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RESUMO

O consumo do etanol (EtOH) tem aumentado principalmente no pubico feminino
adolescente. A ingestdo de EtOH na forma intermitente e episodica possui frequéncia de
consumo em torno de 3 vezes por semana. Os efeitos toxicos dessa forma de consumo sdo
especialmente perigosos em detrimento ao consumo continuo de EtOH devido as altas doses
ingeridas seguidas de abstinéncia, acarretando maiores alterages no sistema nervoso central
(SNC) em maturagdo em pouco tempo de consumo. Considerando a relevancia epidemioldgica
e as consequéncias nocivas do EtOH sobre o balanco oxidativo, producdo hormonal e de
neurotrofina no SNC em maturacdo, o objetivo deste estudo foi investigar as respostas
comportamentais, teciduais e bioquimicas derivadas do consumo intermitente e episddico de
EtOH em ratas na fase de adolescéncia a idade adulta. Ratos Wistar fémeas adolescentes (n=80)
receberam, por gavagem, agua destilada ou EtOH (3 g/kg/dia) durante 3 dias consecutivos por
semana. Os animais foram avaliados sete horas e meia apds o ultimo dia de administracdo em
1, 4 e 8 semanas de episddios de binge drinking (37, 58 e 86 DPN, respectivamente), além
disso, foi adicionado um periodo de 14 dias de abstinéncia apés 8 BD (100 DPN) a fim de
avaliar a habilidade do SNC em reverter danos gerados sobre ele. A bateria de testes
comportamentais foi constituida de atividade locomotora espontanea, reconhecimento de
objetos, labirinto em cruz elevado, pole test, beam walking e rotarod. Os animais foram
sacrificados e as amostras de sangue coletadas para avaliacdo dos niveis de corticosterona, de
malondialdeido, atividade da catalase, atividade da superoxido-dismutase e conteldo de
glutationa. Por conseguinte, o hipocampo foi dissecado para quantificacdo do imunoconteido
de BDNF. A administracdo de EtOH alcangou concentracdo sanguinea média de 197,4 mg/dL
e no periodo de 7,5 horas apés a Gltima administracdo de EtOH em binge agudo, a concentracédo
sanguinea foi de 0,7 mg/dL. Dessa forma, os animais realizaram 0s ensaios comportamentais
pos-consumo de EtOH, ndo sob efeito da droga. O consumo de EtOH em binge ndo alterou o
ganho de peso dos animais da adolescéncia a vida adulta, no entanto, reduziu a atividade
locomotora exploratoria, prejuizo na coordenacdo motora, equilibrio e aprendizado motor
associado a bradicinesia, assim como, prejuizo no processo mnemonico e aumento do
comportamento relacionado a ansiedade. Estes prejuizos foram acompanhados de elevacao
hormonal de corticosterona, reducdo dos niveis de BDNF hipocampal e desequilibrio no
balan¢o oxidativo sistémico. Dessa forma, foi possivel identificar que os prejuizos encontrados
sobre o comportamento semelhante a ansiedade, memdria de curta duracdo, bradicinesia e

atividade locomotora espontanea apareceram desde o pds-consumo de EtOH por trés dias



consecutivos, no entanto, ndo apresentaram recupera¢do nem piora do dano apds repetidos
episédios. Em contrapartida, houve recuperacdo da memoria de curta duracdo na tarefa de
reconhecimento do objeto associado ao retorno dos niveis normais de BDNF na idade adulta.
Além disso, demonstrou piora no aprendizado motor na fase adulto jovem seguido de
recuperacdo gradual e parcial apds periodo prolongado de retirada da droga, mesmo assim, o

prejuizo da coordenacdo motora e equilibrio permaneceram na fase adulta.

Palavras-chave: adolescente, atividade motora, beber em binge, etanol, memoéria de curta

duracéo.



ABSTRACT

The consumption of ethanol (EtOH) is enhanced particularly in adolescent female pubic. The
EtOH intake and intermittent episodic own consumption rate around 3 times per week. The
toxic effects of this kind of consumption is especially dangerous over the continuous
consumption of EtOH followed due to the high dietary intakes of abstinence, causing major
changes in the central nervous system (CNS) maturing in a short time consumption.
Considering the epidemiological relevance and the harmful effects of EtOH on the oxidative
balance, hormone production and neurotrophin CNS maturing, the aim of this study was to
investigate the behavioural, tissue and biochemical responses derived from intermittent and
episodic consumption of EtOH in rats in phase from adolescence to adulthood. Wistar female
adolescents (n = 80) received by gavage, distilled water or EtOH (3 g/kg/day) for 3 consecutive
days per week. The animals were assessed seven and a half hours after the last administration
day 1, 4 and 8 weeks of episodes of binge drinking (37, 58 and 86 DPN, respectively), besides,
a period of 14 days of abstinence was added after BD 8 (100 DPN) to evaluate the ability to
reverse the CNS damage generated on it. The battery of behavioural tests consisted of
spontaneous locomotor activity, object recognition, elevated plus maze, test pole, walking beam
and rotarod. The animals were sacrificed and blood samples collected for evaluation of
corticosterone levels of malondialdehyde, catalase activity, the activity of superoxide dismutase
and glutathione content. Therefore, the hippocampus was dissected to quantify the
immunocontent BDNF. The administration of EtOH reached average peak blood concentration
of 197.4 mg / dL and the period of 7.5 hours after the last administration EtOH in acute binge
blood concentration was 0.7 mg / dL. Thus, the animals underwent behavioural tests post-
consumer EtOH, not under the drug effect. Consumption of EtOH in binge did not affect weight
gain of adolescent animals into adulthood, however, reduced the exploratory locomotor
activity, impaired motor coordination, balance and motor learning associated with bradykinesia,
as well as loss in the mnemonic process and increased anxiety-like behaviour. These losses
were accompanied by hormonal elevation of corticosterone, reduced hippocampal BDNF levels
and systemic imbalance in the oxidative balance. Thus, it was possible to identify that the
damage found on the similar behaviour to anxiety, short-term memory, bradykinesia and
spontaneous locomotor activity appeared from EtOH post-consumption for three consecutive
days, however, they showed no recovery or worsening of damage after repeated episodes. In
contrast, there was recovery of short-term memory in object recognition task associated with

the return of normal levels of BDNF in adulthood. Moreover, it showed worsening in motor



learning in young adult phase followed by gradual and partial recovery after prolonged period

of drug withdrawal, yet the loss of motor coordination and balance remained in adulthood.

Key words: adolescence, binge drinking, ethanol, motor activity, ethanol, short-term memory.
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1. MEMORIAL

Iniciei minhas atividades cientificas ainda durante a graduacdo, em 2009, como bolsista
de iniciacdo cientifica no projeto submetido e aprovado pela agéncia de fomento FAPESPA,
intitulado: “Efeitos neurocomportamentais, neuroprotetores ¢ na recuperagao funcional apos
blogueio da ativacdo microglial com minociclina em ratos submetidos a isquemia focal no
cortex motor quando tratados cronicamente com EtOH da adolescéncia a fase adulta” cuja
coordenadora do projeto foi a Profa Dra Cristiane do Socorro Ferraz Maia.

O projeto inicial foi oriundo da parceria de dois principais laboratérios colaboradores e
professores envolvidos: Prof. Rafael Rodrigues Lima e Prof. Walace Gomes Leal do
Laboratério de Neuroprotecdo e Neuroregeneracdo Experimental do Instituto de Ciéncias
Biologicas- UFPA e Profa. Cristiane do Socorro Ferraz Maia do Laboratério de Farmacologia
da Inflamacdo e do Comportamento do Instituto de Ciéncias da Saude- UFPA. A parceria
resultou em publicacGes em revistas cientificas internacionais, além da ampliacdo das parcerias
envolvidas com adi¢do de outros importantes colaboradores (Profa Elena Crespo Lépez- ICB,
UFPA; Profa Marta Chagas- ICS, UFPA e Prof Rui Daniel Prediger- CCB, UFSC) e
consolidacéo efetiva do grupo de pesquisa o qual faco parte.

Inicialmente, o grupo propds avaliar a interagéo entre a intoxicagdo alcodlica cronica
iniciada na adolescéncia e o acidente vascular encefalico isquémico em cdrtex motor na fase
adulta em ratos fémeas, e os efeitos do tratamento com minociclina sobre esta interacao,
utilizando-se parametros comportamentais, celulares e moleculares. Dessa forma, a amplitude
do projeto inicial culminou em defesas de trabalho de concluséo de curso, mestrado e doutorado
e duas publicagdes em revistas de alto fator de impacto e relevancia na comunidade cientifica.

Dentre os principais resultados encontrados a respeito da interacdo entre intoxicacdo
crébnica com etanol (EtOH) e o dano isquémico no cOrtex motor de ratos fémeas foram
marcantes distdrbios motores como reducéo da atividade locomotora espontéanea, perda da forca
muscular, coordenagdo motora e equilibrio em diferentes tarefas comportamentais resultando
em importantes alteracbes teciduais e perda neuronal grave. Assim como, também foi
encontrado que a intoxicacdo alcoolica cronica limita a ativacdo microglial e astrocitaria
desencadeada pelo processo isquémico, mas desenvolve um potente sinergismo sobre
marcadores de estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2014; FONTES-JUNIOR et al., 2016).

A respeito da aglo terapéutica da minociclina nas condi¢des de intoxicagao alcodlica
crbnica e isquemia, foi evidenciado efetividade da minociclina na prevencédo das perdas motoras
e celulares induzidas pela isquemia cortical. Assim como, o tratamento com a minociclina apds

a intoxicacdo cronica com EtOH da adolescéncia a fase adulta foi capaz de reverter deficits
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motores induzidos pela isquemia cerebral focal, associada a uma preservagdo neuronal
significativa e diminuicdo da ativacdo microglial exacerbada (OLIVEIRA et al., 2014;
FONTES-JUNIOR et al., 2016).

No entanto, avaliacdo mais minuciosa da funcdo motora por Fontes-Junior e
colaboradores (2016) revelou que, como a comorbidade agravou significativamente as
alteragcBes comportamentais, os animais intoxicados com EtOH e com o cortex motor
isquemiado, mesmo apo6s tratamento com minociclina, apresentaram perdas na capacidade de
iniciar movimentos e na exploracdo vertical. Dessa forma, foi possivel sugerir que ajustes na
terapéutica da minociclina sejam necessarios no tratamento da isquemia em pacientes etilistas.

A partir da relevancia dos resultados encontrados nos grupos EtOH-intoxicados e devido
a gama de mecanismos envolvidos nos efeitos neurotdxicos do alcool e diversas areas afetadas
pela administracdo desta droga, nosso grupo de pesquisa iniciou investigacoes a respeito dos
efeitos do EtOH per se sobre fungbes motoras, comportamento relacionado a ansiedade,
processo mnemaonico e suas respectivas areas encefalicas responsaveis.

Vale ressaltar que o modelo de intoxicacdo alcodlica utilizada em nossa linha de
pesquisa consistiu de uma forma pesada de consumo continuo crénico — conhecido como heavy
drinking- iniciado na adolescéncia seguido até a idade adulta. Este modelo geralmente esta
associado ao consumo frequente de 5 doses padrdo de EtOH ou mais e tem sido relacionado
com a desordem clinica do etilismo que é caracterizado pelo consumo compulsivo do alcool
com desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (POMBO et al., 2015; NIAAA, 2016). Além
disso, nosso modelo experimental tem sido utilizado com fémeas a fim de elucidar os efeitos
da administracdo do alcool sobre a populacao feminina que tem aumentado o consumo de EtOH
(INPAD, 2013). Assim, este modelo reflete o padrdo de abuso do consumo de EtOH na
populacdo humana (NIAAA, 2004; SKALA e WALTER, 2013; WHO, 2014).

Ao investigar se a exposicdo pesada e cronica de EtOH durante a adolescéncia até a
idade adulta de ratos fémeas pode induzir danos histoldgicos do hipocampo e deficiéncias
neurocomportamentais, nosso grupo de pesquisa encontrou, pela primeira vez, danos funcionais
e morfologicos duradouros no hipocampo observado na vida adulta. Além disso, a
administragdo crbnica de EtOH induziu comportamento relacionado & ansiedade e
comprometimento da memoria de curto prazo avaliada pelos testes de reconhecimento social e
esquiva inibitéria acompanhados por reducao no volume do hipocampo e alteragdo morfoldgica

nas regides hipocampais de CA1, CA3 e hilo e perda neuronal sem demonstrar, no entanto, o
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envolvimento de marcadores do estresse oxidativo nas alteracbes comportamentais e
morfoldgicas induzidas pelo EtOH no protocolo utilizado (OLIVEIRA et al., 2015).

Paralelamente, nosso grupo também buscou investigar se o protocolo de administracao
cronica de EtOH durante a adolescéncia pode induzir deficiéncias motoras e danos histoldgicos
no cortex cerebral e cerebelo de ratos fémeas, assim como, foi avaliado o suposto envolvimento
dos mecanismos neuroinflamatorios e de estresse oxidativo. A despeito dessas avaliagdes, foi
encontrado, pela primeira vez, que a intoxicacao cronica e pesada de EtOH induz dano motor
em longo prazo avaliado por diferentes ensaios comportamentais- campo aberto, plano
inclinado e rotarod- que foram acompanhados por perda neuronal e de células gliais do cértex
cerebral (TEIXEIRA et al., 2014) e cerebelo de ratos fémeas (dados ainda ndo publicados).
Além disso, 0s ensaios bioguimicos revelaram um papel principal para o estresse oxidativo, e
especialmente para a via nitrérgica nos efeitos corticais observados (TEIXEIRA et al., 2014).

De outra maneira, além das investigacGes a respeito da intoxicacdo conica do EtOH na
forma de consumo pesado da adolescéncia a idade adulta de ratos Wistar fémeas com
repercussdes em dareas do sistema nervoso central (SNC) e reflexos no comportamento,
investigamos os efeitos desta droga sobre o aparelho estomatognético pois percebemos a lacuna
na literatura acerca das repercussdes na cavidade oral provocadas por este protocolo de
consumo de EtOH.

Dessa forma, nosso grupo de pesquisa realizou estudos a respeito dos prejuizos do EtOH
crénico no modelo de heavy drinking (altas doses de EtOH, 6,5 g/kg/dia) da adolescéncia a
idade adulta de ratos Wistar fémeas sobre importante processo fisioldgico no tecido periodontal,
no qual foi encontrado alteragdo da homeostase da cavidade oral deflagrado pela perda dssea
alveolar (BANNACH et al., 2015).

Porém, observamos que haviam poucas investigacdes na literatura a respeito dos danos
encontrados no tecido glandular. Entéo, este estudo inclui os efeitos sobre as alteracdes em
glandulas salivares de ratos fémeas decorrentes do consumo continuo de EtOH no modelo
heavy drinking da adolescéncia a idade adulta (ANEXO A). Dessa forma, foram encontrados
atrofia no parénguima glandular associada ao aumento do peso da par6tida com reducdo da
populacédo celular ductal e mioepitelial; aléem disso, foi identificado mudancas na populacdo
celular da glandula submandibular com aparecimento de estruturas ductiformes e aumento de
apoptose no local (FERNANDES et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que o consumo de EtOH afeta glandulas salivares gerando
reducdo do fluxo salivar relacionado a atrofia do parénquima secretor glandular (MAIER et al.,
1990; BANDERAS et al., 1992; RIEDEL et al., 2003; CARRANZA et al., 2005). No entanto,
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o efeito do consumo de alcool sobre o tamanho da glandula permanece incerto (MANDEL e
BAURMASH, 1971; MAIER et al., 1986; SCOTT et al., 1988; CAMPOS et al., 2005;
MANDEL et al., 2005). A intoxicacdo com EtOH no protocolo de heavy drinking utilizado
neste estudo gerou aumento somente da glandula paroétida.

Os efeitos do consumo de EtOH no padrdo heavy drinking sobre a nutrigdo sdo bem
conhecidos e podem contribuir para o deficiente desenvolvimento dos 6rgdos (CAMPOS et al.,
2005). O estado de mal nutricdo em roedores é caracterizado pela disfuncdo comportamental,
perda ou mudancas nos pelos, diarreia, edema e consideravel perda de peso (CAMPANA et al.,
1975). Estes fatores alteram a fisiologia e morfologia das glandulas salivares (NOR et al., 2003).

Apesar do protocolo heavy drinking utilizado neste estudo, ndo foi encontrado qualquer
caracteristica de mal nutricdo nas ratas da adolescéncia a idade adulta conforme previamente
observado por Oliveira et al. (2014) que utilizou 0 mesmo paradigma de intoxica¢do. No
entanto, nossos achados demonstram atrofia da glandula parétida (observado pela reducédo da
area do parénquima) associado ao aumento do peso glandular conforme reportado por alguns
autores (RIEDEL et al., 2003; CAMPOS et al., 2005). A atrofia glandular depende da dose e
duracdo do consumo de EtOH, no entanto, ainda ndo é conhecido a partir de que momento
ocorre esta alteracdo (SCOTT et al., 1988).

Além do mais, nossos resultados também revelaram que a area do estroma da glandula
submandibular aumentou a qual ndo foi acompanhada de processo inflamatorio, haja vista que
ndo foi visualizado infiltrado inflamatdrio na area aumentada. Entretanto, alguns relatos
afirmam que a intoxicacdo cronica com EtOH aumenta infiltragdo periductal linfocitaria
(DALE, 2001; CARDA et al., 2005). De outra maneira, é bem reportado que o alcoolismo
crénico é uma das causas da sialodenose, esta patologia ndo é de natureza inflamatdria, induz
alargamento glandular e altera o peso glandular (MANDIY e SURAFFANON, 2002). Estas
informacdes podem explicar parcialmente nossos achados.

Além disso, a atrofia glandular produzida pelo consumo continuo crénico do alcool esta
associada ao aumento da atividade proliferativa do epitélio da mucosa oral que pode ser causada
por efeito citotoxico do EtOH etanol (RIEDEL et al., 2003). Estudos recentes em ratos
demonstram que a intoxicacdo crénica de EtOH durante a idade adulta associada a parcial
remocdo da glandula submandibular induz proliferagédo celular e aumento de ductos convolutos
ricos em fatores de crescimento que estdo presentes somente na glandula submandibular
(AMANO et al., 2012; NOR et al., 2013), no 7° dia pos-cirirgico. No presente estudo, a

intoxicacdo cronica durante 55 dias aumentou a intensidade de marcacao de citoqueratina-19
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(CK 19) e aparecimento de estruturas tipo ductal na submandibular, no entanto, reducdo na
marcacao parotida apos o estimulo nocivo.

