; Eckardt et al., 1998). Fatores inerentes à idade, 

sexo, peso corporal, tipo de bebida alcoólica, número de drinques/dia, ocasião e outras 

variáveis também se tomam essenciais na análise da depeiídência alcoólica que afeta 

aproximadamente 7-10% da população dos Estados Unidos, e resulta em problemas sociais, 

considerável morbidade e mortalidade (McGinnis e Foege, 1993; Rice, 1993; Diamond e



Gordon, 1997). Naquele país, mais de 20% de todas as admissões hospitalares envolve 

complicações médicas provocadas pelo uso excessivo de bebida alcoólica, e o custo 

socioeconômico anual é de cerca de 70-100 bilhões de dólares por ano (Shalala, 1993; 

Diamond e Gordon, 1997).

Como pôde-se observar, fica, até certo ponto, fácil de se fazer um estudo 

epidemiológico mais detalhado sobre a dependência alcoólica em países como os Estados 

Unidos visto a precisão das informações no que diz respeito a esse fato. Em países 

subdesenvolvidos, entretanto, dados estatísticos relacionados ao distúrbio do alcoolismo 

ainda são escassos. No Brasil, por exemplo, os estudos são encontrados principalmente nos 

maiores centros de pesquisa na área, entres eles São Paulo, Porto Alegre, Rio de Janeiro e 

Santa Catarina. Em alguns desses estudos fica claro o grande consumo de bebida alcoólica 

pela população em geral, sem restrição de idade. Cabe enfatizar que os Estados Unidos, 

impedindo a venda para menores de 21 anos, faz com que isto se tome um dos fatores 

positivos na redução do consumo do álcool a favor deles. Mais adiante, aspectos 

relacionados ao consumo dessa droga no Brasil serão mencionados.

Nossa visão gerai dos aspectos relacionados ao alcoolismo inclui muitas questões 

relacionadas aos mecanismos moleculares pelos quais o álcool influencia as proteínas 

celulares, o que determina a sensibilidade ou resistência ao álcool, e quais ações 

moleculares são responsáveis por conseqüências comportamentais específicas da ingestão 

do álcool e abuso à esta droga. Através de estudos multidisciplinares, muitas descobertas 

têm surgido nas últimas décadas, que têm levado à mudanças na conceituação e tratamento 

do alcoolismo.

Atualmente, há grande interesse na terapia e prevenção da dependência do álcool. O 

racional para tais terapias é baseado em algumas premissas. Primeiro, o avanço na



Neurobiologia tem identificado sistemas de neurotransmissores que contribuem para o 

início e para a manutenção do consumo de bebida alcoólica. Um entendimento de como 

mudanças específicas nas funções desses sistemas afetam a susceptibilidade ao álcool 

fornece um ponto de partida para o desenvolvimento de medicamentos. Os medicamentos 

podem, teoricamente, ser desenvolvidos para aumentar ou diminuir a síntese, liberação ou 

concentração sináptica de neurotransmissores, ou modular sistemas transducionais de 

sinais. Segundo, novas drogas que reduzem o consumo de álcool em animais podem 

também reduzir o consumo em humanos. Terceiro, o desenvolvimento de medicamentos 

para o tratamento de dependências de outras drogas, sugere que isto possa também ser 

possível para o tratamento do alcoolismo. Visto que as atuais estratégias de tratamento e 

prevenção deste distúrbio ainda são geralmente inefetivas, vmi melhor entendimento dos 

mecanismos de ação que levam ao desenvolvimento da dependência ao álcool se faz 

necessário.

A sensibilidade inicial ao álcool prediz o abuso a esta droga em uma fase tardia da 

vida, provavelmente pelo fato de que a resistência ao álcool, até certo ponto, faz com que 

as pessoas consumam muito mais e com uma frequência muito maior as bebidas alcoólicas. 

Essas pessoas têm maior probabilidade de se tomarem dependentes do que aquelas outras 

que são mais sensíveis aos efeitos daquela droga (Schuckit, 1994). Portanto, é importante 

entender, a níveis celulares e moleculares, os fatores que regulam a sensibilidade das 

proteínas neuronais que são alvos para as ações agudas do álcool.

Quando a dependência ao álcool é estabelecida, o cérebro passa por certas 

mudanças adaptativas para continuar funcionando apesar da presença da droga. Como uma 

conseqüência desta adaptação, entretanto, certas alterações ocorrem no cérebro quando o 

álcool é removido. Em decorrência disto, períodos de abstinência são marcados por uma



sensação de desconforto frente à esta situação e um desejo muito grande de consumir a 

droga motiva o uso continuado. Em decorrência desses fatores, há também interesse 

substancial no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares que levam a 

mudanças adaptativas induzidas pela exposição de longa duração ao álcool e os papéis 

dessas mudanças na síndrome de abstinência.



2. A lc o o l ism o  NO br a sil

O consumo de substâncias psicoativas se constitui em um dos fenômenos mais 

freqüentes na população brasileira, com os primeiros contatos, na maioria das vezes, 

ocorrendo durante a adolescência (Forster et al, 1996; Pechansky, 1998; Souza e Martins,

1998). Levando em consideração o álcool, a grande freqüência de consumo se dá, 

principalmente, pela quantidade e facilidade na aquisição desta droga. O Brasil, em 

decorrência da massiva produção de álcool, produz acima de 1 milhão de litros desta 

droga/ano (cerca de 6,6 litros/pessoa/ano). Esta expressiva produção é, em parte, resultante 

de um enorme programa de plantação de cana-de-açúcar que foi criado com o objetivo de 

produção barata de álcool como imi substituto do petróleo para os carros. Um dos efeitos 

dessa superprodução de cana-de-açúcar é a depreciação no preço de bebibas alcoólicas. O 

litro da cachaça, por exemplo, é cotado a menos de U$ 2.00, o que favorece o consvimo 

deste destilado mais popular produzido a partir da cana-de-açucar (Laranjeira, 1996).

Através de estudos com adolescentes brasileiros, foi verificado que 88,9% da 

amostra selecionada já havia consumido bebida alcoólica algumas vezes, seguido pelo 

consumo de tabaco (37,7%), independentemente da classe social. Este estudo foi baseado 

no uso de questionários auto-aplicáveis contendo questões demográficas, sobre a 

percepção e comportamentos intrínsecos relacionados ao consumo de drogas, entre elas 10 

classes de substâncias psicoativas (álcool, tabaco, solventes, barbituratos, anfetaminas, 

tranquilizantes, maconha, cocaína, alucinógenos e opióides). Os resultados da pesquisa 

mostraram que, seja legal ou ilegal, o consumo de substâncias psicoativas se toma um dos 

fenômenos mais freqüentes em nosso país, principalmente nas primeiras fases da 

adolescência (Muza et al., 1997a, b). Em um outro estudo bem mais recente, entretanto, o



álcool continua sendo uma das substâncias psicoativas de maior prevalência de uso na 

vida, com uma estimativa de 53,2% da amostra selecionada em 24 cidades do estado de 

São Paulo. Neste estudo foi verificado que 6% da mesma amostra populacional era 

dependente àquela droga, valores estes próximos aos observados em estudos de outros 

países (CEBRID, 2000). Este grande consumo pode ser em decorrência de diversas 

variáveis, assim como pode ser fator determinante de muitas moléstias, conforme 

demonstrado por estudos das características sociais, demográficas e clínicas da doença 

(Carvalho et a l, 1995; Hochgraf et a l, 1995; Lopes et al, 1996; Hirata et ai, 1997).

Em termos das características sociais e demográficas associadas ao consimio do 

álcool, as mulheres brasileiras começam a beber e consomem muito mais a droga, em uma 

fase mais tardia da vida do que os homens. Adicionalmente, é atribuído ao sexo feminino a 

maior incidência de suicídios com causas relacionadas diretamente ao alcoolismo (Vianna 

e Monteiro, 1991; Hochgraf et a l, 1995; Pechansky, 1998). A violência familiar e 

agressões físicas são algumas das maiores queixas das vítimas de dependentes em álcool 

(Carvalho et al., 1995; Cruz, 1999; Gianini et a l, 1999; Orpinas, 1999). Além disso, outros 

fatores tais como idade, nível de educação, renda salarial e raça também estão associados, 

de alguma forma, àquele distúrbio (Moreira et al., 1996).

Em relação aos estudos clínicos brasileiros, o alcoolismo está implicado com 

elevada pressão arterial (Faintuch, 1995; Cordeiro et al., \998), pancreatite crônica (Mott 

et al., 1989, Dani et al., 1990; Cunha et al., 1997; Porto et al., 1999); doenças hepáticas 

(Cotrim et al., 1988) e carcinomas do trato respiratório e sistema digestivo (Hamada et al., 

1991; Dietz et al., 1998; Schlecht et a l, 1999). Os mais altos riscos, entretanto, são aqueles 

relacionados ao cérebro, mas, infelizmente, os estudos clínicos relacionados a essas 

implicações no Brasil ainda são escassos. No que diz respeito aos estudos experimentais.



poucos são os grupos que atualmente se dedicam às pesquisas envolvendo à ação do álcool 

no SNC. Os efeitos da tolerância à incoordenação motora (Barreto et al, 1998; Zaleski et 

ai, submetido à publicação; Barbosa e Morato, submetido à publicação); efeito 

hipotérmico (Carreno et al., 1997), avaliação de respostas comportamentais relacionadas à 

atividade ansiolítica do etanol (Ferreira e Morato, 1996, 1997); efeitos reforçadores (Blatt e 

Takahashi, 1999), estimulação locomotora e sensibilização produzida pela associação do 

álcool e outras drogas (Gevaerd e Takahashi, 1999; Gevaerd et al., 1999) e problemas 

associados à Sindrome Alcoólico-Fetal, que provoca sérios problemas ao recém-nascido e 

ao longo de todo o desenvolvimento, devido a ingestão de álcool por mães grávidas (Silva 

et al., 1981; Grinfeld et a l, 1999a, b), são algumas das principais linhas de pesquisas que 

ainda mantém a contribuição de nossos país para novas descobertas relacionadas ao 

tratamento de imi distúrbio tão complexo como o do alcoolismo.

Como vimos, vários são os fatores que, direta e indiretamente, podem estar 

implicados na dependência ao álcool. Ainda que de maneira escassa, campanhas 

publicitárias em nosso país mostram os riscos do consumo das drogas e tentam ajudar na 

conscientização dos danos que elas podem produzir, entretanto são falhas em relação ao 

uso/abuso do álcool devido ser uma droga liberada. Neste trabalho, serão fornecidos várias 

informações teóricas e dados experimentais que propiciarão conhecimentos dos fatores 

relacionados ao consumo do álcool e as implicações cerebrais, assim como os 

desequilíbrios homeostáticos nos sistemas de neurotransmissores presentes no SNC em 

decorrência do consumo de curta e longa duração dessa droga.



3. H o m e o st a sia  do  c é r e b r o  d ia n te  d o  
Co n su m o  do  Á lco ol

Todas as atividades que ocorrem no SNC envolvem comunicações entre as células 

nervosas. Grupos de neurônios com funções similares estendem-se de uma região para 

outra, formando circuitos neurais que interagem uns com os outros para integrar todas as 

funções centrais (Koob et al, 1994; Di Chiara et a l, 1996). No que diz respeito ao 

alcoolismo, vários são os circuitos envolvidos nos diferentes aspectos deste distúrbio que 

interferem na homeostasia cerebral. Sob condições normais, é possível verificar um 

equilíbrio entre os neurotransmissores inibitórios e excitatórios (figura 1-A). O consiimo 

alcoólico, entretanto, pode deprimir as fiuições cerebrais, alterando o balanço homeostático 

entre aquelas neurotransmissões (Valermiela, 1997).

O álcool pode atuar especificamente como um depressor por aumentar a 

neurotransmissão inibitória, por diminuir a neurotransmissão excitatória ou através de uma 

combinação de ambos. No caso do consumo de curta duração, o balanço homeostático é 

inclinado em direção aos efeitos inibitórios (figura 1-B) tanto por aumentar as flmções dos 

neurotransmissores inibitórios e neuromoduladores (i.e ácido gama-aminobutírico — 

GABA; glicina e adenosina), quanto por reduzir as funções dos neurotransmissores 

excitatórios (i.e. glutamato e aspartato) (Valenzuela, 1997). Pesquisas sugerem que após 

exposição de longa duração, o cérebro tenta restaurar o equilíbrio compensando os efeitos 

depressores do álcool. Desta maneira, o cérebro diminui a neurotransmissão inibitória e 

aumenta a neurotransmissão excitatória (figura 1-C). As ações excitatórias (e.g., redução 

das inibições sociais) parecem ser causadas, pelo menos em parte, pela supressão dos 

sistemas de neurotransmissores inibitórios (Pohorecky, 1977). Durante a síndrome de



abstinência ao álcool, estas mudanças compensatórias não são opostas pela presença da 

droga e o balanço muda em direção a um estado de excitabilidade aumentada (figura 1-D). 

Este estado de hiperexcitabilidade é caracterizado por crises epileptiformes, delírios e 

ansiedade (Valenzuela, 1997).

Em resumo, o álcool, diferente dos benzodiazepínicos, pode tanto aumentar as 

ações do principal sistema inibitório do cérebro, quanto atuar bloqueando alguns aspectos 

dos sistemas excitatórios endógenos cerebrais. Esta ação dual de aumentada inibição e 

diminuída excitação explica porque o álcool causa tantos prejuízos sobre as funções do 

SNC (Nutt, 1999), além de variadas alterações neurocomportamentais nas pessoas que o

consome.

CONDIÇÕES NORMAIS

Balanço nasneurotransmissões 
inibitórías e excitatórias do cérebro

EXPOSIÇÃO DE LONGA DURAÇÃO

0  cérebro trabalha para restaurar um 
equilíbrio, compensando os efeitos 

depressores do álcool.

EXPOSIÇÃO DE CURTA DURAÇÃO

Deprime as funções do cérebro, alterando 
0 balanço entre asneurotransmissões 

inibitórías e excitatórias.

SÍNDROME DE ABSTINÊNCIA 
AO ÁLCOOL

As mudanças compensatórias deixam 
de existir pela ausência do álcool.

Figura 1 -  Representação esquemática dos efeitos do álcool no balanço das 

neurotransmissões inibitórías e excitatórias no cérebro (adaptado de Valenzuela, 1997).
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4. A spec to s  Ne u r o c o m po r t a m e n t a is  d a  
De pe n d ê n c ia  a o  Álc o o l

É bem conhecido que os efeitos comportamentais produzidos pelo álcool em 

himianos e em animais ocorrem em concentrações milimolares. Levando em consideração 

o etanol, as concentrações sanguíneas em que um indivíduo começa a perceber mudanças 

fisiológico-comportamentais podem ser de 5-20 mM ou aproximadamente 20-90 mg/dl 

(Eckardt et al., 1998). A leve intoxicação ocorre de 20-25mM (concentração alcoólica 

sanguínea de aproximadamente 100 mg/dl) (Woodward, 1999). Outros trabalhos 

mencionam que em pessoas não dependentes à esta droga, a intoxicação se desenvolve em 

um nível alcoólico sangüíneo de 10-35 mM (50-150 mg/dl), produzindo euforia e perda 

das inibições sociais, ataxia, alterações na memória, falta de atenção, tempo de reação 

diminuído e sonolência, todos contribuindo para que o consumo do álcool seja imia das 

maiores causas de acidentes de diferentes origens (Urso et al., 1981; Goldstein, 1983; 

Diamond e Messing, 1994).

As concentrações alcoólicas no sangue e no cérebro se equilibram rapidamente 

após a ingestão da bebida devido esta droga atravessar facilmente as barreiras cerebrais. 

Quando presente em níveis sanguíneos elevados (> 150 mg/dl), o álcool é considerado 

amnésico (Goldstein, 1983). Nas concentrações de 100 mM (aproximadamente 400 mg/dl 

de álcool no sangue) os efeitos podem ser fatais, principalmente em decorrência da 

depressão respiratória e hipotensão (Urso et ah, 1981; Diamond e Messing, 1994). Essa 

intoxicação é muito pior nos indivíduos não tolerantes (Woodward, 1999), visto que as 

pessoas dependentes são mais resistentes à intoxicação alcoólica do que aquelas não 

dependentes (Lindblad e Olsson, 1976; Urso et a l, 1981).
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Os efeitos nenrocomportamentais do álcool podem ser prazerosos, estimulantes ou 

sedativos, e dependem da dose, do tempo de ingestão, se a ingestão é crônica ou 

intermitente, da expectativa de quem bebe, do ambiente no qual o álcool é consumido, da 

personalidade de quem bebe, e da predisposição genética para a dependência ao álcool. 

