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INTRODUCAO




1. ASPECTOS GERAIS DO ALCOOLISMO

A dependéncia ao alcool, conhecida como alcoolismo, ¢ um distirbio cronico que
resulta de uma variedade de fatores genéticos, psicosociais ¢ ambientais (Morse e Flavin,
1992). E caracterjzada com base na presenga de tolerancia aos efeitos do alcool, controle
motor prejudicado, sindrome de abstinéncia ao alcool quando ha uma parada ou uma
redugic .na iﬁgestﬁo da bebida, uso continuado da bebida devido as conseqiiéncias
adversas, e dificuldade em controlar o consumo em decorréncia do grande desejo ou
compulséo para a mesma (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 1994;
Tabakoff ¢ Hoffman, 1996). Quando, porém, o uso excessivo € compulsivo pode ser
controlado ou parado para evitar as conseqiiéncias indesejadas, o consumo moderado de
" bebida alcodlica se faz presente. O mais baixo limite a ser considerado, nesse caso, pode se
encortrar na faixa de 4,5-50 g/dia, e o mais alto na faixa de 27-80 g/dia, variando de
aé:ordo com a cultura de cada pais (Eckardt et al., 1998).

As manifestagdes acima, entretanto, ndo sdo determinadas somente geneticamente,

psicossocialmente ou ambientalmente, mas também sdo provenientes de diferengas

 individuais relacionadas a farmacocinética do alcool. O nivel alcodlico resultante no

cérebro pode variar entre individuos, ¢ depende de pardmetros que incluem taxas de
absor¢do a partir do trato gastrointestihal, volume de distribui¢do corporal e taxa de
metabolismo (Tabakoff e Hoffman, 1996; Eckardt et él., 1998). Fatores inerentes a idade,
sexo, peso corporal, tipo de bebida alcodlica, nimero de drinques/dia, ocasifo e outras
varidveis também se tornam essenciais na analise da dependéncia alcodlica que afeta
aproximadamente 7-10% da populagdo dos Estados Unidos.e resulta em problemas sociais,

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



Gordon, 1997). Naquele pais, mais de 20% de todas as admissdes hospifalares envolve
complicagdes médicas provocadas pelo uso excessivo de bebida alcodlica, € o custo
socioecondmico anual ¢ de cerca de 70-100 bilhGes de ddlares por ano (Shalala, 1993;
Diamond e Gordon, 1997).

Como pdde-se observar, fica, até certo ponto, ficil de se fazer um estudo
epidemiolégico mais detalhado sobre a dependéncia alcodlica em paises como os Estados
Unidos visto a precisio das informag¢des no que diz respeito a esse fato. Em paises
subdesenvolvidos, entretanto, dados estatisticos relacionados ao disturbio do alcoolismo
ainda sfo escassos. No Brasil, por exemplo, os estudos s3o encontrados principalmente nos
maiores centros de pesquisa na area, entres eles Sdo Paulo, Porto Alegre, Rio de Janeiro e
Santa Catarina. Em alguns desses estudos fica claro o grande consumo de bebida alcodlica
pela populagéo em geral, sem restricdo de idade. Cabe enfatizar que os Estados Unidos,
impedindo a venda para menores de 21 anos, faz com que isto se torne um dos fatores
positivos na redu¢dio do consumo do &lcool a favor deles. Mais adiante, aspectos
relacionados ao consumo dessa droga no Brasil serdo mencionados.

Nossa visdo geral dos aspectos relacionados ao alcoolismo inclui muitas questdes
relacionadas aos mecanismos moleculares pelos quais o élcool influencia as proteinas
celulares, o que determina a sensibilidade ou resisténcia ao élcool, e quais agdes
moleculares s3o responsdveis por conseqiiéncias comportamentais especificas da ingestdo
do alcool e abuso a esta droga. Através de estudos multidisciplinares, muitas descobertas
tém surgido nas ultimas décadas, que tém levado 4 mudangas na conceituag#o e tratamento
do alcoolismo.

Atualmente, ha grande interesse na terapia e prevengdo da dependéncia do alcool. O

racional para tais terapias € baseado em algumas premissas. Primeiro, 0 avango na



Neurobiologia tem identificado sistemas de neurotransmissores que contribuem para o
inicio e para a manutengfo do consumo de bebida alcodlica. Um entendimento de como
mudangas especificas nas fun¢des desses sistemas afetam a susceptibilidade ao alcool
fornece um ponto de partida para o desenvolvimento de medicamentos. Os medicamentos
podem, teoricamente, ser desenvolvidos para aumentar ou diminuir a sintese, liberagio ou
concentra¢do sindptica de neurotransmissores, ou modular sistemas transducionais de
sinais. Segundo, novas drogas que reduzem o consumo de alcool em animais podem
também reduzir o consumo em humanos. Terceiro, o desenvolvimento de medicamentos
para o tratamento de dependéncias de outras drogas, sugere que isto possa também ser
possivel para o tratamento do alcoolismo. Visto que as atuais estratégias de tratamento e
prevencdo deste disturbio ainda s@io geralmente inefetivas, um melhor entendimento dos
mecanismos de ag¢do que levam ao desenvolvimento da dependéncia ao alcool se faz
necessario.

A sensibilidade inicial ao alcool prediz o abuso a esta droga em uma fase tardia da
vida, provavelmente pelo fato de que a resisténcia ao alcool, até certo ponto, faz com que
as pessoas consumam muito mais € com uma frequéncia muito maior as bebidas alcooélicas.
Essas pessoas tém maior probabilidade de se tornarem dependentes do que aquelas outrés
que sdo mais sensiveis aos efeitos daquela droga (Schuckit, 1994). Portanto, é importante
entender, a niveis celulares e moleculares, os fatores que regulam a sensibilidade das
proteinas neuronais que séo alvos para as a¢des agudas do élcool.

Quando a dependéncia ao 4lcool € estabelecida, o cérebro passa por certas
mudangas adaptativas para continuar funcionando apesar da presenga da droga. Como uma
consequéncia desta adaptagfio, entretanto, certas alteragdes ocorrem no cérebro quando o

alcool é removido. Em decorréncia disto, periodos de abstinéncia sdo marcados por uma



sensagdo de desconforto frente a esta situagdo e um desejo muito grande de consumir a
droga motiva o uso continuado. Em decorréncia desses fatores, ha também interesse
substancial no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares que levam a
mudangas adaptativas induzidas pela exposi¢do de longa duragio ao alcool e os papéis

dessas mudangas na sindrome de abstinéncia.



2. ALCOOLISMO NO BRASIL

O consumo de substincias psicoativas se constitui em um dos fendmenos mais
freqiientes na populagdo brasileira, com os primeiros contatos, na maioria das vezes,
ocorrendo durante a adolescéncia (Forster et al., 1996; Pechansky, 1998; Souza e Martins,
1998). Levando em consideragio o alcool, a grande freqiiéncia de consumo se da,
principalmente, pela quantidade e facilidade na aquisi¢o desta droga. O Brasil, em
decorréncia da massiva produgio de alcool, produz acima de 1 milhio de litros desta
droga/ano (cerca de 6,6 litros/pessoa/ano). Esta expressiva produgio €, em parte, resultante
de um enorme programa de plantagéo de cana-de-aguicar que foi criado com o objetivo de
produgdo barata de alcool como um substituto do petrdleo para os carros. Um dos efeitos
dessa superproducdo de cana-de-agticar € a depreciag@io no prego de bebibas alcodlicas. O
litro da cachaga, por exemplo, é cotado a menos de U$ 2.00, o que favorece o consumo
deste destilado mais popular produzido a partir da cana-de-agucar (Laranjeira, 1996).

Através de estudos com adolescentes brasileiros, foi verificado que 88,9% da
amostra selecionada ja havia consumido bebida alcodlica algumas vezes, seguido pelo
consumo de tabaco (37,7%), independentemente da classe social. Este estudo foi basgado
no. uso de questionarios auto-aplicdveis contendo questdes demograficas, sobre a
percepcdo e comportamentos intrinsecos relacionados ao consumo de drogas, entre elas 10
classes de substincias psicoativas (4lcool, tabaco, solventes, barbituratos, anfetaminas,
tranquilizantes, maconha, cocaina, alucinégenos e opidides). Os resultados da pesquisa
mostraram que, seja legal ou ilegal, o consumo de substéncias psicoativas se torna um dos
fenémenos mais freqlientes em nosso pais, principalmente nas primeiras fases da

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



alcool continua sendo uma das substancias psicoativas de maior prevaléncia de uso na
vida, com uma estimativa de 53,2% da amostra selecionada em 24 cidades do estado de
Sdo Paulo. Neste estudo foi verificado que 6% da mesma amostra populacional era
dependente aquela droga, valores estes proximos aos observados em estudos de outros
paises (CEBRID, 2000). Este grande consumo pode ser em decorréncia de diversas
varidveis, assim como pode ser fator determinante de muitas moléstias, conforme
demonstrado por estudos das caracteristicas sociais, demograficas e clinicas da doenga
(Carvalho et al., 1995; Hochgraf et al., 1995; Lopes et al., 1996; Hirata et al., 1997).

Em termos das caracteristicas sociais ¢ demograficas associadas ao consumo do
alcool, as mulheres brasileiras comecam a beber e consomem muito mais a droga, em uma
fase mais tardia da vida do que os homens. Adicionalmente, ¢ atribuido ao sexo feminino a
maior incidéncia de suicidios com causas relacionadas diretamente ao alcoolismo (Vianna
e Monteiro, 1991; Hochgraf et al., 1995; Pechansky, 1998). A violéncia familiar e
agressdes fisicas sdo algumas das maiores queixas das vitimas de dependentes em alcool
(Carvalho et al., 1995; Cruz, 1999; Gianini ef al., 1999; Orpinas, 1999). Além disso, outros
fatores tais como idade, nivel de educagio, renda salarial e raca também estdo associados,
de alguma forma, aquele disturbio (Moreira et al., 1996).

Em relagdo aos estudos clinicos brasileiros, o alcoolismo estd implicado com
elevada pressdo arterial (Faintuch, 1995; Cordeiro et al., 1998), pancreatite crénica (Mott
et al., 1989, Dani ef al., 1990; Cunha et al., 1997; Porto et al., 1999); doengas hepdticas
(Cotrim et al., 1988) e carcinomas do trato respiratorio e sistema digestivo (Hamada et al.,
1991, Dietz et al., 1998; Schlecht et al., 1999). Os mais altos riscos, entretanto, sdo aqueles
relacionados ao cérebro, mas, infelizmente, os estudos clinicos relacionados a essas

implicagdes no Brasil ainda sfo escassos. No que diz respeito aos estudos experimentais,



poucos sdo os grupos que atualmente se dedicam as pesquisas envolvendo a ag&o do alcool
no SNC. Os efeitos da toleradncia a incoordenagio motora (Barreto ef al., 1998; Zaleski et
al., submetido a publicagdo; Barbosa e Morato, submetido a publicagdo); efeito
hipotérmico (Carrefio ef al., 1997), avaliagdo de respostas comportamentais relacionadas a
atividade ansiolitica do etanol (Ferreira e Morato, 1996, 1997); efeitos reforgadores (Blatt e
Takahashi, 1999), estimulagio locomotora e sensibilizagdo produzida pela associagdo do
alcool e outras drogas (Gevaerd e Takahashi, 1999; Gevaerd et al., 1999) e problemas
associados & Sindrome Alcodlico-Fetal, que provoca sérios problemas ao recém-nascido e
ao longo de todo o desenvolvimento, devido a ingestéo de alcool por mées gravidas (Silva
et al., 1981; Grinfeld et al., 1999a, b), sdo algumas das principais linhas de pesquisas que
ainda mantém a contribuicdo de nossos pais para novas descobertas relacionadas ao
tratamento de um distirbio tdo complexo como o do alcoolismo.

Como vimos, véarios sdo os fatores que, direta e indiretamente, podem estar
implicados na dependéncia ao 4lcool. Ainda que de maneira escassa, campanhas
publicitarias em nosso pais mostram os riscos do consumo das drogas e tentam ajudar na -
conscientizagdo dos danos que elas podgm produzir, entretanto sdo falhas em relagdo ao
uso/abuso do alcool devido ser uma droga liberada. Neste trabalho, serfo fornecidos varias
informagdes tedricas e dados experimentais que propiciario conhecimentos dos fatores
relacionados ao consumo do alcool e as implicagdes cerebrais, assim como o0s
desequilibrios homeostéticos nos sistemas de neurotransmissores presentes no SNC em

decorréncia do consumo de curta e longa duragéo dessa droga.



3. HOMEOSTASIA DO CEREBRO DIANTE DO
CONSUMO DO ALCOOL

Todas as atividades que ocorrem no SNC envolvem comunicagdes entre as células
nervosas. Grupos de neurdnios com fungdes similares estendem-se de uma regido para
outra, formando circuitos neurais que interagem uns com o0s outros para intégrar todas as
fungdes centrais (Koob et al, 1994; Di Chiara et al., 1996). No que diz respeito ao
alcoolismo, vérios s@o os circuitos envolvidos nos diferentes aspectos deste distiirbio que
interferem na homeostasia cerebral. Sob condi¢des normais, é possivel verificar um
equilibrio entre os neurotransmissores inibitorios e excitatdrios (figura 1-A). O consumo
alcodlico, entretanto, pode deprimir as fungGes cerebrais, alterando o balango homeostatico
entre aquelas neurotransmissées (Valenzuela, 1997).

O alcool pode atuar especificamente como um depressor por aumentar a
neurotransmissdo inibitéria, por diminuir a neurotransmissao excitatdria ou através de uma
combina¢do de ambos. No caso do consumo de curta duragdo, o balango homeostatico é
inclinado em direg@o aos efeitos inibitorios (figura 1-B) tanto por aumentar as fun¢des dos
neurotransmissores inibitérios e neuromoduladores (i.e 4cido gama-aminobutirico —
GABA,; glicina e adenosina), quanto por reduzir as fun¢des dos neurotransmissores
excitatorios (i.e. glutamato e aspartato) (Valenzuela, 1997). Pesquisas sugerem que apos
exposi¢do de longa duragdo, o cérebro tenta restaurar o equilibrio compensando os efeitos
depressores do alcool. Desta maneira, o cérebro diminui a neurotransmissdo inibitéria e
aumenta a neurotransmissdo excitatoria (figura 1-C). As agles excitatdrias (e.g., redugéo
das inibi¢gdes sociais) parecem ser causadas, pelo menos em parte, pela supressdio dos

sistemas de neurotransmissores inibitérios (Pohorecky, 1977). Durante a sindrome de



abstinéncia ao dlcool, estas mudangas compensatdrias ndo sfo opostas pela presenca da
droga e o balangco muda em dire¢do a um estado de excitabilidade aumentada (figura 1-D).
Este estado de hiperexcitabilidade € caracterizado por crises epileptiformes, delirios e
ansiedade (Valenzuela, 1997).