Citoqueratinas sdo proteinas do citoesqueleto de filamentos intermediarios especifico
de células epiteliais (FRADETTE et a., 1998). Estudos prévios afirmam que aumento da
marcacao de CK 19 pelas células suprabasais da mucosa oral indica disfuncdo e mudancas de
provavel pré-malignidade (MICHEL et al.,, 1996; ZHONG et al., 2007). Todavia, atrofia
glandular em longo prazo gera reducdo de células ductais na glandula parétida (WALKER e
GOLBE, 1987).

Considerando-se que as células ductais no volume total da submandibular é em torno de
20% comparada a parotida (5%) e que estas celulas exibem menor susceptibilidade a fatores
estressores (isto €, como o consumo de alcool), dessa forma, a glandula submandibular
apresenta fatores de resisténcia em maior propor¢cdo (DEHAYE e TURNER, 1991; BURGESS
e DARDICK, 1998). No entanto, o presente trabalho ndo pode fornecer evidéncia direta para
explicar essas alteragfes ou 0s mecanismos responsaveis pela alteracdo glandular.

A imunohistoquimica realizada para identificacdo de células mioepiteliais revelou
reducdo na intensidade de marcacdo somente na glandula parétida EtOH-intoxicada. De acordo
com estudos que avaliam inducdo experimental de atrofia ductal por outros mecanismos (como
por ligadura), a populacdo de células mioepiteliais reduz apés indugdo de atrofia persistente
(BURGESS et al., 1996; BURGESS e DARDICK, 1998). Dessa forma, neste estudo, houve
reducdo da populacdo de células mioepiteliais do parénquima glandular da parétida causada
pelo consumo de EtOH no padréo heavy durante a adolescéncia.

Foram encontradas células caspase-3 positiva em &cinos e ductos das glandulas
salivares. Estd bem descrito que a apoptose participa de processos progressivos e regressivos
gue ocorrem em periodos do desenvolvimento e de regeneracao glandular (TAKAHASHI et
al., 2004). Este evento contribui para a delecdo de células do tubulo terminal e formacgédo do
limen de ductos (HECHT et al., 2000; JASKOLL e MELNICK, 1999). Neste estudo, 0
consumo de EtOH no modelo heavy drinking gerou aumento na intensidade de marcagdo de
células apoptoticas na glandula submandibular e inalterado na parétida. No entanto, 0s
mecanismos que induziram maiores niveis de capase-3 em somente um tipo glandular ainda
ndo sdo compreendidos.

Campos e colaboradores (2005) reportaram que mecanismos bioquimicos de ambas as
glandulas diferem, a glandula parétida possui um mecanismo predominantemente aerdbico
enguanto que o metabolismo anaerobico predomina na submandibular. Tais diferencas podem

indicar que os eventos de morte celular na parotida sejam diferentes dos que ocorrem na
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submandibular, pois a primeira possui maior suscetibilidade a danos oxidativo e a segunda seja
mais susceptivel a eventos apoptoticos.

Assim, o consumo pesado de EtOH na forma continua da adolescéncia a fase adulta
causa atrofia em glandula parotida, mas ndo em glandula submandibular. Os achados na
glandula submandibular foram paradoxos devido o consumo de EtOH no modelo heavy
drinking gerar o aparecimento de células tipo ductais associado a aumento da marcacdo de
caspase-3. Desta forma, este estudo demonstrou diferencas significantes entre as glandulas
parétida e submandibular frente ao estimulo de um estressor cronico. Considerando 0s
mecanismos exatos envolvidos no dano causado na glandula parétida e na capacidade
proliferativa de células ductais na submandibular, fazem-se necessarios mais estudos sobre
estas diferencas causadas pelo consumo cronico e pesado de EtOH no tecido glandular de
adolescentes.

Considerando as descobertas iniciais sobre os efeitos derivados do heavy drinking da
adolescéncia a idade adulta sobre importantes processos fisiolégicos em diferentes tecidos
corporais, tais como alteracdo da homeostase da cavidade oral (BANNACH et al., 2015;
FERNANDES et al, 2015) e no sistema nervoso verificado por prejuizos
neurocomportamentais bem como danos em populacdes celulares do tecido encefélico
(OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JUNIOR
etal., 2016), surgiram novas perguntas acerca dos efeitos decorrentes do consumo intermitente
e episodico de EtOH, haja vista que este € 0 modelo de consumo dominante de uso indevido do
alcool em adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009; CREGO et al., 2010; INPAD, 2013).

Assim, em 2013 foi desenvolvido entdo em nosso laboratério um modelo de binge
drinking em diferentes periodos de intoxicacdo a fim de avaliar a partir de que periodo do
consumo intermitente e episddico ocorrem os prejuizos relacionados ao tecido glandular
(FAGUNDES et al., 2016) e sobre as fun¢Ges comportamentais encontradas em nossos estudos
anteriores, assim como, as altera¢des bioquimicas decorrentes desta intoxicacdo. Desta forma,
0 estudo a seguir descreve a caracterizagdo das respostas comportamentais, teciduais e
bioquimicas derivadas da administracdo de EtOH no modelo de binge drinking em ratas na fase

de adolescéncia a idade adulta.
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2. INTRODUCAO

2.1 Cronologia da adolescéncia

A adolescéncia é um termo usado para descrever um estagio de transicdo entre a infancia
a idade adulta que compreende periodos da adolescéncia e puberdade, uma vez que estes termos
ndo sdo mutuamente exclusivos (ARAIN et al., 2013). Tendo em vista que o periodo da
puberdade é referido como as mudancas hormonais que ocorrem na fase inicial da adolescéncia
(KAPLAN, 2004).

Durante esta fase do desenvolvimento, o individuo passa por transformacdes fisicas,
psicossociais e cognitivas (PICKLES et al., 1998; ARAIN et al., 2013). Além de algumas
mudancas comportamentais como tomada de risco, alta exploracdo, busca pela novidade e
interacdo social que auxiliam o desenvolvimento das habilidades sociais necessarias na vida
adulta (GALEF, 1997; STANSFIELD e KIRSTEIN, 2005; CREWS et al., 2007; STANSFIELD
e KIRSTEIN, 2007).

A faixa etaria em humanos que compreende a fase da adolescéncia é considerado por
alguns autores entre os 12-24 anos de idade (ARAIN et al., 2013; SEMPLE et al., 2013). A
adolescéncia em roedores ainda necessita de um consenso e é definida usando varios fatores
indicativos de transic¢éo do desenvolvimento de adolescentes humanos, incluindo mudangas nos
padrdes de comportamento, padrdes hormonais e/ou caracteristicas sexuais primarias
(MALDONADO-DEVINCCI et al., 2010).

Segundo Spear (2000) o periodo que engloba a adolescéncia em roedores é a faixa entre
0s 28-42 dias pos-natal (DPN), quando ocorrem mudangas comportamentais nos animais mais
jovens em relagdo aos mais velhos, associadas a picos no crescimento corpéreo, abertura
vaginal nas fémeas e aumento da maturidade espermatica nos tabulos seminiferos dos machos.
Existem diferencas na maturacdo do desenvolvimento entre géneros, os machos tendem a
estender o periodo da adolescéncia para 55 DPN.

Além disso, alguns pesquisadores tém identificado as categorias da adolescéncia em
roedores como precoce (pré-puberes: 21-34 DPN), média (periadolescéncia: 34-46 DPN) e
tardia (adulto jovem: 46-59 DPN). Vale ressaltar que o aparecimento da puberdade esta em
torno de 33 e 44 DPN em animais com desmame no periodo de 21 DPN e maturidade
reprodutiva em 59 DPN (TIRELLI et al., 2003).

No entanto, para outros autores, a maturidade do ciclo hormonal esté por volta de 28-30
DPN aparecendo mais tarde em ratos machos (60 DPN) [MALDONADO-DEVINCCI et al.,

2010] visto que, a fase adulta de roedores propriamente dita inicia em média a partir dos 70 dias
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de vida quando ndo sdo mais influenciados por processos enddcrinos durante desenvolvimento
ontogenético (KARL et al., 2003; ACEVEDO et al., 2013).

Apesar de ndo existir uma resposta simples acerca das comparacdes de idade entre
espécies diferentes, Quinn (2005) descreveu algumas equivaléncias entre dias de vida de ratos
e anos de vida para humanos. A extrapolacdo descrita varia de acordo com a fase do
desenvolvimento, no periodo da adolescéncia 10,5 dias de vida de ratos equivale a 1 ano de
vida para humanos. De outra forma, na fase adulta 11,8 dias de vida de ratos é proporcional a
1 ano na idade de humanos. Um estudo descrevendo o desenvolvimento do cérebro de roedores
e seres humanos relatou que a idade de 35-49 DPN em roedores equivale aos 12-18 anos de
idade em humanos. Além disso, a partir de 60 DPN em ratos equivale aos 20 anos ou mais de
idade em individuos humanos (SEMPLE et al., 2013).

Vale ressaltar que o encéfalo adolescente € um estado de transicdo em que ocorrem
alteracGes progressivas e regressivas fornecendo uma base bioldgica para os comportamentos
especificos da adolescéncia, associadas as mudangas no comportamento durante a maturagao
para a vida adulta (CREWS et al., 2007).

2.2 Maturacéo na adolescéncia

Durante a infancia, pouco antes da puberdade, ocorre o crescimento de neurdnios e
espessamento da substancia cinzenta que é seguido por uma podagem durante a adolescéncia e
inicio da idade adulta (ARAIN et al., 2013). Apds esta proliferacdo neuronal, o encéfalo
adolescente reestrutura-se sofrendo um processo benéfico denominado de podagem dendritica
no qual sdo erradicadas sinapses nao utilizadas e mielinizacdo, cuja funcdo é aumentar a
velocidade de conducdo dos impulsos nervosos de circuitarias neuronais de regides especificas
cerebrais (GUERRI e PASCUAL, 2010; SEMPLE et al., 2013). Assim, este evento demarca a
restruturacédo e refinamento de conexao entre neurdnios e glia (CREWS et al., 2007; GUERRI
e PASCUAL, 2010).

Dessa forma, importantes mudancas estruturais e funcionais na plasticidade sinéptica e
conectividade neural ocorrem durante o desenvolvimento e maturacdo do SNC. Uma das
Gltimas regides do SNC que sofre este processo de maturacdo € o cortex pré-frontal. Esta regido
é responsavel pela analise cognitiva, pensamento abstrato e a moderagdo do comportamento
correto em situagOes sociais. Devido a isso, alguns adolescentes exibem imaturidade
comportamental (ARAIN et al., 2013).

Estruturas cerebrais como amigdala, hipocampo, nicleo accumbens, hipotdlamo e

cortices frontal, pré-frontal e orbito-frontal formam o sistema limbico. Este sistema também



30

sofre maturagdo no periodo da adolescéncia (SPEAR, 2000; CREWS et al., 2007; GUERRI e
PASCUAL, 2010). Estas regifes sdo responsaveis por mediar fungbes executivas - como
controle do impulso, atencdo, inibicdo da resposta e planejamento de tarefas - e respostas
comportamentais complexas, tais como aprendizagem e memoria (PASCUAL et al., 2011,
SELEMON, 2013).

Dentre as alteracdes decorrentes da maturagao do encéfalo adolescente estdo envolvidas
mudancas neuroquimicas, como a reducdo dos niveis de dopamina, resultando em mudancas de
humor e dificuldades de regular emocdes; e de serotonina, que esta relacionada com controle
de impulso diminuido dos adolescentes (ARAIN et al., 2013). Além disso, a heurotransmissao
acido y-aminobutirico (GABA)érgica, particularmente no cortex pré-frontal, permanece sob
construcdo durante o periodo da adolescéncia cuja consequéncia € o comportamento de
excitacdo encontrado nesta fase da vida (ARAIN et al., 2013).

Alias, a adolescéncia também é um periodo de maior plasticidade das respostas do eixo
hipotalamo-pituitaria- adrenal (HPA) [ARAIN et al., 2013]. Este eixo medeia respostas a
estressores por ativacdo de neurbnios do ndcleo paraventricular no hipotalamo, promovendo
liberacdo do fator liberador de corticotropina (corticotropin-releasing fator - CRF) para a
glandula hipofise, esta, por sua vez, libera o hormdénio adrenocorticotropico
(adrenocorticotropic hormone - ACTH) que atua sobre as glandulas adrenais elevando a
producdo de corticosterona (CORT) (LOGRIP et al., 2013). Este hormonio é produzido em
maior quantidade principalmente ao despertar do sono e faz parte do ritmo circadiano natural
(CLOW et al., 2010).

No entanto, a adolescéncia € um periodo de maior vulnerabilidade na funcéo do eixo
HPA que na fase adulta (ROMEO, 2010). Durante a puberdade, hd aumento de receptores para
hormdnios esteroidais no sistema limbico que estimulam o desejo sexual, promovem volatidade
emocional e impulsividade. Estas mudancas estéo relacionadas com a diminui¢do da dopamina
e, consequentemente, os adolescentes podem exigir niveis mais elevados de estimulacédo
dopaminérgica para alcancar os mesmos niveis de prazer /recompensar, levando-os a tomar
decisdes mais arriscadas (ARAIN et al., 2013).

Desta forma, a adolescéncia é caracterizada pelo aumento da busca de sensagdo,
comportamento de risco, baixos niveis de evitar danos, impulsividade e ansiedade (GUERRI e
PASCUAL, 2010). Em resumo, essas mudancas hormonais, fisicas, psicologicas e sociais sao
caracteristicas deste periodo do desenvolvimento (ARAIN et al., 2013). Estes fatores

associados contribuem para o fendtipo de busca por novidades e comportamento de alto risco
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que geram susceptibilidade a adi¢do de drogas nos adolescentes (GUERRI e PASCUAL, 2010;
ARAIN et al., 2013).

Sobre isto, vale ressaltar que durante o periodo da adolescéncia o cortex pré-frontal,
envolvido no julgamento e controle inibitério, permanece sob maturacdo e pode ser dotado da
capacidade de resposta a fatores ambientais, como consequéncia, esta sujeito a maior
vulnerabilidade a efeitos nocivos do abuso de drogas e estresse (GUERRI e PASCUAL, 2010;
CREWS et al. 2007; SELEMON et al., 2013). Dessa forma, o encéfalo adolescente é mais
susceptivel aos efeitos neurotdxicos do consumo de EtOH devido a "janela de vulnerabilidade"
criada pela assincrona da maturagdo do cortex pré-frontal e sistema limbico (SKALA e
WALTER, 2013).

Portanto, a exposicdo a drogas psicotrépicas durante as fases criticas do
desenvolvimento, podem perturbar os processos de maturacdo e plasticidade cerebral
acarretando em déficits comportamentais relacionados a memoria, comportamento semelhante
a ansiedade e prejuizos motores (GUERRI e PASCUAL, 2010). Além disso, podem também
alterar areas de recompensa sensiveis a agentes estressores gerando aumento da ansiedade e
maior propensao a iniciacao do consumo de drogas e dependéncia (SPEAR, 2000; GUERRI e
PASCUAL, 2010).

2.3 Prevaléncia do consumo do alcool na adolescéncia

O Aélcool etilico é uma das mais antigas substancias psicoativas utilizadas pela
humanidade (BOUTROS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014). Além
de ter um historico cultural, sendo aceito em quase todas as sociedades organizadas inclusive
entre os adolescentes (BOUTROS et al., 2014; OMS, 2014), seu consumo € favorecido por ser
uma droga licita, de custo reduzido, amplamente disponivel e de facil acesso (JOHNSTON et
al., 2009; JOHNSTON et al., 2014; OMS, 2014).

Aliado a estes fatores, o uso de alcool é incentivado pelo consumo em celebragdes,
situacbes sociais e de negdcios, cerimbnias religiosas e eventos culturais (MELONI e
LARANJEIRA, 2004). Porém, o abuso desta substancia pode desencadear uma cascata de
problemas agudos de salde, tais como, acidentes automobilisticos, problemas sociais, incluindo
a violéncia doméstica, maltrato infantil, urgéncias e internacdes hospitalares, perda de
produtividade no local de trabalho (MANZO-AVALOSS e SAAVEDRA-MOLINA, 2010),
crimes e desordens publicas (REHM et al., 2009).
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Além dos problemas agudos na saude, a perda do controle sobre a ingestdo do alcool
resulta em uma doenca psiquiatrica cronica e progressiva denominada de etilismo crénico ou
dependéncia alcoolica (PETIT et al., 2013). Este distirbio mais grave provoca acentuadas
consequéncias fisioldgicas e persistente prejuizo na qualidade de vida (SCHUCKIT, 2009).
Ademais, 0 uso nocivo do alcool traz consequéncias para a salde e a vida social do bebedor,

assim como, para as pessoas ao seu redor e da sociedade em geral (OMS, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS, 2014), o uso abusivo do EtOH
esta diretamente relacionado com cerca de 3,3 milhdes de mortes por ano (5,9% de todas as
mortes mundiais) e aproximadamente 5,1% de morbidades no mundo. Além disso, 0 consumo
eventual e intenso dessa droga tem aumentado principalmente nas mulheres mais jovens
constituindo, assim, o grupo de maior incremento na elevacao desses indices tornando o alcool
um problema de satde publica emergencial (SCHUCKIT, 2009; INPAD, 2013).

Sobre as morbidades decorrentes do consumo abusivo do alcool, vale ressaltar que o
padrdo de consumo determina os riscos adversos sobre a satide (OMS, 2010). Na verdade, 0s
efeitos nocivos do alcool sdo determinados pela quantidade, periodo e frequéncia do consumo
(BROWN e TAPERT, 2004; ZEIGLER et al, 2005; YANG et al, 2014). Conceitualmente, o
padrdo de consumo é denominado como pesado, moderado e leve que pode ser continuo ou

intermitente, bem como pode ocorrer de forma aguda ou crénica (NIAAA, 2004; OMS, 2014).

O termo heavy drinking geralmente é utilizado para o consumo de altas doses de EtOH
na forma continua e crénica, geralmente associado ao consumo frequente de 5 doses padréo de
EtOH ou mais (NIAAA, 2016). Este modelo tem sido relacionado com a forma de consumo na
desordem clinica do etilismo que é caracterizado pelo consumo compulsivo do alcool com

desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (POMBO et al., 2015).