Entretanto, sabe-se que uma das principais razões do homem fazer uso desta droga é por 

causa de seu efeito ansiolítico (Nutt, 1999). Uma das mais antigas teorias baseadas na 

aprendizagem, usada para explicar a transição entre beber moderado e abuso do álcool e 

alcoolismo é a hipótese da redução de tensão ou redução do estresse/ansiedade (Collins e 

Marlatt, 1983; Pohorecky, 1991). Cabe enfatizar, portanto, que diante do consumo 

prolongado dessa droga, as pessoas podem manifestar alguns sinais e sintomas cerca de 6- 

24 horas após o último drinque, característico de uma síndrome de abstinência ao álcool 

(Hall e Zador, 1997). Neste caso, ao invés de apresentar efeito ansiolítico, o consumo 

prolongado pode levar a efeitos ansiogênicos (File et al, 1993; Gatch et al, 1999).

A síndrome de abstinência ao álcool pode ser classificada em três conjuntos de 

sintomas: o primeiro consiste daqueles relacionados com hiperatividade autonômica, os 

quais aparecem horas após o último drinque e têm um pico em 24-48h. Nesta etapa, as 

pessoas podem se queixar de ansiedade, conforme mencionado anteriormente; náusea, 

vômito, tremor e agitação. No segundo, são comuns as excitações neuronais, as quais 

incluem as crises epileptiformes, que ocorrem com 12-48h após a abstinência ao álcool 

( 0 ’Brien, 1996). Por fim, o terceiro conjunto de sintomas compreende o delirium tremem 

(ou delírio da retirada do álcool), o qual aparece somente em estados mais graves da 

doença, e é caracterizado por alucinações visuais e auditivas, confiisão e desorientação, 

perda da consciência, atenção prejudicada e pronunciada hiperatividade autonômica. Se 

não tratado, o dependente pode morrer por colapso respiratório e cardiovascular
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(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 1994; 0 ’Brien, 1996; Hall e 

Zador, 1997).

Um objetivo-chave da pesquisa do alcoolismo é explicar porque as pessoas 

começam a beber, porque algumas bebem em excesso, e porque outras são incapazes de 

parar o consumo do álcool diante de conseqüências prejudiciais e/ou difíceis. Além disso, 

há interesse no entendimento dos fatores que influenciam o consumo dessa droga, que 

levam a transição do seu consumo médio a moderado para um consumo descontrolado. Os 

reforços positivo e negativo são alguns desses fatores que estão envolvidos na manutenção 

do alcoolismo, fazendo com que as pessoas consumam cada vez mais a droga. O reforço 

positivo é o processo pelo qual uma ação toma-se repetitiva com o objetivo de dar prazer 

ou recompensa. 0  reforço negativo é baseado, não somente na recompensa, mas também 

no fato de que a droga alivia um sintoma desagradável ou doloroso (Gardner e Lowinson, 

1993;Koobeía/., 1993).

Os diversos efeitos fisiológicas e comportamentais do álcool se devem as ações em 

várias regiões do cérebro. O hipocampo que faz conexões recíprocas com várias estruturas 

cerebrais, entre elas córtex, amígdala, hipotálamo e substância cinzenta periaquedutal, 

formando um sistema cerebral responsável por reações comportamentais (Handley, 1994), 

parece estar implicado com muitos desses efeitos (Ryabinin, 1998). Além disso, apesar de 

exercer somente um papel indireto nas respostas dos neurocircuitos responsáveis pelos 

processos reforçadores do álcool, sugere-se que o hipocampo esteja relacionado com a 

dependência ao álcool (Hollmann e Heinemann, 1994; Ulrichsen et al., 1996; Koob et al., 

1998; Devaud e Morrow, 1999; Wirkner et al., 1999, Costa et ah, submetido à publicação). 

Além disso, sabe-se que o Sistema de Inibição Comportamental (do inglês Behavioural 

Inhibition System -  BIS) proposto por Gray (1987), responde a vários eventos punitivos e
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estímulos novos, onde drogas com propriedades ansiolíticas, como o álcool por exemplo, 

podem atenuá-lo em conseqüência de sua ação no sistema septohipocampal. Dessa forma, 

pode-se sugerir que o hipocampo seja uma das principais áreas do sistema nervoso central 

envolvida nos efeitos do álcool.

Por outro lado, apesar de haver dúvidas quanto à validade de se usar primatas não- 

humanos ou animais de pequeno porte para estudos envolvendo comportamento 

consvmiatório de álcool (Cícero, 1979), vários trabalhos têm mostrado que tais animais são 

importantes para o entendimento dos mecanismos neurobiológicos envolvidos no 

alcoolismo. Embora este seja um distúrbio único para humanos, muitos estudos têm 

desenvolvido modelos animais com o objetivo de elucidar substratos neurais envolvidos 

com esse comportamento (Deutsch e Eisner, 1977; Samson, 1986; McBride e Li, 1998).

Os modelos animais são usados como ferramentas nas pesquisas de componentes 

com potencial terapêutico e como simulações para pesquisas dos mecanismos envolvendo 

comportamento emocional. Vários deles podem mimetizar o alcoolismo humano e estão 

disponíveis para estudar as funções normais e anormais do sistema nervoso. Dois modelos 

que merecem ser mencionados aqui, visto que serviram de base para a execução de nossos 

estudos, são o labirinto em cruz elevado e a administração oral prolongada de álcool. O 

teste do labirinto em cruz elevado é usado extensivamente na descoberta de agentes 

ansiolíticos e ansiogênicos, e para investigar bases psicológicas e neuroquímicas da 

ansiedade (Rodgers et al., 1997). É um modelo animal validado etologicamente, porque 

usa estímulo natural que pode induzir ansiedade em hvimanos (Dawson e Tricklebank, 

1995; Rodgers et al., 1997). A auto-administração oral de álcool, por sua vez, tem sido um 

modelo animal frequentemente usado para o estudo da motivação do consumo do álcool ou 

para o estudo das conseqüências da dependência alcoólica em ratos (Moy et a l, 1997).
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É importante enfatizar que um perfeito modelo experimental para uso com animais 

é isomórfico às condições humanas e que toma-se útil quando pode ser mostrado que tem 

uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um processo 

complexo através de hipóteses testadas em humanos (McBride e Li, 1998). Através deles é 

possível realizar pesquisas celulares e moleculares, envolvendo neurotransmissores e 

receptores, que se constituem em ferramentas fimdamentais para o estudo de muitos 

aspectos fisiológicos, farmacológicos, bioquímicos e comportamentais relacionados ao 

alcoolismo.
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5. A lv o s  Ce l u l a r e s  e M o l ec u la r es  das  
A ç õ es  A g u d a  e  Cr ô n ic a  do  Á lco o l

As ações do álcool no cérebro são complexas, visto a diversidade de áreas e 

diferentes neurotransmissores no SNC que são afetados por esta droga (Litten et a l, 1996; 

Eckardt et al., 1998). Essas ações, provavelmente, podem ser alteradas por vários 

mecanismos que, no passado, pareciam difíceis de serem identificados, principalmente 

quanto aos efeitos específicos (Allan e Harris, 1991; Tabakoff e Hofônan, 1992).

Uma das teorias mais importantes das ações do álcool foi baseada na observação de 

que esta droga alterava as propriedades dos lipídios nas membranas neuronais, aumentando 

a fluidifícação das membranas (Goldstein e Chin, 1981; Rottenberg, 1986). Essa idéia de 

que o álcool atua dissolvendo as membranas neuronais, alterando as funções 

inespecificamente, tem sido substituída pela visão de que o álcool atua especificamente 

sobre certas enzimas e receptores do cérebro. Este fato não indica que o álcool atua como 

um transmissor em um sentido convencional; essas ações provavelmente representam 

perturbações fisico-químicas causadas pela lipoafinidade do álcool por partes alostéricas 

das proteínas. Entretanto, a identificação dessas proteínas sensíveis ao álcool, não somente 

ajudam a explicar as ações desta droga, como também servem de alvos para novos 

tratamentos (Nutt, 1999).

Recentes evidências sugerem que as proteínas envolvidas na transdução de sinais 

podem ser os mais importantes alvos celulares para o álcool administrado aguda e 

cronicamente (Alling, 1999). Componentes da cascata de transdução de sinais que parecem 

ser influenciados por essa droga incluem canais iônicos (Snell et ah, 2000), segundos 

mensageiros (Pandey, 1998), proteínas G (Davis-Cox et ah, 1996), reguladores de
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expressão gênica (Wilke et ai, 1994), neurotransmissores e seus receptores (Fiim et al., 

2000; Snell et al., 2000) e incluindo como caso especial o óxido nítrico (NO) (Ikeda et al., 

1999; Singhal et al, 1999; Venkov et al., 1999). Grande interesse tem sido dado para a 

participação do sistema gluteimatérgico e das vias nitrérgicas na maior parte dos efeitos do 

álcool no SNC, mas devido à diversidade de áreas cerebrais em que eles se encontram 

presentes e devido as interações com diferentes neurotransmissores, tomou-se difícil de se 

obter resultados experimentais homogêneos em várias áreas de pesquisa quando o assunto 

se trata de sistema glutamatérgico e álcool, NO e álcool ou a interação de todos eles. Neste 

trabalho, vamos examinar e estender os estudos com esses neurotransmissores nos efeitos 

agudo e crônico do álcool.
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5.1

Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos têm sido divididos em dois grupos: os 

N-metil-D-aspartato {NMDA), que são sensíveis ao NMDA e acoplados a canais de alta 

condutância iônica, permeável ao sódio, potássio e cálcio; e os não-NMDA, que fazem 

parte os receptores a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propionato (AMPA) e Kainato, 

ativados pelo AMPA, quisqualato e kainato, e são acoplados a canais iônicos permeáveis 

principalmente ao sódio e potássio (Watkins e Evans, 1981; Mayer e Westbrook, 1987). 

Sabemos que o álcool tem extenso efeito sobre o SNC através de suas ações diretas e 

indiretas em vários sistemas neuroquímicos. Nos últimos anos, um dos mais importantes 

sistemas envolvidos com os efeitos daquela droga integra os receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos.

Pesquisas têm mostrado a importância dos receptores NMDA em vários aspectos 

das funções fisiológicas (Collingridge e Singer, 1990; Snell et ah, 2000), o que tem feito 

deles, um dos mais bem estudados, principalmente devido à disponibilidade de agonistas e 

antagonistas seletivos (Watkins e Evans, 1981). A multiplicidade de sítios modulatórios 

naquele complexo receptor favorece diversas possibilidades para intervenção 

farmacológica. Entre aqueles inclui-se o sítio modulatório positivo para glicina (GLY) 

(Wroblewski e Danysz, 1989). A GLY não é simplesmente um forte potenciador das 

respostas do glutamato, mas é absolutamente necessária para a abertura dos canais dos 

receptores NMDA, assim exercendo um papel de um co-agonista (Johnson e Ascher, 1987; 

Kleckner e Dingledine, 1988; Vyklicky et ah, 1990). A participação de agonistas e 

antagonistas do sítio da GLY nos complexos receptores NMDA tem sido alvo de muitos 

estudos comportamentais, em especial aqueles relacionados à ansiedade (Corbett e Dunn,
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1993; De Souza et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999). Várias linhas de pesquisa 

sugerem que o álcool é um antagonista daquele sítio (Ferreira e Morato 1996, 1997; Nunez 

et al., 2000; Snell et al., 2000).

Cabe enfatizar, que além do sítio da GLY, as subunidades que integram os 

receptores também são fundamentais para a atividades dos mesmos. Os receptores NMDA 

consistem de seis subimidades (NRl, NR2 (A-D) e NR3A), cada uma derivada de vun gene 

separado, as quais se combinam para formar um receptor multimérico. Estudos in vitro 

mostram que para a funcionalidade dos receptores NMDA, é necessária a presença de pelo 

menos uma subunidade NRl (Ishii et al., 1993; Monyer et al., 1994; Behe et al., 1995). 

Esta subunidade é amplamente distribuída através do cérebro e é considerada a 

subimidade-chave dos receptores NMDA. As ações fisiológicas desses receptores parecem 

ser determinadas pela co-associação de uma subunidade NRl com NR2 (A, B, C ou D) 

(Meguro et a l, 1992; Ishii et a l, 1993; Seeburg et ah, 1995) e/ou uma subunidade NR3A 

(Sucher et a l, 1995; Das et a l, 1998). As subunidades NRl e NR2 expressam os sítios de 

reconhecimentos para a GLY e para o glutamato, respectivamente (Williams et a l, 1996; 

Laube et al, 1997). Todas essas subunidades compartilham um pouco de suas seqüências 

idênticas com outros canais acoplados a ligantes, incluindo membros dos subgrupos dos 

receptores AMPA e kainato (Moriyoshi et al., 1991; Monyer et al, 1992; Nakanishi, 1992; 

McBain e Mayer, 1994; Zukin e Bennett, 1995).

Os AMPA são os receptores primários envolvidos na transmissão excitatória rápida 

da maioria dos neurônios no SNC (Hollmann e Heinemann, 1994) e são consitituídos 

pelas subunidades GluRl, GluR2, GluR3 e GluR4 (Keinânen et a l, 1990). A família dos 

receptores Kainato, por sua vez, compreende as subunidades GluR5, GluR6, GluR7, KAl 

e KA2 (Hollmann e Heinemann, 1994). Os papéis desses receptores têm sido focos dos
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mais recentes estudos nas mais diversas áreas da Neurociência (Valenzuela et a l, 1998a, 

b; Bortolotto et al., 1999, Chittajallu et al, 1999; Valenzuela e Cardoso, 1999; Weiner et 

al., 1999; Costa et al, 2000). Os receptores AMPA e Kainato são encontrados em muitas 

regiões do SNC, incluindo o hipocampo como uma das áreas do cérebro mais rica na 

expressão das subunidades destes receptores (Keinânen et al., 1990; Petralia et al., 1994) e 

ganham, atualmente, um lugar privilegiado nas pesquisas voltadas para as explicações de 

vários distúrbios, incluindo o alcoolismo. Com isto, pesquisas biomédicas básicas têm 

exercido um papel importante no entendimento dos mecanismos neurais pelos quais o 

álcool produz intoxicação aguda, dependência e síndrome de abstinência.
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5.2 Efeitos do álcool nos receptores glutamatéî cos 
íonotrópicos

Os receptores glutamatérgicos têm sido implicados, pelo menos em parte, nos 

mecanismos através dos quais o álcool produz grande parte dos seus efeitos agudos e 

crônicos. Entre os receptores glutamatérgicos ionotrópicos o que tem sido melhor estudado 

e que parece exercer um papel-chave nas ações daquela droga incluem-se os receptores 

sensíveis às ações do NMDA. Quando administrado agudamente, o álcool tem efeitos 

inibitórios nas ações desses receptores, bloqueando as ações dos canais iônicos neuronais. 

Em contrapartida, a administração crônica dessa droga causa um aumento compensatório 

no número de canais iônicos e elevada sensibilidade dos neurônios àqueles canais (Danysz 

et a i, 1992; Harris, 1999). Além disso, o álcool pode também interferir nas respostas dos 

receptores Kainato (Dildy-Mayfield e Harris, 1995; Valenzuela et ah, 1998b) e AMPA 

(Lovinger, 1993), sugerindo que os receptores não-NMDA também sejam sensíveis àquela 

droga.

Tem sido demonstrado em experimentos in vitro que o álcool aumenta a regulação 

das subunidades específicas dos receptores NMDA, mostrando que os canais iônicos 

contendo as subunidades NR2A e NR2B são mais sensíveis a esta droga do que aqueles 

contendo as subunidades NR2C e NR2D (Koltchine et ai, 1993; Masood et a i, 1994; Chu 

et a l, 1995). Em experimentos in vivo foi mostrado que ratos alimentados por 12 semanas 

com dietas líquidas contendo etanol, axmientaram a expressão das subunidades NRl no 

hipocampo, mas não em outras estruturas cerebrais (Trevisan et a l, 1994). Bhave et al. 

(1999) sugeriram que as ações do álcool em inibir os receptores NMDA quando os 

neurônios granulares cerebelares estão expressando a mais alta proporção de subunidades 

NR2B, é um resultado da mais alta afinidade desses receptores para os níveis endógenos de
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GLY. Outro grupo de pesquisadores, entretanto, mostraram que esta sensibilidade ao 

etanol não está relacionada com a composição da subunidade dos receptores NMD A e nem 

com a sensibilidade do ifenprodil, um antagonista específico da subunidade NR2B, mas 

sim, exclusivamente, com uma interação cinética com a GLY (Popp et a l, 1999).

Ao contrário do que é conhecido sobre os efeitos da exposição crônica ao etanol 

sobre as funções dos receptores NMD A, poucos estudos têm investigado esses efeitos 

sobre os receptores AMPA e Kainato. No que diz respeito ao Kainato, apesar dos papéis 

exercidos por esses receptores nas complexas funções do cérebro ainda serem pouco 

entendidos, trabalhos estão surgindo para se compreender as conseqüências das respostas 

inibitórias desses receptores pelo etanol, visto que estudos indicam que as funções de 

recombinantes dos receptores Kainato (Dildy-Mayfield e Harris, 1995; Valenzuela et al., 

1998a), e dos receptores Kainato em neurônios granulares cerebelares isolados 

farmacologicamente, são inibidas pelo etanol (Valenzuela et ah, 1998b).