Em resumo, o alcool, diferente dos benzodiazepinicos, pode tanto aumentar as
agbes do principal sistema inibitério do cérebro, quanto atuar bloqueando alguns aspectos
dos sistemas excitatorios endogenos cerebrais. Esta acdo dual de aumentada inibi¢do e
diminuida excitagdo explica porque o alcool causa tantos prejuizos sobre as fungdes do

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

consome.
CONDICQOES NORMAIS EXPOSICAO DE CURTA DURACAOQ
Balango nas neurotransmissdes Deprime as fungdes do cérebro, alterando
inibitdrias e excitatorias do cérebro o balango entre as i
EXPOSICAO DE LONGA DURACAO SINDROME DE ABSTINENCIA
O cérebro trabalha para restaurar um AOALCOOL
equilibrio, compensando os efeitos As mudangas compensatorias deixam
depressores do alcool. de existir pela auséncia do dlcool.
Figura 1 - Representacdo esquemdtica dos efeitos do dlcool no balango das

neurotransmissdes inibitorias e excitatdrias no cérebro (adaptado de Valenzuela, 1997).
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4. ASPECTOS NEUROCOMPORTAMENTAIS DA
DEPENDENCIA AO ALCOOL

E bem conhecido que os efeitos comportamentais produzidos pelo alcool em
humanos e em animais ocorrem em’concentrag:ﬁes milimolares. Levando em consideragdo
o etanol, as concentragdes sanguineas em que um individuo comega a perceber mudangas
fisiolégico-comportamentais podem ser de 5-20 mM ou aproximadamente 20-90 mg/dl
(Eckardt et al., 1998). A leve intoxicag@io ocorre de 20-25mM (concentragio alcodlica
sanguinea de aproximadamente 100 rﬁg/dl) (Woodward, 1999). Outros trabalhos
mencionam que em pessoas ndo dependentes a esta droga, a intoxicag¢do se desenvolve em
um nivel alcodlico sangiiineo de 10-35 mM (50-150 mg/dl), produzindo euforia e perda
das inibi¢bes sociais, ataxia, alteracGes na memoria, falta de atengfo, tempo de reagdo
diminuido e sonoléncia, tocios contribuindo para que o consumo do alcool seja uma das
maiores causas de acidentes de diferentes origens (Urso et al., 1981; Goldstein, 1983;
Diamond e Messing, 1994).

As concentragdes alcollicas no sangue e no cérebro se equilibram rapidamente
apos a ingestdo da bebida devido esta droga atravessar facilmente as barreiras cerebrais.
Quando presente em niveis sanguineos elevados (> 150 mg/dl), o alcool é considerado
amnésico (Goldstein, 1983). Nas concentra¢des de 100 mM (aproximadamente 400 mg/dl
de alcool no sangue) os efeitos podem ser fatais, principalmente em decorréncia da
depressdo respiratdria e hipotensiio (Urso et al., 1981; Diamond e Messing, 1994). Essa
intoxicagdo € muito pior nos individuos ndo tolerantes (Woodward, 1999), visto que as
pessoas dependentes s@o mais resistentes & intoxicagdo alcodlica do que aquelas ndo

dependentes (Lindblad e Olsson, 1976; Urso et al., 1981).
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Os efeitos neurocomportamentais do 4lcool podem ser prazerosos, estimulantes ou
sedativos, ¢ dependem da dose, do tempo de ingestdo, se a ingestio € crénica ou
intermitente, da expectativa de quem bebe, do ambiente no qual o alcool é consumido, da
personalidade de quem bebe, e da predisposi¢io genética para a dependéncia ao alcool.
Entretanto, sabe-se que uma das principais razées do homem fazer uso desta droga ¢é por
causa de seu efeito ansiolitico (Nutt, 1999). Uma das mais antigas teorias baseadas na
aprendizagem, usada para explicar a transi¢do entre beber moderado e abuso do alcool e
alcoolismo € a hipétese da redugéo de tensdo ou redugdo 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 apds o ultimo drinque, caracteristico de uma sindrome de abstinéncia ao alcool
(Hall e Zador, 1997). Neste caso, ao invés de apresentar efeito ansiolitico, o consumo
prolongado pode levar a efeitos ansiogénicos (File et al., 1993; Gatch et al., 1999).

A sindrome de abstinéncia ao alcool pode ser classificada em trés conjuntos de
sintomas: o primeiro consiste daqueles relacionados com hiperatividade auton6mica, os
quais aparecem horas apds o ultimo drinque e tém um pico em 24-48h. Nesta etapa, as
pessoas podem se queixar de ansiedade, conforme mencionado anteriormente; nausea,
vOmito, tremor e agitagdo. No segundo, sdo comuns as excitagdes neuronais, as quais
incluem as crises epileptiformes, que ocorrem com 12-48h apds a abstinéncia ao alcool
(O’Brien, 1996). Por fim, o ferceiro conjunto de sintomas compreende o delirium tremens
(ou delirio da retirada do élcobl), 0 qual aparece somente em estados mais graves da
doenga, e € caracterizado por alucina¢Ges visuais e auditivas, confusio e desorientagéo,
perda da consciéncia, ateng@o prejudicada e pronunciada hiperatividade autondmica. Se

ndo tratado, o dependente pode morrer por colapso respiratério e cardiovascular
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(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 1994; O’Brien, 1996; Hall e
Zador, 1997).

Um objetivo-chave da pesquisa do alcoolismo ¢ explicar porque as pessoas
comegam a beber, porque algumas bebem em excesso, ¢ porque outras sdo incapazes de
parar o consumo do alcool diante de conseqtiéncias prejudiciais e/ou dificeis. Além disso,
ha interesse no entendimento dos fatores que influenciam o consumo dessa droga, que
levam a transi¢fo do seu consumo médio a moderado para um consumo descontrolado. Os
refor¢os positivo e negativo s@o alguns desses fatores que estdo envolvidos na manutengdo
do alcoolismo, fazendo com que as pessoas consumam cada vez mais a droga. O reforco
positivo € o processo pelo qual uma agéo torna-se repetitiva com o objetivo de dar prazer
ou recompensa. O refor¢o negativo € baseado, ndo somente na recompensa, mas também
no fato de que a droga alivia um sintoma desagradavel ou doloroso (Gardner e Lowinson,
1993; Koob et al., 1993).

Os diversos efeitos fisioldgicas e comportamentais do alcool se devem as agdes em
varias regides do cérebro. O hipocampo que faz conexdes reciprocas com varias estruturas
cerebrais, entre elas cortex, amigdala, hipotalamo e substincia cinzenta periaquedutal,
formando um sistema cerebral responsavel por reagdes 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 responsaveis pelos
processos reforgadores do alcool, sugere-se que o hipocampo esteja relacionado com a
dependéncia ao dlcool (Hollmann e Heinemann, 1994; Ulrichsen et al., 1996; Koob et al.,
1998; Devaud e Morrow, 1999; Wirkner et al., 1999, Costa ef al., submetido a publicag&o).
Além disso, sabe-se que o Sistema de Inibigdo Comportamental (do inglés Behavioural

Inhibition System — BIS) proposto por Gray (1987), responde a varios eventos punitivos e
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estimulos novos, onde drogas com propriedades ansioliticas, como o alcool por exemplo,
podem atenué-lo em conseqiiéncia de sua agio no sistema septohipocampal. Dessa forma,
pode-se sugerir que o hipocampo seja uma das principais areas do sistema nervoso central
envolvida nos efeitos do alcool.

Por outro lado, apesar de haver davidas quanto a validade de se usar primatas néo-
humanos ou animais de pequeno porte para estudos envolvendo comportamento
consumatoério de alcool (Cicero, 1979), varios trabalhos tém mostrado que tais animais sdo
importantes para o entendimento dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos no
alcoolismo. Embora este seja um distarbio unico para humanos, muitos estudos tém
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 sdo usados como ferramentas nas pesquisas de componentes
com potencial terapéutico e como simulagdes para pesquisas dos mecanismos envolvendo
comportamento emocional. Vérios deles podem mimetizar o alcoolismo humano e estdo
disponiveis para estudar as fungdes normais e anormais do sistema nervoso. Dois modelos
que merecem ser mencionados aqui, visto que serviram de base para a execu¢io de nossos
estudos, sdo o labirinto em cruz elevado e a administraggio oral prolongada de alcool. O
teste do labirinto em cruz elevado ¢ usado extensivamente na descoberta de agentes
ansioliticos e ansiogénicos, e para investigar bases psicologicas e neuroquimicas da
ansiedade (Rodgers et al., 1997). E um modelo animal validado etologicamente, porque
usa estimulo natural que pode induzir ansiedade em humanos (Dawson e Tricklebank,
1995; Rodgers et al., 1997). A auto-administraggio oral de alcool, por sua vez, tem sido um
modelo animal frequentemente usado para o estudo da motivagiio do consumo do &lcool ou

para o estudo das conseqiiéncias da dependéncia alcodlica em ratos (Moy et al., 1997).
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E importante enfatizar que um perfeito modelo experimental para uso com animais
¢ isomorfico as condi¢des humanas e que torna-se util quando pode ser mostrado que tem
uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um processo
complexo através de hipdteses testadas em humanos (McBride e L1, 1998). Através deles €
possivel realizar pesquisas celulares e moleculares, envolvendo neurotransmissores e
receptores, que se constituem em ferramentas fundamentais para o estudo de muitos
aspectos fisioldgicos, farmacolégicos, bioquimicos e comportamentais relacionados ao

alcoolismo.
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5. ALVOS CELULARES E MOLECULARES DAS
ACOES AGUDA E CRONICA DO ALCOOL

As agdes do dlcool no cérebro sdo complexas, visto a diversidade de areas e
diferentes neurotransmissores no SNC que séo afetados por esta droga (Litten et al., 1996;
Eckardt er al., 1998). Essas agdes, provavelmente, podem ser alteradas por varios
mecanismos que, no passado, pareciam dificeis de serem identificados, principalmente
quanto aos efeitos especificos (Allan e Harris, 1991; Tabakoff e Hoffman, 1992).

Uma das teorias mais importantes das a¢des do alcool foi baseada na observagio de
que esta droga alterava as propriedades dos lipidios nas membranas neuronais, aumentando
a fluidificagdo das membranas (Goldstein e Chin, 1981; Rottenberg, 1986). Essa idéia de
que o slcool atua dissolvendo as membranas neuronais, alterando as fungdes
inespeciﬁcamente, tem sido substituida pela visdo de que o alcool atua especificamente
sobre certas enzimas e receptores do cérebro. Este fato nfo indica que o dlcool atua como
um transmissor em um sentido convencional;, essas a¢des provavelmente representam
perturbagdes fisico-quimicas causadas pela lipoafinidade do 4lcool por partes alostéricas
das proteinas. Entretanto, a identificagfio dessas proteinas sensiveis ao alcool, nio somente
ajudam a explicar as a¢Oes desta droga, como também servem de alvos para novos
tratamentos (Nutt, 1999).

Recentes evidéncias sugerem que as proteinas envolvidas na transdugio de sinais
podem ser os mais importantes alvos celulares para o alcool administrado aguda e
cronicamente (Alling, 1999). Componentes da cascata de transdug@o de sinais que parecem
ser influenciados por essa droga incluem canais i6nicos (Snell et al., 2000), segundos

mehsageiros (Pandey, 1998), proteinas G (Davis-Cox et al., 1996), reguladores de
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expressdo génica (Wilke et al., 1994), neurotransmissores € seus receptores (Finn et al.,
2000; Snell et al., 2000) e incluindo como caso especial o 6xido nitrico (NO) (Ikeda et al.,
1999; Singhal et al., 1999; Venkov ef al., 1999). Grande interesse tem sido dado para a
participagdo do sistema glutamatérgico e das vias nitrérgicas na maior parte dos efeitos do
alcool no SNC, mas devido a diversidade de areas cerebrais em que eles se encontram
presentes e devido as interagdes com diferentes neurotransmissores, tornou-se dificil de se
obter resultados experimentais homogéneos em varias dreas de pesquisa quando o assunto
se trata de sistema glutamatérgico e alcool, NO e élcool ou a interagéo de todos eles. Neste
trabalho, vamos examinar e estender os estudos-com esses neurotransmissores nos efeitos

agudo e crdnico do alcool.
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5.1 Receptores glutamatérgicos ionotrépicos

Os receptores glutamatérgicos ionotropicos t€m sido divididos em dois grupos: os
N-metil-D-aspartato (VMDA), que sdo sensiveis ao NMDA e acoplados a canais de alta
conduténcia idnica, permeavel ao sodio, potassio e célcio; e os ndo-NMDA, que fazem
parte os receptores a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propionato (AMPA) e Kainato,
ativados pelo AMPA, quisqualato e kainato, e sdo acoplados a canais idnicos permeaveis
principalmente ao so6dio e potassio (Watkins e Evans, 1981; Mayer e Westbrook, 1987).
Sabemos que o alcool tem extenso efeito sobre o SNC através de suas agdes diretas e
indiretas em varios sistemas neuroquimicos. Nos ultimos anos, um dos mais importantes
sistemas envolvidos com os efeitos daquela droga integra os receptores glutamatérgicos
ionotrépicos.

Pesquisas tém mostrado a importancia dos receptores NMDA em varios aspectos
das fungdes fisioldgicas (Collingridge e Singer, 1990; Snell et al., 2000), o que tem feito
deles, um dos mais bem estudados, principalmente devido & disponibilidade de agonistas e
antagonistas seletivos (Watkins e Evans, 1981). A multiplicidade de sitios modulatorios
naquele complexo receptor favorece diversas possibilidades para intervengdo
farmacoldgica. Entre aqueles inclui-se o sitio modulatério positivo para glicina (GLY)
(Wroblewski ¢ Danysz, 1989). A GLY nfo € simplesmente um forte potenciédor das
respostas do glutamato, mas € absolutamente necessaria 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 al., 1990). A participagio de agonistas e
antagonistas do sitio da GLY nos complexos receptores NMDA tem sido alvo de muitos

estudos comportamentais, em especial aqueles relacionados a ansiedade (Corbett e Dunn,
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1993; De Souza et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999). Varias linhas de pesquisa
sugerem que o alcool € um antagonista daquele sitio (Ferreira e Morato 1996, 1997; Nunez
et al., 2000; Snell et al., 2000).

Cabe enfatizar, que além do sitio da GLY, as subunidades que integram os
receptores também s&o fundamentais para a atividades dos mesmos. Os receptores NMDA
consistem de seis subunidades (NR1, NR2 (A-D) e NR3A), cada uma derivada de um gene
separado, as quais se combinam para formar um receptor multimérico. Estudos in vitro
mostram que para a funcionalidade dos receptores NMDA, € necessaria a presenga de pelo
menos uma subunidade NR1 (Ishii ef al., 1993; Monyer et al., 1994; Behe et al., 1995).
Esta subunidade ¢ amplamente distribuida através do cérebro e ¢é considerada a
subunidade-chave dos receptores NMDA. As agdes fisiologicas desses receptores parecem
sér determinadas pela co-associagdo de uma subunidade NR1 com NR2 (A, B, C ou D)
(Meguro et al., 1992; Ishii et al., 1993; Seeburg et al., 1995) e/ou uma subunidade NR3A
(Sucher et al., 1995; Das et al., 1998). As subunidades NR1 e NR2 expressam os sitios de
reconhecimentos para a GLY e para o glutamato, respectivamente (Williams et al., 1996;
Laube er al., 1997). Todas essas subunidades compartilham um pouco de suas seqiiéncias
idénticas 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 si@o os receptores primarios envolvidos né transmisséo excitatéria rapida
da maioria dos neurdénios no SNC (Hollmann e Heinemann, 1994) e sdo consitituidos
pelas subunidades GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4 (Keindnen ef al., 1990). A familia dos
receptores Kainato, por sua vez, compreende as subunidades GluRS5, GluR6, GluR7, KA1

e KA2 (Hollmann e Heinemann, 1994). Os papéis desses receptores tém sido focos dos
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mais recentes estudos nas mais diversas dreas da Neurociéncia (Valenzuela ef al., 1998a,
b; Bortolotto ez al., 1999, Chittajallu ef al., 1999; Valenzuela e Cardoso, 1999; Weiner et
al., 1999; Costa et al., 2000). Os receptores AMPA e Kainato sdo encontrados em muitas
regides do SNC, incluindo o hipocampo como uma das areas do cérebro mais rica na
expresséo das subunidades destes receptores (Keinédnen et al., 1990; Petralia et al., 1994) e
ganham, atualmente, um lugar privilegiado nas pesquisas voltadas para as explicagbes de
varios distarbios, incluindo o alcoolismo. Com isto, pesquisas biomédicas basicas tém
exercido um papel importante no entendimento dos mecanismos neurais pelos quais o

alcool produz intoxicacéo aguda, dependéncia e sindrome de abstinéncia.
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5.2 Efeitos do 4lcool nos receptores glutamatérgicos
ionotropicos

Os receptores glutamatérgicos tém sido implicados, pelo menos em parte, nos
mecanismos através dos quais o alcool produz grande parte dos seus efeitos agudos e
cronicos. Entre os receptores glutamatérgicos ionotropicos o que tem sido melhor estudado
€ que parece exercer um papel-chave nas a¢des daquela droga incluem-se os receptores
sensiveis as agdes do NMDA. Quando administrado agudamente, o 4lcool tem efeitos
inibitérios nas a¢des desses receptores, bloqueando as a¢gdes dos canais idnicos neuronais.
Em contrapartida, a administragdo cronica dessa droga causa um aumento compensatorio
no numero de canais i6nicos e elevada sensibilidade dos neur6nios aqueles canais (Danysz
et al., 1992; Harris, 1999). Além disso, o alcool pode também interferir nas respostas dos
receptores Kainato (Dildy-Mayfield e Harris, 1995; Valenzuela et al., 1998b) ¢ AMPA
(Lovinger, 1993), sugerindo que os receptores ndo-NMDA também sejam sensiveis aquela
droga.