De outra maneira, beber de forma intermitente e episodica, ou em binge drinking, é o
consumo em altas doses de EtOH em um curto periodo de tempo seguido por um periodo de
abstinéncia (CREGO et al., 2010; PETIT et al., 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013). O Instituto
Nacional dos EUA sobre Abuso de Alcool e Alcoolismo (sigla do inglés National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism-NIAAA) preconizou que beber em binge € a concentracdo de
0,08 g/dL de EtOH no sangue ap6s seu consumo, isso equivale em homens ao consumo de
cinco doses ou mais de bebida em um periodo de duas horas e quatro doses ou mais de bebida

no mesmo periodo para mulheres (NIAAA, 2004).
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Apesar de este contexto ser comumente utilizado em muitos estudos, ndo ha uma
definicdo para o termo bebida (“drink”). De forma geral, a ingestdo de dlcool ¢ descrita
utilizando-se termos como: “drink”, “standard drink” ou “units”. Enquanto que uma unidade de
alcool é definida como quantidade de &lcool contendo em torno de 10 g de EtOH, havendo
variacOes significantes entre paises (de 8 g a quase 20 g de EtOH) de acordo com sua respectiva
definicdo de standard drink, em paises como EUA e Portugal, por exemplo, o padrdo de bebida
alcoolica é de 14 g de EtOH [Tabela 1] (ICAP, 2003; CREGO et al., 2010; SKALA e WALTER,
2013). O uso destes termos de forma aleatéria torna dificil a comparacéo entre os diferentes
estudos epidemioldgicos, pois a quantidade de etanol puro pode ser aproximadamente estimada
como 40 g em 1000 ml de cerveja a 5%, 95 g em 1000 ml de vinho a 12%, ou 316 g em 1000
ml de uma bebida destilada de 40% (ZERNIG et al., 2000). De outro modo, estudos
experimentais sdo de comparagdo mais segura devido informar a quantidade de EtOH utilizada

no estudo.

Standard drink

(Gramas de Etanol)

Reino Unido 8
Holanda 9,9
Austrdlia, Austria, Irlanda,
Nova Zelandia, Polénia e 10
Espanha
Finlandia 11
Dinamarca, Franga, Italia e 12
Africado Sul
Canada 13,6
Portugal, Brasil e Estados 14
Unidos
Japao 19,75

Tabela 1: Padrdo de bebida em gramas de etanol (EtOH) - Standard drink- em diferentes paises.
Fonte: Adaptado do ICAP, 2003.

Este fendmeno de consumo intenso de &lcool (intermitente ou em uma simples
ocasido) tem recebido crescente interesse nas Ultimas décadas e tornou-se um fenémeno
mundial e sua prevaléncia varia entre os paises.

E um estilo de consumo proposital que é popular em varios paises do mundo e se

sobrepde com o beber socialmente, visto que geralmente é feito em grupos. O grau de
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intoxicacdo, no entanto, varia entre e dentro das varias culturas que se dedicam a esta prética.
O binge drinking pode ocorrer ao longo de horas, durante varios dias, ou em caso de abuso
prolongado, até semanas, tipicamente seguido por periodos de abstinéncia. Devido aos efeitos
em longo prazo, o consumo excessivo de &lcool é considerado um grave problema de saide
publica (MATHURIN e DELTENRE, 2009). Além disso, a repeticdo de episddios de
compulsdo durante adolescéncia constitui um fator de risco para ser um consumidor crénico na
idade adulta (MATHURIN e DELTENRE, 2009; PETIT et al., 2013).

O consumo da droga de forma intermitente é conhecido por ser o tipo dominante de
uso indevido do alcool em adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009). A frequéncia
de consumo nessa populacdo, principalmente de estudantes universitarios, ocorre 3 vezes na
semana particularmente as quintas-feiras e fins de semana (PARADA et al., 2011; BEETS et
al., 2009). Porém a prevaléncia de consumo varia significativamente entre diferentes paises (7
a 40%) (HIBELL et al., 2004; NEWES-ADEY!I et al., 2005; WHITE, 2006; OMS, 2004). Parte
dessa variabilidade pode ser atribuida a falta de critérios consistentes para o binge em amostras
ndo-clinicas (estudantes universitarios), do uso de diferentes definicdes no que diz respeito a
quantidade de EtOH consumida e a frequéncia de episodios (CREGO et al., 2009).

De acordo com a definigdo de beber em binge anteriormente citada, um estudo em
universidades dos EUA e Europa relataram que cerca de 40% dos alunos foram classificados
como consumidores em binge (GILL, 2002). Estudo dos Centros para Controle de Doengas e
Prevencdo (EUA) encontraram uma prevaléncia de 72,5% dos estudantes de ensino médio que
tenham tido pelo menos um episddio de binge com EtOH durante sua vida e 24,2% que tinham
relatado ter bebido de forma intermitente nos ultimos 30 dias anteriores & pesquisa; quase 40%
dos estudantes entre 13-14 anos de idade ja consumiram EtOH e um quinto (18%) ja
embriagaram-se pelo menos uma vez; os alunos da faixa de 17-18 anos de idade em mais de
dois tercos (72%) tinham consumido alcool e 50% ja havia estado embriagado; além disso, 8%,
16% e 25% dos estudantes nas idades de 13-14, 15-16 e 17-18 anos respectivamente relataram
ter bebido em binge nas ultimas 2 semanas anteriores a pesquisa (CDC, 2009).

No Brasil, o Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas- LENAD revelou que essa
forma de consumo teve aumento dentre o género feminino (36%), especialmente as mais
jovens, em niveis superiores aos indices totais de géneros (31,1%) em relacdo ao ano de 2006
indicando que esse grupo é a populacdo de maior risco na sociedade pelo aumento do consumo
do EtOH na sua forma mais nociva (Figura 1; INPAD, 2013).
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Figura 1: Registro do consumo de EtOH na forma de binge, no Brasil. 2006 — 2012.
Fonte: Adaptado do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Politicas Publicas do Alcool e
outras Drogas - INPAD, 2013.

As leis brasileiras proibem a venda e o consumo de bebidas alcodlicas por adolescentes
com menos de 18 anos de idade (ROMANO et al., 2007), no entanto, quase 16% dos
adolescentes com idade entre 14-17 anos de idade j& tiveram envolvidos em consumo de EtOH
na forma binge (PINSKY et al., 2010). Sanchez et al. (2011) demonstraram por meio de uma
amostra representativa de alunos de escolas particulares, na maior cidade do pais (Séo Paulo),
que a prevaléncia do consumo intermitente de alcool durante 0 més anterior a pesquisa foi de
33%, particularmente entre os adolescentes mais ricos. Além disso, outro estudo realizado por
Sanchez e colaboradores (2013) revelou que ao contrario do que é observado em paises
desenvolvidos, os estudantes brasileiros de alto nivel socioeconémico podem ter um risco
aumentado ao consumo do EtOH em binge.

Em geral, o EtOH altera diversos 6rgdos e sistemas gerando diversas disfuncdes
fisiologicas como desordens neuropsiquiatricas (ou seja, episddios depressivos, ansiedade
grave), déficits cognitivos, deficiéncia motora, doencas cardiovasculares (ou seja, a doenca
isquémica do coracéo e acidente vascular cerebral isquémico), doencas gastrointestinais (como
cirrose hepatica e pancreatite), cancer, atrofia das glandulas salivares e reducdo da densidade
6ssea (SCHUCKIT, 2009; OLIVEIRA et al., 2014; OMS, 2014; BANNACH et al., 2015;
FERNANDES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JUNIOR et al., 2016).
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De fato, cada uma destas alteracdes esta associada a modalidade, ao tempo e a dose do
consumo (BROWN e TAPERT, 2004; ZEIGLER et al., 2005; MEDINA et al., 2008). No
entanto, estas alteracGes sdo mais perigosas e mais acentuadas quando o consumo do alcool

inicia na adolescéncia.

2.4 Alcool como fator de risco na adolescéncia

2.4.1 FARMACOCINETICA DO ALCOOL
O é&lcool é uma classe de compostos organicos com presenca de um grupo hidroxila
ligado diretamente a um carbono saturado. Esta caracteristica influencia diretamente nas
propriedades farmacocinéticas desta droga (GOULLE e GUERBET, 2015). Por ser uma
molécula fracamente carregada, ele atravessa livremente as membranas por difusdo passiva e
atinge o equilibrio de concentragdo sangue/tecidos de maneira rapida (SCHUKIT, 2004;
CEDERBAUM, 2012).

Devido a forte interacdo com a agua, o EtOH uma vez ingerido é rapidamente
distribuido. Dessa forma, seu volume de distribuicdo esté relacionado ao teor de agua corporeo,
0 que é parcialmente responsavel por diferengas relacionadas a idade e sexo (NORBERG et al.,
2003). Nas mulheres, por exemplo, BAC tende a ser maior do que nos homens, porque as
mulheres geralmente tém menor massa muscular e maior quantidade de tecido adiposo, com a
composigédo aquosa proporcionalmente menor. Da mesma forma, as variagfes sdo observadas
de acordo com a idade e peso (GRAHAM et al., 1998).

O metabolismo do alcool ocorre majoritariamente no figado, em torno de 90% (CISA,
2016). A principal via de metabolismo do EtOH € por meio da enzima alcool desidrogenase
(ADH), no entanto, tem-se descrito outras duas vias alternativas que realizam a oxidacao do
EtOH: catalase e sistema de enzimas microssomais oxidativas - citocromo P450 2E1
(CYP2EL), o produto de reacdo em todos os trés casos € o acetaldeido. Em seguida, a enzima
aldeido desidrogenase (ALDH) converte o acetaldeido em acetato (Figura 2; ZAKHARI, 2006;
CISA, 2016).
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Figura 2: Metabolismo do EtOH.
Fonte: Centro de informaces sobre saude e alcool — CISA, 2016.

A catalase € uma heme enzima presente nos peroxissomos das células que possui um
importante papel na atividade enzimatica antioxidante, mas também atua na oxidagdo do EtOH
ndo mais que 2% do metabolismo hepéatico. No entanto, tem um importante papel no
metabolismo do EtOH no cérebro (VONGHIA et al., 2008).

Uma relevante consequéncia do metabolismo EtOH é o aumento da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) associados a danos celulares (CEDERBAUM, 2012).
Dessa forma, o EtOH manifesta os seus efeitos prejudiciais, dentre outros fatores, através da
liberagdo de EROs ou contribuindo para outros mecanismos que promovam dano oxidativo
consequente (OSTROWSKA et al., 2004). Adicionalmente, é bem aceito na literatura que o
estresse oxidativo desempenhe um importante papel como via envolvida nos mecanismos
toxicos derivado do consumo do alcool (HARPER, 2009).

2.4.2 EFEITOS DO ETOH SOBRE PROCESSOS FISIOLOGICOS

2.4.2.1 ESTRESSE OXIDATIVO
O estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio oxidativo decorrente de elevados niveis
de radicais livres e baixos niveis de antioxidantes nas células, conduzindo a oxidacdo de
lipideos, proteina e DNA gerando dano celular (VASCONCELOQOS et al., 2007; NOGALES et
al., 2014).
EROs sdo pequenas moléculas altamente reativas que contém oxigénio, tais como o

radical superdxido, radical hidroxila, peroxido de hidrogénio, peréxidos de lipideos, peroxidos
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de proteinas (GALIZA-MORENO e GUTIERREZ-REYES, 2014). Estas espécies reativas
geram dano celular, em contrapartida, todos os tecidos do corpo, incluindo o SNC, tém a
capacidade de neutralizar os radicais de oxigénio por mecanismos antioxidantes que incluem a
atividade enzimatica da SOD e catalase, estas enzimas convertem o anion superoxido em
perdxido de hidrogénio e peroxido de hidrogénio em agua, respectivamente (VASCONCELOS
etal., 2007; NOGALES et al., 2014).

Vale ressaltar que o excesso de espécies reativas pode provocar danos em moléculas
como oxidacdo de lipidios, sendo assim produzindo malondialdeido (MDA) que caracteriza 0
evento denominado de peroxidagdo lipidica. O MDA € o produto final da peroxidacdo lipidica
de acidos graxos poli-insaturados, 0s quais sdo susceptiveis ao ataque oxidativo por EROs.
Sendo assim o0 MDA é um biomarcador para este tipo de dano, e indicativo de liberacdo
excessiva de EROs (LIU et al., 2011; YANG et al., 2015).

Deve-se salientar que o consumo excessivo de alcool provoca danos profundos para
sistemas e 6rgdos humanos e sdo reproduzidos em roedores, incluindo figado, cérebro,
glandulas salivares, coracdo, pancreas, pulmdes, sistema enddcrino, sistema imunolégico, bem
como 0ssos e mausculos esqueléticos (LAUING et al.,, 2008; LINDTNER et al., 2013;
NOGALES et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; FONTES-JUNIOR et al., 2016). Estes danos
estdo associados ao estresse oxidativo decorrente do metabolismo do &lcool, no qual pode
aumentar a producdo de EROs, e ao mesmo tempo, reduzir a atividade dos mecanismos
protetores antioxidantes resultando no estresse oxidativo (WU e CEDERBAUM, 2003).

Desta forma, o EtOH altera diversos 6rgdos e sistemas, inclusive, 0 SNC (TEIXEIRA
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Alguns estudos relatam o papel de processos como
neuroinflamacdo e de estresse oxidativo associados a eventos de excitotoxicidade para explicar
os danos funcionais envolvidos com este sistema, como prejuizos motores, cognitivos e no
comportamento semelhante a ansiedade decorrente do consumo intermitente e episddico de
EtOH (PASCUAL et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014).

2.4.2.2 TOXICIDADE SOBRE O SNC
O EtOH se move livremente através da bicamada lipidica celular e age em proteinas
receptoras ou efetoras distintas, através de interacfes diretas ou indiretas (WITT, 2010). Em
concentracfes muito elevadas, o alcool pode até mesmo alterar a composicao lipidica que
envolve a membrana e interferir diretamente com a funcao de varios canais idnicos e receptores,

aumentando a atividade dos receptores GABAA, dopamina (tanto receptores D1 e D2) e
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serotonina (principalmente de 5-HT3) e bloqueando os receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) (VENGELIENE et al, 2008; ADAMS et al, 2010; WITT, 2010; PICKENS e CALU,
2011). Entre os sistemas de neurotransmissores, os mais afetados sdo o gabaérgico e
glutamatérgico (KUMAR et al., 2013).

A utilizagdo de doses elevadas ou aguda de EtOH aumenta a atividade inibitoria
gabaérgica, uma vez que esta droga produz modulacéo alostérica positiva sobre os receptores
GABAA e facilita a libertagdo pré-sinaptica do GABA (VENGELIENE et al., 2008).
Atualmente, estd bem descrito que tal mecanismo contribui para muitos efeitos
neurocomportamentais, tais como a desinibicdo, atividade sedativa-hipnoética, disfuncéo
cognitiva, ataxia e incoordenacdo motora (KUMAR et al, 2009; SCHUCKIT, 2009; HEILIG et
al., 2011). No entanto, as provaveis consequéncias do aumento da atividade do sistema
GABAérgico no encéfalo em desenvolvimento parece produzir neurodegeneracdo e apoptose
generalizada em diferentes regides do SNC (YOUNG et al., 2008).

Por outro lado, o glutamato (Glu) é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC
(CASILLAS-ESPINOSA et al., 2012). Existem receptores ionotrépicos (iGIUR) e
metabotrépicos (MGIUR), os quais medeiam a resposta deste neurotransmissor e geram
potenciais pos-sinapticos, regulando uma ampla variedade de processos fisiologicos, incluindo
atividade neurotréfica e plasticidade sinaptica (CASILLAS-ESPINOSA et al., 2012;
MOYKKYNEN e KORPI, 2012). Além disso, os receptores de NMDA desempenham um papel
central em muitos processos do SNC, tais como as fungdes cognitivas, comportamento
relacionado a ansiedade, controle motor, aprendizagem e meméria (MOYKKYNEN e KORPI,
2012).

O consumo do EtOH na forma aguda envolve o bloqueio de receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA e ativacao excessiva dos receptores do tipo GABAA (IKONOMIDOU et al.,
2000; MILLER, 2006). A ocorréncia destes eventos moleculares promove efeitos
comportamentais tipicos do consumo da droga como sedacdo, hipnose e ataxia (MARTZ et al.,
1983; KUMAR et al., 2004; BOTTA et al., 2007), além de prejuizos no processo mnemonico
e de emocionalidade (MOYKKYNEN e KORPI, 2012).

No periodo de abstinéncia, entretanto, estudos relatam uma diminuicdo na densidade
dos receptores GABAA cerebrais e uma regulagdo negativa desta via (“down-regulation”)
(VENGELINE et al., 2008; JUNG e METZGER, 2010). Associada ao processo excitotoxico

que ocorre a partir da exacerbacdo da via de sinalizacdo excitatéria comparada a via inibitoria,
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ou seja, um excesso de ligacdo de glutamato a receptores NMDA em detrimento a sinalizacéo
gabaérgica (VENGELINE et al.,, 2008). Portanto, adaptacbes nestes sistemas parece
desempenhar um papel importante no desenvolvimento de tolerancia ao alcool, esse contexto
contribui para a ansiedade e insbnia durante a abstinéncia alcodlica aguda e prolongada
(Schuckit, 2009).

Essa superatividade de NMDA intensifica a abertura de canais de Ca?" e Na'
dependentes de ligante que alteram o potencial elétrico do neurdnio e abrem também os canais
de Ca?* dependentes de voltagem, promovendo intenso influxo desse fon para o citosol,
desencadeando uma cascata de eventos intracelulares, resultando em degeneragdo neuronal
(BERLIOCCHI et al., 2005; JAATINEN e RINTALA, 2008). Este processo mediado por
glutamato tem intima relagdo com danos mitocondriais e estresse oxidativo (NOVELLI et al.,
1998).

Por conseguinte, o consumo de EtOH afeta populacdes celulares do SNC, neurdnios e
células gliais, podendo causar aumento da ativagdo microglial e hipertrofia astrocitaria,
aumentando os niveis teciduais de citocinas, com elevacgdo da atividade da caspase-3, inducao
da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da oOxido nitrico sintase induzida no coértex cerebral
(ALFONSO-LOECHES, 2010). Além disso, tais eventos podem estar associados com o
processo de neurodegeneracao causando liberacdo de radicais superdxidos e consequente morte
neuronal que causam alteracbes neurocomportamentais (ZOU e CREWS, 2005; CREWS e
NIXON, 2008; PASCUAL et al., 2007).

No entanto, algumas regides do encéfalo como o cortex cerebral, hipocampo e cerebelo
sd80 mais vulneraveis a exposicao ao EtOH e seus efeitos de abstinéncia (JUNG e METZGER,
2010). O cértex motor tem sido reconhecido por desempenhar um importante papel no controle
motor fino e independente, como 0s movimentos de alcance e preensdo, integracdo sensorio-
motor e movimentos de ordem superior cognitivo-motor (ADKINS et al., 2006; JUAN et al.,
2011). Estudos demonstram o papel do cortex motor, ou interrupgdes corticais, no desempenho
de tarefas comportamentais como teste do campo aberto, pole test, beam walking test e rotarod
que foram utilizados neste estudo, bem como, alteracbes nessa area encefalica podem estar
associadas a prejuizos neuromotores (ALLEN et al., 2000; PASCUAL et al., 2007; TEIXEIRA
etal., 2014).