Recentes investigações revelaram que nas concentrações de 5-50 mM, o etanol 

atenuou a atividade mediada pelos receptores NMDA (Wirkner et al., 1999; Woodward, 

1999), mas teve poucos efeitos nas respostas mediadas pelos subtipos de receptores não- 

NMDA, AMPA e Kainato (Lovinger et al., 1989, 1990). Desta maneira, a visão prevalente 

é de que aquela droga atua primariamente sobre os receptores NMDA, influenciando a 

nevirotransmissão mediada pelo glutamato. Outros estudos, entretanto, indicaram que as 

respostas neuronais para a ativação dos receptores AMPA e Kainato podem também ser 

moduladas pelo etanol, embora em concentrações maiores (>50 mM) do que aquelas 

usadas para induzir modulação dos receptores NMDA (Lu e Yeh, 1999). Além disso, 

também é discutido que os receptores AMPA e Kainato apresentam imia significante
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sensibilidade às ações agudas do etanol em várias regiões do SNC, incluindo o hipocampo 

(Lovinger et al., 1989; Martin et al., 1995).

Em resumo, uma das respostas adaptativas do SNC à exposição crônica ao etanol é 

um aumento na regulação dos receptores NMDA em humanos (Michaelis et al., 1990) e 

em ratos (Dahchour e De Witte, 2000), particularmente no hipocampo, conforme medido 

pela ligação específica de ligantes (Gulya et al., 1991; Snell et al., 1993) e pela 

imimoreatividade das subunidades dos receptores NMDA (Trevisan et al, 1994). Além 

disso, resultados também indicam que os receptores Kainato hipocampais são agudamente 

inibidos pelo etanol (Costa et al., 2000) e levantam a possibilidade de que, quando 

administrada cronicamente, esta substância psicoativa pode também alterar a função desses 

receptores.

Neste contexto, é importante investigar se mudanças compensatórias na expressão 

e/ou função dos receptores NMDA, AMPA e Kainato hipocampais ocorrem após a 

exposição crônica ao etanol. Este estudo agudo limitou-se somente a observações 

comportamentais. Neste trabalho escolhemos estudar os efeitos da exposição aguda e 

crônica ao etanol sobre os receptores glutamatérgicos ionotrópicos porque estes podem ser 

alvos importantes nas intervenções farmacológicas que aliviam alguns dos sintomas e 

conseqüências da dependência e da síndrome de abstinência ao álcool.
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5.3 Óxido Nítrico

A descoberta de que as ações biológicas do fator relaxante derivado do endotélio 

eram devidas à liberação endógena de NO (Ignarro et al., 1987; Khan e Furchgott, 1987; 

Palmer et al., 1987) revelou a existência de uma via bioquímica ubíqua (Moncada et al., 

1989). Ao contrário dos neurotransmissores clássicos, o NO é sintetizado de acordo com a 

demanda, pelas sintases do óxido nítrico (NOS), que são enzimas contendo o grupo heme 

com uma seqüência similar ao da citocromo P-450 redutase. Elas contêm um domínio 

oxigenase N-terminal e um domínio redutase C-terminal (Nathan e Xie, 1994). A atividade 

da NOS requer uma homodimerização bem como três co-substratos (L-arginina, 

dinucleotídeo de nicotinamida fosfato de adenina reduzida -  NADPH, e O2) e 5 cofatores 

ou grupos prostéticos (dinucleotídeo de adenina flavina - FAD, mononucleotídeo de 

flavina - FMN, calmodulina, tetrahidrobiopterina e heme) (Marletta, 1994; Nathan e Xie, 

1994).

Várias isoformas distintas de NOS têm sido descritas e representam os produtos de 

três genes distintos (Marletta, 1994; Nathan e Xie, 1994), sendo duas formas constitutivas 

e uma induzida. Entre as formas constitutivas de NOS dependentes de cálcio-calmodulina 

(Ca' ’̂̂ -CAM), incluem uma neuronal, a NOSn (também designada NOSl), identificada 

primeiramente em neurônios. Entretanto, além do cérebro (cerebelo, córtex, estriado, bulbo 

olfatório, hipocampo, hipotálamo e prosencéfalo basal), encontra-se também presente na 

medula dorsal e sistema nervoso periférico. Outra forma constitutiva de NOS é a 

endotelial, a NOSe (também designada N0S3), primeiramente identificada no endotélio 

vascular. A forma induzida por estímulos imunológicos ou inflamatórios, a NOSi (também 

designada N0S2), é expressa independentemente de Ca^ (Bredt et al, 1991; Vincent e 

Kimura, 1992; Marletta, 1994; Nathan e Xie, 1994). Visto que essas enzimas sintetizadoras
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do NO podem ser encontradas em praticamente todas as regiões do cérebro (Dawson et al., 

1991; Southam e Garthwaite, 1993), fica fácil entender porque o NO está presente na 

maior parte das regiões cerebrais, controlando múltiplos pontos da neurotransmissão no 

SNC, e envolvido em imi número de eventos das mais diferentes naturezas.

Evidências indicam que o sistema glutamato/NOS/guanilato ciclase (GC) solúvel é 

de importância primária em iima variedade de processos fisiológicos e patológicos no 

cérebro (Garthwaite, 1991; De Sarro et al., 1993; Lipton et al., 1993; Dawson, 1995; 

Collingridge e Bliss, 1995; Pantazis et al., 1998; Takagi et al., 2000; Yun et al., 2000). 

Muito dos conhecimentos sobre essa interação neuroquímica deriva de estudos in vivo e in 

vitro fazendo-se uso de várias técnicas, onde mostram que as vias da NOS/GC cerebral são 

principalmente controladas pelos receptores NMDA, AMPA, metabotrópicos e também 

podem ser influenciadas por outros transmissores (GABA, acetilcolina e neuropeptídeos) 

através de circuitos polissinápticos interagindo com o sistema glutamatérgico (Vincent et 

a/., 1998; Fedele e Raiteri, 1999).

O NO parece influenciar, de alguma forma, comportamentos relacionados à 

ansiedade. A administração de inibidor da NOS, L-N°-nitro-arginina (L-NOARG) em 

ratos, reduziu significantemente o aumento da exploração nos braços abertos do labirinto 

em cruz elevado induzido pelo gás anestésico óxido nitroso. Este antagonismo dos efeitos 

do óxido nitroso também foi revertido pelo pré-tratamento intracerebroventricular com L- 

arginina, mas não com D-arginina. Os resultados nos mostraram a participação do NO 

mediando o efeito ansiolítico daquele gás (Caton et al., 1994). Além disso, foi 

demonstrado que o pré-tratamento sistêmico com L-NOARG antagonizou o efeito 

ansiolítico do benzodiazepínico clordiazepóxido em camundongos testados naquele mesmo 

modelo experimental. Estes dados sugeriram que a produção de NO pode mediar os efeitos
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de alguns ansiolíticos (Quock e Nguyen, 1992). Por outro lado, um inibidor da NOS, N°- 

nitro-L-arginina metil-ester (L-NAME) quando administrado na substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (SCPD) ou sistemicamente em ratos, aumentou a exploração 

daqueles animais nos braços abertos do labirinto em cruz elevado sem nenhuma alteração 

no número de entradas nos braços fechados, uma resposta característica de compostos com 

atividade ansiolítica (Guimarães et ah, 1994). Neste contexto, o NO foi considerado uma 

substância ansiogênica. Com estas contradições de informações fica clara a necessidade de 

estudos complementares relacionados a participação desse mensageiro não convencional 

com as respostas comportamentais de ansiedade.

Outros estudos mostram que as ações do NO podem se dar em decorrência de 

influência direta ou indireta nos receptores NMDA. As interações entre os receptores 

NMDA e o NO podem também ocorrer devido a presença de proteínas que se ligam às 

subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA e sinalizam moléculas, tais como as 

NOS (Sattler et ah, 1999; Takagi et ah, 2000). A densidade pós-sináptica 95 (PSD-95) 

representa xmia classe de proteínas de ancoramento que servem para localizar vários canais 

iônicos nas densidades pós-sinápticas e contém domínios PDZ, os quais interagem com os 

receptores NMDA. Estudos envolvendo essas proteínas não fizeram parte de nossos 

objetivos, entretanto devido às informações anteriormente citadas, é possível supor, que o 

NO possa estar envolvido em comportamentos ligados à ansiedade e a distúrbios como o 

do alcoolismo devido à interação com os receptores NMDA.
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5.4 Efeitos do álcool nas vias nitrérgicas

Trabalhos têm mostrado que alguns dos efeitos do álcool são mediados através das 

vias nitrérgicas. Agentes como os inibidores da NOS e doadores de NO, parecem estar 

implicados em muitas das respostas comportamentais àquela droga. Ratos pré-tratados com 

L-NAME atrasaram o início da perda dos reflexos posturais induzida pelo álcool, enquanto 

que o doador de NO, dinitrato de isosorbida, diminuiu o tempo de duração da perda 

daqueles reflexos. Esses dados complementados por outros, foram claros em sugerir que as 

vias nitrérgicas têm alguma participação no efeito sedativo do álcool (Adams et al., 1994). 

O NO parece também exercer um papel importante no consumo voluntário daquela droga. 

Essas informações foram baseadas em estudos com a administração de L-NOARG e/ou o 

L-NAME, que produziram uma significativa redução, dependente da dose, na ingestão do 

álcool (Rezvani et al., 1995; Calapai et al., 1996). Por fim, a L-NOARG também foi eficaz 

em prevenir o desenvolvimento da tolerância rápida à incoordenação motora induzida pelo 

álcool, enquanto um excesso do substrato L-arginina reverteu as ações inibitórias da L- 

nitro-arginina relacionadas àquelas respostas (Khanna et al, 1993; 1995).

Quando se considera que o consumo excessivo de álcool ocorre por longo tempo, 

sabe-se que podem ocorrer mudanças comportamentais, estruturais e funcionais no 

cérebro, afetando inúmeras regiões, incluindo o cerebelo (Walker et ah, 1981; Popp et al,

1999) e hipocampo (Freund e Anderson, 1999). O cerebelo, que sofre alterações pela 

exposição ao álcool durante o desenvolvimento e na fase adulta, tem a mais alta 

concentração de NOS (Bredt et a l, 1990b). Em ratos, a maior atividade da NOSn está 

presente no cerebelo (Matsumoto et al., 1993), entretanto, entre as áreas do cérebro, onde 

uma alta atividade da NOS é também observada e parece ser influenciada pela ação do
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álcool é o hipocampo (Lancaster, 1992). Embora a ligação entre tratamento agudo e 

crônico de álcool e a atividade da NOS no hipocampo não esteja clara, é possível que os 

receptores NMDA tenham uma participação nessas interações.
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II. H ipó teses

Duas são as hipóteses que estão envolvidas neste estudo:

Capítulo 1 -  Diferentes mecanismos de ação parecem estar envolvidos 

com as respostas comportamentais de ansiedade. Componentes das vias 

nitrérgicas e os receptores NMDA parecem constituir importantes fatores 

relacionados ao efeito ansiolítico do álcool.

Uma diversidade de informações contraditórias envolvem as vias nitrérgicas com os 

efeitos prodiizidos pelo etanol ou relacionados com o comportamento de ansiedade. Alguns 

trabalhos mostram que inibindo-se a NOS, o efeito ansiolítico de determinadas drogas 

pode ser bloqueado, sugerindo que o NO possa mediar os efeitos de alguns ansiolíticos. 

Outros resultados mostram que os inibidores da NOS podem, per se, apresentar efeito 

ansiolítico, indicando ser o NO uma substância ansiogênica. Estudos mostram também que 

os receptores NMDA exercem grande influência na maior parte dos efeitos produzidos 

pelo etanol, em humanos e em animais experimentais. Levando-se em consideração vários 

resultados experimentais obtidos in vivo e in vitro, nossa hipótese é de que o álcool 

apresenta efeito ansiolítico, e que este pode ser modulado por componentes envolvendo as 

vias nitrérgicas. Pode-se supor que a ação ansiolítica produzida pelo etanol é em 

decorrência dessa interação entre os receptores NMDA e NO.
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Capítulo 2 - a  exposição de longa duração ao álcool altera a expressão 

das subunídades dos receptores NMDA, AMPA e Kainato hipocampais.

A inibição crônica de neurotransmissores excitatórios frequentemente resulta em 

um aumento na regvilação das funções de seus receptores (Tsai e Coyle, 1998). Os 

receptores NMDA, por exemplo, são inibidos agudamente pelo etanol. Após prolongada 

exposição ao álcool, a expressão de algumas subunidades desses receptores é aumentada 

como um mecanismo compensatório. É possível que, além dos NMDA, os receptores 

AMPA e Kainato hipocampais apresentem um aumento compensatório em suas expressões 

durante a exposição crônica ao etanol. Além disso, visto que estudos in vitro mostram que 

pode existir uma interação entre os receptores NMDA e NO, então é de supor que vmia 

alteração na expressão da enzima NOS também possa ocorrer em resposta ao tratamento de 

longa duração ao etanol.
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III. O bjetiv o s

Para testar as nossas hipóteses, tínhamos os seguintes objetivos:

1. Estudar os efeitos de agonistas e antagonista das vias nitrérgicas no efeito 

ansiolítico do etanol.

2. Estudar a interação entre o NO e os receptores NMDA na resposta 

comportamental de ansiedade, em ratos tratados com etanol e testados no 

labirinto em cruz elevado.

3. Determinar se a exposição de longa duração ao etanol e a abstinência a 

esta droga resultam em uma mudança na expressão das subunidades dos 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos NMDA, AMPA e Kainato, assim 

como da NOS no hipocampo de ratos, fazendo-se uso da técnica de 

Western Blot.



P a p e l  d a s  v ia s  m t r é r g i c a s  

E DOS r e c e p t o r e s  NMDA NO

EFEITO ANSIOLÍT1CO DO 

ET ANO L
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1. In tr o d u ç ã o

Inúmeras evidências indicam que o NO age como iim neuromodulador e 

mensageiro intercelular e retrógrado que medeia várias funções no SNC (Palmer et a l, 

1988; Moncada et al., 1991; Zhuo et al., 1993; Schuman e Madison, 1994). Por exemplo, o 

NO exerce um papel importante na regulação de um número de processos fisiológicos, 

fisiopatológicos e comportamentais, tais como plasticidade sináptica (0 ’Dell et a l, 1991), 

neurotoxicidade (Dawson, 1995; Ikeda et al, 1999; Sattler et a l, 1999) e ansiedade (Caton 

et a l, 1994; Guimarães et a l, 1994; De Oliveira et al, 1997; Volke et a l, 1997). 

Conforme já menciõnado, o NO é formado a partir do aminoácido L-arginina, pela NOS, a 

qual existe em 3 isoformas: endotelial, induzida e neuronal (Fõrstermarm et a l, 1994). A 

maioria dos estudos indica que a GC, enzima que catalisa a formação do monofosfato 

cíclico de guanosina (GMPc), é ativada pelo NO no cérebro (Bredt e Snyder, 1990a; East e 

Garthwaite, 1991; Garthwaite, 1991; Southam e Garthwaite, 1993; Dawson e Snyder, 

1994). Esta via dependente da GC-GMPc provavelmente é o maior efetor das ações do 

NO no SNC.

Os efeitos do etanol nas vias nitrérgicas neuronais têm sido foco de recentes 

pesquisas. A maioria destes estudos têm se concentrado nas ações da exposição crônica 

àquela droga e têm tido resultados conflitantes em alguns casos. O tratamento crônico tem 

mostrado aumentar seletivamente a formação de NO no cerebelo de ratos (Xia et al., 1999) 

e também em culturas de neurônios corticais (Chandler et a l, 1997). Ao contrário, a 

atividade da NOS nas camadas superficiais dos colículos superiores diminuiu após o 

consumo crônico do etanol (Zima et a l, 1998). Foi relatado recentemente que a 

estimulação das vias dependentes do GMPc protege os grânulos neuronais do cerebelo
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contra a neurotoxicidade induzida pelo etanol (Pantazis et a l, 1998). Têm sido mostrado 

que as vias nitrérgicas também interferem nas ações in vivo do etanol. Demonstrou-se que 

a inibição da NOS bloqueou o desenvolvimento da tolerância rápida à incoordenação 

motora induzida pelo etanol (Khanna et ai, 1993, 1995; Morato e Khanna, 1996) e reduziu 

os sinais da síndrome de abstinência ao álcool (Uzbay et al., 1997). Visto que o NO se 

encontra distribuído pelo cérebro como um todo, a interação com os mais diversos sistemas 

de neurotransmissores, entre eles os receptores NMDA, pode ocorrer (Choi et al., 2000). A 

proposta deste estudo foi examinar o papel das vias nitrérgicas, dos receptores NMDA e da 

interação entre estes dois sistemas na ação ansiolítica do etanol.
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2. M a ter ia l  e M éto d o s

a) Animais

Um total de 320 ratos machos Wistar com 4 meses de idade foram obtidos do 

Biotério da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram alojados em grupos 

de 8 por caixa, com livre acesso à água e ração, em condições laboratoriais, em 

temperatura constante de 23±1° C e ciclo de luz claro/escuro de 12h (6:00 às 18:00h). O 

presente estudo procurou seguir algumas das recomendações do Guia de Uso e Cuidado 

com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH), dos Estados Unidos.

b) Drogas

O etanol e hidrato de cloral foram provenientes da Merck (Hawthome, NY, USA). 