Tem sido demonstrado em experimentos in vitro que o alcool aumenta a regulagio
das subunidades especificas dos receptores NMDA, mostrando que os canais i6nicos
contendo as subunidades NR2A e NR2B sdo mais sensiveis a esta droga do que aqueles
contendo as subunidades NR2C e NR2D (Koltchine ef al., 1993; Masood et al., 1994; Chu
et al., 1995). Em experimentos in vivo foi mostrado que ratos alimentados por 12 semanas
com dietas liquidas contendo etanol, aumentaram a expressdo das subunidades NR1 no
hipocampo, mas ndo em outras estruturas cerebrais (Trevisan et al., 1994). Bhave ef al.
(1999) sugeriram que as agdes do 4lcool em inibir os receptores NMDA quando os
neurénios granulares cerebelares estdo expressando a mais alta proporgﬁo de subunidades

NR2B, é um resultado da mais alta afinidade desses receptores para os niveis endogenos de
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GLY. Outro grupo de pesquisadores, entretanto, mostraram que esta sensibilidade ao
etanol ndo estd relacionada com a composi¢do da subunidade dos receptores NMDA e nem
com a sensibilidade do ifenprodil, um antagonista especifico da subunidade NR2B, mas
sim, exclusivamente, com uma interago cinética com a GLY (Popp et al., 1999).

Ao contrario do que é conhecido sobre os efeitos da exposi¢do cronica ao etanol
sobre as fungdes dos receptores NMDA, poucos estudos tém investigado esses -efeitos
sobre os receptores AMPA e Kainato. No que diz respeito ao Kainato, apesar dos papéis
exercidos por esses receptores nas complexas fungdes do cérebro ainda serem pouco
entendidos, trabalhos estdo surgindo para se compreender as consequéncias das respostas
inibitorias desses receptores pelo etanol, visto que estudos indicam que as fungGes de
recombinantes dos receptores Kainato (Dildy-Mayfield e Harris, 1995; Valenzuela et al.,
1998a), e dos receptores Kainato em neurdnios granulares cerebelares isolados
farmacologicamente, sdo inibidas pelo etanol (Valenzuela et al., 1998b).

Recentes investigagdes revelaram que nas concentragdes 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 néo-
NMDA, AMPA e Kainato (Lovinger ef al., 1989, 1990). Desta maneira, a visdo prevalente
¢ de que aquela droga atua primariamente sobre os receptores NMDA, influenciando a
neurotransmissdo mediada pelo glutamato. Outros estudos, entretanto, indicaram que as
respostas neuronais para a ativagéo dos receptores AMPA e Kainato podem também ser
moduladas pelo etanol, embora em concentragées maiores (> 50 mM) do que aquelas
usadas para induzir modulagfio dos receptores NMDA (Lu e Yeh, 1999). Além disso,

também ¢é discutido que os receptores AMPA e Kainato apresentam uma significante
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sensibilidade as ag¢bes agudas do etanol em vérias regides do SNC, incluindo o hipocampo
(Lovinger et al., 1989; Martin et al., 1995).

Em resumo, uma das respostas adaptativas do SNC a exposi¢ao cronica ao etanol ¢
um aumento na regulagdo dos receptores NMDA em humanos (Michaelis et al., 1990) e
em ratos (Dahchour e De Witte, 2000), particularmente no hipocampo, conforme medido
pela ligagdo especifica de ligantes (Gulya et al., 1991; Snell er al., 1993) e pela
imunoreatividade das subunidades dos receptores NMDA (Trevisan et al., 1994). Além
disso, resultados também indicam que os receptores Kainato hipocampais sdo agudamente
inibidos pelo etanol (Costa et al., 2000) e levantam a possibilidade de que, quando
administrada cronicamente, esta substéncia psicoativa pode também alterar a fungdo desses
receptores.

Neste contexto, ¢ importante investigar se mudangas compensatérias na expressio
e/ou fungdo dos receptores NMDA, AMPA e Kainato hipocampais ocorrem apds a
exposicio crénica ao etanol. Este estudo agudo limitou-se somente a observagdes
comportamentais. Neste trabalho escolhemos estudar os efeitos da exposi¢do aguda e
cronica ao etanol sobre os receptores glutamatérgicos ionotropicos porque estes podem ser
alvos importantes nas intervengGes farmacoldgicas que aliviam alguns dos sintomas e

consequéncias da dependéncia e da sindrome de abstinéncia ao alcool.
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5.3 Oxido Nitrico

A descoberta de que as agdes bioldgicas do fator relaxante derivado do endotélio
eram devidas a liberagdo endégena de NO (Ignarro et al., 1987, Khan e Furchgott, 1987;
Palmer et al., 1987) revelou a existéncia de uma via bioquimica ubiqua (Moncada et al.,
1989). Ao contrario dos neurotransmissores classicos, o NO ¢ sintetizado de acordo com a
demanda, pelas sintases do 6xido nitrico (NOS), que sfo enzimas contendo o grupo heme
com uma seqiiéncia similar ao da citocromo P-450 redutase. Elas contétm um dominio
oxigenase N-terminal e um dominio redutase C-terminal (Nathan e Xie, 1994). A atividade
da NOS requer uma homodimerizagdo bem como trés co-substratos (L-arginina,
dinucleotideo de nicotinamida fosfato de adenina reduzida — NADPH, e O,) e 5 cofatores
ou grupos prostéticos (dinucleotideo de adenina flavina - FAD, mononucleotideo de
flavina - FMN, calmodulina, tetrahidrobiopterina ¢ heme) (Marletta, 1994; Nathan e Xie,
1994).

Varias isoformas distintas de NOS tém sido descritas e representam os produtos de
trés genes distintos (Marletta, 1994; Nathan e Xie, 1994), sendo duas formas constitutivas
e uma induzida. Entre as formas constitutivas de NOS dependentes de célcio-calmodulina
(Ca™-CAM), incluem uma neuronal, a NOSrn (também designada NOSI1), identificada
primeiramente em neurdnios. Entretanto, além do cérebro (cerebelo, cortex, estriado, bulbo
olfatério, hipocampo, hipotdlamo e prosencéfalo basal), encontra-se também presente na
medula dorsal e sistema nervoso periférico. Outra forma constitutiva de NOS ¢ a
endotelial, a NOSe (também designada NOS3), primeiramente identificada no endotélio
vascular. A forma induzida por estimulos imunoldgicos ou inflamatérios, a NOSi (também
designada NOS2), 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 regides do cérebro (Dawson et al.,
1991; Southam e Garthwaite, 1993), fica fécil entender porque o NO estd presente na
maior parte das regides cerebrais, controlando multiplos pontos da neurotransmissdo no
SNC, e envolvido em um niimero de eventos das mais diferentes naturezaé.

Evidéncias indicam que o sistema glutamato/NOS/guanilato ciclase (GC) soluvel é
de importancia priméaria em uma variedade de processos fisiologicos e patologicos 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 interagéo neuroquimica deriva de estudos in vivo e in
vitro fazendo-se uso de varias técnicas, onde mostram que as vias da NOS/GC cerebral sdo
principalmente controladas pelos receptores NMDA, AMPA, metabotropicos e também
podem ser influenciadas por outros transmissores (GABA, acetilcolina e neuropeptideos)
através de circuitos polissindpticos interagindo com o sistema glutamatérgico (Vincent et
al., 1998; Fedele e Raiteri, 1999).

O NO parece influenciar, de alguma forma, comportamentos relacionados a
ansiedade. A administragio de inibidor da NOS, L-N%nitro-arginina (L-NOARG) em
ratos, reduziu significantemente o aumento da exploragfo nos bragos abertos do labirinto
em cruz elevado induzido pelo gés anestésico 6xido nitroso. Este antagonismo dos efeitos
do 6xido nitroso também foi revertido pelo pré-tratamento intracerebroventricular com L-
arginina, mas ndo com D-arginina. Os resultados nos mostraram a participagdo do NO
mediando o efeito ansiolitico daquele gas (Caton et al, 1994). Além disso, foi
demonstrado que o pré-tratamento sistémico com L-NOARG antagonizou o efeito
ansiolitico do benzodiazepinico clordiazepéxido em camundongos testados naquele mesmo

modelo experimental. Estes dados sugeriram que a produgio de NO pode mediar os efeitos
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de alguns ansioliticos (Quock e Nguyen, 1992). Por outro lado, um inibidor da NOS, NS-
nitro-L-arginina metil-ester (L-NAME) quando administrado na substincia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD) ou sistemicamente em ratos, aumentou a explora¢do
daqueles animais nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado sem nenhuma alteragfo
no numero de entradas nos bragos fechados, uma resposta caracteristica de compostos com
atividade ansiolitica (Guimarées ef al., 1994). Nebste contexto, o NO foi considerado uma
substéncia ansiogénica. Com estas contradi¢Ges de informagdes fica clara a necessidade de
estudos complementares relacionados a participagdo desse mensageiro ndo convencional
com as respostas comportamentais de ansiedade.

Outros estudos mostram que as a¢des do NO podem se dar em decorréncia de
influéncia direta ou indireta nos receptores NMDA. As interages entre os receptores
NMDA e o NO podem também ocorrer devido a presenga de proteinas que se ligam as
subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA e sinalizam moléculas, tais como as
NOS (Sattler et al., 1999; Takagi et al., 2000). A densidade pos-sinaptica 95 (PSD-95)
representa uma classe de proteinas de ancoramento que servem para localizar varios canais
idnicos nas densidades pds-sindpticas € contém dominios PDZ, os quais interagem com os
receptores NMDA. Estudos envolvendo essas proteinas ndo fizeram parte de nossos
objetivos, entretanto devido as informagGes anteriormente citadas, € possivel supor, que o
NO possa estar envolvido em comportamentos ligados a ansiedade e a divstﬁrbios como o

do alcoolismo devido a interagdo com os receptores NMDA.
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5.4 Efeitos do alcool nas vias nitrérgicas

Trabalhos tém mostrado que alguns dos efeitos do alcool sdo mediados através das
vias nitrérgicas. Agentes como os inibidores da NOS e doadores de NO, parecem estar
implicados em muitas das respostas comportamentais aquela droga. Ratos pré;tratados com
L-NAME atrasaram o inicio da perda dos reflexos posturais induzida pelo alcool, enquanto
que o doador de NO, dinitrato de isosorbida, diminuiu o tempo de duragdo da perda
daqueles reflexos. Esses dados complementados por outros, foram claros em sugerir que as
vias nitrérgicas tém alguma participa¢o no efeito sedativo do alcool (Adams et al., 1994).
O NO parece também exercer um papel importante no consumo voluntario daquela droga.
Essas informag¢des foram baseadas em estudos com a administragdo de L-NOARG e/ou o
L-NAME, que produziram uma significativa redug@o, dependente da dose, na ingestiio do
alcool (Rezvani et al., 1995; Calapai et al., 1996). Por fim, a L-NOARG também foi eficaz
ém prevenir o desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenagdo motora induzida pelo
alcool, enquanto um excesso do substrato L-arginina reverteu as ag¢des inibitérias da L-
nitro-arginina relacionadas aquelas respostas (Khanna et al., 1993; 1995).

Quando se considera que o consumo excessivo de 4lcool ocorre por longo tempo,
sabe-se que podem ocorrer mudangas comportamentais, estruturais e funcionais no
cérebro, afetando inimeras regides, incluindo o cerebelo (Walker et al., 1981; Popp et al.,
1999) e hipocampo (Freund e Anderson, 1999). O cerebelo, que sofre alteragdes pela
exposi¢do ao alcool durante o desenvolvimento e na fase adulta, tem a mais alta
concentragio de NOS (Bredt ef al., 1990b). Em ratos, a maior atividade da NOSn estd
presente no cerebelo (Matsumoto et al., 1993), entretanto, entre as areas do cérebro, onde

uma alta atividade da NOS ¢é também observada e parece ser influenciada pela agéio do
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alcool é o hipocampo (Lancaster, 1992). Embora a ligacdo entre tratamento agudo e
crénico de alcool e a atividade da NOS no hipocampo ndo esteja clara, é possivel que os

receptores NMDA tenham uma participagdo nessas interagoes.
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1II. HIPOTESES

Duas séo as hipoteses que estdo envolvidas neste estudo:

CAPITULO 1 - Diferentes mecanismos de a¢io parecem estar envolvidos

com as respostas comportamentais de ansiedade. Componentes das vias
nitrérgicas e os receptores NMDA parecem constituir importantes fatores

relacionados ao efeito ansiolitico do alcool.

Uma diversidade de informagdes contraditérias envolvem as vias nitrérgicas com os
efeitos produzidos pelo etanol ou relacionados com o comportamento de ansiedade. Alguns
trabalhos mostram que inibindo-se a NOS, o efeito ansiolitico de determinadas drogas
pode ser bloqueado, sugerindo que o NO possa mediar os efeitos de alguns ansioliticos.
Outros resultados mostram que os inibidores da NOS podem, per se, apresentar efeito
ansiolitico, indicando ser o NO uma substincia ansiogénica. Estudos mostram também que
os receptores NMDA exercem grande influéncia na maior parte dos efeitos produzidos
pelo etanol, em humanos e em animais experimentais. Levando-se em considerago varios
resultados experimentais obtidos in vivo e in vitro, nossa hipotese é de que o alcool
apresenta efeito ansiolitico, e que este pode ser modulado por componentes envolvendo as
vias nitrérgicas. Pode-se supor que a agdo ansiolitica produzida pelo etanol é em

decorréncia dessa interagé@o entre os receptores NMDA e NO.
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CAPITULO 2 - A exposi¢iio de longa duracio ao alcool altera a expressio

das subunidades dos receptores NMDA, AMPA e Kainato hipocampais.

A inibigdo cronica de neurotransmissores excitatorios frequentemente resulta em
um aumento na regulagdo das fungSes de seus receptores (Tsai e Coyle, 1998). Os
receptores NMDA, pdr exemplo, sdo inibidos agudamente pelo etanol. Apds prolongada
exposi¢do ao alcool, a expressdo de algumas subunidades desses receptores ¢ aumentada
como um mecanismo compensatério. E possivel que, além dos NMDA, os receptores
AMPA e Kainato hipocampais apresentem um aumento compensatdrio em suas expressdes
durante a exposi¢do cronica ao etanol. Além disso, visto que estudos in vitro mostram que
pode existir uma interagéo entre os receptores NMDA e NO, entfo € de supor que uma
diterag;ﬁo na expressdo da enzima NQS também possa ocorrer em resposta ao tratamento de

longa duragdo ao etanol.
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1Im1. OBJETIVOS

Para testar as nossas hipoteses, tinhamos os seguintes objetivos:

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

ansiolitico do etanol.

2. Estudar a interagdo 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 exposi¢do de longa duracdo ao etanol e a abstinéncia a
esta droga resultam em uma mudanca na expresséo. das subunidades dos
receptores glutamatérgicos ionotropicos NMDA, AMPA e Kainato, assim
como da NOS no hipocampo de ratos, fazendo-se uso da técnica de

Western Blot.