O sistema motor constitui-se por possuir uma complexa rede de areas motoras corticais

e subcorticais, em que populacdes neuronais interagem entre si, por meio de mecanismos
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excitatorios e inibitorios (BREAKSPEAR et al., 2003; HOSP e LUFT, 2011). Este sistema é
constituido por um conjunto de 3 unidades (unidade de comando, de controle e de ordenacéo)
no qual o movimento é idealizado, planejado e comandado pelo cértex, sob supervisdo da
unidade de controle, a qual é constituida pelos nucleos da base e cerebelo que adequam e
corrigem o movimento realizado reenviando a informac&o as estruturas corticais por meio de
uma alca de retroalimentacdo (DELONG e WICHMANN, 2007; HANDLEY et al., 2009).
Entdo, apds a adequacao e correcdo do movimento, a informacéo é transmitida até a unidade de
ordenacdo que consiste de motoneurdnios da medula e do tronco encefélico (KANDEL et al.,
2003).

Disturbios do movimento, hipercinéticos e hipocinético estdo associados ao
funcionamento anormal da circuitaria intrinseca dos ndcleos da base por meio da hipoatividade
seletiva da &rea motora suplementar e cortex pré-frontal dorsal, que sdo areas de associagdo
frontais que recebem entrada subcortical principalmente a partir dos ganglios da base
(BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004). O desenvolvimento da bradicinesia, reducdo da
amplitude e velocidade do movimento, é amplamente encontrado em doencas
neurodegenerativas do SNC como a doenga de Parkinson (BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004;
PHILLIPS et al., 2009). Este evento ocorre principalmente apos lesdes e morte de células dos
terminais dopaminérgicos do estriado e desordens cerebelares (OGAWA et al., 1985; DIGUET
et al., 2005; HANDLEY et al., 2009).

Outras areas centrais, tais como o cortex pré-frontal, que medeia funcdes executivas
como as respostas comportamentais complexas e a memdria de trabalho (SELEMON, 2013),
sdo alvo para os efeitos toxicos do EtOH, onde hé a reducdo do volume desta area, assim como,
de outras areas como o hipocampo, ocasionando repercussdes funcionais negativas sobre
ansiedade e memdria (CREGO et al., 2010; GUERRI e PASCUAL, 2010). Estas areas sdo as
Gltimas regides encefalicas a maturar e podem ser dotadas da capacidade de resposta a fatores
ambientais, como consequéncia, estdo sujeitas a maior vulnerabilidade a efeitos nocivos do
abuso do EtOH (CREWS et al., 2007).

O EtOH é conhecido por ser um dos estressores que ativam o eixo HPA elevando o0s
niveis de CORT apds o consumo agudo desta droga na idade adulta (UHART e WAND, 2008),
enguanto que o padrdo de consumo em repetidas exposi¢cOes e em quadros de dependéncia
geram uma reducdo da ativacdo do eixo (LOGRIP et al., 2013). Além disso, o consumo de

EtOH durante a adolescéncia exerce efeitos a longo prazo sobre 0s circuitos de estresse no
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encéfalo adulto, causando prejuizos funcionais que persistem na vida adulta (VARLINSKAY A
etal., 2014; LOGRIP et al., 2013).

Tem crescido uma forte evidéncia sobre a relacdo entre o estresse, ansiedade e
desordens do abuso do alcool em adolescentes (SILBERMAN et al., 2009). O padrdo de
consumo em binge de EtOH, além de ser um precursor ao alcoolismo crénico, gera maiores
alteracdes no SNC que sdo especialmente perigosas devido as altas doses ingeridas seguidas de
abstinéncia, sendo mais rapidos e mais severos 0s danos que 0 consumo crénico em baixas
doses (SKALA e WALTER, 2013). A transicdo do consumo em binge para a dependéncia do
EtOH envolve a desregulacdo dos circuitos que medeiam respostas comportamentais a
estressores, ndo sO dos circuitos neurais envolvidos no processo de recompensa. A ativacdo
deste eixo HPA, esta associado com elevado estado de ansiedade (GILPIN e KOOB, 2008;
WILLEY et al., 2012).

Dentre outros fatores, a resposta do eixo HPA ao EtOH poderia contribuir para o
consumo excessivo de alcool frequentemente observado durante a adolescéncia e aumento do
abuso na idade adulta (SILVERI e SPEAR, 2004; LOGRIP et al., 2013). No entanto, a resposta
do eixo HPA ao consumo do EtOH no periodo da adolescéncia possui um efeito muito mais
proeminente nas fémeas que em machos (SILVERI e SPEAR, 2004, WILLEY et al., 2012).

Durante a puberdade, inicio da adolescéncia, ocorre a neuromaturagédo no qual envolve
alteragdes na neurotransmissdo e plasticidade que estdo associados com modificagdes
estruturais em algumas regides do encefalo influenciando o desenvolvimento do SNC (CREWS
e BAUN, 2003; HAO et al., 2003; TATENO et al., 2005; ARAIN et al., 2013). Adicionado a
isso, tem-se demonstrado que a neurogénese durante este estagio de desenvolvimento critico da
maturacdo cerebral € potentemente inibida pela acdo do EtOH (SKALA e WALTER, 2013).
Dessa forma, a exposicdo ao EtOH durante esta fase da vida produz alteragOes
neurocomportamentais que diferem daquelas observadas em individuos adultos (PASCUAL et
al., 2007).

A neuroplasticidade é requerida na aquisi¢do de novas tarefas (ARAIN et al., 2013).
Além disso, esta habilidade encontra-se aumentada na adolescéncia por conta dos elevados
niveis de neurogénese hipocampal nos quais novos circuitos funcionais sdo formados
(BRIONES e WOODS, 2013; MCCLAIN et al., 2013; VETRENO e CREWS, 2015). Neste
evento é descrito que células progenitoras neurais estejam presentes na zona subgranular do

giro denteado do hipocampo e atue na neurogénese constitutiva na qual fungfes hipocampais
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necessitariam deste processo intacto (KEMPERMANN et al., 2004, IMAYOSHI et al., 2008;
KEMPERMANN et al., 2016).

Um importante fator relacionado a fisiologia deste processo é o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (brain-derived neurotrophic fator - BDNF) que esta envolvido na
migracdo de células progenitoras neurais presentes na zona subgranular do giro denteado do
hipocampo e tem um papel essencial em eventos de plasticidade neuronal e fungBes importantes
como aprendizado e memoria (TYLER et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005). Além disso,
este fator neurotréfico é essencial para a manutencdo da sobrevivéncia neuronal durante o
desenvolvimento e na vida adulta (KULKARNY et al., 2011).

Funcionalmente, o BDNF auxilia 0 processo mnemonico no qual possui tipos de
memorias classificadas de acordo com sua duracdo e natureza, dentre elas estdo: memoria de
longa duracdo, na qual pode permanecer durante horas, dias e anos; memaria de curta duracéo,
na qual o tempo de retencdo pode dar-se em minutos ou horas; memdria declarativa (episédica-
qguando envolve eventos relacionados ao tempo e datas, ou semantica- quando relacionada a
conceitos atemporais), que pode ser evocada por meio de palavras ou de outros estimulos;
memoria ndo-declarativa (memoria de trabalho- utilizada para armazenar temporariamente
informac0es que sdo necessarias para raciocinio imediato, resolugdo de problemas, ou memaria
de procedimento- a qual esta relacionada com aquisi¢do de dados mediante repeticdo) na qual
ndo necessita ser descrita por palavras (IZQUIERDO, 1999; IZQUIERDO, 2006).

A tarefa de reconhecimento de objeto, utilizado neste estudo, é amplamente
reconhecida como uma tarefa de memoria de trabalho, que é facilitada pela tendéncia natural
do rato para a novidade e avalia a capacidade de discriminacdo entre objetos familiares e ndo
familiares (PIRES et al., 2009). Este tipo de tarefa necessita da integridade no funcionamento
de estruturas como hipocampo, cortex pré-frontal medial e é provavel que seja dependente da
funcdo de outras regibes encefalicas, tais como, cortico-limbicas - incluindo bulbo olfatério,
giro dentado do hipocampo e cortex entorrinal (NADEL, 1991; CIPPITELLI et al., 2010;
BARKER e WARBURTON, 2011). Sabe-se que doses elevadas de EtOH administradas em um
unico episodio de binge produz neurotoxicidade nestas areas (CREWS et al., 2000; PASCUAL
etal., 2007; CIPPITELLI et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

O consumo de EtOH é um problema da salde publica no Brasil e as mulheres,
principalmente as mais jovens, aumentaram o consumo desta droga de forma episodica e
intensa. O consumo de EtOH durante a adolescéncia exerce efeitos a longo prazo. Esta droga
possui diferentes alvos de atuacdo e compromete areas encefélicas, principalmente regido
cortical e hipocampo e a produgdo de BDNF que ocorre nestas regides. Estas areas estdo
funcionalmente associadas ao comportamento motor, ansiedade e memoria. Além disso, um
dos principais locais de adapta¢des induzidas pelo EtOH é o eixo HPA cujo sistema medeia
respostas a estressores.

Diante deste cenario, este trabalho visa investigar os efeitos pos-consumo de EtOH no
modelo binge drinking em diferentes periodos de intoxicagdo durante o desenvolvimento de
fémeas sobre o0 processo mneménico, comportamento relacionado a ansiedade, comportamento
motor e processos bioguimicos, mimetizando o padrdo de ingesta observado entre o grupo de

estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Caracterizar as respostas comportamentais, teciduais e bioquimicas derivadas do

consumo intermitente e episddico de EtOH em ratas na fase de adolescéncia a idade adulta.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito decorrido do consumo de EtOH em binge drinking agudo na
adolescéncia, repetidos episodios durante a adolescéncia e da adolescéncia a fase adulta de
ratas, assim como, as consequéncias apas retirada prolongada do consumo da droga sobre:

v’ A atividade locomotora espontanea utilizando teste do campo aberto;

v’ Coordenacdo motora e equilibrio por meio de locomocédo espontanea sobre vigas
graduadas e locomocdo forcada sobre cilindro giratério (testes do beam walking e
rotarod, respectivamente);

v A ocorréncia de bradicinesia avaliada no teste de descida em viga vertical (pole test);

v O comportamento relacionado a ansiedade dos animais no teste do labirinto em cruz
elevado (LCE);

v O processo mnemdnico no tocante a memdria de curta duracdo relacionada a tarefa
de reconhecimento de objetos;

v A quantidade de imunocontetido de BDNF no hipocampo dos animais submetidos a
diferentes episodios de EtOH por meio do método de Western blot;

v Os niveis de CORT no sangue dos animais submetidos a diferentes episodios de
EtOH;

v O balan¢o oxidativo sanguineo através dos niveis de peroxidacéo lipidica e atividade

enzimatica de catalase e SOD.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animais e grupos experimentais

Este estudo foi inicialmente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais
de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE-UFPA), sob apreciacdo do
parecer nimero B10196-14 (ANEXO C), obedecendo-se aos critérios e as normas estabelecidas
por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais (COMMITTEE FOR THE UPDATE
OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011).

Foram utilizados ratos Wistar, fémeas (n= 80), com 35 dias de vida, pesando em média
72,83 = 0,36 gramas provenientes do Biotério da UFPA. Estes animais foram encaminhados
para Faculdade de Farmacia, UFPA, onde foram mantidos em uma sala de manutencdo em
condigdes padronizadas de temperatura (25°C), exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas
(7:00 - 19:00 horas), agua e comida ad libitum. Nas salas onde ocorreram 0s ensaios
comportamentais utilizou-se lampadas fluorescentes para iluminagéo e controle de temperatura
e ruido.

Este estudo foi realizado com grupos independentes (ou seja, cada animal foi utilizado
apenas uma vez). Desta forma, a amostra de 80 animais foi dividida em dois grupos
experimentais denominados de controle e EtOH distribuidos em numeros diferentes de

episodios de intoxicacdo e seu respectivo controle. Conforme ilustra a tabela abaixo (Tabela 2):

GRUPO DESCRICAO IDADE | NUMERO
Controle | Animais  tratados  com
HoOdest. por 3  dias | 35-37 DPN 10
1 Binge drinking consecutivos
(BD) Animais tratados com EtOH
Etanol | em 1 sequéncia de repetidos 10

episddios de binge, 3 dias| 35-37 DPN

consecutivos, (binge agudo)

Animais  tratados com

Controle | HoOgest. por 4 semanas, 3 dias | 35-58 DPN 10
4 Binge drinking consecutivos/ semana
(BD) Animais tratados com EtOH

Etanol | em 4 semanas de repetidos | 35-58 DPN 10
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episodios de binge, 3 dias

consecutivos/ semana

8 Binge drinking
(BD)

Controle

Animais  tratados com
H20dest. por 8 semanas, 3 dias

consecutivos/ semana

35-86 DPN

10

Etanol

Animais tratados com EtOH
em 8 repetidos episodios de
binge, 3 dias consecutivos/

Semana

35-86 DPN

10

Abstinéncia-14 dias

Controle

Animais  tratados com
H2Odest. por 8 semanas (3
dias consecutivos/ semana)
adicionado de 14 dias sem

qualquer administracao

35-100 DPN

10

Etanol

Animais tratados com EtOH
em 8 semanas de repetidos
episddios de binge, 3 dias
consecutivos/ semana,
seguidos de 14 dias de
abstinéncia (sem qualquer

gavagem)

35-100 DPN

10

Tabela 2: Distribuicdo dos grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais por grupo.

5.2 Tratamento com EtOH

Inicialmente as ratas foram mantidas em caixas préprias em grupos de 5 animais para

evitar o estresse pelo isolamento. Foi administrada por via oral (gavagem), através de canula

orogréstrica (Insight, Brasil), dgua destilada (H2Odest) ou EtOH (Nuclear, Brasil) na dose de 3

g/kg/dia (20 p/v) (LAUING et al., 2008; LINDTNER et al., 2013; NOGALES et al., 2014)

durante trés dias consecutivos semanalmente nos animais do 35° ao 86° dia pds-natal (DPN), o

que corresponde o periodo de adolescéncia a fase adulta neste modelo animal (SPEAR, 2000;

2004). O grupo controle recebeu volumes equivalentes de H2Ogest. por administracdo via

intragstrica.
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A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para o ajuste de dose e nenhuma
morte foi observada ao longo dos repetidos episodios de EtOH. Os calculos de preparo para a
dose (3 g/kg/dia) e solucdo (20 p/v) do EtOH, foram realizados conforme descricdo abaixo.
Para isto, foi considerado:
* Densidade do EtOH: 0,79 g/mL
* Pureza do EtOH: 99,5%

1) 0,79 g/mL ---------m-mmmm- 99,5%
X mmmmmmem 20%
X =0,16 g/mL
2) IML -----memememeenen 0,16 g
X mmmmmmmemmes 39
X =18,75mL
3) 18,75 mL (=3 g) -------------- 1000 g
X mememeemeeee- 100 g
X =18mL
4) 100g --=-=-=-====n=--- 1,8 mL
P(Q) -rmmmmmmemeeees X

X =1,8xP/100, onde P=peso do animal em gramas

Para avaliar a habilidade dos animais em reverter os possiveis efeitos do tratamento com
EtOH na forma de binge sobre o SNC ou se as provaveis alteracdes perduram, foi adicionado
um grupo de ratas intoxicadas com EtOH ou H2Ogest. por 8 semanas, como mencionado
previamente, e seguidos de 14 dias sem tratamento (100 DPN). O esquema de tratamento

experimental com EtOH em ratas da adolescéncia a fase adulta esta descrito na figura 3.
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Figura 3: Esquema do tratamento experimental com EtOH na forma de binge drinking. Os tratamentos
com EtOH (3 g/kg/dia) ou HoOgest. foram realizados por 3 dias consecutivos semanalmente, dessa forma,
0s grupos de animais foram submetidos aos ensaios comportamentais nas idades de 37, 58 e 86 dias p0s-
natal (DPN). Além disso, os grupos 14 dias de abstinéncia (controle e EtOH) foram analisados na idade
de 100 DPN.

5.3 Dosagem da concentracao alcodlica sanguinea

A alcoolemia foi avaliada em grupos separados de animais com 37 DPN (n = 5 animais
por grupo) a fim de obter os valores da dosagem alcodlica sanguinea no pico farmacocinético
do EtOH, segundo Livy e colaboradores (2003), para certificacdo da ocorréncia do binge
drinking no protocolo utilizado e realizacdo dos ensaios comportamentais com concentragédo de
EtOH ndo detectavel no sangue. Ap6s um protocolo de administracdo de EtOH (3 g/kg/dia) por
trés dias consecutivos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as amostras
de sangue foram coletadas por via intracardiaca 60 min e 450 min ap06s a administracdo do
EtOH, transferidas para tubos heparinizados e, em seguida, armazenadas a 4°C até que a
concentracdo da alcoolemia fosse mensurada. Resumidamente, o sangue homogeneizado (500
uL) foi adicionado ao butanol como padréo interno (500 pL) e analisados por cromatografia
gasosa (GC-MS) com detector por ionizacdo de chama (FID- Flame lonization Detector) em
equipamento de GC-MS (Walnut Creek, CA, EUA), modelo CP3800 equipado com injecédo de
amostras automatica (CombPalm nimero de série 1210469). Utilizou-se a coluna capilar (cera
CP 52 OC, Varian), que consiste de polietileno (100%), com as dimensdes de 30 m x 0,32
milimetros x 0,25 um de espessura do filme. A temperatura do detector foi de 250 ° C e o injetor
foi de 200°C.

5.4 Ensaios comportamentais
Ap0s o periodo de tratamento com EtOH, antes do inicio dos ensaios comportamentais,
os animais foram conduzidos a sala de teste por um periodo de, no minimo, uma hora para

aclimatacdo e habituacdo ao ambiente de realizacdo dos ensaios. Todos 0s experimentos
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comportamentais foram realizados em sala prdpria, com atenuacdo dos niveis de ruido e baixa
intensidade de iluminacdo (12 Ix).

A concentracdo sanguinea de EtOH em ratos, administrado por gavagem, possui um
declinio gradual e dura em torno de 450 minutos para ser eliminado do organismo (LIVY et al.,
2003), dessa forma, os testes foram realizados 7,5 horas (sete horas e trinta minutos) apés a
altima administracdo de EtOH/ H2Ogest, Ndo excedendo o horério de 18 horas a fim de néo

interferir no ciclo circadiano do animal.

5.4.1 ESTUDO DOS EFEITOS DO ETOH SOBRE O COMPORTAMENTO MOTOR

5.4.1.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA/ CAMPO ABERTO
(OPEN FIELD)

Neste estudo, foi utilizado um aparato que consiste em uma arena cuja area central é
aversiva para o animal conhecido como modelo do campo aberto (AGUIAR, 1995), proposto
para avaliacdo simultanea da locomocéo, exploracdo e comportamento semelhante a ansiedade
por meio da atividade locomotora espontanea (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al.,
2003), uma vez que um ambiente ndo habituado mimetiza um conflito natural dos roedores
entre a tendéncia de explorar um novo ambiente e evitar uma rea aberta aversiva (PANDOLFO
et al., 2007).