O etanol (concentração de 14% p/v) foi preparado fazendo-se uso de 0,15 M de NaCl. 7- 

Nitroindazol (7-NI); 3’,5’-monofosfato sódico de 8-bromoguanosina cíclico (8-Bromo- 

GMPc) e D-cicloserina (DCS) foram obtidos da Research Biochemicals International 

(Natick, MA, USA). Pentobarbital sódico, da Abbott Laboratory (São Paulo, Brasil). 

Propilenoglicol, nitroprussiato de sódio (SNP), dimetil sulfóxido (DMSO), hidróxido de 

sódio (NaOH), monolaurato de polietileno sorbitano (Tween 20), cloreto de sódio (NaCl) e 

sulfato de magnésio heptahidratado (MgS04.7H20) foram obtidos da Sigma Chemical Co 

(St. Louis, Mo, USA). S-Nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) foi sintetizado (Field et al, 

1978) e doado pelo Dr. J. Assreuy (Departamento de Farmacologia, Universidade Federal 

de Santa Catarina, Brasil). As drogas ou seus veículos foram injetados por via 

intraperitoneal ou na região temporal do hipocampo. As doses e os tempos de tratamento 

foram selecionados através da literatura e/ou experimentos preliminares.
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c) Labirinto em cruz elevado e arena

O equipamento foi feito em madeira, em forma de cruz, elevado 50 cm do chão 

(Handley e Mithani, 1984), com dois braços abertos (50 x 10 cm) e dois fechados (50 x 10 

X 40 cm), opostos entre si. Para minimizar a queda dos animais nos braços abertos, estes 

foram circundados com uma proteção em acrílico com 1 cm de altura. O equipamento foi 

colocado em uma sala parcialmente iluminada (44 lux). A arena em madeira (60 x 60 x 35 

cm) foi utilizada principalmente para aumentar a atividade exploratória e adaptação dos 

animais ao ambiente do teste. O efeito ansiolítico foi definido por mn aumento na 

proporção das entradas nos braços abertos e no tempo de exploração naqueles braços, 

relativo ao número total de entradas em ambos os braços e também ao tempo total 

experimental. Uma diminuição naqueles parâmetros foi considerado indicativo de um 

efeito ansiogênico (Pellow et al, 1985; Lister, 1987). Uma redução no número de entradas 

nos braços fechados foi indicativo de efeito sedativo.

d) Cirurgia e métodos de microinjeção

Ratos foram adaptados em um estereotáxico para implantação de cânulas

intrahipocampais unilaterais, sob anestesia de Equitesin®. Este anestésico foi preparado

misturando-se vigorosamente duas soluções. A solução A continha hidrato de cloral (8,5

g), MgS04.7H20 (4,252 g) e H2O (91,40 ml). A solução B continha pentobarbital sódico

(1,94 g), etanol (13,0 ml) e propilenoglicol (85,6 ml). O volume injetado foi 0,3 ml/100 g

do peso corporal de cada animal. As coordenadas para a implantação da cânula guia foram

5 mm posterior ao bregma (AP -5mm); 5 mm lateral a linha mediana (ML ±5 mm) e 6

mm a partir da superfície ventral do crânio (DV -6 mm). Em um estudo preliminar
/

verificou-se que não houve diferenças com as drogas administradas em animais
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implantados com cânulas no lado esquerdo ou direito. Por isso, em cada estudo metade dos 

animais foi implantada com cânulas no lado esquerdo e outra parte no lado direito.

e) Cânulas

Foram preparadas cânulas-guias de 10 mm de comprimento, feitas a partir de 

agulhas descartáveis 25x7. As cânulas foram ancoradas à calota craniana com parafusos de 

aço inoxidável e cimento de acrílico. Um fio de aço foi introduzido nas cânulas-guias para 

prevenir a obstrução. Após à implantação das cânulas, os ratos permaneciam pelo menos 

de 5-7 dias para recuperação cirúrgica. Para as microinjeções das drogas, foram utilizadas 

agulhas de 12 mm de comprimento (2 mm mais longas que as cânulas-guias), 0,3 nun de 

diâmetro, adaptadas de agulhas odontológicas, conectadas a microseringas (Hamilton), por 

tubo de polietileno. Para nos certificarmos do fluxo de injeção da droga, imia bolha de ar 

foi produzida dentro do tubo de polietileno adaptado à microseringa.

J) Histologia

Após o testes comportamentais, cada animal foi novamente anestesiado com 

Equitesin® e perfundido transcardiacamente com NaCl 0,9% seguido da solução de 

formalina 10%. Uma microinjeção de 0,5 |j,l de azul de Evans foi aplicada através da 

cânula-guia para marcar exatamente a localização das microinjeções. Os cérebros foram 

removidos e mantidos em solução de formalina a 10% por cerca de 5 dias. Os cortes 

cerebrais (10 |o,m) foram obtidos usando um micrótomo de congelação, sendo em seguida 

colocados em lâminas para posteriores análises. Os sítios de injeção foram verificados 

histologicamente sob um microscópio óptico, de acordo com o atlas de Paxinos & Watson 

(1997).
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g) Procedimentos experimentais 

Administração intraperitoneal

Dois grupos de 40 ratos foram injetados intraperitonealmente com 7-NI (6 mg/kg) 

ou salina. Após 30 minutos, cada grupo foi dividido em 4 subgrupos que receberam 

intraperitonealmente etanol (1,0 ou 1,2 g/kg, 14% p/v) ou salina. Outros dois grupos de 40 

animais foram pré-tratados com DCS (9 mg/kg I.P) ou salina. Metade dos animais em cada 

grupo recebeu, contralateralmente, injeções de 7-NI (6 mg/kg I.P) ou salina. O etanol (1,0 

g/kg I.P) foi administrado 30 min após o pré-tratamento com DCS/7-NI.

Administração intrahipocampal

Neste experimento, cânulas foram estereotaxicamente implantadas na região 

temporal do hipocampo (AP -5mm; ML ±5mm; DV -6mm) de ratos anestesiados com 

Equitesin® conforme descrito anteriormente. Esta região do hipocampo envolve as áreas 

CAI, CA3 e giro denteado. Após um período de 5-7 dias, dois grupos de 20 animais foram 

intraperitonealmente injetados com etanol (1,0 g/kg, 14% p/v) ou salina. Dez minutos mais 

tarde, eles receberam, intrahipocampalmente, 0,5 |j,l de 7-NI (20 nmol). Para as injeções 

intrahipocampais, o 7-NI foi dissolvido em salina fosfatada tamponada (PBS) contendo 

20% DMSO, 50 mM NaOH, e 16% Tween-20. Uma solução idêntica que não continha 7- 

NI foi usada como controle.

Em uma outra etapa seguinte, 40 ratos receberam injeções de salina, enquanto 60 

outros animais receberam injeções de etanol (1,2 g/kg, 14% p/v, IP). Após 10 minutos, 

cada grupo foi dividido para receber um dos seguintes tratamentos: 8-Bromo-GMPc (20 

ou 40 nmol), SNAP (20 ou 40 nmol), SNP (20 ou 40 nmol). Para os experimentos com 

DCS (2 e 20 nmol/|^L) foram utilizados dois grupos com 40 animais.
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Análise comportamental

O comportamento foi analisado no teste do labirinto em cruz elevado 5 ou 15 min 

após as injeções intrahipocampais ou intraperitoneais, respectivamente. Cada animal foi 

colocado na arena por 5 minutos. Em seguida, cada rato foi transferido para o centro do 

equipamento, com a face voltada para um dos braços fechados, e colocado para explorar o 

equipamento por um período de 5 minutos. Um observador fazia as anotações do número 

de entradas e do tempo de permanência dos animais nos braços abertos/fechados. Após 

observar cada animal, o labirinto era limpo com álcool 10% (v/v). A percentagem de 

entradas e a percentagem de tempo de exploração nos braços abertos foram calculadas 

respectivamente em relação ao número total de entradas nos dois braços e em relação ao 

tempo total experimental.

h) Análise estatística

Os dados foram avaliados através da Análise de Variância (ANOVA) com variáveis 

independentes (pré-tratamento e tratamento) e com variáveis dependentes (percentagem de 

entradas nos braços abertos, percentagem de tempo nos braços abertos e número de 

entradas nos braços fechados). A comparação múltipla post hoc foi realizada através do 

teste da Menor Diferença Significativa (do inglês Least Significant Difference - LSD). O 

nível de significância foi de 5%.
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3. R e su l t a d o s

a) Efeitos da administração intraperitoneal do 7-NI no comportamento de 

ratos tratados com etanol

A  injeção intraperitoneal de um inibidor competitivo de NOS, 7-NI (6 mg/kg), 

aumentou a percentagem de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado, em animais injetados com 1,0 g/kg de etanol (Figura 2A-B). 

Quando administrada isoladamente, a mesma dose de etanol não foi capaz de induzir efeito 

ansiolítico. A ANOVA de duas vias revelou que o 7-NI aumentou significantemente a 

percentagem de entradas nos braços abertos [tratamento: F(i 30)= 11,81; p<0,01 e interação 

pré-tratamento x tratamento: F(î 36)= 6,99; p<0,05] e a percentagem de tempo de 

exploração naqueles braços [tratamento: F(i,36)= 10,91; p<0,01; interação pré-tratamento x 

tratamento: F(i,36)= 4,36; p<0,05]. A administração de uma dose maior de etanol (1,2 g/kg, 

I.P) prodviziu efeito ansiolítico de magnitude similar àquela produzida pela associação de

1,0 g/kg etanol com o 7-NI (Figura 2D-E). Entretanto, a co-administração de 7-NI com 1,2 

g/kg de etanol produziu um efeito sedativo, como indicado pela redução no número de 

entradas nos braços fechados [tratamento: F(i,36)= 10,15; p<0,01] (Figura 2F). Deve ser 

enfatizado que a injeção de 7-NI isoladamente, não promoveu nenhum efeito na 

percentagem de entradas e no tempo de permanência nos braços abertos do labirinto, assim 

como nos braços fechados.
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Figura 2 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 6 mg/lcg de 7-NI (TNIô). 
Tratamento 2: 30 min após o tratamento 1, foram administrados I.P. salina (S); 1,0 g/kg de etanol 
(E) (painéis à esquerda) ou 1,2 g/kg de etanol (E) (painéis à direita). Os ratos foram colocados por 
5 min em uma arena, antes de testá-los no labirinto em cruz elevado (LCE) por 5 min. Os painéis A 
e D representam a percentagem de entradas nos braços abertos. Os painéis B  e E mostram a 
percentagem do tempo de exploração nos braços abertos. Os painéis C e F, o número de entradas 
nos braços fechados. Cada valor representa a média ± epm de 10 animais. *p<0,05 comparados aos 
respectivos animais controles, injetados com salina + salina (S/S) ou 7-NI + salina (TNIe/S). 
#p<0,05 comparado aos ratos tratados com salina + etanol (S/E).
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b) Efeitos da administração intrahipocampal de 7-NI no comportamento de 

ratos tratados com etanol

Foram testados os efeitos da administração intrahipocampal de 7-NI sobre a 

ansiólise induzida pelo etanol. As respostas destes experimentos foram similares aquelas 

observadas após administração intraperitoneal (Figura 3A-B). Quando dado 10 min após a 

administração de etanol, o 7-NI aumentou significantemente a percentagem de entradas 

nos braços abertos [pré-tratamento: F(i,3ô)= 9,26; p<0,01; tratamento: F(i,36)= 8,29; 

p<0,01] e a percentagem do tempo de exploração nos braços abertos [pré-tratamento: 

F(i,36)= 23,47; p<0,01; tratamento: F(i36)= 10,97; p<0,01; interação pré-tratamento x 

tratamento: F(i,36)= 4,60; p<0,05]. A administração isolada de 7-NI pela via 

intrahipocampal ou em combinação com o etanol (1,0 g/kg) não afetou o número de 

entradas nos braços fechados (Figura 3C).
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Figura 3 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,0 g/kg de etanol (E). 
Tratamento 2: 10 min após o tratamento 1, foram injetados intrahipocampalmente com veículos- 
controles (C) ou 20 nmol de 7-NI (7Nl2o)- Os ratos foram colocados em uma arena por 5 min antes 
de testá-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. O painel A representa a percentagem de 
entradas nos braços abertos. O painel B mostra a percentagem do tempo de exploração nos braços 
abertos. O painel C, o número de entradas nos braços fechados. Cada valor representa a média ± 
epm de 10 animais. *p<0,05 comparado aos respectivos animais controles, injetados com salina +
7-NI (S/7NI20). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com etanol + veículo-controle (E/C).
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c) Efeitos de doadores de NO no comportamento de ratos tratados com etanoL

A administração intrahipocampal de doadores de NO, SNAP e SNP, impediu o 

efeito ansiolítico indiizido pelo etanol (1,2 g/kg, I.P) (Figura 4A-B). O SNAP e o SNP 

diminuíram significativamente o aumento na percentagem de entradas nos braços abertos 

induzido pelo etanol (1,2 g/kg) [tratamento F(4,4o)= 4,39; p<0,01] e a percentagem do 

tempo de exploração nos braços abertos [tratamento F(4,4o)= 3,48; p<0,05]. Quando 

administrados isoladamente, tanto SNAP (20 ou 40 imiol) quanto SNP (20 nmol) não 

afetaram a percentagem de entradas e o tempo de exploração nos braços abertos, assim 

como o número de entradas nos braços fechados (Figura 4A-C). A dose maior de SNP (40 

nmol) quando associada ao etanol, produziu um efeito ansiogênico, visto que causou uma 

diminuição na percentagem de entradas nos braços abertos e na percentagem do tempo de 

exploração naqueles braços em relação aos animais controles (Figura 4A-B)
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Figura 4 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,2 g/kg de etanol (E). 
Tratamento 2: 10 min após o tratamento 1, salina (S) ou SNAP (20 ou 40 nmol) ou SNP (20 ou 
40 nmol) foram administrados por via intrahipocampal. Os ratos foram colocados em uma arena 
por 5 min antes de testá-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. Os painéis A, B e C 
representam a percentagem de entradas nos braços abertos, a percentagem do tempo de exploração 
nos braços abertos e o número de entradas nos braços fechados, respectivamente. Cada valor 
representa a média ± epm de 4 (controles) e 6 (SNAP e SNP) animais. *p<0,05 comparados aos 
respectivos animais controles, injetados com salina + salina (S/S) ou salina + SNP 40 nmol 
(S/SNP40). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com etanol + salina (E/S).
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d) Efeitos do 8-Bromo-GMPc no efeito ansiolítico do etanol

A  administração intrahipocampal de 8-Bromo-GMPc (40 nmol) 10 min após a 

injeção intraperitoneal de etanol (1,2 g/kg) resultou em uma diminuição significante no 

efeito ansiolítico induzido por esta dose de etanol. Observou-se que o 8-Bromo-GMPc 

reduziu significantemente o aumento na percentagem de entradas nos braços abertos 

induzido pelo etanol (1,2 g/kg) [pré-tratamento: F(i,24)= 11,32; p<0,01; tratamento: F(2,24)= 

8,29; p<0,01] e a percentagem do tempo de exploração nos braços abertos [pré-tratamento: 

F(i,24)= 12,34; p<0,01; tratamento: F(2,24)= 4,61; p<0,05]. O 8-Bromo-GMPc per se, não 

teve efeito na percentagem de entradas nos braços abertos e nem na percentagem do tempo 

de exloração naqueles braços (Figura 5A-B). Quando administrado isoladamente ou em 

combinação com o etanol, o 8-Bromo-GMPc não afetou o número de entradas nos braços 

fechados (Figura 5C), sugerindo que esta droga não alterou a atividade locomotora dos 

animais.
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Figura 5 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,2 g/kg etanol (E). 
Tratamento 2: 10 min após o tratamento 1, salina (S) ou 8-Bromo-GMPc (20 ou 40 nmol) foram 
administrados por via intrahipocampal. Os ratos foram colocados em uma arena por 5 min antes de 
testá-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. O painel A representa a percentagem de entradas 
nos braços abertos. O painel B mostra a percentagem do tempo de exploração nos braços abertos. O 
painel C, o número de entradas nos braços fechados. Cada valor representa a média ± epm de 4 
(controles) e 6 (8-Bromo-GMPc) animais. *p<0,05 comparado aos respectivos animais controles, 
injetados com salina + salina (S/S) ou salina + 8-Bromo-GMPc 20nmol (S/8-Bromo-GMPc2o)- 
#p<0,05 comparados aos ratos tratados com etanol + salina (E/S).
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e) Efeitos da DCS hipocampal no efeito ansiolítico do etanol