PAPEL DAS VIAS NITRERGICAS
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1. INTRODUCAO

Inimeras evidéncias indicam que o NO age como um neuromodulador e
mensageiro intercelular e retrogrado que medeia varias fungdes no SNC (Palmer et al.,
1988; Moncada et al., 1991; Zhuo et al., 1993; Schuman e Madison, 1994). Por exemplo, o
NO exerce um papel importante na regulagdo de um nimero de processos fisiologicos,
fisiopatologicos e comportamentais, tais como plasticidade sinaptica (O’Dell et al., 1991),
neurotoxicidade (Dawsoh, 1995; Ikeda et al., 1999; Sattler et al., 1999) e ansiedade (Caton
et al., 1994; Guimardes et al., 1994; De Oliveira et al, 1997, Volke et al., 1997).
Conforme ja mencionado, o NO € formado a partir do aminoacido L-arginina, pela NOS, a
qual existe em 3 isoformas: endotelial, induzida e neuronal (Férétermann et al., 1994). A
maioria dos estudos indica que a GC, .enzima que catalisa a formagdo do monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc), € 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 agbes do
NO no SNC.

Os efeitos do etanol nas vias nitrérgicas neuronais tém sido foco de recentes
pesquisas. A maioria destes estudos t€ém se concentrado nas a¢des da exposigdo crdnica
aquela droga e tém tido resultados conflitantes em alguns casos. O tratamento crénico tefn
mostrado aumentar seletivamente a formagio de NO no cerebelo de ratos (Xia et al., 1999)
e também em culturas de neurdnios corticais (Chandler et al., 1997). Ao contrario, a
atividade da NOS nas camadas superficiais dos coliculos superiores diminuiu apés o
consumo crénico do etanol (Zima et al, 1998). Foi relatado recentemente que a

estimulag¢do das vias dependentes do GMPc protege os granulos neuronais do cerebelo
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contra a neurotoxicidade induzida pelo etanol (Pantazis et al., 1998). Tém sido mostrado
que as vias nitrérgicas também interferem nas agdes in vivo do etanol. Demonstrou-se que
a inibicdo da NOS bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenagéo
motora induzida pelo etanol (Khanna et al., 1993, 1995; Morato ¢ Khanna, 1996) e reduziu
os sinais da sindrome de abstinéncia ao alcool (Uzbay et al., 1997). Visto que o NO se
encontra distribuido pelo cérebro como um todo, a interagdo 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

interagfo entre estes dois sistemas na agéo ansiolitica do etanol.



33

2. MATERIAL E METODOS

a) Animal;s

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 a agua e ragdo, em condigles laboratoriais,_ em
temperatura constanté de 23+1° C e ciclo de luz claro/escuro de 12h (6:00 as 18:00h). O
presente estudo procurou seguir algumas das recomendagdes 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 (Hawthorne, NY, USA).
O etanol (concentragdo de 14% p/v) foi preparado fazendo-se uso de 0,15 M de NaCl. 7-
Nitroindazol (7-NI); 3°,5’-monofosfato sodico de 8-bromoguanosina ciclico (8-Bromo-
GMPc) e D-cicloserina (DCS) foram obtidos da Research Biochemicals International
(Natick, MA, USA). Pentobarbital sédico, da Abbott Laboratory (Sdo Paulo, Brasil).
Propilenoglicol, nitroprussiato de sédio (SNP), dimetil sulféxido (DMSO), hidroxido de
s6dio (NaOH), monolaurato de polietileno sorbitano (Tween 20), cloreto de sddio (NaCl) e
sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0,4.7H,0) 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 veiculos foram injetados por via
intraperitoneal ou na regifio temporal do hipocampo. As doses e os tempos de tratamento

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

O equipamento foi feito em madeira, em forma de cruz, elevado 50 cm do chio
(Handley e Mithani, 1984), com dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois fechados (50 x 10
x 40 cm), opostos entre si. Para minimizar a queda dos animais nos bragos abertos, estes
foram circundados com uma proteg¢éo em acrilico 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 exploratéria e adaptagdo dos
animais ao ambiente do teste. O efeito ansiolitico foi definido por um aumento na
propor¢do das entradas nos bragos abertos e no tempo de exploragdo naqueles bragos,
relativo ao numero total de entradas em ambos os bragos e também ao tempo total
experimental. Uma diminuicao naqueles parametros foi considerado indicativo de um
efeito ansiogénico (Pellow et al., 1985; Lister, 1987). Uma redugdo no numero de entradas

nos bragos fechados foi indicativo de efeito sedativo.

d) Cirurgia e métodos de microinjecio
Ratos foram adaptados em um estereotdxico para implantagdo de cénulas
intrahipocampais unilaterais, sob anestesia de Equitesin®. Este anestésico foi preparado

misturando-se vigorosamente duas solugdes. A solugdo 4 continha hidrato de cloral (8,5
g), MgS0,.7H,0 (4,252 g) e H,0O (91,40 ml). A solugio B continha pentobarbital sédico
(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 implantaggo da canula guia foram
5 mm posterior ao‘bregma (AP —5mm); 5 mm lateral a linha mediana (ML 5 mm) € 6
mm a partir da superficie ventral‘ do crnio (DV -6 mm). Em um estudo preliminar

I4

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

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

e) Canulas

Foram preparadas canulas-guias de 10 mm de comprimento, feitas a partir de
agulhas descartaveis 25x7. As cinulas foram ancoradas a calota craniana com parafusos de
aco inoxidavel e cimento de acrilico. Um fio de aco foi introduzido nas cénulaé—guias para
prevenir a obstrug@o. Apds a implantacdo das cénulas, os ratos permaneciam pelo menos
de 5-7 dias para recuperagéo cirurgica. Para as microinje¢des das drogas, foram utilizadas
agulhas de 12 mm de comprimento (2 mm mais longas que as canulas-guias), 0,3 mm de
didmetro, adaptadas de agulhas odontolégicas, conectadas a microseringas (Hamilton), por
tubo de polietileno. Para nos certificarmos do fluxo de inje¢dio da droga, uma bolha de ar

foi produzida dentro do tubo de polietileno adaptado a microseringa.

J) Histologia

Apods o testes comportamentais, cada animal foi novamente anestesiado com

Equitesin®

e perfundido transcardiacamente com NaCl 0,9% seguido da solugdo de
formalina 10%. Uma microinjecdo de 0,5 ul de azul de Evans foi aplicada através da
canula-guia para marcar exatamente a localizagdo das microinje¢cdes. Os cérebros foram
removidos e mantidos em solu¢do de formalina a 10% por cerca de 5 dias. Os cortes
cerebrais (10 pm) foram obtidos usando um micrétomo de congelagdo, sendo em seguida

colocados em laminas para posteriores analises. Os sitios de inje¢do foram verificados

histologicamente sob um microscopio optico, de acordo com o atlas de Paxinos & Watson

(1997).
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g) Procedimentos experimentais

Administracio intraperitoneal

Dois grupos de 40 ratos foram injetados intraperitonealmente com 7-NI (6 mg/kg)
ou salina. Apés 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. Qutros 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, inje¢des de 7-NI (6 mg/kg I.P) ou salina. O etanol (1,0

g/kg 1.P) foi administrado 30 min ap6s o pré-tratamento com DCS/7-NI.

Administracio intrahipocampal

Neste experimento, cénulas foram estereotaxicamente implantadas na regido
temporal do hipocampo (AP -5mm; ML +5mm; DV -6mm) de ratos anestesiados com
Equitesin® conforme descrito anteriormente. Esta regidio do hipocampo eﬁvolve as areas
CA1, CA3 e giro denteado. Apds um periodo 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 pl de 7-NI (20 nmol). Pafa as injegdes
intrahipocampais, o 7-NI foi dissolvido em salina fosfatada tamponada (PBS) contendo
20% DMSO, 50 mM NaOH, e 16% Tween-20. Uma solugéo idéntica que ndo continha 7-
NI foi usada como controle.

Em uma outra etz;lpa seguinte, 40 ratos receberam inje¢Ges de salina, enquanto 60
outros animais receberam injeg¢des de etanol (1,2 g/kg, 14% p/v, IP). Ap6s 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/pL) foram utilizados dois grupos com 40 animais.
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Analise comportamental

O comportamento foi analisado no teste do labirinto em cruz elevado 5 ou 15 min
ap6s as injegdes 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 bragos fechados, e colocado para explorar o
equipamento por um periodo de 5 minutos. Um observador fazia as anotagdes do numero
de entradas e do tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos/fechados. Apds
observar cada animal, o labirinto era limpo com alcool 10% (v/v). A percentagem de
entradas e a percentagem de tempo de exploragdo nos bragos abertos foram calculadas
respectivamente em relagéo ao numero total de entradas nos dois bragos e em relagdo ao

tempo total experimental.

h) Anadlise estatistica

Os dados foram avaliados através da Analise de Varidncia (ANOVA) com variaveis
independentes (pré-tratam;nto e tratamento) e com variaveis dependentes (percentagem de
entradas nos bragos abertos, percentagem de tempo nos bragos abertos e numero de
entradas nos bragos fechados). A comparagdo multipla post hoc foi realizada através do
teste da Menor Diferenga Significativa (do inglés Least Significant Difference - LSD). O

nivel de significancia foi de 5%.
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3. RESULTADOS

a) Efeitos da administracdo intraperitoneal do 7-NI no comportamento de
ratos tratados com etanol

A injecdo intraperitoneal de um inibidor compétitivo de NOS, 7-NI (6 mg/kg),
aumentou a percentagem de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos 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 néo foi capaz de induzir efeito
ansiolitico. A ANOVA de duas vias revelou que o 7-NI aumentou significantemente a
percentagem de entradas nos bragos abertos [tratamento: F(; 36)= 11,81; p<0,01 e interagdo
pré-tratamento X tratamento: F(j3¢)= 6,99; p<0,05] e a percentagem de tempo de
exploragdo naqueles bragos [tratamento: F(y 36)= 10,91; p<0,01; interagdo pré-tratamento x
tratamento: F(j 3)= 4,36; p<0,05]. A administragdo de uma dose maior de etanol (1,2 g/kg,
I.P) produziu efeito ansiolitico de magnitude similar aquela produzida pela associagéo de
1,0 g/kg etanol com o 7-NI (Figura 2D-E) . Entretanto, a co-administragéo de 7-NI com 1,2
g/kg de etanol produziu um efeito sedativo, como indicado pela redugfo no numero de
entradas nos bragos fechados [tratamento: F(;36)= 10,15; p<0,01] (Figura 2F). Deve ser
enfatizado que a injegdo de 7-NI isoladamente, nfo promoveu nenhum efeito na
percentagem de entradas e no tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto, assim

como nos bragos fechados.
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Figura 2 — Tratamento 1: ratos foram injetados L.P. com salina (S) ou 6 mg/kg de 7-NI (7NI¢).
Tratamento 2: 30 min apds o tratamento 1, foram administrados I.P. salina (S); 1,0 g/kg de etanol
(E) (painéis a esquerda) ou 1,2 g/kg de etanol (E) (painéis a direita). Os ratos foram colocados por
5 min em uma arena, antes de testa-los no labirinto em cruz elevado (LCE) por 5 min. Os painéis A
e D representam a percentagem de entradas nos bracos abertos. Os painéis B e E mostram a
percentagem do tempo de explorag@o nos bragos abertos. Os painéis C e F, o numero de entradas
nos bragos 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 (7NI¢/S).
#p<0,05 comparado aos ratos tratados com salina + etanol (S/E).
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b) Efeitos da administracdo intrahipocampal de 7-NI no comportamento de

ratos tratadosﬂcom etanol

._Forarh‘ testados os efeitos da administragdo intrahipocampal de 7-NI sobre a
ansiolise induzida pelo etanol. As respostas destes experimentos foram similares aquelas
observadas apds administragdo intraperitoneal (Figura 3A-B). Quando dado 10 min apos a
administragdo de étanol, o 7-NI aumentou significantemente a percentagem de entradas
nos bragos abertos [pré-tratamento: F(;3)= 9,26; p<0,01; tratamento: F(y36)= 8,29;
p<0,01] e a percentagem do tempo de exploragdo nos bragos abertos [pré-tratamento:
F(136)= 23,47; p<0,01; tratamento: F(;35)= 10,97; p<0,01; intera¢do pré-tratamento x
tratamento: F(i36)= 4,60; p<0,05]. A administragdo isolada de 7-NI pela via
intrahipocampal ou em combinag@o com o etanol (1,0 g/kg) ndo afetou o nimero de

entradas nos bragos fechados (Figura 3C).



41

tempo (min)

0 10 15 20
L 1 I -1
Tratamento # 1 Tratamento # 2 LL.CE

100 #
80
O
=
X 60
1]
o T
< wd T
X
20
o-
100+
#
0] B *
2
s 60
[I1]
=
° 40
20 T
0. l I
8-
o 6]
o
<
4. T
o T
|18
- i
0-
Tratamento # 1=> S S E E

Tratamento # 2= C 7Nl20 C 7Ni20

Figura 3 — Tratamento I: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,0 g/kg de etanol (E).
Tratamento 2: 10 min apds o tratamento 1, foram injetados intrahipocampalmente com veiculos-
controles (C) ou 20 nmol de 7-NI (7Nlg). Os ratos foram colocados em uma arena por 5 min antes
de testd-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. O painel A representa a percentagem de
entradas nos bragos abertos. O painel B mostra a percentagem do tempo de exploragdo nos bragos
abertos. O painel C, o nimero de entradas nos bragos fechados. Cada valor representa a média +
epm de 10 animais. *p<0,05 comparado aos respectivos animais controles, injetados com salina +
7-NI (S/7NI0). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com etanol + veiculo-controle (E/C).
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¢) Efeitos de doadores de NO no comportamento de ratos tratados com etanol.

A administracdo intrahipocampal de doadores de NO, SNAP e SNP, impediu o
efeito ansiolitico induzido pelo etanol (1,2 g/kg, I.P) (Figura 4A-B). O SNAP e o SNP
diminuiram significativamente o aumento na percentagem de entradas nos bragos abertos
induzido pelo etanol (1,2 g/kg) [tratamento F(s40)= 4,39; p<0,01] e a percentagem do
tempo de exploragdo nos bragos abertos [tratamento F(s40)= 3,48; p<0,05]. Quando
administrados isoladamente, tanto SNAP (20 ou 40 nmol) quanto SNP (20 nmol) ndo
afetaram a percentagem de entradas e o tempo de exploragdo nos bragos abertos, assim
como o nimero de entradas nos bragos fechados (Figura 4A-C); A dose maior de SNP (40
nmol) quando associada ao etanol, produziu um efeito ansiogénico, visto que causou uma
diminui¢do na percentagem de entradas nos bragos abertos e na percentagem do tempo de

explorag@o naqueles bragos em relagdo aos animais controles (Figura 4A-B)
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Figura 4 — Tratamento I: ratos foram injetados I.P. com salina (S) ou 1,2 g/kg de etanol (E).
Tratamento 2: 10 min apds 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 testd-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. Os painéis A, B ¢ C
representam a percentagem de entradas nos bragos abertos, a percentagem do tempo de exploragdo
nos bragos abertos € o numero de entradas nos bragos 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/SNP,). #p<0,05 comparado aos ratos tratados com etanol + salina (E/S).
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d) Efeitos do 8-Bromo-GMPc no efeito ansiolitico do etanol

A administragdo intrahipocampal de 8-Bromo-GMPc¢ (40 nmol) 10 min apds a
injegdo intraperitoneal de etanol (1,2 g/kg) result01'1 em uma diminui¢fo significante no
efeito ansiolitico induzido por esta dose de etanol. Observou-se que o 8-Bromo-GMPc
reduziu significantemente o aumento na percentagem de entradas nos bragos abertos
induzido pelo etanol (1,2 g/kg) [pré-tratamento: F(; 24)= 11,32; p<0,01; tratamento: F(324)=
8,29; p<0,01] e a percentagem do tempo de exploragido nos bragos abertos [pré-tratamento:
F(124)= 12,34; p<0,01; tratamento: F(524)= 4,61; p<0,05]. O 8-Bromo-GMPc per se, néo
teve efeito na percentagem de entradas nos bragos abertos e nem na percentagem do tempo
de exloragdo naqueles bragos (Figura 5A-B). Quando administrado isoladamente ou em
combinagio com o etanol, o 8-Bromo-GMPc ndo afetou o nimero de entradas nos bragos
fechados (Figura 5C), sugerindo que esta droga ndo 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 ap6s 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
testa-los no labirinto em cruz elevado por 5 min. O painel A representa a percentagem de entradas
nos bragos abertos. O painel B mostra a percentagem do tempo de exploragio nos bragos abertos. O
painel C, o numero de entradas nos bragos 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-GMPcy).
#p<0,05 comparados aos ratos tratados com etanol + salina (E/S).
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e) Efeitos da DCS hipocampal no efeito ansiolitico do etanol