A comparacdo da atividade locomotora no centro em relacdo a periferia do aparato
indica um comportamento semelhante a ansiedade (HALL et al., 1976). Por outro lado, a
contagem do numero de quadrantes cruzados pelo animal e o ndmero de levantamentos
exploratorios (frequéncia de rearings) sdo parametros usados como medida da atividade
locomotora espontanea (BAHI, 2013; OLIVEIRA et al. 2014). Além disso, 0 aumento de
eventos de imobilidade do animal no aparato € um parametro amplamente utilizado como
indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003).

Para este estudo, foi utilizada uma arena em madeira cujo piso (100 x 100 cm) e as
paredes (40 cm de altura) possuem a cor preta cobertos com Formica impermeéavel. O chdo do
aparato foi dividido por um sistema de monitoramento de video ANY-mazeTM versdo 4.99
(Stoelting Co., USA) em 25 quadrantes iguais (20 x 20 cm) separados em duas zonas para
avaliacdo da tigmotaxia: central (36%) e periférica (64%).

Inicialmente os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto
sendo permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, seus movimentos ao

longo da sessdo foram registrados atraves de filmadora posicionada acima da arena (Figura 4).
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De acordo com o protocolo de Brenes et al. (2009), foram mensuradas as variaveis de
locomocdo total, referentes a distancia total percorrida; frequéncia do numero de rearings,
verificado pela postura sustentada com patas posteriores no chdo mantendo as patas dianteiras
levantadas; distancia percorrida nos quadrantes centrais e periféricos, uma vez que o animal
saiu da area demarcada com as quatros patas (op¢do de marcacdo no centro do animal no

programa Anymaze).

Figura 4: Arena utilizada no teste do campo aberto ilustrando o posicionamento do
animal no centro do aparato no inicio do teste e as dimensdes do aparato.

Neste estudo, foi manualmente contabilizado a frequéncia de rearing, de outro modo, a
distancia total percorrida e na zona central (em metros) da arena foram medidos
automaticamente usando o sistema de monitoramento de video ANY-mazeTM versdo 4.99
(Stoelting Co., USA).

Antes e depois da exposi¢édo de cada animal, o campo aberto foi limpo com papel toalha

e alcool 10%.

5.4.1.2 TESTE DE DESCIDA EM VIGA VERTICAL (POLE TEST)
O pole test, descrito inicialmente por Ogawa et al. (1985), € um experimento utilizado

para avaliar distrbios de movimento, em especial a bradicinesia na qual é caracterizada pelo
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um aumento na laténcia para a execucdo dos movimentos (MATSUURA et al., 1997,
ANTZOULATOS et al., 2010).

No teste, o animal é confrontado com a situacdo de virar o corpo e descer de uma viga
vertical (KARL et al., 2003). O protocolo adotado neste estudo foi modificado de Antzoulatos
e colaboradores (2010) no qual um equipamento que contém uma viga vertical aspera (2 x 50
cm) apoiada em uma plataforma circular (1 cm; r = 25 cm), onde animais foram colocados no
topo da viga, de cabeca para cima, e o objetivo foi a virada de cabeca para baixo e descida até

a plataforma (Figura 5).
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Figura 5: llustracdo do pole test. A primeira haste ilustra como o animal sera
posicionado sobre o aparelho. Na segunda, observa-se a inversao do eixo e (a terceira)
a descida até a plataforma do aparato.

Durante o teste, os escores de tempo de virada e de descida dos animais na viga foram
anotados ao longo de 5 ensaios, limitados a 120 segundos cada, com intervalo de 60 s entre
eles. Em seguida, foi contabilizado o tempo em que os animais efetuaram corretamente a tarefa.
No entanto, aos animais que ndo conseguiram virar deslizando na viga ou cairam da mesma,
ainda que ja tivessem virado de cabeca para baixo, foi atribuido o tempo maximo (120 s). A
média foi calculada com os 3 melhores tempos de cada animal para tempo de virada e de descida

do aparato.
Apos esta avaliacdo, os animais seguiram para o teste de equilibrio em vigas graduadas.
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5.4.1.3 TESTE DE EQUILIBRIO EM VIGAS GRADUADAS (BEAM WALKING TEST-
BWT)

O BWT é utilizado para avaliar a coordenacdo motora e equilibrio de roedores medindo-
se a capacidade dos animais em atravessar uma série graduada de vigas estreitas até alcancar
uma plataforma segura (PERRY et al., 1995; STANLEY et al., 2005).

O aparato é construido em madeira e consiste de 2 extremidades de vigas suspensas (1
m) a 50 cm do chdo. Em uma extremidade situa-se o inicio do aparato, onde os animais foram
colocados e na outra extremidade ¢ localizada a plataforma segura, uma caixa fechada (20 cm?),
para qual o animal poderia escapar. As vigas seriadas apresentaram 2 tipos de seccao
transversal: quadrada (28, 12 e 5 mm) e circular (28, 17 e 11 mm), e eram posicionadas entre
as duas extremidades para que o animal percorresse e cumprisse a tarefa de travessia das vigas
(CARTER et al., 1999; KARL et al., 2003) [Figura 6].
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Figura 6: Desenho esquematico do beam walking test (BWT). Os animais foram colocados na
extremidade de inicio com a face voltada para o aparato o qual percorreu a viga para chegar a
plataforma segura (caixa fechada).

O protocolo foi modificado de Carter e colaboradores (2001) em que 0s animais
inicialmente foram colocados na caixa fechada para ambientacéo e, em seguida, sobre as vigas
graduadas posicionados na extremidade de inicio. Todos os ensaios do BWT foram iniciados
posicionando 0s animais nas vigas quadradas e em seguida sobre as circulares, sempre da maior
para a menor secgdo, onde o tempo maximo de travessia de uma extremidade a outra foi de 60
segundos, sendo 2 tentativas por viga, com intervalo de 60 s. Para 0s animais que caissem do

equipamento, a contagem era interrompida e 0s mesmos eram recolocados no inicio da viga e
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continuava a contagem a partir do tempo marcado na queda, até que se completasse o tempo
méaximo de cada tentativa.

Neste experimento por vezes 0s animais pararam enquanto atravessavam as vigas,
assim, as medidas de laténcia de travessia sobre cada uma das vigas foram consideradas dificeis
de interpretar e ndo sdo relatadas neste documento. Dessa forma, foi contabilizado o nimero de
vezes em que pelo menos uma das patas traseiras escorregou. O deslizamento de duas patas
traseiras de uma so vez foi contabilizado como 2 escorregadas (CRABBE et al., 2003).

Apos o término deste teste, os animais foram submetidos ao teste de locomocao forcada

em cilindro giratorio.

5.4.1.4 TESTE DE LOCOMOGCAO FORCADA EM CILINDRO GIRATORIO (TESTE DO
ROTAROD)

O teste do Rotarod foi desenvolvido em 1968 por Jones e Roberts para avaliar
coordenacgdo motora, equilibrio e ataxia. Usualmente ele ¢é utilizado como um teste de avaliacdo
de performance motora haja vista que o mesmo se fundamenta em mensurar a habilidade de
roedores manterem o equilibrio sobre um cilindro giratério movido a um motor (KARL et al.,
2003). Dessa forma, a coordenacdo motora e equilibrio das patas dianteiras e traseiras podem
ser analisadas, de forma que para realizar esta tarefa, a fungdo e coordenacéo cerebelar do
animal deve estar intacta (CARTER et al., 1999).

Diante do exposto, foi utilizado um equipamento automatizado (Insight®, EFF-411),
instalado em uma sala fechada e mantida a temperatura de aproximadamente 25°C. O aparelho
consiste em uma caixa de acrilico com um cilindro de 8 cm de didmetro, instalado
transversalmente a aproximadamente 20 cm da base do equipamento, e mantido em rotagéo
através de um motor. A caixa é dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de largura,

permitindo a analise de 4 animais simultaneamente (Figura 7).
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Figura 7: llustracdo do Rotarod.
Fonte: Insight® Brasil

Para o teste, cada animal foi colocado sobre o cilindro ja em movimento, deste modo, a
funcdo motora foi quantificada cronometrando o tempo que 0 mesmo conseguia se equilibrar
até cair (laténcia). O equipamento possui um sistema instalado no solo de cada baia que detecta
0 impacto da queda cessando automaticamente o cronémetro.

No treinamento do teste, os animais foram colocados no eixo giratério por um periodo
de 120 segundos a 8 rotagfes por minuto. Caso o animal caisse, este seria reposicionado no
eixo giratdrio quantas vezes fossem necessarias até a finalizacdo do tempo estipulado para esta
fase (120 segundos). ApoOs o treinamento, o teste foi realizado em trés exposi¢cdes de 120
segundos, com intervalo de 60 segundos entre cada exposi¢do, sendo registrado o tempo de
laténcia, isto €, tempo de permanéncia do animal sobre a barra de rolagem do rotarod (adaptado
de SLAMBEROVA et al., 2006).

542 ESTUDO DOS EFEITOS DO ETOH SOBRE O COMPORTAMENTO
RELACIONADO A ANSIEDADE E MEMORIA

5.4.2.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA/ CAMPO ABERTO
(OPEN FIELD)

Conforme descrito anteriormente, o teste do open field também avalia parametros de

comportamento semelhante a ansiedade (KARL et al., 2003; BAHI, 2013). Dessa forma, a

distancia percorrida no centro em rela¢do a periferia do aparato foi analisada, assim como, 0
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numero de eventos de imobilidade do animal no aparato durante o teste foi examinado como
indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003).

5.4.2.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O teste do LCE é um método simples de medicdo de comportamento semelhante a
ansiedade validado em ratos (PELLOW et al., 1985) e em camundongos (LISTER, 1987)
baseado exclusivamente na atividade exploratdria espontanea do animal no aparato durante 5
minutos. O ensaio é fundamentado na aversdo natural de roedores a espacos abertos (TREIT et
al., 1993). Os indices principais do comportamento tipo ansiogénico no teste compreendem
medidas espaco-temporais de esquiva dos bragos abertos, enquanto a atividade locomotora é
avaliada seja pelo numero total de entradas nos bragcos ou pelo nimero de entradas nos bracos
fechados (ACEVEDO et al., 2014).

O LCE é um equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chéo, com
dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm) e dois abertos (50 x 10 x 1 cm), opostos entre si
(HANDLEY e MITHANI, 1984). Nos bracos abertos ha uma prote¢do de 1 cm de altura
circundando-os a fim de impedir a queda dos animais do aparato.

Ao inicio do teste, cada animal foi posicionado no centro do LCE com a face voltada
para os bracos fechados e foi permitido que o animal explorasse o equipamento por 5 minutos.
Um observador, o qual ndo teve conhecimento prévio a que grupo pertencia cada animal,
realizou as anotacdes do nimero de entradas nos bracos abertos e fechados do equipamento
(EBA e EBF respectivamente) [Figura 8].
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Figura 8: Diagrama esquematico do aparato do labirinto em cruz elevado (LCE) com suas
respectivas dimensfes. O animal é posicionado no centro do aparato com a face voltada para
um dos bragos fechados e aguardado o periodo de 5 minutos de teste.
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Antes e depois da exposi¢do de cada animal, o LCE foi limpo com solugéo de alcool

10% e toalhas de papel deixando-o secar e receber a circulagdo normal de ar.
As porcentagens de EBA (%EBA) foram calculadas em relacdo ao nimero total de entradas
nos dois bracos, de acordo com a férmula: (EBA / EBA + EBF) x 100 (PELLOW et al., 1985;
PANDOLFO et al., 2007; BAHI, 2013). O efeito ansiolitico foi definido pelo aumento da

%EBA, de outra forma, o efeito ansiogénico foi definido pela diminui¢do deste.

5.4.2.3 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

Este teste foi conduzido na mesma arena de madeira utilizada para o teste de atividade
locomotora esponténea e também analisado atraves do softawe Any-mazeTM versdo 4.99
(Stoelting Co., USA).

O teste de reconhecimento de objeto baseia-se no principio de que, em um ambiente
familiar, os roedores de laboratério mostram uma atragdo instintiva para a novidade, ou
preferéncia por um novo objeto, ndo familiar (HUGHES, 2007). Esta preferéncia foi utilizada
como um indicativo de meméria em relacdo ao objeto familiar. O procedimento realizado foi
adaptado de Pires e colaboradores (2009) o qual consiste de 3 fases: i) uma fase de habituacéo;
il) uma fase de treino; iii) e uma fase de teste.

A fase de habituacdo foi considerada 0 momento em que o animal explorou livremente
0 aparato no teste de campo aberto, sem objetos, por 5 minutos. As fases de treino e de teste
duraram 3 minutos cada e tiveram intervalo de 30 minutos entre elas a fim de avaliar a memoria
de curta duracdo. Apés 30 minutos da fase de habituacéo, previamente a fase de treino foram
fixados dois objetos idénticos em formato de cubo (C1 e C2) em cantos opostos da arena, a 10
cm distantes das paredes e aproximadamente 70 cm afastados um do outro.

Antecipadamente a fase de teste, uma copia idéntica do objeto familiarizado (C3) e um
objeto novo (X) foram dispostas na arena nos mesmos locais anteriormente ocupados pelos
objetos C1 e C2 da fase de treino. O novo objeto selecionado, com diferenca estrutural dos
cubos, em forma de “T” (T) foi utilizado para a fase de teste. Todos os objetos foram construidos

com blocos de plastico Lego (S&o Paulo, SP, Brasil) [Figura 9].
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Treino Teste
(3 min) (3 min)

Figura 9: llustragdo do reconhecimento de objeto. A primeira imagem ilustra a fase de treino,
com os dois cubos idénticos, e a segunda demonstra a fase de teste, com o objeto na forma de
cubo ¢ outra na forma de “T”.

Cada animal foi posicionado delicadamente no centro do aparato nas decorrentes fases
e 0s objetos foram contrabalangados em cada sesséo a fim de excluir qualquer preferéncia por
algum canto do aparato. Depois de transcorridos 3 minutos em cada sesséo, o animal foi retirado
do aparato e devolvido para sua caixa de moradia. No final de cada procedimento
comportamental, 0 campo aberto e 0s objetos foram limpos com papel toalha e alcool 10% para
evitar reconhecimento pelo odor.

O tempo despendido de investigacao pelos animais em cada objeto foi registrado a partir
de uma camera fixada sobre o campo aberto e contabilizado com auxilio do sistema de
monitoramento de video ANY-mazeTM versdo 4.99 (Stoelting Co., USA). A exploracédo de um
objeto foi definida como a cabeca do animal voltada para o objeto a uma distancia igual ou
inferior a 4 cm (adaptado de ENNACEUR e DELACOUR, 1988). As analises foram realizadas
considerando o tempo de exploragéo total gasto nos dois objetos na fase de treino (C1 + C2) e
o indice de reconhecimento o qual foi definido pela diferenca no tempo de exploracdo entre o
novo objeto e o objeto familiar divididos pelo tempo total gasto de exploracédo entre 0s mesmos
objetos nas fases de teste (T — C3) / (T + C3).

A figura 10 demonstra o delineamento experimental adotado no estudo, o esquema dos
procedimentos foi descrito a ilustracdo do tratamento com EtOH no padrdo binge, ensaios

comportamentais e bioquimicos (Painel A). O painel B ilustra a sequéncia dos ensaios
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comportamentais utilizados iniciado com o teste do campo aberto e finalizado com o teste do

rotarod.
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Figura 10: Delineamento experimental do estudo. Inicialmente as ratas adolescentes (35 dias de
vida) receberam por gavagem &gua destilada (H2Oqest.) ou etanol (EtOH) durante 3 dias
consecutivos semanalmente. Este procedimento foi realizado até 8 semanas. No Gltimo grupo
avaliado, ap6s o periodo total de administracdo, deixou-se transcorrer 14 dias sem nenhuma
administracdo. Sete horas e meia (7,5 h) apds o terceiro dia de administracdo, os animais foram
submetidos, sequencialmente, aos ensaios comportamentais: campo aberto, reconhecimento do
objeto, Labirinto em Cruz Elevado (LCE), pole test, beam walking test (BWT) e rotarod. Assim,
os animais foram avaliados respectivamente apdés 1 semana de repetidos episédios de binge
drinking (1 BD), 4 semanas (4 BD) 8 semanas (8 BD), e adicionalmente, 14 dias ap0s retirada
do 8 BD (grupo analisado na 10% semana desde o inicio do experimento). Em seguida, 0s animais
foram destinados a coleta para ensaios bioquimicos.



63

5.5 Ensaios bioquimicos

5.5.1 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
Na manha do dia seguinte apds a bateria de testes comportamentais, 0s animais foram
sacrificados por deslocamento cervical a fim de caracterizar os efeitos bioquimicos sobre o0s
niveis de CORT, balanco oxidativo e imunocontetdo de BDNF hipocampal apds uma unica
sequéncia de repetidos episddios de binge drinking, por 3 dias consecutivos, na fase de
adolescéncia ou repetidos episodios da adolescéncia a idade adulta, assim como, se tais efeitos

perduravam apds 14 dias de retirada da droga na fase adulta.

As amostras bioldgicas de sangue foram coletadas no periodo da manha a fim de
considerar o ritmo hormonal diurno de CORT (CIPPITELLI et al., 2014). O contetdo
sanguineo foi obtido por meio de puncdo cardiaca intraventricular precedido de toracotomia
para acesso da cavidade tordcica. Em seguida, a amostra foi coletada com auxilio de seringa
perfurando-se o ventriculo esquerdo e aspirando de 2 a 3 mL de sangue para realizacdo das
dosagens bioguimicas.

Apos coleta sanguinea, as amostras de sangue total (n=5 animais por grupo) foram
colocadas em tubo a vacuo K3/EDTA de 4 mL (LABOR IMPORTS) para evitar a coagulago
e armazenadas sob refrigeracao (-20°C). De outro modo, outra parte das amostras (n=5 animais
por grupo) foram dispostas em tubos sem anticoagulante, logo depois, postas em centrifugacéo
a baixa velocidade de 1400 rpm por 10 minutos para retirada do soro sanguineo, estocadas em
eppendorf de 2,5 mL e acondicionadas sob refrigeracéo (+0°C).

Concomitantemente, o encéfalo foi removido da caixa craniana e lavado com solucao
fisiolégica (NaCl) 0,9% a 4°C. Em seguida, o hipocampo foi dissecado arrefecido sobre gelo
seco, retirado do restante do encéfalo, congelado em nitrogénio liquido e armazenado em

freezer -80°C até momento do uso para determinacdo do imunocontetudo de BDNF.