Injeção intrahipocampal de agonista do sítio da GLY nos complexos receptores 

NMDA reduziu a percentagem de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos 

do labirinto em cruz elevado, em animais injetados com 1,2 g/kg de etanol (Figura 6). A 

ANOVA de duas vias revelou que houve uma redução significante na percentagem de 

entradas nos braços abertos, quando foi feito o uso de DCS nas doses de 2 [DCS: pré- 

tratamento: F(i,36)= 9,11; p<0,01; tratamento; F(i,36)= 11,95; p<0,01 e interação pré- 

tratamento x tratamento: F(i,36)= 4,70; p<0,05] e 20 nmol [DCS: interação pré-tratamento 

X tratamento: F(i,36)= 8,05; p<0,01], conforme demonstrado pela figura 6 (painéis A-D). A 

ANOVA também revelou uma redução na percentagem do tempo de exploração nos 

braços abertos nas doses de 2 [DCS: pré-tratamento: F(i,36)= 20,48; p<0,01; tratamento: 

F(i,36)= 40,21; p<0,01 e interação pré-tratamento x tratamento: F(i,36)= 19,46; p<0,01] e 

20 nmol [DCS: interação pré-tratamento x tratamento: F(i,36)= 9,43; p<0,01. GLY: pré- 

tratamento: F(i,36)= 7,33; p<0,01; interação pré-tratamento x tratamento: F(i,36)= 9,13; 

p<0,01] (Figura 6, painéis B-E). As doses de 'DCS, per se, utilizadas nesses experimentos, 

não afetaram o comportamento dos animais. A administração intrahipocampal dessa droga 

sozinha ou em combinação com o etanol (1,2 g/kg) não afetou o número de entradas nos 

braços fechados (Figura 6, painéis C e F).
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Figura 6 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,2 gAtg de etanol (E). 
Tratamento 2: 10 min após o tratamento 1, ratos foram injetados intrahipocampalmente com salina 
(S) ou 2 ou 20 nmol de DCS (DC2 ou DC20). Os ratos foram colocados em uma arena por 5 min 
antes de testá-los no labirinto em cruz elevado por mais 5 min. Os painéis A e D representam a 
percentagem de entradas nos braços abertos. Os painéis B e E mostram a percentagem do tempo de 
exploração nos braços abertos. Os painéis C e F representam o número de entradas nos braços 
fechados. Cada valor representa a média ± epm de 10 animais. *p<0,05 comparado aos respectivos 
animais controles, injetados com salina + salina (S/S). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com 
etanol + salina (E/S).
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J) Efeitos da DCS sobre as respostas comportamentais de ratos tratados 

com etanol e 7-NI

A DCS administrada concomitantemente com 7-NI, 30 min antes da injeção 

intraperitoneal de etanol (1,0 g/kg) impediu a indução do efeito ansiolítico do etanol. A 

DCS reduziu significantemente o aumento na percentagem de entradas nos braços abertos 

[Figura 7A - interação pré-tratamento x tratamento: F(3j 2)= 4,83; p<0,01] e a percentagem 

de tempo de exploração nos braços abertos [Figura 7B - tratamento: F(i,72)= 4,85; p<0,05; 

interação pré-tratamento x tratamento: F(3j 2)= 5,05; p<0,01]. Todas as drogas per se, não 

interferiram com a percentagem de entradas e com o tempo de exploração nos braços 

abertos (Figuras 7A e 7B), assim como todos os tratamentos também não afetaram o 

número de entradas nos braços fechados (Figura 7C).
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Figura 7 -  Tratamento 1: ratos foram injetados I.P. com salina + salina (S/S), 9 mg/kg de DCS + 
salina (DC9/S), salina + 6 mg/kg de 7-NI (S/TNIô) o u  9 mg/kg de DCS + 6 mg/kg de 7-NI 
(DC9/7NI6). Tratamento 2: 30 min após 0 tratamento 1, os ratos foram injetados com salina (S) ou
1,0 g/kg de etanol (E). Esperado 10 minutos, os animais foram então colocados individualmente em 
uma arena por 5 min antes de testá-los no labirinto em cruz elevado por mais 5 min. O painel A 
representa a percentagem de entradas nos braços abertos. O painel B mostra a percentagem do 
tempo de exploração nos braços abertos. O painel C representa o número de entradas nos braços 
fechados. Cada valor representa a média ± epm de 10 animais. *p<0.05 comparado aos respectivos 
animais controles, injetados com salina + 7-NI + salina (S/TNIe/S). @ p<0,05 comparado aos 
animais tratados com salina + salina + etanol (S/S/E). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com 
salina + 7-NI + E (S/TNlg/E) .
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4. BiSCUSSÃO

O papel do NO hipocampal na regulação do comportamento ansiolítico induzido 

pelo etanol foi verificado. Escolheu-se estudar a formação hipocampal visto que foi 

mostrado previamente que esta estrutura medeia, em parte, comportamentos ligados a 

ansiedade (Menard e Treit, 1998, 1999; File et a i, 1998a, b; Gonzalez et al., 1998a, b; 

Ouagazzal et a l, 1999) e que é afetada pela exposição aguda ao etanol (Ryabinin, 1998). 

Os resultados mostraram que componentes que regulam as vias nitrérgicas, alteram o efeito 

ansiolítico produzido pelo tratamento com etanol em ratos in vivo. Foi observado que esses 

componentes não têm um efeito quando administrados sozinhos.

A produção de NO foi bloqueada com 7-NI, um inibidor das isoformas endotelial e 

neuronal da NOS (Babbedge et al, 1993). Dado 30 minutos antes do etanol, o qual é 

tempo suficiente para produzir inibição máxima da NOS (MacKenzie et a l, 1994), foi 

observado que o 7-NI aumentou o efeito ansiolítico produzido por uma dose sub-efetiva de 

etanol (1,0 g/kg), caracterizado pelo aumento na percentagem de entradas e no tempo de 

permanência nos. braços abertos do labirinto em cruz elevado. Um efeito similar do 7-NI 

sobre a ansiólise induzida pela droga psicoativa foi observado quando este inibidor da 

NOS foi administrado intrahipocampalmente. Os resultados desses experimentos com 

injeções intrahipocampais de 7-NI indicam que os efeitos deste componente são 

provavelmente devido às suas ações no SNC. Além disso, esses resultados indicam que o 

7-NI aumenta a eficácia do etanol para produzir efeito ansiolítico.

Procurou-se estudar, também, os efeitos da associação de uma dose intraperitoneal 

de 1,2 g/kg etanol que, se, produz efeito ansiolítico em ratos (Ferreira e Morato, 1996, 

1997) com um inibidor da NOS. A co-administração de 7-NI potenciou os efeitos daquela
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droga. Na presença de 7-NI, a administração de 1,2 g/kg de etanol produziu efeito 

sedativo, demonstrado pela redução no número de entradas nos braços fechados. Esses 

dados estão também em concordância com o postulado de que a inibição das vias 

nitrérgicas aumenta a eficácia daquela droga. Enfatizamos, entretanto, que os efeitos do 7- 

NI provavelmente não são devidos a uma mudança no metabolismo do etanol. Foi 

recentemente determinado que a administração intraperitoneal de 7-NI, em doses muito 

maiores àquelas usadas em nosso estudo, não afeta a eliminação do etanol em ratos Wistar 

(Vassiljev eí fl/., 1998).

Foi feita a exposição dos ratos com análogo do GMPc, o 8-Bromo-GMPc, e com 

doadores de NO, SNAP ou SNP, para avaliar se a estimulação das vias nitrérgicas podia 

impedir o efeito ansiolítico induzido pelo etanol. Verificou-se que o 8-Bromo-GMPc (40 

nmol), SNAP (20 e 40 nmol) e SNP (20 nmol) reduziram o número de entradas e a duração 

do tempo de exploração nos braços abertos do labirinto em cruz elevado. A administração 

intrahipocampal de 40 rmiol de SNP causou uma redução, abaixo dos níveis controles, na 

freqüencia de entradas e no tempo gasto nos braços abertos. Estes resultados sugerem que 

a co-administração de etanol e 40 nmol de SNP produz um efeito ansiogênico. Em 

conjunto, os resultados de nossos estudos com inibidor e estimuladores das vias nitrérgicas 

sugerem que as vias dependentes do NO se opõem ao efeito ansiolítico do etanol.

O envolvimento das vias nitrérgicas nos efeitos da exposição crônica ao etanol tem 

sido foco de recentes pesquisas (Chandler et a i, 1997; Uzbay et a l, 1997; Zima et a l, 

1998; Xia et a l, 1999). Entretanto, os papéis dessas vias nos efeitos agudos são menos 

entendidos. Em um estudo recente foi demonstrado que a administração de 7-NI (20 

mg/kg, I.P.), 30 min antes do etanol (4 g/kg, i.p.), aumentou a duração do tempo de sono. 

Além disso, a co-administração de 7-NI (40, 80 ou 120 mg/kg, I.P.) com uma dose
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subhipnótica de etanol (2 g/kg), causou um efeito hipnótico nesses animais (Vassilijev et 

a l, 1998). Os resultados desses estudos suportam nossa conclusão de que a inibição das 

vias dependentes de NO aumenta a eficácia do etanol para produzir efeito ansiolítico e que 

as vias nitrérgicas opõem-se a essas ações.

Algumas sugestões podem ser feitas para explicar o mecanismo através do qual as 

vias nitrérgicas opõem-se ao efeito ansiolítico do etanol. Como mencionado antes, a GC, a 

qual catalisa a formação de GMPc, é o principal alvo do NO (Garthwaite, 1991; Schmidt 

et a l, 1993) e o GMPc parece exercer um papel no efeito ansiolítico produzido pelo etanol 

em ratos como mostrado por nossos estudos com 8-Bromo-GMPc. Então, é possível que as 

vias dependentes de GMPc e, talvez, outras cascatas dependentes do nucleotídeo cíclico 

sejam importantes fatores que determinam a sensibilidade dos neurônios aos efeitos agudos 

do etanol. Trabalho recente demonstrou que vmi caminho de sinalização intracelular está 

envolvido nos efeitos agudos induzidos pelo etanol em Drosophila. Foi relatado neste 

trabalho que as vias do AMPc opõem-se à perda do controle postural induzido por aquela 

droga naquelas moscas (Moore et al, 1998). Além disso, testes comportamentais e 

eletrofisiológicos também mostraram que tanto a adenilato ciclase quanto o AMPc são 

importantes na determinação da sensibilidade do etanol em camundongos. Camundongos 

transgênicos, que expressam maior quantidade de adenilato ciclase do tipo VII, mostraram 

uma sensibilidade reduzida à ataxia, perda dos reflexos adequados, e supressão dos 

disparos dos neurônios de Purkinje induzida pelo etanol (Yoshimura et a l, 1999). 

Tomados em conjunto com nossos resultados, os dados daqueles estudos, onde a adenilato 

ciclase e as vias dependentes do AMPc têm sido manipuladas, sugerem que os caminhos 

dependentes dos nucleotídeos cíclicos opõem-se aos efeitos agudos do etanol.
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Uma importante, mas desafiante questão para pesquisa futura é determinar o 

mecanismo pelo qual os caminhos dependentes dos nucleotídios cíclicos diminuem a 

sensibilidade para aquela droga. Este mecanismo pode envolver a ativação da proteínas 

quinase dependente de GMPc (PKG). Esta quinase tem sido mostrada fosforilar um 

número de receptores membranares tais como os receptores GABAa (M oss e Smart, 1996) 

os quais exercem papéis no mecanismo in vivo do efeito ansiolítico do etanol (Revisados 

por Eckardt et al, 1998 e Mihic, 1999). Portanto, é possível que a sensibilidade para os 

efeitos agudos do etanol sobre os canais iônicos acoplados a ligantes e outros receptores 

membranares dependa da magnitude da fosforilação mediada por essas quinases 

dependentes de nucleotídeos cíclicos. Mais trabalhos vão ser necessários para estabelecer o 

preciso papel da fosforilação dependente de PKG do GABAa e outras membranas e 

proteínas intracelulares sobre o mecanismo da intoxicação aguda do etanol.

Além disso, os resultados do estudo em questão foram também evidentes em 

mostrar que a DCS, quando injetada simultaneamente com o 7-NI, impediu o aumento nas 

entradas dos braços abertos e no tempo de permanência na exploração daqueles braços do 

labirinto em cruz elevado em animais injetados com etanol (1,0 g/kg). A idéia de se usar 

DCS (9 mg/kg) na reversão do efeito ansiolítico produzido pela associação do 7NI (6 

mg/kg) com o etanol (1,0 g/kg) partiu de resultados prévios, onde aquela droga foi efetiva 

em bloquear o efeito ansiolítico produzido pela dose de 1,2 g/kg de etanol, quando injetada 

intraperitonealmente (Ferreira e Morato, 1996, 1997). Outro fator importante que cabe ser 

mencionado é quanto à dose utilizada nos experimentos. Alguns autores mostram que 

agonistas do sítio da GLY são capazes de produzir efeito ansiogênico (Schmitt et al., 1995; 

De Souza et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999). Em nossos experimentos procuramos 

utilizar uma dose que, per se, não interferisse no comportamento dos animais e que
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quando associado com o etanol, não interferisse no nível alcoólico sanguíneo, segundo 

dados anteriores obtidos a partir de nosso laboratório (Ferreira e Morato, 1996, 1997).

Os resultados descritos anteriormente, envolvendo a participação dos sítios da GLY 

dos receptores NMDA, parecem ser consistentes com aqueles realizados em outras áreas 

do cérebro envolvidas com a ansiedade como por exemplo a SCPD. Ratos microinjetados 

com ácido 7-cloro-quinurênico ou HA-966, antagonista seletivo e agonista parcial do sítio 

modulatório da GLY, respectivamente, aumentaram a percentagem de entradas e o tempo 

de permanência nos braços abertos do labirinto em cruz elevado, quando comparados com 

os ratos controles que receberam salina isotônica (Matheus et al., 1994). Entretanto, esses 

parâmetros indicativos de ansiedade, foram reduzidos quando a GLY e a D-SER foram 

microinjetadas na SCPD (Schmitt et al, 1995). Um fato interessante nesta seqüência de 

estudos foi que a GLY quando administrada isoladamente na porção caudal da SCPD 

reduziu seletivamente os parâmetros indicativos de ansiedade, com os animais 

apresentando um comportamento do tipo ansiogênico (Teixeira e Carobrez, 1999). A 

resposta ansiogênica da GLY também foi consistente com os resultados anteriores 

publicados por De Souza et al. (1998). Tomados em conjunto todos esses dados, podemos 

dizer que a neurotransmisão mediada pelos sítios da GLY dos receptores NMDA na SCPD, 

assim como nos experimentos citados previamente por outras vias, pode estar relacionada 

com ansiedade, e onde o álcool parece agir.

Como observado anteriormente, o 7-NI administrado intraperitoneal e 

hipocampalmente, favoreceu o efeito ansiolítico produzido por xmia dose sub-efetiva de 

etanol (1,0 g/kg), o que foi caracterizado pelo aumento na percentagem de entradas e no 

tempo de permanência nos braços abertos do labirinto em cruz elevado. Esses resultados 

obtidos em decorrência da inibição da NOS, jvmtamente com os doadores de NO e análogo
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do GMPc, no efeito ansiolítico do etanol mostraram a participação do NO nessa resposta 

neurocomportamental. Nós observamos com nossos atuais dados que a DCS pode interferir 

nas respostas do 7-NI com o etanol.

A dificuldade em se conciliar a administração concomitante de duas drogas com o 

mesmo tempo de ação através de uma única cânula intracerebral, fez com que os 

experimentos para verificar a interação entre os dois sistemas seguissem com o auxílio da 

administração intraperitoneal. Esta mudança de vias não descaracteriza o objetivo do 

trabalho, visto que toda uma padronização em termos das doses das drogas utilizadas 

foram anteriormente feita (Ferreira e Morato, 1996, 1997) e que nos deram segurança para 

seguir a hipótese levantada. Deixamos claro, entretanto, que não acreditamos ter ocorrido 

nenhuma interferência farmacocinética neste caso, visto que trabalhos anteriores onde 

foram utilizadas doses iguais ou superiores daquelas drogas, não observaram nenhuma 

interferência no clearance ou concentração sanguínea de etanol (Ferreira e Morato, 1996, 

1997; Vassiljev et al., 1998). Além disso, a DCS quando administrada diretamente na 

região do hipocampo, por intermédio de cânula implantada naquela região, foi capaz de 

impedir a aumentada percentagem de entradas e o aumentado tempo de permanência nos 

braços abertos do labirinto em cruz elevado produzidos por 1,2 g/kg de etanol (Figura 6). 