Injegdo intrahipocampal de agonista do sitio da GLY nos complexos receptores
NMDA reduziu a percentagem de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos 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 redugio significante na percentagem de
entradas nos bragos abertos, quando foi feito o uso de DCS nas doses de 2 [DCS: pré-
tratamento: F(;36)= 9,11; p<0,01; tratamento: F(;36)= 11,95; p<0,01 e interacdo pré-
tratamento x tratamento: F(;36)=4,70; p<0,05] e 20 nmol [DCS: interagfo pré-tratamento
x tratamento: F(; 3¢)= 8,05; p<0,01], conforme demonstrado pela figura 6 (painéis A-D). A
ANOVA também revelou uma redug@o na percentagem do tempo de exploragdo nos
bragos abertos nas doses de 2 [DCS: pré-tratamento: F(; 36)= 20,48; p<0,01; tratamento:
F(336)= 40,21; p<0,01 e interacéo pré-tratamento x tratamento: F(;36)= 19,46; p<0,01] e
20 nmol [DCS: interagdo pré-tratamento x tratamento: F(;36)= 9,43; p<0,01. GLY: pré-
tratamento: F(;36)= 7,33; p<0,01; interagdo pré-tratamento x tratamento: F(;36)= 9,13;
p<0,01] (Figura 6, painéis B-E). As doses de DCS, per se, utilizadas nesses experimentos,
ndo afetaram o comportamento dds animais. A administra¢do intrahipocampal dessa droga
sozinha ou em combinag@o com o etanol (1,2 g/kg) ndo afetou o nimero de entradas nos

bragos fechados (Figura 6, painéis C e F).
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Figura 6 — Tratamento I: ratos foram injetados L.P. com salina (S) ou 1,2 g/kg de etanol (E).
Tratamento 2: 10 min ap6s o tratamento 1, ratos foram injetados intrahipocampalmente com salina
(S) ou 2 ou 20 nmol de DCS (DC; ou DCy). Os ratos foram colocados em uma arena por 5 min
antes de testd-los no labirinto em cruz elevado por mais 5 min. Os painéis A e D representam a
percentagem de entradas nos bragos abertos. Os painéis B e E mostram a percentagem do tempo de
exploragio nos bragos abertos. Os painéis C e F representam o nimero de entradas nos bragos
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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) 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 injecdo
intraperitoneal de etanol (1,0 g/kg) impediu a indugio do efeito ansiolitico do etanol. A
DCS reduziu significantemente o aumento na percentagem de entradas nos bragos abertos
[Figura 7A - interag@o pré-tratamento x tratamento: F(; )= 4,83; p<0,01] e a percentagem
de tempo de explorag:ﬁo nos bragos abertos [Figura 7B - tratamento: F(; 72)= 4,85; p<0,05;
interagdo pré-tratamento x tratamento: F(3 72)= 5,05; p<0,01]. Todas as drogas per se, néo
interferiram com a percentagem de entradas e com 0 tempo de exploragéo nos bragos
abertos (Figuras 7A e 7B), assim como todos os tratamentos também ndo afetaram o

numero de entradas nos bragos 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 (DCy/S), salina + 6 mg/kg de 7-NI (S/7NIs) ou 9 mg/kg de DCS + 6 mg/kg de 7-NI
(DCy/7NIg). Tratamento 2: 30 min apos o tratamento 1, os ratos foram injetados com salina (S) ou
1,0 g/kg de etanol (E). Esperado 10 minutos, os animais foram entio colocados individualmente em
uma arena por 5 min antes de testa-los no labirinto em cruz elevado por mais 5 min. O painel A
representa a percentagem de entradas nos bragos abertos. O painel B mostra a percentagem do
tempo de exploragdo nos bragos abertos. O painel C representa o nimero de entradas nos bragos
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/7NI¢/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/7NI4/E) .
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4. DISCUSSAO

O papel do NO hipocampal na regulagdo do comportamento ansiolitico induzido
pelo etanol foi verificado. Escolheu-se estudar a formagdo hipocampal visto que foi
mostrado previamente que esta estrutura medeia, em parte, comportamentos ligados a
ansiedade (Menard e Treit, 1998, 1999; File et al., 1998a, b; Gonzalez et al., 1998a, b;
Ouagazzal et al., 1999) e que ¢ afetada pela exposi¢do aguda ao etanol (Ryabinin, 1998).
Os resultados mostraram que componentes que regulam as vias nitrérgicas, alteram o efeito
ansiolitico produzidb pelo tratamento com etanol em ratos i vivo. Foi observado que esses
componentes ndo t€ém um efeito quando administrados sozinhos.

A produgcdo 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 inibicdo maxima da NOS (MacKenzie et al., 1994), foi
observado que o 7-NI aumentou o efeito ansiolitico produzido por uma dose sub-efetiva de
etanol (1,0 g/kg), caracterizado pelo aumento na percentagem de entradas e no tempo de
permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Um efeito similar do 7-NI
sobre a ansidlise induzida pela droga psicoativa foi observado quando este inibidor da
NOS foi administrado intrahipocampalmente. Os resultados desses experimentos com
inje¢cdes intrahipocampais de 7-NI indicam que os efeitos deste componente sdo
provavelmente devido as suas agdes no SNC. Além disso, esses resultados indicam que o
7-NI aumenta a eficacia do etanol para produzir efeito ansiolitico.

Procurou-se estudar, também, os efeitos da associa¢do de uma dose intraperitoneal
de 1,2 g/kg etanol que, per se, produz efeito ansiolitico em ratos (Ferreira e Morato, 1996,

1997) com um inibidor da NOS. A co-administragdo de 7-NI potenciou os efeitos daquela
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droga. Na presenga de 7-NI, a administragio de 1,2 g/kg de etanol produziu efeito
sedativo, demonstrado pela reducdio no niumero de entradas nos bragos fechados. Esses
dados estdo também em concorddncia com o postulado de que a inibi¢do das vias
nitrérgicas aumenta a eficacia daquela droga. Enfatizamos, entretanto, que os efeitos do 7-
NI provavelmente ndo sdo devidos a uma mudan¢a no metabolismo do etanol. Foi
recentemente determinado que a administragio intraperitoneal de 7-NI, em doses muito
maiores aquelas usadas em nosso estudo, nio afeta a eliminag¢do do etanol em ratos Wistar
(Vassiljev et al., 1998).

Foi feita a exposicdo dos ratos com analogo do GMPc, o 8-Bromo-GMPc, € com
doadores de NO, SNAP ou SNP, para avaliar se a estimulagdo das vias nitrérgicas podia
impedir o efeito ansiolitico induzido pelo etanol. Verificou-se que o 8-Bromo-GMPc (40
nmol), SNAP (20 e 40 nmol) e SNP (20 nmol) reduziram o nimero de entradas e a duragéo
do tempo de explorago nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. A administragdo
intrahipocampal de 40 nmol de SNP causou uma reducdo, abaixo dos nfveis controles, na
freqtiencia de entradas e no tempo gasto nos bragos abertos. Estes resultados sugerem que
a co-administragdo de etanol e 40 nmol de .SNP produz um efeito ansiogénico. Em
conjunto, os resultados de nossos estudos com inibidor e estimuladores das vias nitrérgicas
sugerem que as vias dependentes do NO se opdem ao efeito ansiolitico do etanol.

O envolvimento das vias nitrérgicas nos efeitos da exposi¢do cronica ao etanol tem
sido foco de recentes pesquisas (Chandler et al., 1997; Uzbay et al., 1997, Zima et al.,
1998; Xia et al., 1999). Entretanto, os papéis dessas vias nos efeitos agudos sdo menos
entendidos. Em um estudo recente foi demonstrado que a administragdo de 7-NI (20
mg/kg, I.P.), 30 min antes do etanol (4 g/kg, i.p.), aumentou a dura¢ido do tempo de sono.

Além disso, a co-administragdo de 7-NI (40, 80 ou 120 mg/kg, I.P.) com uma dose



52

subhipnoética de etanol (2 g/kg), causou um efeito hipnético nesses animais (Vassilijev et
al., 1998). Os resultados desses estudos suportam nossa conclusdo de que a inibi¢do das
vias dependentes de NO aumenta a eficacia do etanol para produzir efeito ansiolitico € que
as vias nitrérgicas opdem-se a essas agdes.

Algumas sugestdes podem ser feitas para explicar o mecanismo através do qual as
vias nitrérgicas opdem-se ao efeito ansiolitico do etanol. Como mencionado antes, a GC, a
qual catalisa a formagdo de GMPc, € o principal alvo do NO (Garthwaite, 1991; Schmidt
et al., 1993) e o GMPc parece exercer um papel no efeito ansiolitico produzido pelo etanol
em ratos como mostrado por nossos estudos com 8-Bromo-GMPc. Entdo, ¢ possivel que as
vias dependentes de GMPc e, talvez, outras cascatas dependentes do nucleotideo ciclico
sejam importantes fatores que determinam a sensibilidade dos neurdnios aos efeitos agudos
do etanol. Trabalho recente demonstrou que um caminho de sinalizagdo intracelular esta
envolvido nos efeitos agudos induzidos pelo etanol ein Drosophila. Foi relatado neste
trabalho que as vias do AMPc opSem-se a perda do .controle postural induzido por aquela
droga naquelas moscas (Moore er al, 1998). Além disso, testes comportamentais e
eletrofisiolégicos também mostraram que tanto a adenilato ciclase quanto o AMPc sdo
importantes na determinacéio da sensibilidade do etanol em camundongos. Camundongos
transgénicos, que expressam maior quantidade de adenilato ciclase do tipo VII, mostraram
uma sensibilidade reduzida a ataxia, perda dos reflexos adequados, e supressdo dos
disparos dos neurdnios de Purkinje induzida pelo etanol (Yoshimura et al, 1999).
Tomados em conjunto com nossos resultados, os dados daqueles estudos, onde a adenilato
ciclase e as vias dependentes do AMPc t€m sido manipuladas, sugerem que os caminhos

dependentes dos nucleotideos ciclicos opdem-se aos efeitos agudos do etanol.
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Uma importante, mas desafiante questdio para pesquisa futura é determinar o
mecanismo pelo qual os caminhos dependentes dos nucleotidios ciclicos diminuem a
sensibilidade para aquela droga. Este mecanismo pode envolver a ativagdo da proteinas
quinase dependente de GMPc (PKG). Esta quinase tem sido mostrada fosforilar um
numero de receptores membranares tais como os receptores GABA4 (Moss € Smart, 1996)
0s quais exercem papéis no mecanismo in vivo do efeito ansiolitico do etanol (Revisados
por Eckardt e al., 1998 e Mihic, 1999). Portanto, é possivel que a sensibilidade para os
efeitos agudos do etanol sobre os canais i6nicds acoplados a ligantes e outros receptores
membranares dependa da magnitude da fosforilagdo mediada por essas quinases
dependentes de nucleotideos ciclicos. Mais trabalhos vdo ser necessérios para estabelecer o
preciso papel da fosforilagdo dependente de PKG do GABA4 e outras membranas €
proteinas intracclulares sobre o mecanismo da intoxicagio aguda do etanol.

Além disso, os resultados do estudo em questio foram também evidentes em
mostrar que a DCS, quando injetada simultaneamente com o 7-NI, impediu o aumento nas
entradas doé bragos abertos € no tempo de perménéncia na exploragdo daqueles bragos do
labirinto em cruz elevado em animais injetados com etanol (1,0 g/kg). A idéia de se usar
DCS (9 mg/kg) na reversdo do efeito ansiolitico produzido pela associagdo 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 ansiolitico produzido pela dose de 1,2 g/kg de etanol, quando injetada
intraperitonealmente (Ferreira € Morato, 1996, 1997). Outro fator importante que cabe ser
mencionado € quanto & dose utilizada nos experimentos. Alguns autores mostram que
agonistas do sitio da GLY sdo capazes de produzir efeito ansiogénico (Schmitt ef al., 1995;
De Souza et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999). Em nossos experimentos procuramos

utilizar uma dose que, per se, ndo interferisse no comportamento dos animais € que
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quando associado com o etanol, ndio interferisse no nivel alcoélico sanguineo, segundo
dados anteriores obtidos a partir de nosso laboratério (Ferreira € Morato, 1996, 1997).

Os resultados descritos anteriormente, envolvendo a participagfo dos sitios da GLY
dos receptores NMDA, parecem ser consistentes com aqueles realizados em outraé areas
do cérebro envolvidas com a ansiedade como por exemplo a SCPD. Ratos microinjetados
com acido 7-cloro-quinurénico ou HA-966, antagonista seletivo e agonista parcial do sitio
modulatério da GLY, respectivamente, aumentaram a percentagem de entradas e o tempo
de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, quando comparados com
os ratos controles que receberam salina isotonica (Matheus et al., 1994). Entretanto, esses
pardmetros indicativos de ansiedade, foram reduzidos quando a GLY e a D-SER foram
microinjetadas na SCPD (Schmitt ef al., 1995). Um fato interessante nesta seqiiéncia de
estudos foi que a GLY quando administrada isoladamente na porgdo caudal da SCPD
reduziu seletivamente os parametros indicativos de ansiedade, com os animais
apresentando um comportamento do tipo ansiogénico (Teixeira e Carobrez, 1999). A
respésta ansiogénica 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 neurotransmisdo mediada pelos sitios da GLY dos receptores NMDA na SCPD,
assim como nos experimentos citados previamente por outras vias, pode estar relacionada
com ansiedade, e onde o alcool parece agir.

Como observado anteriormente, o 7-NI administrado intraperitoneal e
hipocampalmente, favoreceu o efeito ansiolitico produzido por uma dose sub-efetiva de
etanol (1,0 g/kg), o que foi caracterizado pelo aumento na percentagem de entradas e no
tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Esses resultados

obtidos em decorréncia da inibigdo da NOS, juntamente com os doadores de NO e analogo
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do GMPc, no efeito ansiolitico do etanol mostraram a participagdo do NO nessa resposta
neurocomportamental. Nos observamos com nossos atuais dados que a DCS pode interferir
nas respostas do 7-NI com o etanol.

A dificuldade em se conciliar a administragdo concomitante de duas drogas com o
mesmo tempo de acdo através de uma tUnica canula intracerebral, fez com que os
experimentos para verificar a intera¢do entre os dois sistemas seguissem com o auxilio da
administragio intraperitoneal. Esta mudang:a de vias nfo descaracteriza o objetivo do
trabalho, visto que toda uma padronizagfo em termos das doses das drogas utilizadas
foram anteriormente feita (Ferreira e Morato, 1996, 1997) e que nos deram seguranga para
seguir a hipétese levantada. Deixamos claro, entretanto, que ndo acreditamos ter ocorrido
nenhuma interferéncia farmacocinética neste caso, visto que trabalhos anteriores onde
foram utilizadas doses iguais ou superiores daquelas drogas, ndo observaram nenhuma
interferéncia no clearance ou concentragfio sanguinea de etanol (Ferreira e Morato, 1996,
1997; Vassiljev et al., 1998). Além disso, a DCS quando administrada diretamente na
regido do hipocampo, por intermédio de canula implantada naquela regifo, foi capaz de
impedir a aumentada percentagem de entradas e o aumentado tempo de permanéncia nos
bragos 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 sitio da GLY
¢ importante na mediag@o dos efeitos produzidos pelo etanol (Harris, 1999; Popp et al.,
1999; Snell et al., 2000).