5.5.2 DOSAGEM DOS NIVEIS DE CORTICOSTERONA (CORT) SANGUINEO
Os niveis de CORT no soro foram determinados por ensaio de imunocompetigdo do kit
colorimétrico de ELISA (Cortisol ELISA Kit, Cayman n° 500360, Cambridge, UK) com leitura
no espectro de absorbancia entre 405-420 nm. Este ensaio foi baseado na competicdo entre
CORT e o conjugado CORT-acetilcolinesterase para um numero limitado de sitios de ligacao

ao anticorpo monoclonal de rato CORT-especifico. O produto desta reacdo enzimatica &
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identificado na cor amarela e a intensidade da coloragdo é diretamente proporcional a
quantidade de CORT ligado e inversamente proporcional a quantidade livre presente na parede
durante a incubacéo.

O limite de deteccdo deste teste é de aproximadamente de 35 pg/mL de soro e a
sensibilidade de ligacdo competitiva é de 80 pg/mL. Padrdes e amostras foram feitas em
duplicata, o célculo da concentracdo de cada amostra foi realizado utilizando-se a equagéo da

curva padréo tracada no ensaio.

5.5.3 ENSAIO DE IMUNODETECCAO DE BDNF HIPOCAMPAL POR MEIO DO
METODO DE WESTERN BLOT

5.5.3.1 PREPARACAO DO HOMOGENADO

As amostras de hipocampo foram retiradas do freezer a -80° C, descongeladas e
homogeneizadas manualmente (com auxilio de pistilos) em tampédo dodecil sulfato de sédio 8%
(SDS) composto por SDS 10%, EDTA 100mM e Tris 500mM 10% ich,), na presenca do
coquetel inibidor de proteases (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, EUA). Apds a homogeneizacéo,
as amostras foram incubadas em gelo por 30 min e em seguida centrifugadas (10.000 g, 4°C,
durante 10 min). O sobrenadante foi coletado sendo este o extrato celular total contendo as
proteinas dissolvidas no meio, em seguida, diluido em SDS a 8%. Os extratos celulares totais

foram armazenados em freezer a -20° C para uso posterior.

5.5.3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS
A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada utilizando o método proposto
por Bradford (1976). com o auxilio de um espectrofotdmetro Nanodrop® (THERMO FISHER,
Waltham, EUA). Utilizou-se o comprimento de onda de 280 A, um dos padroes de absorbancia
para a dosagem de proteinas, oferecidos pelo software. Apds a calibracdo do aparelho com uma
amostra de agua destilada (branco), as amostras foram pipetadas e a quantidade de proteina

mensurada.

5.5.3.3 ENSAIO DE IMUNODETECCAO POR MEIO DO METODO DE WESTERN
BLOT
Os extratos dos tecidos previamente preparados foram diluidos de modo a apresentar a
mesma concentracdo de proteina (4 mg/ml), foram misturadas em volumes iguais ao tampao de
amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCI 150 mM (pH 6,8), B-mercaptoetanol 15%, SDS 10%,
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azul de bromofenol 0,3%, glicerol 25%) e fervidas por 5 min a 100°C. Quantidades iguais de
proteinas para cada amostra (30 pg) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
e SDS 15%. A proxima etapa consistiu na transferéncia das proteinas contidas no gel para uma
membrana de nitrocelulose (BIORAD, Hercules, EUA) sob as seguintes condic¢des: 100 V e 30
mA durante 1 h. Apos a transferéncia, as membranas foram saturadas em solucdo de TBS-T
(Tris 1,2 g; NaCl 8,76 g e tween 0,05% em agua destilada) contendo albumina (0,2 g/10 mL)
por no minimo 1 h, a temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, as membranas foram incubadas
em tempo e condi¢Oes apropriadas para o anticorpo primario contra a proteina do BDNF (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) (1:250). Apds a incubacdo, as membranas foram lavadas
em TBS-Tween e incubadas com anticorpo secundario especifico de coelho conjugado a
peroxidase (1:1000) (Cell Signaling Technology, Danvers, EUA) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Os imuno-complexos foram visualizados usando sistema de deteccdo de substrato
quimioluminescente, os valores densitométricos foram normalizados utilizando como controle
as bandas imunorreativas para a anti-p-actina (Santa Cruz, Dallas, EUA) (1:500). Sendo que 0
antiBDNF e a anti-p-actina apresentavam peso molecular de 14 kDa e 42 kDa respectivamente.
Os filmes foram digitalizados e os niveis de proteina foram quantificados por densidade optica
utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, EUA) e os valores expressos como

unidades arbitrarias em relagdo a -actina.

5.5.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.5.4.1 DOSAGEM DE MALONDIALDEIDO (MDA)

A dosagem de MDA foi realizada de acordo com a metodologia de Percério (2004),
baseado na formacdo do complexo com acido tiobarbitdrico (TBA) com MDA, TBA-MDA.

A etapa inicial consistiu em preparar aproximadamente 1000 ml de fosfato monobasico
de potéssio — tampdo fosfato 75 mM (pH 2,5). O TBA (SIGMA®) 10 nM utilizado para
formacgéo do complexo TBA-MDA. Foi utilizado 0,144 g de TBA para 100 ml da solucéo de
fosfato monobésico de potassio, terminando a dissolucdo completa (PERCARIO et al., 1994).
Foi preparada a solucdo padrdo de MDA (1,1,3,3-tetrahidroxipropano, SIGMA®) 20 uM a
partir de uma solugdo de 400 uM/L, diluindo esta solugdo em 100 ml de &4gua destilada.

Apos as solugdes prontas, iniciou-se a pipetagem de 1 ml do reagente TBA 10 nM em
cada tubo de ensaio. Para o tubo de controle branco e padrdo foram adicionados 500 pl de agua
destilada 500 pl de solugdo padrao de MDA 20 uM. Por fim, os tubos em diante receberam 500

ul das amostras de soro. Em seguida, os tubos fechados foram colocados em banho-maria a
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94°C durante 1 hora, a vedagdo foi para evitar perda ou contaminacdo das amostras com agua
condensada.

Ap06s uma hora de banho-maria, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
durante 15 minutos. Observou-se nesta fase a coloracdo de tonalidade rosea proporcional a
quantidade de MDA nas amostras. A cada tubo de ensaio foi acrescentado 4 mL do reagente
alcool n-butilico, tampados com rolhas apropriadas e submetidos a homogeneizagdo no vortex
para alcancar maxima extracdo do MDA para a fase organica. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante pipetado para a cubeta e lido em
espectrofotdbmetro calibrado em 535 nm e zerado com o tubo controle branco.

O calculo para o valor de MDA da amostra foi obtido pelo emprego da seguinte férmula
com os resultados expressos em ng/ml: MDA = Absorbancia das amostras x (10 X
440,61/Absorbancia padrdo MDA).

55.4.2 DETERMINA(;AO DA ATIVIDADE DA CATALASE

A determinacdo da atividade da catalase foi realizada de acordo com a metodologia de
Aebi (1984), modificado por Bukowska e Kowalska (2004).

Inicialmente, as amostras de sangue total foram preparadas para analise, uma aliquota
da amostra foi retirada e foram hemolisadas com adi¢do de agua gelada (1:3), em seguida, foram
diluidas com solucdo tampéo TRIS base (Tamp&o Tris 1 M/ EDTA 5mM pH8,0).

A verificacdo da atividade da catalase foi realizada pela medida da taxa de decaimento
de H20,. Para isso, preparou-se a solucao de reacdo de H>O; a 30%, em seguida, retirou-se 5
mL desta solucéo e foi adicionando 2,5 mL da solugdo TRIS base e 2 mL de agua ultrapura,
deixando em banho-maria (37°C) durante 15 minutos.

Posteriormente, foi realizada a leitura em comprimento de onda de 240 nm a 25°C,
durante 60 segundos. Para calcular a atividade de catalase foi utilizada a equacdo:
(2,3/At)x(a/b)x(Log al/a2), onde At € a variacdo do tempo da reagdo (60s), a é o volume do
hemolisado na cubeta, b é a concentracdo de proteinas totais da amostra em g/dL, al é o valor
da absorbancia no tempo 0 (t=0s) e a2 é o valor da absorbancia no tempo final (t=60s). Os

resultados finais foram expressos em k/gProt/min.

5.5.4.3 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS NO HEMOLISADO
A guantidade de proteinas contidas nas amostras foi obtida a partir do método do biureto
modificado (WEICHSELBAUM, 1946) e usado o kit comercial para proteinas totais da Doles®

nos valores finais de catalase.
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Este método do reagente de biureto modificado baseia-se em uma reagdo com formacéo
de cor com as proteinas. A solucdo biureto é composta por citrato trissodico 0,114M, carbonato
de s6dio 0,21 M e sulfato de cobre 0, 01 M.

Para o preparo dos tubos de ensaio em que foram preparadas as amostras, o0 branco e o
padréo, foi adicionado o reagente de biureto (solucéo de uso) em todos os tubos, em seguida,
50 pL da amostra, com excecéo dos tubos branco e padrdo. Por conseguinte, foi adicionado 50
uL da solucdo padrdo (4 g/dL) nos tubos padrdes. Nos tubos brancos ndo foram adicionados
amostra nem solucdo padrdo. Em todos os tubos de ensaios, foram adicionadas 2 gotas de
hidroxido de sédio 6 M. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso
durante cinco minutos, a temperatura ambiente (20-30°C). Por conseguinte, foram adicionadas
aos pocos da placa de leitura de ELISA e realizadas as leituras, comprimento de onda em 550nm
ou filtro verde, acertando o zero com o branco.

O célculo de proteinas totais foi realizado de acordo com a formula: Proteinas totais =

(Absorbéancia teste/Absorbancia padrao) x4. Os valores finais foram expressos em g/dL.

5.5.4.4. DOSAGEM DE ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO-DISMUTASE
(SOD)

A metodologia de dosagem a atividade da enzima superoxido-dismutase (SOD) foi feita
de acordo com McCord e Fridovich (1969), que consiste na determinagdo enzimética da SOD
por competicdo com a enzima xantina oxidase (XOD) pelo radical superdxido.

Foram utilizadas as seguintes solucdes: solugcdo de tampéo fosfato de potassio 49,3
mg/mL, solucdo de EDTA a 4 mg/mL, solucdo de citocromo C a 1,1 mM, solugdo de xantina
de 1,64 mg em 90 MI de &gua ultrapura adicionado 1N de KOH. Apos a fabricacdo de todas as
solucdes, os reagentes foram misturados nas seguintes proporcdes: agua ultrapura (23 mL);
reagente tampédo fosfato de potassio (25 mL); reagente EDTA (1,0 mL); reagente citocromo C
(1,0 mL); solucao de xatina (50 mL). Ap6s mistura, todas as solugdes foram ajustadas o pH
para 7,8, formando a solugéo de coquetel.

As amostras foram preparadas para a leitura, em que foram retirados 100 mL e
adicionados 400 mL de agua gelada para promover hemdlise. As cubetas foram preparadas para
a leitura em espectrofotdmetro Spectra MAX 250 (Molecular Devices, Union City, CA, USA)
com comprimento de onda 550nm, no tempo de 5 minutos, os valores de absorbancia foram
anotados do tempo 0 (TO) e tempo 5 (T5). O TO foi anotado antes da adi¢do do reagente XOD,
em seguida foi adicionado o XOD e contados 5 minutos para verificar como final de reacao
(T5).



68

Os resultados foram calculados a partir das seguintes férmulas:

%inibicdo = (AAssonm/min N&o inibido - AAssonm/min Teste)x(100)

(AAssonm/min Néo inibido - AAssonm/min Branco)
Em seguida:
Enzima (Unidades/mL) = (%inibicédo) x (Fator de dilui¢cdo)
(50%) x (0,10)

Onde: 50% ¢ a taxa de reducdo do Citocromo C por definicdo de unidade; e 0,10 o
volume em mililitros da amostra usada em cada teste. Os resultados finais foram expressos em
Unidades/mL.

5.6 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como meédia + erro padrdo da média (e.p.m.) de 10
animais por grupo para os testes comportamentais e de 4-5 animais por grupo para analises
bioquimicas. Inicialmente foi verificado a normalidade dos grupos pelo método de
Kolmogorov-Smirnov.

Para o ganho de peso corporal entre os animais dos grupos controle e EtOH, assim como,
para o teste do rotarod a comparagdo estatistica foi performada utilizando-se Analise de
Variancia (ANOVA) de duas vias (fator tratamento vs. fator episddios de BD) com medidas
repetidas (dias semanais ou numero de exposi¢cOes ao aparato rotarod) seguido do teste
Bonferroni. A analise estatistica da alcoolemia foi realizada pelo teste t de Student (60 vs. 450
minutos ap6s o BD). Para todos os demais dados, a comparacgao estatistica foi performada com
ANOVA de duas vias com fator tratamento (dgua vs. EtOH) e fator episddios de binge drinking
(1 BD vs. 4 BD vs. 8 BD vs. Abstinéncia-14 dias).

Ap0s encontrar valores significantes para a ANOVA, foram realizadas comparacdes
maltiplas utilizando o teste de Fisher-LSD. Em todos os casos, o nivel aceito de significAncia
foi de p <0,05. Além disso, foi performado anélise de correlacdo de Pearson entre os dados de
imunoconteddo de BDNF hipocampal com o indice de discriminacdo na tarefa de

reconhecimento de objeto.
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6. RESULTADOS

6.1 Repetidos episodios da administracédo intermitente de EtOH (3 g/kg/dia) ndo altera o
peso corporal de ratas da adolescéncia a fase adulta

O efeito da administracdo de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episddico sobre o ganho
de peso dos animais € ilustrado na figura 11. ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeitos significantes para o fator tratamento (F. = 11,85; p = 0,0006) e para o fator
repeticdo (Fo=254,5; p < 0,0001) mas néo para o fator de interacdo entre tratamento e repeti¢ao
(Fe=0,4594; p = 0,9015). Comparacdo subsequente usando teste de Bonferroni revelou que o
EtOH ndo altera o ganho de peso corporal de ratos fémeas da adolescéncia a fase adulta, durante
o0 periodo do experimento, independentemente do numero de episodios de binge drinking na
dose utilizada.

-o—- Controle
200- -& EtOH

35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Idade (dias de vida)

Figura 11: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o ganho de peso
de ratas na fase de adolescéncia a fase adulta. Os resultados estéo expressos como a média + e.p.m do
nimero total de animais pesados semanalmente a partir do 35° DPN até o 98° DPN, conforme a
permanéncia no biotério de acordo com o periodo determinado por seu respectivo grupo de analise (n=10-
40; ANOVA de duas vias com medidas repetidas).

6.2 Concentracdo de EtOH sanguineo apos repetidos episodios de binge drinking por 3
dias consecutivos na fase de adolescéncia

A mensuracao da alcoolemia no periodo de 60 minutos apds a ultima dose de EtOH
numa sessdo do modelo binge utilizado (3 dias consecutivos) foi de 197,4 + 19,46 mg/dL, este
nivel alcodlico reflete a ocorréncia do binge drinking definido pelo NIAAA cujo nivel

sanguineo de alcool no sangue deve exceder 80 mg/dL (NIAAA, 2004). Além disso, a
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quantidade mensurada no periodo de 450 min apds a Gltima administracdo da droga foi de 0,75
+ 0,48 mg/dL no sangue. Teste t de Student revelou que 7,5 h ap6s a administracdo de EtOH
por trés dias consecutivos reduziu a concentracao alcoolica (0,74 £ 0,4 mg/dL; p < 0,0001)

comparado ao tempo de 60 min apds o binge drinking (Figura 12).

3001

200 T

1004
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Concentracéo de EtOH
sanguineo (mg/dL)
o

60 min 450 min

Figura 12: Dosagem da concentracao de etanol (EtOH) em forma de binge drinking (3 dias consecutivos)
no sangue de ratas na fase de adolescéncia. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m da
alcoolemia em mg/dL no periodo de 60 minutos e 450 minutos ap6s 3 dias consecutivos de binge de EtOH
(n=5; Teste t de Student). ***P<0,0001

6.3 Efeitos apds a administracdo de EtOH no padréo binge da adolescéncia a fase adulta

sobre 0 comportamento motor

6.3.1 ADMINISTRACAO DE ETOH NO PADRAO BINGE PROVOCA REDUCAO DA
ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA EM RATAS POR TEMPO PROLONGADO

O efeito da administracdo de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episddico gerou redugéo
da atividade locomotora espontanea de ratas Wistar identificado no teste do campo aberto por
meio dos parametros distancia total percorrida (exploracdo horizontal) e numero de

levantamentos exploratorios (rearings, exploracéo vertical) [Figura 13].

ANOVA de duas vias revelou efeito significante para o fator tratamento (F1 = 32,06; p
< 0,001) mas néo para os fatores repeticdo (Fs= 0,49; p = 0,68) e interacdo entre tratamento e
repeticdo (F3= 1,98; p = 0,11) na distancia total percorrida. Comparacdo subsequente usando
teste de Fisher-LSD revelou que o EtOH reduz a distancia total percorrida (em metros) dos

animais independentemente do nimero de episddios de binge desde a adolescéncia até a idade
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adulta (p < 0,001 para 1 BD; p = 0,03 para 4 e 8 BD), assim como, a permanéncia do prejuizo
por tempo prolongado apds os repetidos episodios da administracdo de EtOH (p = 0,03) [Figura
13 A].