Esses resultados confirmam dados encontrados na literatura mostrando que o sítio da GLY 

é importante na mediação dos efeitos produzidos pelo etanol (Harris, 1999; Popp et ah, 

1999; Snell et a l, 2000).

Para descartar os prováveis efeitos hipertensivos indesejáveis, produzidos por 

outros inibidores da NOS, como o L-NAME por exemplo (Wang, 1995), neste trabalho 

procuramos utilizar .apenas o 7-NI, que embora inibindo tanto as isoformas endotelial e 

neural da NOS in vitro, não causa o efeito vasopressor (Babbedge et a i, 1993). Outro fator
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importante relacionado ao uso do 7-NI foi em decorrência desta droga não ter apresentado 

indícios de interação com os clássicos receptores GABAérgicos, conhecidos por também 

serem alvos de drogas com propriedades ansiolíticas (Mülsch et ah, 1994). Além disso, 

cuidados concernentes à dose utilizada foram também levados em consideração visto que 

em altas doses, capazes de produzir a inibição máxima da NOS, acabam por produzir efeito 

ansiolítico (Faria et a i, 1997; Volke et ai, 1997; Dunn et al, 1998; Yildiz et ai, 2000).

Existe alguma interação entre o NO e os receptores NMDA que possam justificar 

as ações ansiolíticas do etanol? Há várias hipóteses sugerindo o sítio da GLY dos 

complexos receptores NMDA como o principal alvo de ação para vários efeitos mediados 

pelo etanol e comportamentos relacionados com a ansiedade. Acreditamos que, se essa 

interação realmente possa estar ocorrendo, os prováveis mecanismos envolvem uma ação 

do etanol no sítio da GLY, bem como de eventos nos mecanismos transducionais de sinais, 

os quais podem estar desencadeando e interferindo em toda a cascata que envolve as vias 

nitrérgicas. O antagonismo do sítio da GLY pelo etanol pode estar reduzindo a quantidade 

de Ca”̂  através dos canais dos receptores NMDA, dificultando a ativação da NOS através 

da Ca^-Calmodulina. Em decorrência disto, a produção de NO pode estar sendo 

prejudicada pela desativação da NOS. Outra idéia é que pode estar acorrendo imia 

supressão na expressão da proteínas PSD-95 acoplada aos receptores NMDA, levando a 

uma redução da sinalização da molécula de NOS ou a administração de 7-NI, em conjunto 

com uma dose sub-efetiva de etanol, induz a inativação da NOS que favorece o efeito 

ansiolítico em ratos testados no labirinto em cruz elevado. Finalmente, uma última 

explicação é o fato de que os sítios da GLY nos complexos receptores NMDA, ainda que 

bloqueados pelo etanol, a administração exógena desses aminoácidos ou análogos podem 

ativar os receptores NMDA e impedir os eventos inicialmente sugeridos (Figura 8).
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Entretanto, dada a complexidade do evento e a necessidade de experimentos com drogas 

mais específicas que deverão ser considerados, muito ainda tem a ser analisado.

Figura 8 -  Representação esquemática do provável mecanismo de ação envolvendo a 

interação NMDA e das vias do NO (Adaptado de Brenman e Bredt, 1997).
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5. Co n c l u sõ e s  par c ia is

1) A inibição da NOS aumentou o efeito ansiolítico produzido por uma dose subefetiva de 

etanol (1,0 g/kg).

2) A coadministração de 7-NI não potenciou o efeito ansiolítico de uma dose efetiva de 

etanol (1,2  g/kg), mas os animais manifestaram-se comportamentalmente com um 

efeito sedativo.

3) O análogo de GMPc (8-Bromo-GMPc) e doadores de NO (SNAP e SNP) impediram o 

efeito ansiolítico do etanol.

4) A coadministração de etanol com 40 nmol de SNP produziu efeito ansiogênico nos 

animais tratados com 1,2  g/kg de etanol.

5) A influência modulatória da DCS, um agonista parcial do sítio da GLY dos receptores 

NMDA, é mais provavelmente mediada via uma ação central farmacodinâmica, visto 

que injeções intrahipocampais desta droga foi capaz de impedir o efeito ansiolítico do 

etanol.

6) Em conjunto, nossos resultados com inibidor e estimuladores das vias nitrérgicas 

indicam que estas vias opõem-se ao efeito ansiolítico do etanol. Além disso, sugere-se 

também que provavelmente possa existir uma interferência da DCS, agindo nos sítios 

da GLY, no efeito ansiolítico do etanol produzido pela inibição da NOS.
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1. In tr o d uç ão

A superfamília de canais iônicos acoplados ao glutamato medeia a maioria das 

transmissões excitatórias no SNC e é formada pelos receptores NMDA, AMPA e Kainato 

como foi detalhado na Introdução Geral deste trabalho. Foi mencionado também que 

múltiplas subunidades polipeptídicas têm sido identificadas para cada uma dessas 

subfamílias de receptores glutamatérgicos. Seis subunidades dos receptores NMDA (NRl, 

NR2A, NR2B, NR2C, NR2D e NR3A), quatro subunidades dos receptores AMPA (GluRl, 

GluR2, GluR3 e GluR4) e cinco subunidades dos receptores Kainato (GluR5, GluR6, 

GluR7, KAl e KA2) têm sido bem caracterizadas (Ozawa et ah, 1998; Dingledine et al., 

1999). Três exons de RNA podem ser diferencialmente clivados, os quais codificam uma 

seqüência de 21-38 aminoácidos localizados no domínio N-terminal (denominado cassete 

N l) ou no dominio C-terminal (denominados cassetes C ie  C2) da subxmidade NRl (Zukin 

e Bennett, 1995). A remoção do cassete C2 resulta na codificação de uma seqüência 22 

conhecida como cassete C2’ (Zukin e Bennett, 1995). Todas as subunidades dos receptores 

NMDA e variantes NRl clivadas alternativamente podem formar canais com diversas 

composições de subunidades e propriedades fimcionais. Os níveis de expressão dessas 

subimidades, regulados com precisão pelo processo de transdução de sinais e mudanças 

nos níveis de expressão das subimidades dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos, têm 

mostrado serem importantes, não somente no desenvolvimento normal e na plasticidade 

sináptica, como também em condições fisiopatológicas.

Tem sido observado que a exposição de longa duração ao etanol pode resultar em 

mudanças compensatórias nos níveis de expressão das subimidades dos canais iônicos 

acoplados ao glutamato. Estudos com Western blot detectaram aumento nos níveis das
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subunidades proteicas NRl em sinaptossomas cerebrais (Chen et ah, 1997) e em 

homogenados hipocampais (Trevisan et al., 1994; Devaud e Morrow, 1999) de ratos 

expostos cronicamente ao etanol. Outro estudo mostrou um aumento nos níveis das 

subunidades NRl, NR2A e NR2B em homogenados corticais e hipocampais de ratos 

expostos a infusões intragástricas de etanol por 6 dias (Kalluri et al., 1998). Um aumento 

nos níveis das subunidades NRl e NR2A foi relatado por Snell et al (1996) em 

hipocampos de camundongos expostos à dieta líquida contendo etanol por duas semanas. 

Tomados em conjunto, os resultados desses estudos com animais expostos cronicamente ao 

etanol sugerem fortemente que a expressão das subunidades dos receptores NMDA se 

altera em resposta à exposição de longa duração a essa droga. Tem sido postulado que 

essas mudanças adaptativas na expressão das subimidades contribuem para a desregulação 

do balanço neuroquímico associado com a síndrome de abstinência ao álcool.

Muitas lacunas existem sobre os efeitos da exposição de longa duração ao etanol na 

expressão das subunidades dos receptores não-NMDA. Um estudo relatou que a exposição 

de 12 semanas àquela droga não mudou os níveis das subunidades GluRl e GluR2 no 

hipocampo de ratos (Trevisan et al., 1994). Entretanto, os efeitos na expressão de outras 

subimidades dos receptores não-NMDA merecem ser mais investigados. Em nosso estudo, 

procurou-se examinar os efeitos de imia dieta alcoólica por 16 dias na expressão dos mVeis 

proteicos das subunidades pertencentes às famílias dos receptores glutamatérgicos NMDA, 

AMPA e Kainato.

Os estudos foram concentrados nos níveis proteicos das subunidades daqueles 

receptores no hipocampo de ratos porque esta região além de ser sensível às ações do 

álcool, é rica em receptores glutamatérgicos e NO, está envolvida em vários eventos 

comportamentais relacionados ao uso e abuso do álcool e com alguns sinais e sintomas da
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síndrome de abstinência àquela droga, entre eles alterações de memória, convulsões e 

ansiedade Hollmann e Heinemann, 1994; Ulrichsen et al., 1996; Koob et al., 1998; Devaud 

e Morrow, 1999; Wirkner et al., 1999). É importante também enfatizar que a elevada 

atividade dos receptores NMDA, induzida pelo tratamento crônico com etanol, pode estar 

ligada a uma avmientada regulação na atividade da NOSn, durante a dependência e 

síndrome de abstinência ao álcool. Embora esta síndrome em humanos (Thompson, 1978; 

Powell, 1999) e em ratos (Uzbay e Kayaalp, 1995; Darstein et a l, 2000) esteja bem 

descrita na literatura, muito tem a ser estudado no que se diz respeito aos mecanismos de 

ação envolvidos nesta dependência alcoólica. Entretanto, como o mecanismo através do 

qual a alcoolização crônica regula a atividade da NOSn não estar bem definido, uma 

análise desta enzima também foi foco de nossas investigações.
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2. M a t e m a l  e M éto d o s

a) Exposição crônica ao etanol

Todos OS estudos experimentais utilizando animais foram autorizados pelo Comitê 

Institucional de Uso e Cuidado com Animais do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade do Novo México (Estados Unidos) e utilizados de acordo com suas normas. 

Ratos machos Sprague-Dawley^ pesando aproximadamente 250 g foram mantidos no 

Biotério do Departamento de Neurociências da Escola de Medicina da Universidadade do 

Novo México, para adaptação ao novo ambiente pelo prazo mínimo de uma semana antes 

do início da dieta que será descrita a seguir. Eles foram individualmente acondicionados 

em caixas de acrílico a uma temperatura de 22 °C e ciclo de 8 horas de luz / 16 horas de 

escuro (luzes acesas de 09:30 a 17:30 horas) e receberam dieta líquida Bioserv 

(Frenchtown, NJ) baseada na formulação de Lieber-DeCarli (Lieber e DeCarli, 1982). Esta 

dieta líquida providencia 1 kcal/ml para cada rato.

Antes de começar o tratamento alcoólico, as rações de todas as caixas contendo os 

animais foram retiradas no primeiro dia, tão logo o ciclo de luz foi ativado. Este 

procedimento foi utilizado para não interferir com a quantidade de dieta ingerida 

voluntariamente por cada animal. Os ratos do grupo #1 receberam 80 ml de dieta não 

contendo álcool nos dois primeiros dias, seguida pela dieta alcoólica contendo 3% (dias 3-

4), 5% (dias 5-7) e 6,7% de etanol (dias 8-16). Os ratos do grupo #2 foram considerados 

controles e receberam dieta sem álcool, isocalórica àquela dada ao grupo exposto ao 

álcool, conforme demonstrado no quadro a seguir:
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Quadro 1 - Ingredientes para o preparo das dietas

0% (IL) 3% (1 L) 5% (1 L) 6,7% (1 L)
Água fria de 
torneira (ml)

840 840 840 840

Etanol 95% 
(ml)

0 30 50 67

Maltose-Dextrina
(gr)

90 46 22 0

Chocolate dietético
(gr)

125 125 125 125

A dieta líquida era disponível aos ratos durante 16 horas do ciclo escuro 

(começando às 17:30 horas) e era removida às 09:30 horas de cada manhã. As garrafas 

com água eram removidas das caixas quando os animais tinham acesso a dieta líquida e as 

mesmas retomavam às caixas pela manhã, tão logo os tubos eram removidos para que o 

consumo fosse medido. As dietas eram limitadas somente ao ciclo escuro visto que os ratos 

são animais com hábitos noturnos e não consomem uma quantidade considerável de 

comida durante o ciclo de luz. Além disso, os ratos tiveram livre acesso à água durante o 

ciclo de luz para prevenir desidratação. Os padrões de consumo da dieta foram checados 

diariamente. Para confirmar que esta dieta induzia dependência alcoólica, foram avaliados 

os escores da síndrome de abstinência ao álcool seguindo uma versão modificada na escala 

descrita por Lal et al (1988). As crises audiogênicas também foram avaliadas tais como 

descritas por Frye et al. (1981). O quadro a seguir mostra os parâmetros e escores de 

avaliação dos animais testados na abstinência ao álcool.
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Quadro 2 - Análise comportamental dos animais abstinentes à dieta alcoólica

ATIVroADE ESPONTANEA AVALIADA 15 SEC ANTES DO MANUSEIO

Atividade geral Imobilidade
=0

Sem locomoção = 1 Locomoção ocasional 
= 2

Locomoção 
contínua ou 
rápida =3

Espasmos, 
sacudidas e 
contorções

nenhum = 0 Uma vez = 1 Duas ou mais = 2 Severos ou 
continuados = 3

Tremores na 

cabeça

nenhum = 0 Alguns movimentos 
fásicos da cabeça e 
vibração das vibrissas 
= 1

Maior que o normal = 2 Tremores severos 
ou contínuos = 3

RESPOSTA AO MANUSEIO
Vocalização Sem som 

= 0
Um som de baixa 
intensidade = 1

Vocalização alta
= 2

Vocalizações altas, 
repetitivas e contínuas no 
início do manuseio = 3

Esquiva Nenhuma 
= 0

Esquiva rápida = 1 Move-se para trás 
da gaiola e emite 
movimentos 
evasivos = 2

Pressiona o corpo 
firmemente contra a 
parede de trás da gaiola= 
3

SINAIS NEUROLOGlCOS
Rigidez dos 
músculos axiais 
por palpação

Flácido = 0 Tonus muscular 
normal = 1

Tensão elevada =2 Rigidez = 3

Tremor na 
cauda

Flácida = 0 Tensão normal 
= 1

Tremores e rigidez = 2 Rigidez e 
sacudidas = 3

Tremores gerais Nenhum = 0 Normal = 1 Tremor = 2 Tremores 
constantes = 3

Tarefas motoras
(colocar na bmüa da 
caixa e ohfiervar a 
desdda)

0  rato cai 
imediatamente 
dentro da caixa 
= 0

Descida suave 
= 1

Descida incoordenada
= 2

Gasta mais que 5 
sec para descer 
= 3

Postura de apoio 
sobre as patas

Corpo 
relaxado= 0

Sentar normal, 
agachado ou apiado 
sobre as 4 patas = 1

Patas afastadas = 2 Corpo abaixado e 
patas posteriores 
estendidas = 3

Convulsões Nenhuma = 1 Clonus das patas 
anteriores e tremores 
de todo 0 corpo = 2

Convulsões
tônico-clônicas
= 3

Tremores ao 
levantar o animal 
pela cauda

Nenhum = 0 Tremores das 
patas anteriores 
ao girar 180° =1

Tremores e extensão 
das patas anteriores ao 
girar 180” =2

Tremores e 
extensão das patas 
anteriores sem girar 
180° =3

OUTROS
Ausência do 
comportamento 
de auto-limpeza

Limpo = 0 Cor alaranjada = 1 Uma parte suja com 
urina, fezes ou 
alimentos = 2

Mais que uma 
parte suja = 3

Crises Audiogênicas: Sim ou N ão
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OS

em

Os ratos foram sacrificados por decapitação no 16- dia sem anestesia, no pico 

(23:00 hrs) do consumo da dieta. Outra parte dos animais foi sacrificada 6 e 48 horas após 

a abstinência ao álcool. As amostras de sangue foram obtidas a partir do coração, coletadas 

diretamente em tubos contendo EDTA para prevenir a coagulação. Os níveis alcoólicos 

foram medidos com um kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) baseado na conversão do 

etanol à acetaldeído pela ação da enzima álcool desidrogenase. Após a decapitação, 

cérebros foram rapidamente removidos e os hipocampos dissecados e homogeneizados 

PBS contendo um coquetel de inibidores de protease (cat # P-8340, Sigma), fazendo-se uso 

de um ultrassom. O conteúdo de proteínas dos homogenados foi determinado pelo ensaio 

de Lowry (Lowry et al, 1951). As amostras foram diluídas na concentração de 1 mg/ml 

em PBS, misturadas com tampão de amostras 2X SDS-PAGE, fervidas por 2 min e 

estocadas a -20 °C.

b) Western Immunoblotting

As amostras foram separadas em minigéis de poliacrilamida a 7,5% e 

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose. O bloqueio de ligações não específicas 

da membrana de nitrocelulose foi feito por incubação de leite desnatado desidratado a 