Para descartar os provaveis efeitos hipertensivos indesejaveis, 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, ndo causa o efeito vasopressor (Babbedge et al., 1993). Outro fator
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importante relacionado ao uso do 7-NI foi em decorréncia desta droga nio ter apresentado
indicios de interagdo com os classicos receptores GABAérgicos, conhecidos por também
serem alvos de drogas com p;opriedades ansioliticas (Miilsch et al., 1994). Além disso,
cuidados concernentes a dose utilizada foram também levados em considera¢do visto que
em altas doses, capazes de produzir a inibigao maxima da NOS, acabam por produzir efeito
ansiolitico (Faria ef al., 1997; Volke et al., 1997; Dunn et al., 1998; Yildiz et al., 2000).
Existe alguma interagdo entre 0 NO e os receptores NMDA que possam justificar
as agdes ansioliticas do etanol? Ha varias hipdteses sugerindo o sitio da GLY dos
complexos receptores NMDA como o principal alvo de agéo para vérios efeitos mediados
pelo etanol e comportamentos relacionados com a ansiedade. Acreditamos que, se essa
interagdo realmente possa estar ocorrendo, os provaveis mecanismos envolvem uma agfo
do etanol no sitio da GLY, bem como de eventos nos mecanismos transducionais de sinais,
0s quais podem estar desencadeando e interferindo em toda a cascata que envolve as vias
nitrérgicas. O antagonismo do sitio da GLY pelo etanol pode estar reduzindo a quantidade
de Ca™ através dos canais dos receptores NMDA, dificultando a ativagiio da NOS através
da Ca"-Calmodulina. Em decorréncia disto, a produgio de NO pode estar sendo
prejudicada pela desativagdio da NOS. Outra idéia é que pode estar acorrendo uma
supress@o na expressdo da proteinas PSD-95 acoplada aos receptores NMDA, levando a
uma reduggo da sinalizagdo da molécula de NOS ou a administragdo de 7-NI, em conjunto
com uma dose sub-efetiva de etanol, induz a inativagdo da NOS que favorece o efeito
ansiolitico em ratos testados no labirinto em cruz elevado. Finalmente, uma ultima
explicagdo € o fato de que os sitios da GLY nos complexos receptores NMDA, ainda que
bloqueados pelo etanol, a administracéio exogena desses aminoécidos ou anélogos 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 especificas que deverdo ser considerados, muito ainda tem a ser analisado.

- - e W ©
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Figura 8 — Representagdo esquemadtica do provavel mecanismo de agfo envolvendo a

interagdo NMDA e das vias do NO (Adaptado de Brenman e Bredt, 1997).
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CONCLUSOES PARCIAIS

1)

2)

3)

4)

3)

6)

A inibigdo da NOS aumentou o efeito ansiolitico produzido por uma dose subefetiva de

etanol (1,0 g/kg).

A coadministra¢do de 7-NI ndo potenciou o efeito ansiolitico de uma dose efetiva de
etanol (1,2 g/kg), mas os animais manifestaram-se comportamentalmente com um

efeito sedativo.

O analogo de GMPc (8-Bromo-GMPc) e doadores de NO (SNAP e SNP) impediram o

efeito ansiolitico do etanol.

A coadministracdo de etanol com 40 nmol de SNP produziu efeito ansiogé€nico nos

animais tratados com 1,2 g/kg de etanol.

A influéncia modulatoria da DCS, um agonista parcial do sitio da GLY dos receptores
NMDA, é mais provavelmente mediada via uma agfo central farmacodinimica, visto
que inje¢des intrahipocampais desta droga foi capaz de impedir o efeito ansiolitico do

etanol.

Em conjunto, nossos resultados com inibidor e estimuladores das vias nitrérgicas
indicam que estas vias opdem-se ao efeito ansiolitico do etanol . Além disso, sugere-se
também que provavelmente possa existir uma interferéncia da DCS, agindo nos sitios

da GLY, no efeito ansiolitico do etanol produzido pela inibigdo da NOS.



LFEITOS DA EXPOSICAO DE

LONGA DURACAO AO ETANOL
NOS NIVEIS PROTEICOS DAS
SUBUNIDADES DOS RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS
IONOTROPICOS E SINTASES DO
OXIDO NITRICO HIPOCAMPAIS




59

1. INTRODUCAO

A superfamilia de canais i0nicos acoplados ao glutamato medeia a maioria das
transmissOes excitatorias no SNC e é formada pelos receptores NMDA, AMPA e Kainato
como foi detalhado na Introdugdo Geral deste trabalho. Foi mencionado também que
multiplas subunidades polipeptidicas tém sido identificadas para cada uma dessas
subfamilias de receptores glutamatérgicos. Seis subunidades dos receptores NMDA (NR1,
NR2A, NR2B, NR2C, NR2D e NR3A), quatro subunidades dos receptores AMPA (GluR1,
GluR2, GIuR3 e GluR4) e cinco subunidades dos receptores Kainato (GIluRS, GluR6,
GIluR7, KAl e KA2) tém sido bem caracterizadas (Ozawa et al., 1998; Dingledine et al.,
1999). Trés exons de RNA podem ser diferencialmente clivados, os quais codificam uma
seqiiéncia de 21-38 aminoacidos localizados no dominio N-terminal (denominado cassete
N1) ou no dominio C-terminal (denominados cassetes C1 e C2) da subunidade NR1 (Zukin
e Bennett, 1995). A remogdo do cassete C2 resulta na codificagdo de uma seqiiéncia 22
conhecida como cassete C2’ (Zukin e Bennett, 1995). Todas as subunidades dos receptores
NMDA e variantes NR1 clivadas alternativamente podem formar canais com diversas
composi¢des de subunidades e propriedades funcionais. Os niveis de expressﬁb dessas
subunidades, regulados com precisdo pelo processo de transducdo de sinais ¢ mudangas
nos niveis de expressdo das subunidades dos receptores glutamatérgicos ionotropicos, t€ém
mostrado serem importantes, ndo somente no desenvolvimento normal e na plasticidade
sindptica, como também em condigdes fisiopatologicas.

Tem sido observado que a exposi¢do de longa duragdo ao etanol pode resultar em
mudangas compensatdrias nos niveis de expressdo das subunidades dos canais idnicos

acoplados ao glutamato. Estudos com Western blot detectaram aumento nos niveis das
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subunidades proteicas NR1 em sinaptossomas cerebrais (Chen et al., 1997) ¢ em
homogenados hipocampais (Trevisan er al., 1994; Devaud ¢ Morrow, 1999) de ratos
expostos cronicamente ao etanol. Outro estudo mostrou um aumento nos niveis das
subunidades NR1, NR2A e NR2B em homogenados corticais e hipocampais de ratos
expostos a infusdes intragastricas de etanol por 6 dias (Kalluri ef al., 1998). Um aumento
nos niveis das subunidades NR1 e NR2A foi relatado por Snell et al (1996) em
hipocampos de camundongos expostos a dieta liquida contendo etanol por duas semanas.
Tomados em conjunto, os resultados desses estudos com animais expostos cronicamente ao
etanol sugerem fortemente que a expressdo das subunidades dos receptores NMDA se
altera em resposta a exposi¢do de longa duragfio a essa droga. Tem sido postulado que
essas mudancas adaptativas na expressdo das subunidades ‘contribuem para a desregulagéo
do balango neuroquimico associado com a sindrome de abstinéncia ao-alcool.

Muitas lacunas existem sobre os efeitos da exposi¢io de longa duragio ao etanol na
. expressﬁot das subunidades dos receptores ndo-NMDA. Um estudo relatou que a exposi¢do
de 12 semanas aquela droga ndo mudou os niveis das subunidades GluR1 ¢ GIluR2 no
hipocampo de ratos (Trevisan et al., 1994). Entretanto, os efeitos na expressdo de outras
subunidades dos receptores ndo-NMDA merecem ser mais investigados. Em nosso estudo,
procurou-se examinar os efeitos de uma dieta alcodlica por 16 dias na expressio dos niveis
proteicos das subunidades pertencentes as familias dos receptores glutamatérgicos NMDA,
AMPA e Kainato.

Os estudos foram concentrados nos niveis proteicos das subunidades daqueles
" receptores no hipocampo de ratos porque esta regifio além de ser sensivel as agdes do
alcool, € rica em receptores glutamatérgicos e NO, esta envolvida em varios eventos

comportamentais relacionados ao uso e abuso do 4lcool e com alguns sinais e sintomas da



61

sindrome de abstinéncia aquela droga, entre eles alteragdes de memoria, convulsGes e
ansiedade Hollmann e Heinemann, 1994; Ulrichsen et al., 1996; Koob et al., 1998; Devaud
e Morrow, 1999; Wirkner et al., 1999). E importante também enfatizar que a elevada
atividade dos receptores NMDA, induzida pelo tratamento crénico com etanol, pode estar
ligada a uma aumentada regulagio na atividade da NOSn, durante a dependéncia e
sindrome de abstinéncia ao 4lcool. Embora esta sindrome em humanos (Thompson, 1978;
Powell, 1999) e em ratos (Uzbay e Kayaalp, 1995; Darstein ef al., 2000) esteja bem
descrita na literatura, muito tem a ser estudado no que se diz respeito aos mecanismos de
acdo envolvidos nesta dependéncia alcodlica. Entretanto, como o mecanismo através do
qual a alcoolizagdo cronica regula a atividade da NOSn n#o estar bem definido, uma

analise desta enzima também foi foco de nossas investigacgdes.
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2. MATERIAL E METODOS

a) Exposicao cronica ao etanol

Todos os estudos experimentais utilizando animais foram autorizados pelo Comité
Institucional de Uso e Cuidado ;:om Animais do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade do Novo México (Estados Unidos) e utilizados de acordo com suas normas.
Ratos machos Sprague-DawleyR pesando aproximadamente 250 g foram mantidos no
Biotério do Departamento de Neurociéncias da Escola de Medicina da Universidadade do
Novo México, para adaptag:éo ao novo ambiente pelo prazo minimo de uma semana antes
do inicio da dieta que sera descrita a seguir. Eles foram individualmente acondicionados
em caixas de acrilico 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 liquida Bioserv
(Frenchtown, NJ) baseada na formulagéo de Lieber-DeCarli (Lieber e DeCarli, 1982). Esta
dieta liquida providencia 1kcal/ml para cada rato.

Antes de comegar o tratamento alcodlico, as ra¢des de todas as caixas contendo os
animais foram retiradas no primeiro dia, tio logo o ciclo de luz foi ativado. Este
procedimento foi utilizado para nfo interferir com a quantidade de dieta ingerida
voluntariamente por cada animal. Os ratos do grupo #1 receberam 80 ml de dieta ndo
contendo 4lcool nos dois primeiros dias, seguida pela dieta alcodlica 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 alcool, isocaldrica aquela dada ao grupo exposto ao

alcool, conforme demonstrado no quadro a seguir:
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Quadro 1 - Ingredientes para o preparo das dietas

0% (1L) 3% (1L) 5% (AL) |6,7% (1L)
Agua friade 840 - 840 840 840
torneira (ml)
Etanol 95% 0 30 50 67
(ml) -
Maltose-Dextrina . 90 46 22 0
(gr) |
Chocolate dietético 125 125 125 125
(gr)

A dieta liquida era disponivel aos ratos durante 16 horas do ciclo escuro
(comég:ando as 17:30 horas) e era removida as 09:30 horas de cada manhi. As garrafas
com 4gua eram removidas das caixas quando os animais tinham acesso a dieta liquida e as
mesmas retornavam as caixas pela manhi, tdo logo os tubos eram removidos para que o
consumo fosse medido. As dietas eram limitadas somente ao ciclo escuro visto que os ratos
sdo animais com habitos noturnos e ndo consomem uma quantidade consideravel de
comida durante o ciclo de luz. Além disso, os ratos tiveram livre acesso a dgua durante o
ciclo de luz para prevenir desidratagdo. Os padrdes de consumo da dieta foram checados
diariamente. Para confirmar que esta dieta induzia dependéncia alcodlica, foram avaliados
os escores da sindrome de abstinéncia ao alcool seguindo uma versio modificada na escala
descrita por Lal et al (1988). As crises audiogénicas também foram avaliadas tais como
descritas por Frye et al. (1981). O quadro a seguir mostra os pardmetros e escores de

avaliagcdo dos animais testados na abstinéncia ao alcool.
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Quadro 2 - Anélise comportamental dos animais abstinentes a dieta alcodlica

Atividade geral Imobilidade | Sem locomogdo =
=0

Locomogio ocasional Locomocgdo
=2 continua ou
rapida =3
Espasmos, nenhum=0 | Umavez=1 Duas ou mais = 2 Severos ou
sacudidas e continuados = 3
contorgdes
Tremores na | nenhum =0 | Alguns movimentos Maior que o normal =2 | Tremores severos
fasicos da cabega e ou continuos = 3
cabega vibragdo das vibrissas
1

Vocalizacio Sem som Um som de baixa Vocalizagdo alta | VocalizagGes altas,
=0 intensidade = 1 =2 repetitivas e continuas no
inicio do manuseio= 3
Esquiva Nenhuma Esquivarapida=1 | Move-se para tras Pressiona o corpo
=0 da gaiola e emite firmemente contra a
movimentos =~ | parede de tras da gaiola=
evasivos=2 3

[ Rigidez dos | Flacido=0 Tonus muscular Tensdo elevada =2 Rigidez =3
musculos axiais normal = 1
| por palpacido '

Tremor na | Flacida=0 Tensdo normal Tremores e rigidez=2 | Rigidez e

cauda ] =1 | sacudidas = 3

Tremores gerais | Nenhum =0 Normal =1 Tremor =2 Tremores

constantes = 3

Tarefas motoras | O rato cai Descida suave Descida incoordenada | Gasta mais que 5

(oolocar na borda da | imediatamente | =1 =2 sec para descer

caxa e observar a | dentro da caixa =3

descida) =0

Postura de apoio | Corpo Sentar normal, Patas afastadas =2 Corpo abaixado e

sobre as patas relaxado= 0 agachado ou apiado patas posteriores
sobre as 4 patas = 1 _ estendidas = 3