Anélise com ANOVA de duas vias realizada para o numero de levantamentos
exploratorios revelou efeito significante para o fator tratamento (F1 = 36,15; p < 0,001) mas ndo
para os fatores repeticdo (Fs=2,47; p = 0,06) e interacdo entre tratamento e repeticdo (Fz = 0,39;
p = 0,76). Teste de Fisher-LSD realizado, por conseguinte, demonstrou que o binge drinking
da adolescéncia a fase adulta gera reducao prolongada da atividade exploratdria vertical de ratos
fémeas (4 BD, p = 0,002; 8 BD, p = 0,03; e, Abs-14 dias, p = 0,007), sendo encontrado este
efeito mais pronunciado em uma sequéncia de binge na fase da puberdade quando comparado
a seu respectivo controle (1 BD, p < 0,001) [Figura 13 B].
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Figura 13: Efeitos da administragdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a atividade
locomotora esponténea de ratas na fase de adolescéncia a fase adulta por meio dos pardmetros distancia
total percorrida (painel A) e nimero de levantamentos exploratérios (painel B). Os resultados estdo
expressos como a média + e.p.m da distncia total percorrida e da frequéncia de rearings, durante 300
segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p < 0,05
comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; ***p <
0,001 comparado ao respectivo grupo controle.
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6.3.2 ETOH NO PADRAO BINGE GERA OCORRENCIA DE BRADICINESIA EM
RATAS DA ADOLESCENCIA A IDADE ADULTA

A figura 14 ilustra o desempenho de ratas adolescentes tratadas com H2Ogest. OU EtOH,

na forma de binge drinking, no pole test.
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Figura 14: Efeito do etanol (EtOH) em forma de binge drinking na determinacdo do controle de movimento
e avaliacdo do desenvolvimento de bradicinesia em ratas na fase de adolescéncia a fase adulta por meio
da média dos 3 melhores ensaios no tempo de descida em segundos até a base da plataforma. Os resultados
estdo expressos como a média * e.p.m, no periodo maximo de 120 segundos/ensaio, com 10 animais por
grupo. Painel A: ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente; painel B: teste t de Student para
avaliagdo do periodo 1 BD e Abst- 14 dias. *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p <
0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; ***p
< 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; *'p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; **'p < 0,01
comparado ao grupo EtOH- 4 BD;***"p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 8 BD.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores
(tratamento: F1= 30,98; p < 0,001; repetidos episodios de binge: Fs= 2,84; p = 0,04) e para a
interacéo entre eles (Fz= 4,23; p = 0,007). Comparagdo com teste de Fisher-LSD subsequente
mostrou aumento significativo no tempo de descida até chegar na base da plataforma entre o

grupo controle e o grupo intoxicado apos 4 (p = 0,004) e 8 (p < 0,001) semanas de repetidos
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episodios de binge drinking a partir da média dos trés melhores ensaios de cada animal (Figura
14 A).

Além disso, a intoxicagdo com EtOH da adolescéncia a fase adulta durante o periodo de
8 semanas de administracdo em binge gerou bradicinesia de forma mais intensa que os demais
periodos de administracdo deste padrdo de ingestdo (p < 0,001 e p = 0,002 para 1 BD e 4 BD
respectivamente), assim como, houve uma recuperagdo parcial da intensa hipocinesia dos

movimentos das ratas adultas ap6s um periodo de retirada da droga (p < 0,001) [Figura 14 A].

Por conseguinte, teste t de Student revelou ocorréncia de bradicinesia nos animais
intoxicados com EtOH no periodo de 1 BD (t = 3,19; p = 0,004), assim como, 14 dias (t = 3,32;
p = 0,004) apds a retirada do toxicante pelo aumento no tempo de descida até chegar na base

da plataforma do pole test (Figura 14 B).

6.3.3 ADMINISTRACAO DE ETOH NO PADRAO BINGE GERA PREJUIZO NA
COORDENACAO MOTORA E EQUILIBRIO DE RATAS POR TEMPO PROLONGADO

A figura 15 demonstra o desempenho de ratas adolescentes tratadas com H2Ogest. OU
EtOH, na forma de binge drinking, sobre vigas graduadas de transec¢fes quadrada e circular
no BWT. Ao analisar o nimero de escorregadas durante a travessia dos animais ao caminhar
sobre a viga quadrada de maior espessura da extremidade de inicio até alcancar a plataforma
segura, ANOVA de duas vias revelou efeito significante somente para o fator repeticdo de
episodios de binge drinking (Fs= 9,49; p < 0,001). Por conseguinte, comparacdo com teste de
Fisher-LSD revelou diferenga no nimero de escorregadas de animais controle ou intoxicados
na fase adulta (100 DPN) em relacdo aos mais jovens (37 e 58 DPN, controle: p = 0,02 e p <
0,001; EtOH: p = 0,02 e p < 0,001 respectivamente) [Figura 15 A].

ANOVA de duas vias ndo identificou variancia entre os principais fatores (tratamento:
F1= 1,53; p = 0,22; repetidos episddios de binge: Fs= 1,60; p = 0,19) e para a interacdo entre
eles (F3=0,23; p=0,87) no nimero de escorregadas durante a travessia dos animais ao caminhar
sobre a viga quadrada de espessura média (12 mm), consequentemente, foi excluido qualquer
possibilidade de diferenca entre as amostras dos animais controle ou intoxicados com EtOH no

padrdo binge (Figura 15 B).

Ao avaliar a travessia de ratas Wistar sobre a viga quadrada de menor espessura (5 mm),

ANOVA de duas vias revelou diferenca somente no fator tratamento (Fi= 28,53; p < 0,001),
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ndo revelando diferenca no fator repeticdo dos episddios nem na interagdo entre os dois fatores
principais (Fs= 1,60; p = 0,19 e Fs=0,37; p = 0,77 respectivamente). Compara¢do com teste de
Fisher-LSD subsequente mostrou aumento significativo do nimero de escorregadas por todos
0s animais pos-intoxicacdo com EtOH durante a passagem sobre a viga (p = 0,04; p = 0,01; p
= 0,01; p < 0,001 para os periodos de 1 BD, 4 BD, 8 BD e Abs- 14 dias respetivamente). No
entanto, o prejuizo na coordenacdo motora e equilibrio apds o periodo de 14 dias de retirada da
droga nos animais adultos foi maior que a intoxicacdo com binge drinking agudo na
adolescéncia (p = 0,03) [Figura 15 C].

A respeito da travessia dos animais sobre a viga circular de maior espessura (28 mm),
ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento: Fi=
4,39; p < 0,03; repetidos episddios de binge: Fs=7,79; p < 0,001) e para a interacdo entre eles
(Fs=4,27; p = 0,006). Por conseguinte, comparacdo com teste de Fisher-LSD revelou aumento
significativo do nimero de escorregadas na travessia da viga entre o grupo controle e 0 grupo
intoxicado apos 4 semanas de repetidos episédios de binge drinking (p < 0,001). Além disso,
foi demonstrado que a intoxicagdo durante 4 semanas de EtOH intermitente e episddico durante
a adolescéncia provocou maior nimero de escorregadas na travessia sobre a viga em relacdo
aos demais periodos pos-intoxicacao (p < 0,001; para 1 BD, 8 BD e Abst- 14 dias) [Figura 15
D].

A avaliacdo da travessia dos animais na viga circular de espessura média (17 mm) foi
semelhante aos achados na viga circular de maior didametro, no qual ANOVA de duas vias
revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento: F1=5,69; p <0,01; repetidos
episodios de binge: Fs= 2,33; p = 0,07) e para a interacdo entre eles (Fs= 4,38; p = 0,006).
Comparacdo subsequente com teste de Fisher-LSD revelou aumento significativo do nimero
de escorregadas na travessia da viga entre o grupo controle e o grupo intoxicado apds 4 semanas
de repetidos episdédios de binge drinking (p < 0,001), assim como, também foi demonstrado
nesta viga que a intoxicacdo durante 4 semanas de EtOH intermitente e episddico durante a
adolescéncia provocou maior nimero de escorregadas na travessia em relacdo aos demais
periodos de intoxicacao (p < 0,001; para 1 BD e 8 BD) e (p = 0,01; para o periodos de Abst- 14
dias) [Figura 15 E].

Analise com ANOVA de duas vias realizada para o nimero de escorregadas durante a
travessia na viga de maior dificuldade, circular de menor didmetro, revelou efeito significante
para o fator tratamento (F. = 25,67; p < 0,001) e fator repeti¢do (Fs= 3,36; p = 0,02) mas ndo

para interacao entre tratamento e repeticéo (F3=0,61; p = 0,60). Teste de Fisher-LSD realizado,
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por conseguinte, demonstrou que o binge drinking em ratos fémeas da adolescéncia a fase
adulta gera aumento do nimero de escorregadas por periodo prolongado (4 BD, p < 0,001; 8
BD, p = 0,04; e, Abs-14 dias, p = 0,004), sendo encontrado este efeito em uma semana de
repetidos binges de EtOH (3 dias consecutivos) na fase da puberdade revelado por teste t de
Student (1 BD: t = 3,13; p = 0,008) [Figura 15 F].
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Figura 15: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o nimero de
escorregadas de ratas na fase de adolescéncia a fase adulta ao atravessar vigas graduadas. Os resultados
estdo expressos como a média + e.p.m do nimero de escorregadas sobre vigas quadradas (Painéis A, B e
C) e circulares (Painéis D, E e F), no Beam Walking Test (BWT), no periodo maximo de 120 segundos,
com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). No painel F, teste t de
Student para avaliagdo do periodo 1 BD. *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p <
0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; #p <
0,05 comparado ao grupo controle 1 BD; ###p < 0,001 comparado ao grupo controle 4 BD; *p < 0,05
comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; **'p < 0,01 comparado
ao grupo EtOH- 4 BD; ***'p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD.
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No teste do rotarod os grupos experimentais foram expostos quatro vezes ao cilindro
giratério, com um intervalo de 60 segundos entre as exposi¢des. A primeira exposi¢do consistiu
na adaptacdo dos animais ao aparato e, em seguida, o teste foi realizado nas trés exposicoes
seguintes avaliando-se a coordenacdo motora dos animais por meio do parametro tempo de
permanéncia (laténcia) sobre o cilindro giratério até a primeira queda (adaptado de
SLAMBEROVA et al., 2006).

O efeito da administracdo de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episddico em ratas Wistar
sobre o tempo de laténcia, em segundos, nas trés exposi¢des ao aparato rotarod € ilustrado na
figura 16. ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos significantes para os
principais fatores (fator tratamento: F7 = 9,69; p < 0,0001; fator repeticdo: F, = 12,59; p <
0,0001) mas n&o para a interacdo entre tratamento e repeticdo (Fi4= 1,40; P = 0,14).

Comparacdo subsequente usando teste de Bonferroni revelou que o EtOH no protocolo
binge agudo em ratos fémeas na fase de adolescéncia reduz o tempo de permanéncia destes
animais sobre o cilindro giratério na primeira fase do teste comparado ao grupo controle (p <
0,01). No entanto, as ratas adolescentes intoxicadas com EtOH melhoraram seu desempenho
nas demais etapas do teste aproximando-se aos tempos de permanéncia sobre o cilindro do
grupo controle (p > 0,05).

Vale ressaltar que repetidos episodios de binge drinking durante a adolescéncia gera
maior prejuizo na coordenagdo motora e equilibrio identificado pela reducdo do tempo de
permanéncia dos animais sobre a barra giratoria em todas as trés fases do teste do rotarod (p <
0,05).

No entanto, foi observado que a continuidade da administracdo de EtOH no padrédo
binge na fase adulta gera uma pequena adaptacdo e atenuacdo do dano em relagdo ao
aprendizado motor dos animais identificada pela reducéo da laténcia no tempo de permanéncia
até a primeira queda do rotoarod somente nas duas primeiras fases do teste (p < 0,01 e p < 0,05;
primeira e segunda fase respectivamente). Além disso, 0 tempo de permanéncia dos animais
intoxicados ap6s 8 BD sobre o cilindro giratorio foi maior que os animais da administracao de

4 semanas de binge drinking na terceira exposic¢ao ao aparato no teste do rotarod (p < 0,05).

Todavia, mesmo ap6s um periodo prolongado de retirada da droga os animais que
consumiram EtOH permaneceram com redugédo da laténcia no tempo de permanéncia no
aparato do rotarod até ocorrer a primeira queda na primeira fase de teste (p < 0,05). Contudo, o

tempo de permanéncia dos animais abstémios sobre a barra giratoria na primeira exposicdo ao
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aparato ainda foi maior que a laténcia encontrada pelos animais intoxicados durante 8 semanas
(p <0,05).
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Figura 16: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a coordenacdo
motora de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta avaliadas pelo tempo de permanéncia sobre o
cilindro giratério no teste do rotarod. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m da laténcia, em
segundos, da primeira queda no aparato do rotarod em trés fases do teste, no periodo méximo de 120
segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, teste de Bonferroni
subsequente). *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01comparado ao respectivo
grupo controle; *p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; “p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD;
*’p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 8 BD.

6.4 Repetidos episédios de binge drinking da adolescéncia a fase adulta geram

comportamento semelhante & ansiedade

A figura 17 ilustra o efeito da administracdo episodico e intermitente de EtOH em ratas
da adolescéncia a fase adulta sobre o comportamento semelhante a ansiedade nos testes do
campo aberto e LCE.

A comparacao da atividade locomotora no centro do campo aberto em relacdo a periferia
indica comportamento semelhante a ansiedade, uma vez que roedores tém aversdo natural a
espacos abertos (KARL et al., 2003). ANOVA de duas vias (tratamento vs. repeticdo de
episodios de BD) revelou efeitos significativos sobre a distancia percorrida na area central para
os fatores principais [(tratamento: F1 = 54,13; p < 0,001); (repeticdo: Fz = 13,64; p < 0,001)],



80

mas néo para a interacdo entre eles [Fz = 0,30; p = 0,82]. Comparagdes post-hoc Fisher-LSD
revelou que EtOH no padrdo binge drinking reduz a distancia percorrida na area central do
campo aberto desde uma Unica sequéncia de episodios de binge na adolescéncia até um periodo
prolongado de retirada da droga na fase adulta (1 BD: p = 0,002; 4 BD: p = 0,003; 8 BD: p <
0,001; Abst-14 dias: p < 0,001), indicando sugestivo comportamento ansiogénico (Figura 17
A).

ANOVA de duas vias demonstrou que ndo houve diferenca sobre a distancia percorrida
na periferia do campo aberto para nenhum dos fatores principais [(tratamento: F1 = 0,49; p =
0,48); (repeticdo: Fz = 0,92; p = 0,43)], assim como, para a interacdo entre eles [F3 = 0,58; p =
0,62]. Dessa forma, os animais EtOH-intoxicados ndo diferiram do grupo controle quanto a
distancia percorrida na periferia do campo aberto, este parametro de tigmotaxia foi utilizado
como validacéo da distancia percorrida pelos animais na area central (Figura 17 B).

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores do
percentual de entrada nos bracos abertos no teste do LCE [(tratamento: F1 = 68,84; p < 0,001);
(repeticdo: F3 = 52,95; p < 0,001)], mas sem interacdo entre eles (Fz =1,10; p = 0,35).
Comparacdo subsequente com Fisher-LSD demonstrou diminui¢cdo no percentual de entrada
nos bracos abertos do LCE apds todos os episodios de BD (1 BD: p < 0,001; 4 BD: p = 0,003;
8 BD: p < 0,001; Abst- 14 dias: p < 0,001), indicando comportamento ansiogénico decorrente
da administracdo episddica e intermitente de EtOH da adolescéncia a idade adulta (Figura 17
C).

De outra maneira, ANOVA de duas vias demonstrou que ndo houve diferenca sobre o
numero de entradas no braco fechado do LCE para os fatores tratamento (F1 = 0,003; p = 0,95)
e interagdo entre os principais fatores (Fz = 0,09; p = 0,96), no entanto, apresentou diferenca
para o fator repeticdo (Fs = 13,10; p < 0,001). Comparacéo post-hoc subsequente revelou que
ndo houve alteracdo do numero de entrada nos bragos fechados do aparato entre 0s grupos
experimentais controle e EtOH-intoxicado em todas as condigdes avaliadas (1 BD: p =0,81; 4
BD: p=0,63; 8 BD: p=0,93; Abst-14d: p = 0,96), este parametro foi utilizado como validagao
de deambulacédo dos animais no LCE (Figura 17 D).

Além disso, foi percebido que os animais mais jovens reduziram tanto a distancia
percorrida na area central no campo aberto (p < 0,001 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados
ao 1 BD; p = 0,02 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 4 BD) quanto o percentual de
entrada nos bracos abertos do aparato do LCE (p < 0,001 para grupos 4 BD, 8 BD e Abst-14d
comparados ao 1 BD; p < 0,02 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 4 BD) independente

da interferéncia da administracdo de EtOH [Figura 17 A e C]. Do mesmo modo, 0s animais
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adolescentes deambularam menos nos bragos fechados que os animais controle da fase adulta
(p <0,001 para os grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 1 BD) [Figura 17 D]. Estes achados

demonstram a diferenca no comportamento semelhante a ansiedade no fator idade.
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Figura 17: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o comportamento
semelhante & ansiedade de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta avaliado por meio distancia
percorrida na &rea central no teste do campo aberto (painel A) e percentual de entrada nos bracgos abertos
(%EBA) no teste do labirinto em cruz elevado (LCE-painel C). Painéis B e D correspondem a parametros
motores de deambulacdo nos aparatos campo aberto (distancia percorrida na periferia) e LCE (nimero de
entradas no braco fechado-EBF) respectivamente como validacdo dos resultados obtidos sobre o
comportamento semelhante a ansiedade. Os resultados estdo expressos como a média * e.p.m da distancia
percorrida na area central e periferia do campo aberto, % EBA e nimero de EBF no LCE, durante 300
segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p <
0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; **p
< 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; *'p < 0,05
comparado ao grupo EtOH- 4 BD; **"*'p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; #p < 0,01 comparado
ao grupo controle- 1 BD; ##p < 0,001 comparado ao grupo controle- 1 BD; #p < 0,05 comparado ao grupo
controle- 4 BD.

A figura 18 demonstra a representacdo do padréo de exploracdo de ratos Wistar fémeas
no aparato do open field durante a realizacéo do teste (5 minutos) ap6s a administracéo do EtOH

no padrdo binge da adolescéncia a idade adulta.
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Figura 18: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o padrdo de
exploracdo de ratos Wistar fémeas na fase de adolescéncia a idade adulta no aparato do campo aberto
avaliado pelo tempo de imobilidade (painel A) e ocupacao por grupo dos animais (marcagéo no centro do
animal no software Anymaze) durante o periodo de teste (painel B). Os resultados estdo expressos como a
média + e.p.m, durante 300 segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD
subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo
grupo controle; **p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***'p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4
BD; *"*"p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 8 BD.

ANOVA de duas vias revelou diferenca entre os principais fatores, tratamento e
repeticdo, sobre o tempo de imobilidade no open field [(F.= 23,67; p < 0,001); (Fs =3,35; p=
0,02), respectivamente] e no fator de interacdo entre eles (F3 = 2,99; p = 0,03). Post-hoc com
teste de Fisher-LSD subsequente demonstrou aumento no tempo de imobilidade, em segundos,
apos a administracao de EtOH na forma de binge drinking (Figura 18 A). No entanto, este efeito

ndo permaneceu no periodo de 14 dias de abstinéncia devido os animais EtOH-intoxicados néo
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diferirem do grupo controle 14 dias apds a retirada da droga (p = 0,86), ao contrério, reduziram
o tempo de imobilidade em relacdo aos animais avaliados 7,5 ap0s a Ultima administracdo de
EtOH- 1, 4 e 8 BD (p = 0,003; p < 0,001 e p = 0,001 respectivamente). Vale ressaltar que o
aumento do tempo de imobilidade do animal no aparato € um parametro amplamente utilizado
como indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003).