10%, Tween-20 0,4% e azida de sódio 0,01%. As membranas foram, então, incubadas com 

anticorpos IgG de coelho anti-NRl-Nl, anti-NRl-Cl, anti-NRl-C2, anti-NR2A, anti- 

NR2B e anti-NR2C (gentilmente cedidos pelo Dr. MD Browning, Departamento de 

Farmacologia, Centro de Ciências da Saúde, Universidade do Colorado, Denver). As 

membranas foram também incubadas com anticorpos IgG de coelhos anti-GluR6/7, anti- 

BCA2, e anti GluR2/3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) e com anticorpos IgG de 

cabra anti-GluR5, anti-NRl ou NOSl (Santa Cruz Biothechnology, Santa Cruz, CA). O
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anticorpo anti- IgG de cabra conjugado à peroxidase (IgG-POD) foi obtido da Boehringer 

Manheim (Indianapolis, IN). A detecção das bandas dos anticorpos (“blots”) foi realizada 

usando um kit de ensaio de quimioluminescência para Western immunoblotting seguindo 

as instruções do fabricante (Boehringer Mannhein, Indianapolis, IN). Nesta técnica os géis 

de acrilamida 7,5% com as amostras hipocampais foram eletrotransferidas através de uma 

corrente elétrica de 150 mA por 1 hora, seguida pela transferência para uma membrana de 

nitrocelulose, cujo tamanho dos poros foi de 0,4 |j,m. Foram usados padrões de pesos 

moleculares pré-corados, para se ter certeza da completa transferência. Para esse processo, 

uma corrente elétrica de lOOmA foi aplicada por uma hora. Os anticorpos foram usados 

nessas membranas após o processo de transferência. A análise densitométrica dos filmes de 

raio-X foi realizada usando um sistema de análise de imagem Image-Pro® Plus (Media 

Cybemetics, L.P., Silver Spring, MD). Para se ter certeza de que concentrações 

equivalentes de proteínas de todas as amostras foram colocadas nos géis, os níveis de 

tubulina foram medidos (anticorpos monoclonais anti-p-tubulina foram obtidos da Sigma, 

Saint Louis, MO). Em todos os casos, uma curva padrão de proteínas foi gerada a partir de 

um homogenado de tecido hipocampal mantido a -80 °C. Esta curva foi usada para 

calcular vinidades relativas de concentrações de proteínas (|4,equivalentes/|^g proteínas) 

(Chandler, 1999). Peira as análises de Western Immunoblotting, foram selecionadas as 

bandas apropriadas e a densidade relativa foi medida em relação aos padrões.
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3. R e su l t a d o s

a) Efeitos da exposição de longa duração ao etanol sobre os pesos 
corporais dos animais

Os ratos foram alimentados com uma dieta líquida contendo etanol por 16 dias com 

o objetivo de induzir dependência física. Os ratos pertencentes ao grupo que recebeu álcool 

consumiram aproximadamente 80 ml/dia quando a dieta não conteve álcool ou quando 

preparada com etanol 3%. Entretanto, o consumo foi reduzido para cerca de 60 ml/dia 

quando passaram a receber uma dieta preparada com 5 ou 6,7 % de etanol. Não foram 

detectadas diferenças estatisticamente signifícantes no peso corporal dos animais entre os 

grupos controles e os que receberam a dieta alcoólica (figura 9).
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Figura 9 -  Pesos dos ratos tratados cronicamente com uma dieta líquida contendo etanol 

em comparação com os animais controles cuja dieta não continha etanol. O peso foi 

medido 5 vezes ao longo de todo o tratamento: no 1- dia antes de iniciar o tratamento, no 

5- dia após o término da dieta com etanol 3%, no 8- dia correspondente ao término do 

consumo de etanol 5%, no 12- dia correspondente à metade do tratamento com a dieta rica 

em etanol 6,7%, e no último dia de tratamento (16- dia). O conteúdo de etanol na dieta 

líquida do grupo tratado com álcool foi aumentado três vezes conforme indicado.
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b) Quantificação dos níveis proteicos das subunidades dos 
receptores glutamatérgicos durante o tratamento crônico com 
etanol

A análise de Western immunoblotting foi realizada para quantificar os níveis 

proteicos das subunidades dos receptores hipocampais NMDA, AMPA e Kainato durante o 

último dia do paradigma de exposição de dieta alcoólica. Para estes estudos, os animais 

foram sacrificados no 16- dia, 5-6 hrs após a introdução da dieta (22:00 à 23:00 hrs). Os 

níveis alcoólicos sanguíneos dos animais expostos ao etanol foram 81±8mM ou 370 mg/dl 

(n = 8). Foram estudados inicialmente os receptores NMDA. Nenhuma diferença 

significante nos níveis proteicos das subunidades NRl, NR2A, NR2B ou NR2C foi 

verificada (Figura 10). O mais importante é que não foram detectadas diferenças 

significantes das inserções Cl e C2 da subunidade NRl, ao mesmo tempo em que se 

observou uma diminuição significante no conteúdo da inserção NI (Figura 11).
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Figura 10 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subunidades dos receptores 

NMDA (NRl, NR2A, NR2B e NR2C) no hipocampo de ratos tratados cronicamente com 

etanoi em comparação aos animais controles que receberam uma dieta isocalórica. As 

amostras totais de proteínas (10 [0,1 por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e 

foram analisadas com os anticorpos descritos. Um total de 4 animais por grupo foram 

usados nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots mostrando não 

existir nenhuma diferença estatisticamente significante nos níveis proteicos das diferentes 

subunidades dos receptores glutamatérgicos NMDA.
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Figura 11 - (A) Quantificação dos níveis das proteínas das inserções N l, Cl e C2 da 

subunidade NRl no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol. As amostras 

totais de proteínas (10 |j,l por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram 

analisadas com os anticorpos descritos. Um total de 4 animais por grupo foram usados 

nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots. * p<0,05 mostra que os 

animais que receberam dieta com etanol, reduziram os níveis proteicos das inserções N 1 da 

subunidade NRl quando comparados com os animais controles (teste t de “Student”).
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Os receptores não-NMDA também foram analisados. Os níveis proteicos das 

subunidades dos receptores AMPA foram verificados através dos anticorpos anti-GluRl e 

anti-GluR2/3. Nenhuma diferença significante dessas subunidades foi observada em 

homogenados hipocampais a partir de ratos expostos ao etanol ou controles (Figura 12).

Os níveis proteicos das subunidades dos receptores Kainato foram determinados 

com os anticorpos anti-GluR5, GluR6/7 e KA2. Como ocorrido com as subnidades dos 

receptores AMPA, não foram detectadas alterações para as subxmidades dos receptores 

Kainato em animais expostos ao etanol (Figura 13). As subunidades KAl não foram 

investigadas por causa da indisponibilidade de anticorpos relacionados a esta subimidade.
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Figura 12 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subunidades dos receptores 

AMPA (GluRl e GluR2/3) no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol. As 

amostras totais de proteínas (10 )j,l por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e 

foram ^alisadas com os anticorpos descritos. Um total de 4 animais por grupo foram 

usados nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots mostrando não 

existir nenhuma diferença estatisticamente significante para as diferentes subunidades dos 

receptores AMPA.
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Figura 13 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subunidades dos receptores 

Kainato, GluRS, GluR6/7 e KA2 no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol. 

As amostras totais de proteínas (10 |o.l por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e 

foram analizadas com os anticorpos descritos. Um total de 4 animais por grupo foram 

usados nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots mostrando não 

existir nenhuma diferença estatisticamente significante para as diferentes subunidades dos 

receptores Kainato.
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c) Quantificação dos níveis proteicos das enzimas NOS durante o 
tratamento crônico com etanol

Foram também verificados os efeitos da exposição crônica ao etanol nos níveis 

proteicos das NOS. Para isto, foi usado um anticorpo IgG de coelho anti-NOSl para 

estudar esta enzima no hipocampo de ratos expostos cronicamente ao etanol e nos 

controles. Não foram encontradas diferenças nos mveis proteicos das NOSl nos 

homogenados hipocampais dos dois grupos de ratos (Figura 14).

Controle

NOSl

Tubulina

Etanol

N O S

Figura 14 -  (A) Gráfico representativo da expressão das NOS no hipocampo de ratos 

tratados cronicamente com uma dieta líquida com etanol. Um total de 4 animais por grupo 

foram usados nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots mostrando 

não existir nenhuma diferença estatisticamente significante das enzimas NOS nos animais 

que receberam etanol, quando comparados aos controles.
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d) Avaliação comportamental da síndrome de abstinência ao 
álcool

Para confirmar que esta dieta induzia dependência alcoólica, foram determinados 

os escores da síndrome de abstinência ao álcool usando uma versão modificada de uma

escala previamente descrita (Lal et ai, 1988), conforme demostrados anteriormente no 

quadro 2. Estas determinações foram realizadas em um grupo separado de animais que não 

foram usados nas análises do Western immunoblotting. Foram medidos 13 parâmetros que 

avaliavam atividades espontâneas, resposta à meinipulação dos animais, sinais neurológicos 

e comportamentos de auto-limpeza (do inglês grooming). Os parâmetros foram 

estabelecidos exatamente como decritos por Lal et al. (1988), por dois observadores que 

não tinham conhecimento a que grupo pertencia cada animal. Não foram encontradas 

diferenças estatísticas em nenhum dos parâmetros analisados entre os ratos abstinentes ao 

álcool por duas horas após o último dia de dieta, quando comparados com os animais 

controles. Entretanto, seis horas após a abstinência, um aumento estatisticamente 

significante foi observado em vários parâmetros, incluindo vocalizações, esquiva, rigidez 

dos músculos axiais verificada através de palpitações, tremores gerais, tarefas motoras 

prejudicadas, postura para se apoiar, tremor ao levantar o animal pela cauda e 

comportamento de auto-limpeza (tabela 1). A média dos escores mostrou-se 

significantemente elevada nos animais tratados com etanol 6 horas após a abstinência ao 

álcool (Figura 15), como avaliado pela ANOVA de duas vias com medidas repetidas [F(i,8) 

= 56,49; p<0,0001, para tempo de abstinência; F(i,g) = 51,97; p<0,0001, para a interação 

entre o tratamento e o tempo de abstinência]. Também foi analisada a presença de crises 

audiogênicas em outros grupos de animais submetidos ao mesmo tratamento. Nenhum dos 

cinco ratos pertencentes ao grupo controle desenvolveu crises audiogênicas. Ao contrário.
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quatro dos cinco animais pertencentes ao grupo exposto ao etanol, desenvolveram as 

crises. Em conjunto, os resultados desses experimentos claramente indicam qüe o 

paradigma de exposição à dieta líquida com etanol resulta no desenvolvimento de 

dependência ao álcool.

Tabela 1 -  Escores de avaliação da síndrome de abstinência ao álcool verificados 2 e 6 

horas após a abstinência. Os valores representam a médiaiepm de 5 animais/tratamento. 

*p<0,05 representa diferença significante entre os ratos que receberam as dietas líquidas 

com etanol comparados com os ratos dos grupos controles, 6 horas após o último dia de 

alimentação (teste t de “Student”).

ESCORES DE AVALIAÇAO DA 2 h ora s 6  h o ra s
SEVDROME DE ABSTINÊNCIA AO Controle etanol 

ETANOL
Controle etanol

Atividade geral 0,9 ±0,1 0,9 ±0,2 0,5 ± 0,2 0,7 ±0,1

Espasm os e sacudidas 0̂ 1 ±0,1 0,2 ±0,2 0 0,3 ±0,3

Trem ores na cabeça 0,6 ±0,2 0,7 ± 0,2 0,5 ±0,2 1,0 ±0,3

\E sq u i\a  Li ±0  2 04± 0 ,2  

R ig id c /d o s  m úsculos i \ia is  ' :i;2± 0 ,l 1 0 ± 0

'õ;6 ±073"’''“'21-±0.2* i 

1.0±0 2 1,7 ^ ,3 *  1 

1,2±0 1 1.7±0,1*

Trem ores na  cauda 1,0 ± 0 1,0 ±0 1,2 ±0,1 1,5 ± 0,2

T iem oics em aoial 1 m - o | o m) 

I jTClds m otoias 1 2 1 (• 1 1 2 + ii |

^P istu ra  de apoio sobie a lÇ a ljs  ] o + o i o -  o

1.0±0 1 . 8 ± 0 P  

11 ± 0  1 i j ± 0 , 2 *

1 1 ±0  1 1 5 ±0  2*

Convulsões 1,0 ±0  1,0 ±0 1,0 ± 0  1,1 ±0,1

Ticm orcs 3.0 Ic' iiilii p d  1 c lud 1
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Figura 15 -  Escores de avaliação da síndrome de abstinência ao álcool analisados 2 e 6 

horas após o término do tratamento crônico com etanol. Quando tomados em conjunto 

todos os escores, os animais expostos ao tratamento de longa duração com etanol 

mostraram uma resposta típica de síndrome de abstinência àquela droga. Um total de 5 

animais por grupo foram usados nestes experimentos. *p<0,0001 representa diferença 

estatística em relação aos respectivos animais controles (ANOVA + LSD).
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e) Quantificação dos níveis proteicos das subunidades dos 
receptores glutamatérgicos durante a síndrome de abstinência 
ao etanol

A análise de Western blot foi realizada para quantificar os níveis proteicos das 

subunidades dos receptores hipocampais NMDA, AMPA e Kainato durante à abstinência 

ao álcool. Para estes estudos, os animais foram sacrificados 6 e 48 hrs após a retirada da 

dieta no último dia de tratamento. Foram estudadas, inicialmente, as subunidades dos 

receptores NMDA. Nenhuma diferença significante nos mveis das subunidades NRl, 

NR2A, NR2B ou NR2C foi verificada (Figura 16). O mais importante é que não foram 

detectadas diferenças significantes das inserções Cl e C2 da subunidade NRl, ao mesmo 

tempo em que se observou uma diminuição significante no conteúdo da inserção N 1, após 

6 e 48 hrs de abstinência àquela droga (Figura 17).
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Figura 16 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subimidades dos receptores 

NMDA (NRl, NR2A, NR2B e NR2C) no hipocampo de ratos, 6 e 48 horas após o último 

dia de tratamento com uma dieta líquida contendo etanol. As amostras totais de proteínas 

(10 |j,l por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram analisadas com os 

anticorpos descritos. Um total de 5 animais por grupo foram usados nestes experimentos. 

(B ) Gráfico representativo dos Western blots mostrando não existir nenhuma diferença 

estatisticamente significante das diferentes subunidades dos receptores glutamatérgicos 

NMDA.
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Figura 17 - (A) Quantificação dos níveis das proteínas das inserções N l, Cl e C2 da 

subunidade NRl no hipocampo de ratos, 6 e 48 horas após o último dia de tratamento com 

tima dieta líquida com etanol. As amostras totais de proteínas (10 p,l por fileira) foram 

aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram analisadas com os anticorpos descritos. (B) 

Gráfico representativo dos Western blots. Um total de 5 animais por grupo foram usados 

nestes experimentos. * p<0,05 mostra que 6 e 48 horas de abstinência ao álcool, reduziram 

os níveis proteicos das inserções Nl da subunidade NRl quando comparados aos animais 

controles (teste t de “Studenf’).
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Os níveis proteicos das subunidades dos receptores AMPA foram verificados após 

6 e 48 hs de abstinência ao álcool, fazendo-se uso também dos anticorpos anti-GluRl e 

anti-GluR2/3. Da mesma forma como ocorrido diirante a presença do álcool, nenhxmia 

diferença significante foi observada para aquelas subunidades em homogenados 

hipocampais de ratos durante a abstinência àquela droga (Figura 18).