Convulsées Nenhuma =1 Clonus das patas Convulsdes

anteriores e tremores tonico-clonicas
: ~de todo o corpo =2 =3

Tremores ao Nenhum =0 Tremores das Tremores e extensdo Tremores ¢

levantar o animal patas anteriores das patas anteriores ao | extensdo das patas

pela cauda ao girar 180° =1 | girar 180° =2 tllrétgorio;es sem girar

Auséncia " do | Limpo=0 Cor alaranjada Uma parte suja com Mais que uma

comportamento urina, fezes ou parte suja=3

de auto-limpeza alimentos =2

CRISES AUDIOGENICAS: SIM OU NAO
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Os ratos foram sacrificados por decapitacdo no ,169 dia sem anestesia, no pico
(23:00 hrs) do consumo da dieta. Outra parte dos animais foi sacrificada 6 e 48 horas apos
a abstinéncia ao alcool. As amostras de sangue foram obtidas a partir do coragdo, coletadas
diretamente em tubos contendo EDTA para prevenir a coagulag@o. Os niveis alcodlicos
foram medidos com um kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) baseado na conversdo do
etanol & acetaldeido pela acdo da enzima 4lcool desidrogenase. Ap6s a deéapitagéo, 0s
cérebros foram rapidamente removidos e os hipocampos dissecados e homogeneizados em
PBS contendo um coquetel de inibidores de protease (cat # P-8340, Sigma), fazendo-se uso
de um ultrassom. O conteudo de proteinas dos homogenados foi determinado pelo ensaio
de Lowry (Lowry et al., 1951). As amostras foram diluidas na concéntrac;ﬁo de 1 mg/ml
em PBS, misturadas com tampdo 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 ligagdes nio especificas
da mémbrana de nitrocelulose foi feito por incubagdo de leite desnatado desidratado a
10%, Tween-20 0,4% e azida de sddio 0,01%. As membranas foram, entdo, incubadas com
anticorpos IgG de coelho anti-NR1-N1, anti-NRI-C1, anti-NR1-C2, anti-NR2A, anti-
NR2B e anti-NR2C (gentilmente cedidos pelo Dr. MD Browning, Departamento de
Farmacologia, Centro de Ciéncias da Satide, Universidade do Colorado, Denver). As
membranas foram também incubadas com anticorpos I1gG de coelhos anti-GluR6/7, anti-
KA2, e anti GluR2/3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) e com anticorpos IgG de

cabra anti-GluRS, anti-NR1 ou NOS1 (Santa Cruz Biothechnology, Santa Cruz, CA). O
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anticorpo anti- IgG de cabra conjugado a peroxidase (IgG-POD) foi obtido da Boehringer
Manheim (Indianapolis, IN). A detec¢do das bandas dos anticorpos (“blots”) foi realizada
usando um kit de ensaio de quimioluminescéncia para Western immunoblotting seguindo
as instru¢des 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 transferéncia para uma membrana de
nitrocelulose, cujo tamanho dos poros foi de 0,4 um. Foram usados padrdes de pesos
moleculares pré-corados, para se ter certeza da completa transferéncia. Para esse processo,
uma corrente elétrica de 100mA foi aplicada por uma hora. Os anticorpos foram usados
nessas membranas apds o processo de transferéncia. A analise densitométrica dos filmes de
raio-X foi realizada usando um sistema de analise de imagem Image-Pro® Plus (Media
Cybernetics, L.P., Silver Spring, MD). Para se ter certeza de que concentragdes
equivalentes de proteinas de todas as amostras foram colocadas nos géis, os niveis de
tubulina foram medidos (anticorpos monoclonais anti-B-tubulina foram obtidos da Sigma,
Saint Louis, MO). Em todos os casos, uma curva padrio de proteinas foi gerada a partir de
um homogenado de tecido hipocampal mantido a —80 °C. Esta curva foi usada para
calcular unidades relativas de concentragdes de proteinas (unequivalentes/ug proteinas)
(Chandler, 1999). Para as andlises de Western Immunoblotting, foram selecionadas as

bandas apropriadas e a densidade relativa foi medida em relagéo aos padrdes.
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3. RESULTADOS

a) Efeitos da exposicio de longa duracio ao etanol sobre os pesos
corporais dos animais

Os ratos foram alimentados com uma dieta liquida contendo etanol por 16 dias com
o objetivo de induzir dependéncia fisica. Os ratos pertencentes ao grupo que recebeu alcool
consumiram aproximadamente 80 ml/dia quando a dieta nfo conteve alcool 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. Ndo foram
detectadas diferencas estatisticamente significantes no peso corporal dos animais entre os

grupos controles e os que receberam a dieta alcodlica (figura 9).
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Figura 9 — Pesos dos ratos tratados cronicamente com uma dieta liquida contendo etanol
em comparagdo com os animais controles cuja dieta ndo continha etanol. O peso foi
medido 5 vezes ao longo de todo o tratamento: no 12 dia antes de iniciar o tratamento, no
52 dia ap6s o término da dieta com etanol 3%, no 82 dia correspondente ao término do
consumo de etanol 5%, no 122 dia correspondente a metade do tratamento com a dieta rica
em etanol 6,7%, ¢ no ultimo dia de tratamento (162 dia). O contetido de etanol na dieta

liquida do grupo tratado com élcool foi aumentado trés vezes conforme indicado.
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b) Quantificacdo dos niveis proteicos das subunidades dos
receptores glutamatérgicos durante o tratamento cronico com
etanol

A andlise de Western immunoblotting foi realizada para quantificar os niveis
proteicos das subunidades dos receptores hipocampais NMDA, AMPA e Kainato durante o
ultimo dia do paradigma de exposi¢cdo de dieta alcodlica. Para estes estudos, os animais
foram sacrificados no 162 dia, 5-6 hrs apods a introdugdo da dieta (22:00 a 23:00 hrs)‘. Os
niveis alcoolicos sanguineos dos animais expostos ao etanol foram 8§1+8mM ou 370 mg/dl
(n = 8). Foram estudados inicialmente os receptores NMDA. Nenhuma diferenga
significante nos niveis proteicos das subunidades NR1, NR2A, NR2B ou NR2C foi
verificada (Figura 10). O mais importante € que nfio foram detectadas diferengas
significantes das inser¢des C1 e C2 da subunidade NR1, ao mesmo tempo em que se

observou uma diminui¢do significante no contetido da inser¢do N1 (Figura 11).
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Figura 10 — (A) Quantificacdo dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores
NMDA (NR1, NR2A, NR2B e NR2C) no hipocampo de ratos tratados cronicamente com
etanol em comparagfio aos animais controles que receberam uma dieta isocalérica. As
amostras totais de proteinas (10 ul 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) Grafico representativo dos Western blots mostrando néo
existir nenhuma diferenca estatisticamente significante nos niveis proteicos das diferentes

subunidades dos receptores glutamatérgicos NMDA.
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Figura 11 - (A) Quantificagdo dos niveis das proteinas das inser¢des N1, C1 e C2 da
subunidade NR1 no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol. As amostras
totais de proteinas (10 pl 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) Grafico representativo dos Western blots. * p<0,05 mostra que os
animais que receberam dieta com etanol, reduziram os niveis proteicos das inser¢des N1 da

subunidade NR1 quando comparados com os animais controles (teste t de “Student™).
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Os receptores ndo-NMDA também foram analisados. Os niveis proteicos das
subunidades dos receptores AMPA foram verificados através dos anticorpos anti-GluR1 e
anti-GluR2/3. Nenhuma diferenca significante dessas subunidades foi observada em
homogenados hipocampais a partir de ratos expostos ao etanol ou controles (Figura 12).

Os niveis proteicos das subunidades dos receptores Kainato foram determinados
com os anticorpos anti-GluRS, GluR6/7 ¢ KA2. Como ocorrido com as subnidades dos
receptores AMPA, nfo foram detectadas alteragSes para as subunidades dos receptores
Kainato em animais expostos ao etanol (Figura 13). As subunidades KAl n&o foram

investigadas por causa da indisponibilidade de anticorpos relacionados a esta subunidade.
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Figura 12 — (A) Quantificagdo dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores

AMPA (GluR1 e GIluR2/3) no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol. As

amostras totais de proteinas (10 pl 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) Grafico representativo dos Western blots mostrando ndo |

existir nenhuma diferenga estatisticamente significante para as diferentes subunidades dos

receptores AMPA.
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Figura 13 — (A) Quantificagdo dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores
Kainato, GluR5, GluR6/7 ¢ KA2 no hipocampo de ratos tratados cronicamente com etanol.
As amostras totais de proteinas (10 pl 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) Grafico representativo dos Western blots mostrando ndo
existir nenhuma diferenga estatisticamente significante para as diferentes subunidades dos

receptores Kainato.
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¢) Quantificacdo dos niveis proteicos das enzimas NOS durante o
tratamento cronico com etanol
Foram também verificados os efeitos da exposi¢do cronica ao etanol nos niveis
proteicos das NOS. Para isto, foi usado um anticorpo IgG de coelho anti-NOS1 para
estudar esta enzima no hipocampo de ratos expostos cronicamente ao etanol € nos
controles. Ndo foram encontradas diferengas nos niveis proteicos das NOSI nos

homogenados hipocampais dos dois grupos de ratos (Figura 14).

A Controle| Etanol

NOS1

Tubulina

B

N

[ 1Controle
HE Etanol

[

ug proteina/ltg tubulina

o

NOS

Figura 14 — (A) Grafico representativo da expresso das NOS no hipocampo de ratos
tratados cronicamente com uma dieta liquida com etanol. Um total de 4 animais por grupo
foram usados nestes experimentos. (B) Grafico representativo dos Western blots mostrando
ndo existir nenhuma diferenca estatisticamente significante das enzimas NOS nos animais

que receberam etanol, quando comparados aos controles.
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d) Avaliacdo comportamental da sindrome de abstinéncia ao
dlcool

Para confirmar que esta dieta induzia dependéncia alcodlica, foram determinados
os escores da sindrome de abstinéncia ao alcool usando uma versdo modificada de uma
escala previamente descrita (Lal et al., 1988), conforme demostrados anteriormente no
quadro 2. Estas determinagdes foram realizadas em um grupo separado de animais que nio
foram usados nas andlises do Western immunoblotting. Foram medidos 13 pardmetros que
avaliavam atividades esponténeas, resposta & manipulag@o dos animais, sinais neurologicos
e comportamentos de auto-limpeza (do inglés grooming). Os parametros foram
estabelecidos exatamente como decritos por Lal et al. (1988), por dois observadores que
n3o tinham conhecimento a que grupo pertencia cada animal. Ndo foram encontradas
diferengas estatisticas em nenhum dos pardmetros analisados entre os ratos abstinentes ao
alcool por duas horas apds o ultimo dia de dieta, quando comparados com os animais
controles. Entretanto, seis horas apds a abstinéncia, um aumento estatisticamente
significante foi observado em varios pardmetros, incluindo vocaliza¢Ges, esquiva, rigidez
dos musculos axiais verificada através de palpitagdes, 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 apds a abstinéncia ao
alcool (Figura 15), como avaliado pela ANOVA de duas vias com medidas repetidas [F(s)
= 56,49; p<0,0001, para tempo de abstinéncia; F(; 3y = 51,97; p<0,0001, para a interagédo
entre o tratamento e o tempo de abstinéncia]. Também foi analisada a presenca de crises
audiogénicas em oﬁtros grupos de animais submetidos ao mesmo tratamento. Nenhum dos

cinco ratos pertencentes ao grupo controle desenvolveu crises audiogénicas. Ao contrério,
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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 que o

paradigma de exposic;‘,éo 4 dieta liquida com etanol resulta no desenvolvimento de

- dependéncia ao alcool.

" Tabela 1 — Escores de avalia¢do da sindrome de abstinéncia ao alcool {leriﬁcados 2¢6

horas ap6s a abstinéncia. Os valores representam a médi

atepm de 5 animais/tratamento.

*p<0,05 representa diferenca significante entre os ratos que receberam as dietas liquidas

com etanol comparados com os ratos dos grupos controles, 6 horas apés o ultimo dia de

alimentagio (teste t de “Student”).

ESCORES DE AVALIACAO DA

6

_ 2 horas
SINI)ROME DE ABSTINENCIA AO- | Controle | etanol | Controle etanol
- ETANOL . . :
At1v1dade geral 09+0,1 109+0,2]0,5+0,2 |0,7+0,1

.Espasmos e sacud1das

0,120,1

02302

“Tremores na cabec;a
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Figura 15 — Escores de avaliagdo da sindrome de abstinéncia ao alcool analisados 2 € 6
horas ap6s o término do tratamento crénico com etanol. Quando tomados em conjunto
todos os escores, os animais expostos ao tratamento de longa duragio com etanol
mostraram uma resposta tipica de sindrome de abstinéncia aquela droga. Um total de 5
animais por grupo foram usados nestes experimentos. *p<0,0001 representa diferenga

estatistica em rela¢do aos respectivos animais controles (ANOVA + LSD).
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e) Quantificacio dos niveis proteicos das subunidades dos
receptores glutamatérgicos durante a sindrome de abstinéncia

ao etanol

A analise de Western blot foi realizada para quantificar os niveis proteicos das
subunidades dos receptores hipocampais NMDA, AMPA e Kainato durante a abstinéncia
ao alcool. Para estes estudos, os animais foram sacrificados 6 e 48 hrs apds a retirada da
dieta no ultimo dia de tratamento. Foram estudadas, inicialmente, as subunidades dos
receptores NMDA. Nenhuma diferenga significante nos niveis dés subunidades NRI,
NR2A, NR2B ou NR2C foi verificada (Figura 16). O mais importante ¢ que néo foram
detectadas diferencas significantes das inser¢6es C1 e C2 da subunidade NR1, ao mesmo
tempo em que se observou uma diminuigéo significante no conteudo da inser¢éo N1, apos

6 e 48 hrs de abstinéncia aquela droga (Figura 17).
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Figura 16 — (A) Quantificag@o dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores
NMDA (NR1, NR2A, NR2B e NR2C) no hipocampo de ratos, 6 e 48 horas ap6s o altimo
dia de tratamento com uma dieta liquida contendo etanol. As amostras totais de proteinas
(10 ul por fileira) foram aplicadas em SDS-PAGE 7,5% e foram analisadas com o0s
anticorpos descritos. Um total de 5 animais por grupo foram usados nestes experimentos.
(B) Grafico representativo dos Western blots mostrando ndo existir nenhuma diferenga

estatisticamente significante das diferentes subunidades dos receptores glutamatérgicos

NMDA.
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Figura 17 - (A) Quantificagdo dos niveis das proteinas das inser¢ées N1, C1 e C2 da
subunidade NR1 no hipocampo de ratos, 6 e 48 horas ap6s o ultimo dia de tratamento com
uma dieta liquida com etanol. As amostras totais de proteinas (10 pl por fileira) foram
aplicadas em SDkS—PAGE 7,5% e foram analisadas com os anticorpos descritos. (B)
Grafico 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 abstinéncia ao alcool, reduziram
os niveis proteicos das inser¢des N1 da subunidade NR1 quando comparados aos animais

controles (teste t de “Student”).
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Os niveis proteicos das subunidades dos receptores AMPA foram verificados apds
6 e 48 hs de abstinéncia ao alcool, fazendo-se uso também dos anticorpos anti-GluR1 e
anti-GluR2/3. Da mesma forma como ocorrido durante a presenga do dlcool, nenhuma
diferenca significante foi observada para aquelas subunidades em homogenados
hipocampais de ratos durante a abstinéncia aquela droga (Figura 18).

Ao contrario do ocorrido com os receptores NMDA e¢ AMPA, onde ndo se
observou alteracdo desses receptores, quando comparados aos animais abstinentes da dieta
rica em alcool, com os controles que receberam uma dieta isocaldrica ao etanol, observou-
se uma reducdo nos niveis de proteinas das subunidades GluRS e KA2 apéds 6 horas, € um

aumento dos niveis das subunidades KA2 ap6s 48h da retirada da dieta contendo alcool

(Figura 19).
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Figura 18 — (A) Quantifica¢do dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores

AMPA (GluR1 e GluR2/3) no hipocampo de ratos 6 e 48 horas ap6s o Gltimo dia de

tratamento com uma dieta liquida com etanol. As amostras totais de proteinas (10 pl 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) Grafico

representativo dos Western blots mostrando ndo existir diferenga estatisticamente

significante das diferentes subunidades dos receptores AMPA.
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Figura 19 — (A) Quantificacdo dos niveis das proteinas das subunidades dos receptores

Kainato (GluRS, GluR6/7 e KA2) no hipocampo de ratos 6 e 48 horas apds o 1iltimo dia de

tratamento com uma dieta liquida com etanol. As amostras totais de proteinas (10 ul 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 abstinéncia ao alcool houve uma redugéo dos

niveis proteicos das subunidades GluR5 e KA2, enquanto que com 48 horas foi verificado

um aumento dos niveis da subunidade KA2, quando comparados os animais abstinentes

em 4lcool e os controles (* p<0,05 - teste t de “Student™).
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) Quantificacdo dos niveis proteicos das enzimas NOS durante a
sindrome de abstinéncia ao etanol

Apesar de muitos trabalhos mostrarem que tratamento de longa dura¢dio com etanol

altera a regulagdo das atividades da NOS durante a sindrome de abstinéncia ao alcool, em

nossos estudos, a exemplo do ocorrido enquanto do tratamento com a dieta rica em etanol,

ndo observou-se nenhuma alteracdo dos niveis proteicos das enzimas NOS nos

homogenados hipocampais dos dois grupos de ratos (Figura 20).
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Figura 20 - (A) Grafico representativo da

1

expressdo das NOS no hipocampo de ratos 6 ¢

48 horas ap6s o término da dieta dieta liquida com etanol. Um total de 5 animais por grupo

foram usados nestes experimentos. (B) Grafico representativo dos Western blots mostrando

ndo existir diferenca estatisticamente significante das enzimas NOS nos animais

abstinentes em alcool, quando comparados aos controles.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo foram examinados os efeitos de uma dieta alcodlica durante 16 dias
nos niveis proteicos das subunidades pertencentes as trés subfamilias dos canais idnicos
acoplados ao glutamato em ratos adultos. Com excegdo da reducfo na inser¢do N1 das
subunidades NR1, nfo foram encontradas diferengas na expressdo das subunidades dos
receptores NMDA no hipocampo de ratos quando avaliados no pico de consumo do ultimo
dia da dieta contendo etanol. Estes resultados sdo, de alguma forma, inesperados, visto que
outros estudos tém relatado mudangas na expressdo das subunidades dos receptores
NMDA ap06s paradigmas de exposigéo de longa duragéo ao etanol.