Ao contrário do ocorrido com os receptores NMDA e AMPA, onde não se 

observou alteração desses receptores, quando comparados aos animais abstinentes da dieta 

rica em álcool, com os controles que receberam uma dieta isocalórica ao etanol, observou- 

se uma redução nos níveis de proteínas das subunidades GluR5 e KA2 após 6 horas, e um 

aumento dos níveis das subimidades KA2 após 48h da retirada da dieta contendo álcool 

(Figura 19).
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Figura 18 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subunidades dos receptores 

AMPA (GluRl e GluR2/3) no hipocampo de ratos 6 e 48 horas após o último dia de 

tratamento com uma dieta líquida com etanol. As amostras totais de proteínas (10 |j.1 por 

fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram analisadas com os anticorpos 

descritos. Um total de 5 animais por grupo foram usados nestes experimentos. (B) Gráfico 

representativo dos Western hlots mostrando não existir diferença estatisticamente 

signifícante das diferentes subunidades dos receptores AMPA.
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Figura 19 -  (A) Quantificação dos níveis das proteínas das subunidades dos receptores 

Kainato (GluR5, GluR6/7 e KA2) no hipocampo de ratos 6 e 48 horas após o último dia de 

tratamento com uma dieta líquida com etanol. As amostras totais de proteínas (10 )j.l por 

fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram analisadas com os anticorpos 

descritos. Um total de 5 animais por grupo foram usados nestes experimentos. (B) Os 

Western blots mostram que com 6 horas de abstinência ao álcool houve uma redução dos 

níveis proteicos das subunidades GluRS e KA2, enquanto que com 48 horas foi verificado 

um aumento dos mveis da subunidade KA2, quando comparados os animais abstinentes 

em álcool e os controles (* p<0,05 - teste t de “Studenf’).
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J) Quantificação dos níveis proteicos das enzimas NOS durante a 
síndrome de abstinência ao etanol

Apesar de muitos trabalhos mostrarem que tratamento de longa duração com etanol 

altera a regulação das atividades da NOS durante a síndrome de abstinência ao álcool, em 

nossos estudos, a exemplo do ocorrido enquanto do tratamento com a dieta rica em etanol, 

não observou-se nenhuma alteração dos níveis proteicos das enzimas NOS nos 

homogenados hipocampais dos dois grupos de ratos (Figura 20).
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Figura 20 -  (A) Gráfico representativo da expressão das NOS no hipocampo de ratos 6 e 

48 horas após o término da dieta dieta líquida com etanol. Um total de 5 animais por grupo 

foram usados nestes experimentos. (B) Gráfico representativo dos Western blots mostrando 

não existir diferença estatisticamente significante das enzimas NOS nos animais 

abstinentes em álcool, quando comparados aos controles.
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4. Disc u ssã o

No presente estudo foram examinados os efeitos de uma dieta alcoólica durante 16 dias 

nos níveis proteicos das subunidades pertencentes às três subfamílias dos canais iônicos 

acoplados ao glutamato em ratos adultos. Com exceção da redução na inserção NI das 

subunidades NRl, não foram encontradas diferenças na expressão das subunidades dos 

receptores NMDA no hipocampo de ratos quando avaliados no pico de consumo do último 

dia da dieta contendo etanol. Estes resultados são, de alguma forma, inesperados, visto que 

outros estudos têm relatado mudanças na expressão das subunidades dos receptores 

NMDA após paradigmas de exposição de longa duração ao etanol.

Um estudo recente feito por Devaud e M o r r o (1999) demonstrou um aumento de 

aproximadamente 20% nos níveis das expressões das subunidades NRl e NR2A em 

homogenados hipocampais de ratos machos Sprague-Dawley^ expostos a uma dieta similar 

a esta usada em nosso estudo. Kalluri et al. (1998) demonstraram cerca de 35% de 

aumento nos níveis de NRl, NR2A e NR2B no hipocampo de ratos machos Sprague- 

Dawley^ quando intoxicados com álcool através de intubação intragástrica por 6 dias. 

Trevisan et al. (1994) detectaram um aumento de aproximadamente 65% na 

imunoreatividade hipocampal de NRl em ratos machos Sprague-Dawley’'̂  que foram 

expostos a dieta líquida contendo etanol por um período de tempo substancialmente longo 

(12 semanas). Winkler et al (1999) encontraram que tanto os RNAm quanto os níveis das 

proteínas hipocampais das subunidades NRl mudaram após exposição crônica ao etanol 

em ratos que preferem (AA) ou não preferem álcool (ANA) expostos a uma dieta líquida 

contendo etanol por 20 dias. Em conjunto, os resultados de todos esses estudos indicam
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que os efeitos da exposição de longa duração do álcool a níveis das subunidades dos 

receptores NMDA parecem ser altamente dependentes do tipo de paradigma usado para 

exposição ao etanol por diferentes investigadores.

Em nosso estudo, há de se ressaltar, entretanto, que após a retirada da dieta, os animais 

expostos cronicamente ao etanol, obtiveram em uma escala de análise da síndrome de 

abstinência ao álcool com 13 parâmetros, os maiores escores quando comparados aos ratos 

controles. Além disso, 80% dos animais expostos ao álcool desenvolveram crises 

audiogênicas 6 horas após a abstinência, enquanto que nenhuma alteração pôde ser 

observada nos animais controles, indicando que a dieta resultou no desenvolvimento de 

dependência alcoólica. Desta forma, nossos resultados demonstram claramente que 

mudanças na expressão das subunidades dos receptores NMDA nem sempre ocorrem em 

animais dependentes de álcool. Estes resultados encontrados devem ser considerados ao se 

interpretar os resultados de estudos funcionais após exposição de longa duração e síndrome 

de abstinência ao álcool. Tem sido bem postulado nesses estudos que um aumento nas 

funções dos receptores NMDA pode ser devido a mudanças nos níveis da expressão das 

subunidades. Os resultados, aqui mostrados, sugerem que essas mudanças nas funções dos 

receptores NMDA podem ser mediadas por outros mecanismos, tais como, modificações 

pós-translacionais.

Os efeitos de exposição de longa duração ao etanol sobre a expressão de isoformas 

alternativamente clivadas da subunidade NRl têm sido foco de recentes estudos. Hardy et 

al. (1999) relataram que a proporção de RN Am contendo NRl diminuiu no córtex 

cerebral de ratos machos Wistar expostos a vapor de etanol e também 48 hrs após a 

retirada do álcool. Winkler et al. (1999) encontraram que os níveis de RNAm das 

subunidades NRl com inserções Cl (NRl-3) e de subunidades NRl sem inserções Cl e



87

C2 (NRl-4) aumentaram após 20 dias de exposição ao etanol em ratos que tem 

preferência por álcool (AA) tanto no hipocampo quanto no nucleus acumbens. Um estudo 

mais recente com hibridização in situ com ratos machos Wistar detectou uma diminuição 

nos níveis da expressão dos RNAm das subunidades NRl contendo inserção C2 (NRl-2) 

no hipocampo após 8 dias da administração de álcool por intubação intragástrica e 

aumento nos níveis das subunidades ausentes de inserções Cl e C2 (NRl-4) após a 

retirada do álcool (Darstein et al., 2000). Ao contrário, em nosso estudo foi observado que 

a exposição de longa duração ao etanol em ratos machos Sprague-Dawley*^ não interferiu 

nos níveis proteicos das subunidades hipocampais NRl contendo inserções Cl ou C2, 

entretanto uma redução dos níveis proteicos da inserção NI pôde ser claramente 

identificada. Esta redução foi observada 6 e 48h após a abstinência ao álcool. Como 

mencionado acima, estes resultados claramente indicam que alterações nos níveis das 

isoformas de NRl, clivadas alternativamente, nem sempre ocorre em animais dependentes 

de álcool. Esta diminuição nos níveis proteicos das subunidades NRl contendo o cassete 

NI pode ter implicações funcionais. Uma diminuição nos níveis de expressão deste 

cassete resulta em uma redução na afinidade do glutamato pelos seus receptores, ausência 

de potenciação pela espermina e aumentada potenciação pelo zinco (Zukin e Bennett, 

1995).

Foi também examinada as subunidades dos receptores não-NMDA durante a 

exposição de longa duração ao etanol e durante a abstinência. Não foram detectadas 

diferenças nos niveis proteicos das subunidades GluRl e GluR2/3. Esses resultados estão 

em concordância com aqueles de Trevisan et al (1994) que relataram que exposição de 12 

semanas ao álcool não altera os níveis das subunidades GluRl ou GluR2 no hipocampo 

de ratos machos Sprague-Dawley* .̂ Também foram avaliadas as subunidades dos
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receptores Kainato, GluR5, GluR6/7 e KA2 e encontramos que os níveis das subunidades 

GluR5 e KA2 foram reduzidas 6 horas após a abstinência ao álcool. Estas subunidades 

exercem importantes papéis no hipocampo. Os receptores Kainato contendo subunidades 

GluR5 controlam o tônus da transmissão sináptica glutamatérgica na região CAI do 

hipocampo. Uma redução na expressão da subunidade GluR5 pode levar a uma 

hiperexcitabilidade (Vignes et ai, 1998). Uma mudança na expressão de KA2 pode mudar 

a eficácia de agonistas (Valenzuela e Cardoso, 1999). Até onde temos conhecimento, este 

é o primeiro estudo sobre os efeitos da exposição de longa duração ao etanol sobre os 

níveis proteicos das subunidades dos receptores Kainato e pode ser importante para 

corroborar nossos estudos com ratos que são expostos ao álcool usando diferentes 

paradigmas além do usado neste estudo.

É importante comparar os resultados de nosso estudo com aqueles de investigações 

envolvendo os efeitos da exposição de longa duração ao etanol em culturas de neurônios. 

Ticku e colaboradores relataram que a exposição de neurônios corticais em cultura com 50 

mM de etanol por 5 dias resultou em um aumento na expressão dos RNAm das 

subunidades NRl, NR2B e expressão das subunidades proteicas (Follesa e Ticku, 1996; 

Hu et a l, 1996; Kumari e Ticku, 1998). Chandler et al. (1997) relataram que a exposição 

de neurônios corticais em cultura com 100 mM de etanol por 4 dias não produziu 

mudanças nos níveis de expressão das subunidades NRl, NR2A e NR2B. Em imi estudo 

subsequente, o mesmo grupo de investigadores (Chandler et al., 1999), realizou 

experimentos com neurônios corticais em cultura expostos a 100 mM de etanol por 4 dias. 

Foi observado um aumento nos níveis das subunidades NRl, NR2A, NR2B, GluRl e 

GluR2/3 mas não na subunidade GluR6/7.
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Além dos achados acima, Hoffman et al. (1996) relataram iim aumento de 20% nos 

níveis da submidade NRl e uma diminuição de 30% nos níveis da subunidade NR2A em 

neurônios granulares cerebelares em cultura expostas a 100 mM de etanol por 2-4 dias. 

Mais recentemente, Cebere et al. (1999) relataram que culturas de neurônios granulares 

cerebelares expostas a 50-100 mM de etanol durante 3 dias, não alterou a expressão de 

variantes NRl clivados e subunidades NR2A-C. Como no caso dos estudos com animais 

mencionados acima, esses resultados indicam claramente que os efeitos de exposição de 

longa duração ao etanol em culturas de neurônios sobre a expressão das subunidades dos 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos são também variáveis e altamente dependente das 

condições experimentais usadas por diferentes investigadores. Até onde conhecemos, os 

efeitos da exposição de longa duração ao etanol sobre a expressão das subunidades dos 

receptores glutamatérgicos em culturas de neurônios hipocampais não foram ainda 

examinados e pode ser interessante determinar se os efeitos dessa exposição de longa 

duração ao etanol em animais resulta em achados similares àqueles obtidos em nossos 

estudos com animais.

Em conclusão, foi encontrado que ratos expostos durante 16 dias ao etanol 

desenvolvem dependência ao álcool, entretanto isto não fica obrigatoriamente associado 

com mudanças nos níveis proteicos da enzima NOS e/ou das subxmidades pertencentes às 

maiores famílias dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos, exceto no cassete NI da 

subunidade NRl, durante o tratamento e após 6 e 48h da retirada do álcool. As 

subunidades GluR5 e KA2 também foram alteradas 6 horas após a retirada daquela droga 

e com 48h foi observado um aimiento dos níveis da subunidade KA2, supostamente em 

decorrência de urna compensação à reduzida produção desta subunidade que ocorreu com 

6 horas, imi mecanismo adaptativo que pode ocorrer no SNC com 48h de abstinência ao
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álcool em ratos. Os resultados de nosso estudo sugerem que mudanças nos receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos não podem estar envolvidas, pelo menos em alguns casos, 

com as conseqüências neurocomportamentais da exposição crônica ao etanol e com a 

síndrome de abstinência àquela droga.
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5. C o n c l u sõ e s  P a r c ia is

1) Nós não observamos diferença nos níveis proteicos das subunidades dos receptores 

NMDA, AMPA, Kainato e da enzima NOS no hipocampo de ratos no pico de consumo 

do etanol no último dia de tratamento dos animais com uma dieta alcoólica.

2) Os níveis proteicos da inserção NI da subunidade NRl foram diminuídos no 

hipocampo de ratos expostos à dieta alcoólica, quando comparados aos animais 

controles.

3) Os animais abstinentes de álcool manifestaram alterações comportamentais, com 80% 

dos animais expostos ao álcool apresentando crises audiogênicas 6 horas após a 

retirada do álcool, típicas da síndrome de abstinência ao álcool.

4) A exemplo do que ocorreu na presença do álcool, não foi observada também alteração 

nos níveis proteicos das subunidades dos receptores NMDA, AMPA e da enzima NOS 

no hipocampo de ratos durante a abstinência ao álcool.

5) Os níveis proteicos da inserção NI da subunidade NRl foram reduzidos no hipocampo 

de ratos 6 e 48 horas após a retirada do álcool.

6) Em relação aos receptores Kainato, os níveis proteicos das subunidades GluR5 e KA2 

foram reduzidos 6 horas após a retirada do álcool. Com 48 horas de abstinência, 

verificou-se um aumento dos níveis proteicos da subimidade KA2.
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IV. B is c u s s Â o  G e r a l

No que diz respeito a primeira hipótese deste estudo, nossos resultados 

demonstram que o NO regula a sensibilidade dos efeitos agudos do etanol em ratos, visto 

que o 7-NI, inibidor da NOS, aumentou o efeito ansiolítico produzido por xima dose sub- 

efetiva de etanol. Levando-se em consideração esses achados, é de se supor que uma 

diminuição na regulação das vias nitrérgicas pode diminuir os riscos de uma pessoa ser um 

dependente em álcool. Ao contrário, aumentando-se a regulação daquelas vias, os riscos à 

dependência são supostamente maiores. Nossos dados reforçam aqueles de Schuckit 

(1994), mostrando que as pessoas mais sensíveis ao álcool têm menor probabilidade a 

desenvolverem distúrbio do alcoolismo do que aquelas mais resistentes. Portanto, sugere- 

se que interferindo-se nas vias nitrérgicas, há uma possibilidade de se impedir o 

alcoolismo.

Nossos estudos sugerem também, que provavelmente há uma conexão entre as vias 

nitrérgicas e os receptores NMDA na modulação do efeito ansiolítico do álcool. Nós 

encontramos que a D-cicloserina, um agonista parcial dos sítios da GLY nos complexos 

receptores NMDA, foi capaz de bloquear o efeito ansiolítico produzido pela associação do 

7-NI com o etanol. Esses dados são consistentes com outros dados eletrofisiológicos 

mostrando que os componentes das vias nitrérgicas atenuam os efeitos inibitórios do etanol 

sobre as correntes eliciadas por NMDA (Costa et a l, submetido á publicação). Nossos 

resultados, apesar de merecerem mais investigações, talvez sejam um ponto de partida para 

descobertas de novos mecanismos de ação aguda do etanol sobre os receptores NMDA.

Em relação à segunda hipótese, a exposição de longa duração ao etanol, ao 

contrário dos outros estudos que mostram mudanças compensatórias nos níveis proteicos
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das subunidades dos canais iônicos acoplados ao glutamato, não se observou alterações dos 

níveis das subunidades dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos do tipo NMDA, com 

exceção daquelas relacionadas com uma diminuição dos níveis do cassete NI das 

subunidades NRl. Cabe mencionar também que nenhuma alteração pôde ser observada 

para a maioria das subunidades dos receptores AMPA e Kainato e para a enzima NOS. 

Podemos sugerir que nem sempre o cérebro tenta restaurar o equilíbrio homeostático 

compensando os efeitos depressores do álcool por mudanças nos níveis proteicos das 

subunidades dos receptores glutamatérgicos.

O desenvolvimento de farmacoterapia efetiva para o tratamento do alcoolismo é da 

maior prioridade na pesquisa envolvendo o álcool. Isto só depende do continuado empenho 

dos neurocientistas para elucidar como o álcool atua no cérebro para produzir um distúrbio 

tão complexo como o d o  alcoolismo. Cabe entender como esses fenômenos podem ser 

interrompidos ou controlados. As pesquisas clínicas testando a eficácia dos medicamentos 

através de uma triagem clínica cuidadosamente controlada aparecem como fatores 

importantes neste contexto. Acreditamos que nesta nova década, os maiores avanços serão 

dados nas descobertas de medicamentos eficazes contra esse grande problema de saúde 

mundial. Com isto é de se esperar que o grande custo sócio-econômico e problemas

relacionados ao alcoolismo possam ser revertidos.
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V. C o n c l u sõ e s  F in a is

1) Nossos resultados sugerem que as vias nitrérgicas regulam os efeitos agudos do etanol 

e isto pode ter um papel no desenvolvimento da dependência ao álcool.

2) Provavelmente há uma interação entre as vias nitrérgicas e os receptores NMDA que 

possa justificar o efeito ansiolítico do etanol, mas dada a complexidade do evento 

muito ainda tem a ser estudado em relação a este assunto.

3) A exposição de longa exposição ao etanol resulta em dependência ao álcool, mas não 

fica obrigatoriamente associada com mudanças nos mVeis proteicos das subvmidades 

pertencentes as três maiores famílias dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos e/ou 

da enzima NOS.
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