Um estudo recente feito por Devaud e Morrow (1999) dgmonstrou um aumento de
aproximadamente 20% nos niveis das expréssﬁes das subunidades NR1 ¢ NR2A em
homogenados hipocampais de ratos machos Sprague-Dawley" expostos a uma dieta similar
a esta usada em nosso estudo. Kalluri er al. (1998) demonstraram cerca de 35% de
aumento nos niveis de NR1, NR2A e NR2B no hipocampo de ratos machos Sprague-
Dawley® quando intoxicados com élcool através de intubagio intragéstrica por 6 dias.
Trevisan et al. (1994) detectaram um aumento de aproximadamente 65% na
imunoreatividade hipocampal de NR1 em ratos machos Sprague-Dawley® que foram
expostos a dieta liquida contendo etanol por um periodo de tempo substancialmente longo
(12 semanas). Winkler et al. (1999) encontraram que tanto os RNAm quanto os niveis das
proteinas hipocampais das subunidades NR1 mudaram apds exposi¢éo cronica ao etanol
em ratos que preferem (AA) ou ndo preferem alcool (ANA) expostos a uma dieta liquida

contendo etanol por 20 dias. Em conjunto, os resultados de todos esses estudos indicam
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que os efeitos da exposi¢do de longa duragio do dlcool a niveis das subunidades dos
receptores NMDA parecem ser altamente dependentes do tipo de paradigma usado para
exposi¢do ao etanol por diferentes investigadores.

Em nosso estudo, ha de se ressaltar, entretanto, que apds a retirada da dieta, os animais
expostos cronicamente ao etanol, obtiveram em uma escala de analise da sindrome de
abstinéncia ao dlcool com 13 parametros, os maiores escores quando comparados aos ratos
controles. Além disso, 80% dos animais expostos ao alcool desenvolveram crises
audiogénicas 6 horas ap6s a abstinéncia, enquanto que nenhuma alteragdo pdde ser
observada nos animais controles, indicando que a dieta resultou no desenvolvimento de
dependéncia alcoolica. Desta forma, nossos resultados demonstram claramente que
mudangas na expressdo das subunidades dos receptores NMDA nem sempre ocorrem em
animais dependentes de alcool. Estes resultados encontrados devem ser considerados ao se
interpretar os resultados de estudos funcionais apds exposigio de longa duragio e sindrome
de abstinéncia ao alcool. Tem sido bem postulado nesses estudos que um aumento nas
funcdes dos receptores NMDA pode ser devido a mudangas nos niveis da expressdo das
subunidades. Os resultados, aqui mostrados, sugerem que essas mudangas nas fungdes dos

receptores NMDA podem ser mediadas por outros mecanismos, tais como, modifica¢des

pc')s-'transllacionais.

Os efeitos de exposigdo de longa duragfio ao etanol sobre a expressdo de isoformas
alternativamente clivadas da subunidade NR1 tém sido foco de recentes estudos. Hardy et
al. (1999) relataram que a proporgdo de RNAm contendo NR1 diminuiu no cértex
cerebral de ratos machos Wistar expostos a vapor de etanol e também 48 hrs apos a
retirada do &lcool. Winkler et al. (1999) encontraram que os niveis de RNAm das

subunidades NR1 com inser¢des C1(NR1-3) e de subunidades NR1 sem inser¢des C1 ¢
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C2 (NR1-4) aumentaram apdés 20 dias de exposi¢do ao etanol em ratos que tem
preferéncia por édlcool (AA) tanto no hipocampo quanto no nucleus acumbens. Um estudo
mais recente com hibridizac¢8o in situ com ratos machos Wistar detectou uma diminui¢io
nos niveis da expressio dos RNAm das subunidades NR1 contendo inser¢do C2 (NR1-2)
no hipocampo ap6s 8 dias da administragdo de alcool por intubag@o intragéstrica e
aumento nos niveis das subunidades ausentes de inser¢des Cl1 e C2 (NR1-4) apos a
retirada do dlcool (Darstein et al., 2000). Ao contrario, em nosso estudo foi observado que
a exposicdo de longa duragfo ao etanol em ratos machos Sprague-Dawley" ndo interferiu
nos niveis proteicos das subunidades hipocampais NR1 contendo inser¢des C1 ou C2,
entretanto uma redugdo dos niveis proteicos da inser¢do N1 podde ser claramente
identificada. Esta redug¢do foi observada 6 e 48h apds a abstinéncia ao alcool. Como
mencionado acima, estes resultados claramente indicam que alteragdes nos niveis das
isoformas de NR1, clivadas alternativamente, nem sempre ocorre em animais dependentes
de alcool. Esta diminui¢do nos niveis proteicos das subunidades NR1 contendo o cassete
N1 pode ter implicagdes funcionais. Uma diminui¢iio nos niveis de expressdo deste
cassete resulta em uma redugfio na afinidade do glutamato pelos seus receptores, auséncia
de potencia¢do pela espermina e aumentada potenciagéo pélo zinco (Zukin e Bennett,
1995).

Foi também examinada as subunidades dos receptores ndo-NMDA durante a
exposi¢do de longa duragdo ao etanol e durante a abstinéncia. Ndo foram detectadas
diferengas nos niveis proteicos das subunidades GluR1 e GluR2/3. Esses resultados estdo
em concordincia com aqueles de Trevisan et al (1994) que relataram que exposigéo de 12
semanas ao alcool ndo altera os niveis das subunidades GluR1 ou GluR2 no hipocampo

de ratos machos Sprague-DawleyR. Também foram avaliadas as subunidades dos
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receptores Kainato, GluRS, GluR6/7 e KA2 e encontramos que os niveis das subunidades
GIuR5 e KA2 foram reduzidas 6 horas apds a abstinéncia ao alcool. Estas subunidades
exercem importantes papéis no hipocampo. Os receptores Kainato contendo subunidades
GIuRS controlam o tonus da transmissfo sinaptica glutamatérgica na regido CAl do
hipocampo. Uma redug@o na expressdo da subunidade GIluR5 pode levar a uma
hiperexcitabilidade (Vignes ef al., 1998). Uma mudanga na expressdo de KA2 pode mudar
a eficacia de agonistas (Valenzuela e Cardoso, 1999). Até onde temos conhecimento, este
é o primeiro estudo sobre os efeitos da exposi¢do de longa duragdo ao etanol sobre os
niveis proteicos das subunidades dos receptores Kainato e pode ser importante para
corroborar nossos estudos com ratos que sdo expostos ao alcool usando diferentes
paradigmas além do usado neste estudo. |

E importante comparar os resultados de nosso estudo com aqueles de investigagdes
envolvendo os efeitos da exposicdo de longa duragdo ao etanol em culturas de neur6nios.
Ticku e colaboradores relataram que a exposigdo de neurdnios corticais em cultura com 50
mM de etanol por 5 dias resultou em um aumento na expressiéo dos RNAm das
subunidades NR1, NR2B e expressdo das subunidades proteicas (Follesa e Ticku, 1996;
Hu et dl., 1996; Kumari e Ticku, 1998). Chandler ef al. (1997) relataram que a exposigéo
de neurdnios corticais em cultura com 100 mM de .eté..n_cn)iﬁ;;)f 74— d1as 1150 ‘ produziu
mudangas nos niveis de expressdo das subunidades NR1, NR2A ¢ NR2B. Em um estudo
subsequente, o mesmo grupo de investigadores (Chandler et al., 1999), realizou
experimentos com neurdnios corticais em cultura expostos a 100 mM de etanol por 4 dias.

Foi observado um aumento nos niveis das subunidades NR1, NR2A, NR2B, GluR1 e

GIluR2/3 mas ndo na subunidade GluR6/7.
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Além dos achados acima, Hoffman et al. (1996) relataram um aumento de 20% nos
niveis da subunidade NR1 e uma diminuig¢do de 30% nos niveis da subunidade NR2A em
neurénios granulares cerebelares em cultura expostas a 100 mM de etanol por 2-4 dias.
Mais recentemente, Cebere et al. (1999) relataram que culturas de neurénios granulares
cerebelares expostas a 50-100 mM de etanol durante 3 dias, ndo alterou a expressdo de
variantes NR1 clivados e subunidades NR2A-C. Como no caso dos estudos com animais
mencionados acima, esses resultados indicam claramente que os efeitos de exposicdo de
longa duragdo ao etanol em culturas de neurdnios sobre a expressdo das subunidades dos
receptores glutamatérgicos ionotrépicos sdo também varidveis e altamente dependente das
condi¢des experimentais usadas por diferentes investigadores. Até onde conhecemos, os
efeitos da exposi¢do de longa duragdo ao etanol sobre a expressdo das subunidades dos
receptores glutamatérgicos em culturas de neurdnios hipocampais n3o foram ainda
examinados e pode ser interessante determinar se os efeitos dessa exposig:ﬁo de longa
duracgdo ao etanol em animais resulta em achados similares aqueles obtidos em nossos
estudos com animais.

Em conclusdo, foi encontrado que ratos expostos duranté 16 dias ao etanol

desenvolvem dependéncia ao alcool, entretanto isto ndo fica obrigatoriamente associado

com mudangas nos niveis proteicos da enzima NOS e/ou das sul-)unidades pegéﬁcentes as
maiores familias dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos, exceto no cassete N1 da
subunidade NR1, durante o tratamento e apds 6 e 48h da retirada do alcool. As
subunidades GIuRS e KA2 também foram alteradas 6 horas apds a retirada daquela droga
e com 48h foi observado um aumento dos niveis da subunidade KA2, supostamente em
decorréncia de uma compensagdo a reduzida produgéo desta subunidade que ocorreu com

6 horas, um mecanismo adaptativo que pode ocorrer no SNC com 48h de abstinéncia ao
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alcool em ratos. Os resultados de nosso estudo sugerem que mudangas nos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos ndo podem estar envolvidas, pelo menos em alguns casos,
com as conseqiiéncias neurocomportamentais da exposi¢do crénica ao etanol ¢ com a

sindrome de abstinéncia aquela droga.
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CONCLUSOES PARCIAIS

1y

2)

3)

4)

3)

6)

Noés ndo observamos diferenca nos niveis proteicos das subunidades dos receptores
NMDA, AMPA, Kainato e da enzima NOS no hipocampo de ratos no pico de consumo

do etanol no ultimo dia de tratamento dos animais com uma dieta alcodlica.

Os niveis proteicos da inser¢8o N1 da subunidade NR1 foram diminuidos no
hipocampo de ratos expostos & dieta alcodlica, quando comparados aos animais

controles.

Os animais abstinentes de alcool manifestaram alteragdes comportamentais, com 80%
dos animais expostos ao alcool apresentando crises audiogénicas 6 horas apos a

retirada do alcool, tipicas da sindrome de abstinéncia ao alcool.

A exemplo do que ocorreu na presenca do alcool, ndo foi observada também alteragédo
nos niveis proteicos das subunidades dos receptores NMDA, AMPA e da enzima NOS

no hipocampo de ratos durante a abstinéncia ao alcool.

Os niveis proteicos da inser¢do N1 da subunidade NR1 foram reduzidos no hipocampo

de ratos 6 e 48 horas ap0s a retirada do alcool.

Em relagdo aos receptores Kainato, os niveis proteicos das subunidades GluRS e KA2
foram reduzidos 6 horas apds a retirada do alcool. Com 48 horas de abstinéncia,

verificou-se um aumento dos niveis proteicos da subunidade KA2.
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1V. DISCUSSAO GERAL

No que diz respeito a primeira hipotese 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 ansiolitico produzido por uma dose sub-
efetiva de etanol. Levando-se em considera¢do esses achados, é de se supor que uma
diminui¢#o na regulac@o das vias nitrérgicas pode diminuir os riscos de uma pessoa ser um
dependente em alcool. Ao contrario, aumentando-se a regulagdo daquelas vias, os riscos a
dependéncia sdo supostamente maiores. Nossos dados reforcam aqueles de Schuckit
(1994), mostrando que as pessoas mais sensiveis ao alcool tém menor probabilidade a
desenvolverem distirbio do alcoolismo do que aquelas mais resistentes. Portanto, sugere-
se que interferindo-se nas vias nitrérgicas, ha uma possibilidade de se impedir o

_alcoolismo.

Nossos estudos sugerem também, que provavelmente ha uma conexdo entre as vias
nitrérgicas e os receptores NMDA na modulagdo do efeito ansiolitico do alcool. Nos
encontramos que a D-cicloserina, um agonista parcial dos sitios da GLY nos complexos
receptores NMDA, foi capaz de bloquear o efeito ansiolitico produzido pela associagfo do
7-NI com o etanol. Esses dados s3o consistentes com outros dados eletrofisiologicos
mostrando que os componentes das vias nitrérgicas atenuam os efeitos inibitdrios do etanol
sobre as correntes eliciadas por NMDA (Costa et al., submetido & publicagdo). Nossos
resultados, apesar de merecerem mais investigagdes, talvez sejam um ponto de partida para
descobertas de novos mecanismos de agéo aguda do etanol sobre os receptores NMDA.

Em relacdo & segunda hipotese, a exposicdo de longa duracdo ao etanol, ao

contrario dos outros estudos que mostram mudangas compensatdrias nos niveis proteicos
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das subunidades dos canais i6nicos acoplados ao glutamato, néo se observou alteragGes dos
niveis das subunidades dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo NMDA, com
excecdo daquelas relacionadas com uma diminui¢do dos niveis do cassete N1 das
subunidades NR1. Cabe mencionar também que nenhuma alteragdo pdde 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 equilibrio homeostatico
compensando os efeitos depressores do alcool por mudangas nos niveis proteicos das
subunidades dos receptores glutamatérgicos.

O desenvolvimento de farmacoterapia efetiva para o tratamento do alcoolismo ¢ da
maior prioridade na pesquisa envolvendo o alcool. Isto s6 depende do continuado empenho
dos neurocientistas para elucidar como o alcool atua no cérebro para produzir um distirbio
tdo complexo como o do alcoolismo. Cabe entender como esses fendmenos podem ser
interrompidos ou controlados. As pesquisas clinicas testando a eficacia dos medicamentos
através de uma triagem clinica cuidadosamente controlada aparecem como fatores
importantes neste contexto. Acreditamos que nesta nova década, os maiores avangos serdo
dados nas descobertas de medicamentos eficazes contra esse grande problema de satde
mundial. Com isto ¢ de se esperar que o grande custo socio-econdmico e problemas

relacionados ao alcoolismo possam ser revertidos.
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V. CONCLUSOES FINAIS

1))

2)

3)

Nossos resultados sugerem que as vias nitrérgicas regulam os efeitos agudos do etanol

e isto pode ter um papel no desenvolvimento da dependéncia ao alcool.

Provavelmente hd uma interag@o entre as vias nitrérgicas e os receptores NMDA que
possa justificar o efeito ansiolitico do etanol, mas dada a complexidade do evento

muito ainda tem a ser estudado em relagéo a este assunto.

A exposigdo de longa exposi¢do ao etanol resulta em dependéncia ao alcool, mas nédo
fica obrigatoriamente associada com mudangas nos niveis proteicos das subunidades

pertencentes as trés maiores familias dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos e/ou

da enzima NOS.
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