Imagens automaticas adquiridas por meio do programa Anymaze estdo representadas
pela ocupacdo, por grupo, dos animais nos periodos da adolescéncia a idade adulta no campo
aberto (Figura 18 B). Estes dados demonstram o comportamento natural de roedores que é
manter-se préximo dos limites de um ambiente novo, ou seja, mantiveram a preservacdo da
tigmotaxia pois ficaram préximos as paredes do open field.

No entanto, é visivelmente perceptivel que os animais controle tenham explorado mais
0 centro do aparato, em contrapartida, os grupos EtOH-intoxicados em todos os episodios de
binge drinking preferiram permanecer nos cantos. Além disso, 0s pontos mais quentes de
ocupacdo ocorrem nos cantos do aparato coincidindo com menor exploragdo do ambiente ndo

familiar e aumento do tempo de imobilidade nos periodos de 1, 4 e 8 BD.

6.5 Binge drinking durante a adolescéncia a fase adulta provoca prejuizo temporario na

memoria de curta duracéo na tarefa de reconhecimento de objeto

A figura 19 demonstra o desempenho de ratas tratadas com H2Ogest. Ou EtOH na forma
de binge drinking da adolescéncia a idade adulta na tarefa de reconhecimento de objeto, a fim
de avaliar a habilidade dos animais em reconhecer objetos em curto prazo (memdria de curta
duracdo). A avaliacdo realizada foi apresentada como média + e.p.m. da soma do tempo total
de investigacdo dos objetos iguais (C1 e C2) durante a fase de treino e o indice de

reconhecimento do novo objeto (T) na fase de teste.

O painel A (Figura 19) ilustra a comparacdo das médias no tempo total de investigacao
(tempo de investigacdo despendido no objeto C1 mais o tempo de investigacdo despendido no
objeto C2). ANOVA de duas vias revelou efeito significante para o fator repetidos episédios de
binge drinking (repeticdo: Fs = 10,29; p < 0,001), mas n&do para os fatores tratamento nem
interacdo [(tratamento: F1 = 1,25; p = 0,26); (interacdo: Fz = 0,11; p = 0,95)]. Comparacao post-
hoc subsequente com Fisher-LSD demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos controle e EtOH (p > 0,05 em todos os periodos analisados) indicando semelhanga no
tempo de exploracdo nos objetos na sessdo de treino pelos animais intoxicados e nao-

intoxicados.
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Por conseguinte, comparacdo com teste de Fisher-LSD revelou diferenga no tempo de
investigacdo na fase de treino dos animais controle ou intoxicados mais jovens (37 DPN) em
relacdo aos mais velhos - 58, 86 e 100 DPN (controle: p = 0,02 e p < 0,001; EtOH: p=0,07 €
p < 0,001 respectivamente). Os animais mais jovens com 37 DPN exibiram maior tempo
despendido nos objetos idénticos que os demais animais avaliados em periodos mais avangados

da vida.

No painel B (Figura 19), o indice de reconhecimento do novo objeto durante a fase de
teste foi definido pela diferenca no tempo de exploracdo entre 0 novo objeto e o objeto familiar
divididos pelo tempo total gasto de exploracdo entre os mesmos objetos (T — C3) / (T + C3).
ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento vs.
repetidos episddios de binge drinking) e para o fator interacdo entre eles [(tratamento: F1 =
40,93; p < 0,001); (repeticdo: F3 = 4,08; p = 0,009) (interacdo: Fs =5,62; p = 0,001)].
Comparacdo post-hoc subsequente com Fisher-LSD demonstrou reducdo do indice de
discriminacdo do objeto T apds repetidos episddios de binge drinking da adolescéncia a fase
adulta (1BD: p = 0,007 e p < 0,001 para 4 e 8 BD), revelando que os animais EtOH-intoxicados

passaram menos tempo investigando o novo objeto apds a administracdo de EtOH.

No entanto, o prejuizo provocado pelo EtOH no padrdo binge da adolescéncia a fase
adulta sobre a memoria de curta duracdo na tarefa de reconhecimento de objeto foi temporaria,
haja vista que os animais que consumiram EtOH no padrdo binge desde a adolescéncia a idade
adulta obtiveram maior indice de reconhecimento na fase de teste 14 dias apés a retirada da
droga na fase adulta (p < 0,001 em relacdo a 1, 4 e 8 BD).
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Figura 19: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a memoria de
curta duragdo de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta avaliadas no teste de reconhecimento do
objeto. (A) As barras representam o tempo total de investigacdo do objeto C1 mais o objeto C2 (C1+C2)
em segundos. (B) O indice de reconhecimento foi calculado pelo tempo que os animais desprenderam
investigando os objetos novo e familiar [(T — C3) / (T + C3)] durante o teste realizado 30 minutos apds o
treino. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do tempo de investigacdo na fase de treino e
0 indice de reconhecimento na fase de teste, durante 180 segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA
de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p <
0,001 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***p < 0,001
comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; **"*"p < 0,001
comparado ao grupo EtOH- 8 BD; #p < 0,01 comparado ao grupo controle- 1 BD; ##p < 0,001 comparado
ao grupo controle- 1 BD.

6.6 Efeitos bioquimicos apés administracdo em binge drinking durante a adolescéncia a

fase adulta de ratas

6.6.1 REPETIDOS EPISODIOS DE ETOH GERA AUMENTO DOS NIVEIS DE CORT
DESDE A ADOLESCENCIA A FASE ADULTA

A concentracdo dos niveis de CORT do soro de ratos Wistar fémeas apds administracéo
episddica e intermitente de EtOH da adolescéncia a fase adulta estdo ilustrados na figura 20.

ANOVA de duas vias demonstrou diferenca significante no fator tratamento (F1 = 41,69; p <
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0,001), mas sem diferenca no fator repeticdo de episddios de EtOH e na interacdo entre 0s
principais fatores [(repeticdo: F3=1,48; p = 0,23); (interagdo: F3 = 0,57; p = 0,63)]. Subsequente
analise com Fisher-LSD revelou que a concentracdo de CORT é elevada por tempo prolongado
apos a administracdo de EtOH no padrdo binge desde a adolescéncia a idade adulta (p < 0,05
para todos periodos avaliados).
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Figura 20: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre os niveis de
corticosterona (CORT) do soro de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta. Os resultados estdo
expressos como a média + e.p.m da concentra¢do de CORT, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas
vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001
comparado ao respectivo grupo controle.

6.6.2 ETOH INTERMITENTE E EPISODICO PROVOCA ALTERACAO DA
QUANTIDADE DE IMUNOCONTEUDO DE BDNF NO HIPOCAMPO

A figura 21 demonstra o estudo da quantidade de imunoconteddo de neurotrofina no
hipocampo de ratos Wistar fémeas ap6s administracdo intermitente e episddica de EtOH da
adolescéncia a fase adulta por meio da técnica de Western blot. A ANOVA de duas vias
demonstrou diferenca significante entre os principais fatores (tratamento vs. repeticéo)
[(tratamento: F1 = 20,51; p < 0,001); (repeticdo: F3 = 3,39; p = 0,03)] mas sem diferenca na
interacdo entre eles (F3 = 0,48; p = 0,69). Fisher-LSD subsequente revelou que o
imunocontetdo de BDNF hipocampal é reduzido ap6s a administracdo de EtOH no padréo
binge desde a adolescéncia a idade adulta (1 BD: p = 0,008; 4 BD: p = 0,037; 8 BD: p = 0,01).

Além disso, post-hoc com Fisher-LSD demonstrou uma reducdo mais acentuada da
neurotrofina hipocampal na fase adulta dos animais EtOH-intoxicados que iniciaram o binge

drinking na fase de adolescéncia perdurando a administracdo pelo periodo de 8 semanas de
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repetidos episodios de ETOH em comparagao aos animais que consumiram a droga ate a fase
de adolescéncia tardia (p = 0,02). Apesar da deplecdo da quantidade de imunocontetudo de
BDNF hipocampal ser mais intensa no periodo denominado de 8 BD, quatorze dias ap0s a
retirada do EtOH foi suficiente para o retorno dos niveis normais dos valores da neurotrofina
no hipocampo (p = 0,04).

BDNF W & . ®m ¢ ¢ ®9% © © bue & @ 14kDa
B-actina " SN s S S e e s 42 kDa

50+
T 3 Controle

Bl EOH

T

I
i

S
_l

*%*

N
e

4
*

"1BD 4BD  8BD Abst- 14d

Imunocontetido de BDNF
no hipocampo
H
<

Figura 21: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a quantidade de
imunocontetddo de BDNF no hipocampo de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta por meio do
método de Western blot. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do imunocontetdo de BDNF
no hipocampo, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p <
0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; *'p <
0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; *"p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 8 BD.

6.6.3 CORRELACAO ENTRE IMUNOCONTEUDO DE BDNF NO HIPOCAMPO E
INDICE DE DISCRIMINACAO NA TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

A reducdo da quantidade de imunocontetdo de BDNF no hipocampo provocada pela
administracdo de EtOH de forma episddica e intermitente da adolescéncia a idade adulta foram
correlacionadas com do indice de reconhecimento na fase de teste da tarefa de reconhecimento
de objeto (Figura 22). Anélise de correlagdo de Pearson revelou que as duas variaveis possuem

coeficientes de correlacdo positiva cuja tendéncia é de aumentar juntos (r = 0,76; p = 0,0003).
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Figura 22: Correlacdo da quantidade de imunocontetdo de BDNF no hipocampo e valores do indice de
discriminacdo da tarefa de reconhecimento de objeto de ratas apds o consumo de etanol (EtOH) em forma
de binge drinking na fase de adolescéncia a idade adulta. Analise de correlacdo de Pearson demonstra
relacdo positiva entre as duas varidveis. Os resultados estdo expressos com a distribuicdo de correlacéo e
regressdo linear, com 4-5 animais para valores de BDNF e 10 animais para valores do indice de
reconhecimento de objeto por periodo.

6.6.4 ADMINISTRACAO DE BINGE DRINKING PRODUZ DESEQUILIBRIO NO
BALANCO OXIDATIVO DE RATAS DA ADOLESCENCIA A IDADE ADULTA

A figura 23 ilustra as mensuracdes realizadas sobre o balango oxidativo de ratas Wistar
apos a administracdo de EtOH no padrdo intermitente e episodico da adolescéncia a idade

adulta.

O painel A demonstra os niveis de peroxidacéo lipidica por meio da concentracéo de
MDA. A ANOVA de duas vias revelou que ndo ha diferenca no fator tratamento (F1 = 0,96; p
=0,33), no entanto existe diferenca no fator repeticdo de episddios de binge drinking e no fator
interacdo entre os principais fatores [(repeti¢do: Fs = 4,11; p = 0,01); (interagdo: F3=4,11; p =

0,01)] na qual os niveis da diferenca do fator repeticdo depende do fator tratamento.

Teste de Fisher-LSD subsequente demonstrou que apds a administracdo de EtOH em
binge agudo na fase de adolescéncia os niveis de MDA reduziram (p = 0,01) diferindo dos

demais resultados a respeito do binge drinking neste protocolo (4 BD: p = 0,04; 8 BD: p <
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0,001; Abst-14d: p = 0,01). Em contrapartida, com a cronicidade da administragdo, ocorre
aumento da producdo de MDA deflagrada no periodo de 8 semanas de repetidos episédios de
EtOH da adolescéncia a idade adulta (p = 0,003), inclusive com valores maiores da
concentracdo de MDA em relacdo ao periodo anterior estudado (4 BD, p = 0,01). Por outro
lado, a elevacdo dos niveis de peroxidacao lipidica ndo permanecem elevados 14 dias apos a
retirada da droga (p = 0,63), até mesmo reduzindo a concentracdo de MDA encontrada 7,5 h

apos a ultima administracdo de EtOH no padrao binge da adolescéncia a idade adulta (p = 0,01).

A atividade da enzima catalase foi avaliada durante o protocolo de intoxicacdo no
padrédo binge utilizado (Painel B). ANOVA de duas vias demonstrou que ndo existe diferenca
significativa no fator tratamento (F1 = 0,0008; p = 0,97), no entanto existe diferenca no fator
repeticdo de episodios de binge drinking e no fator interacdo entre os principais fatores
[(repeticéo: F3 = 4,96; p = 0,006); (interacdo: Fz=4,96; p = 0,006)].

Post-hoc com teste de Fisher-LSD revelou que a atividade da catalase é elevada ap6s a
administracdo de EtOH (3 g/kg/dia) no padrdo binge por 3 dias consecutivos na fase de
adolescéncia (p = 0,005) diferindo de qualquer outro periodo analisado neste paradigma de
intoxicacdo (p < 0,001 para todos os periodos analisados). No entanto, ha reducdo da atividade
desta enzima ap06s a continuidade do protocolo de intoxicacdo na fase adulta dos animais (p =
0,04).

A atividade da enzima SOD foi mensurada no sangue de ratas EtOH- intoxicadas no
padrdo binge (Painel C). A ANOVA revelou que ndo ha diferenca no fator tratamento (F1 =
0,58; p = 0,29), no entanto existe diferenca no fator repeticdo de episddios de binge drinking e
no fator interacdo entre os principais fatores [(repeticdo: F3=7,23; p < 0,001); (interacdo: F3 =
7,23; p < 0,001)].

Anélise subsequente com teste de Fisher-LSD demonstrou que apds a administracdo de
EtOH em binge agudo na fase de adolescéncia aumenta a atividade da SOD (p = 0,002)
diferente dos demais periodos analisados neste paradigma de intoxicacao (p < 0,001 para4 e 8
BD e p = 0,01 em relacdo ao grupo Abst- 14d). Apos 4 repetidos episodios de binge drinking
durante a adolescéncia, a atividade enziméatica da SOD é reduzida (p = 0,002). Apds um periodo
prolongado de 14 dias sem administracdo de EtOH subsequente a um periodo de administracdo
episddica e intermitente da adolescéncia a idade adulta, a atividade da SOD tende a normalizar
diferindo significativamente da atividade enzimatica encontrada logo apds os periodos de
administracdo de EtOH de 4 BD e 8 BD (p = 0,009 e p = 0,04 respectivamente).
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Figura 23: Efeitos da administracdo de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o balanco
oxidativo de ratas na fase de adolescéncia a idade adulta por meio do percentual do controle da
concentracdo de malondialdeido (MDA, painel A) e dos percentuais do controle das atividades enzimaticas
de catalase (painel B) e superdxido-dismutase (SOD, painel C). Os resultados estdo expressos como a
média * e.p.m, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p <
0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; *p <
0,05 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; ***p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; *p < 0,05
comparado ao grupo EtOH- 4 BD; **'p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; *’p < 0,05 comparado

ao grupo EtOH- 8 BD.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra pela primeira vez que a administracdo intermitente e
episddica (3 g/kg/dia) de EtOH da adolescéncia a fase adulta produz prejuizos sobre o
comportamento motor e processo mnemonico, além de alteragdes comportamentais
semelhantes a ansiedade. Estas relacGes estavam acompanhadas de alteracfes bioquimicas, tais
como elevacdo dos niveis do horménio CORT sanguineo, reducdo da quantidade de
imunocontetdo de BDNF no hipocampo e alteracdo do balango oxidativo sanguineo. Este
estudo é pioneiro também em avaliar os efeitos do alcool em periodos de recortes importantes
do desenvolvimento de ratos fémeas da adolescéncia a fase adulta a fim de caracterizar quais

s80 0s prejuizos imediatos e em longo prazo derivados do binge drinking.

A adolescéncia é um termo usado para descrever um estagio de transi¢do entre a infancia
e a idade adulta e consiste em diversas mudangcas comportamentais, neuroguimicas e
morfoldgicas (ARAIN et al., 2013). Além disso, € uma etapa do desenvolvimento com elevada
ocorréncia de comportamento de risco, impulsividade e busca por novidade que caracterizam a
vulnerabilidade desta populacdo ao consumo de drogas psicotropicas e, a0 mesmo tempo,
momento de maior sensibilidade aos efeitos nocivos das mesmas tanto em relacdo a propensao
do desenvolvimento de dependéncia quanto aos mecanismos neurotoxicos (CREWS et al.,
2007; GUERRI e PASCUAL, 2010; ARAIN et al., 2013; SELEMON et al., 2013)

Para Semple e colaboradores (2013) a estreita janela entre o periodo de 35-49 DPN da
idade de roedores € o periodo mais usual descrito como adolescéncia ou “periadolescéncia” e
equivale em humanos em torno dos 12-18 anos de idade. Dessa forma, o periodo inicial da
administracdo de EtOH utilizado neste estudo ocorreu no periodo da adolescéncia de ratas
Wistar as quais encontravam-se em periodo de maturacdo do SNC em desenvolvimento.

Para o estudo sobre os danos provocados pelo consumo de EtOH, deve-se salientar que
0s prejuizos encontrados variam de acordo com o modo de consumo os quais sao determinados
pela quantidade, periodo e frequéncia de ingestdo (TAPERT et al., 2004; ZEIGLER et al., 2005;
YANG et al., 2014). Conceitualmente existem formas de beber denominada pesada, moderada
e leve que pode ser continua ou intermitente bem como podem ocorrer de forma aguda ou
crénica (NIAAA, 2004; WHO, 2014).

O consumo de grandes quantidades de EtOH em curto periodo de tempo, seguido por
um periodo de abstinéncia - ou em binge drinking- representa a forma dominante de uso
indevido de alcool entre os adolescentes e adultos jovens (NIAAA, 2004; CREGO et al., 2009;
CREGO et al., 2010; PETIT et al., 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013). Esta modalidade tem
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crescido no género feminino e é considerado como um precursor do alcoolismo crdnico
(NIAAA, 2004; SKALA e WALTER, 2013; WHO, 2014).

Neste estudo foi utilizado o modelo de intoxicacdo alcodlica o qual consiste de uma
forma de administracdo intermitente e episodica — conhecido como binge drinking- da
adolescéncia a idade adulta a fim de avaliar as alteragdes decorrentes da administracéo de EtOH
no periodo critico do desenvolvimento. Além disso, 0 modelo experimental foi utilizado com
fémeas a fim de elucidar os efeitos desta forma de consumo sobre a populacdo feminina que
tem aumentado o uso abusivo de EtOH (INPAD, 2013).

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos a respeito dos prejuizos sistémicos do
EtOH crénico no modelo de heavy drinking (altas doses de EtOH, 6,5 g/kg/dia) da adolescéncia
a idade adulta de ratos Wistar fémeas sobre importantes processos fisioldgicos em diferentes
tecidos corporais, tais como alteracdo da homeostase da cavidade oral deflagrada pela perda
6ssea alveolar e alteracdes em glandulas salivares (BANNACH et al., 2015; FERNANDES et
al., 2015) e no sistema nervoso verificado por prejuizos neurocomportamentais bem como
danos em populacdes celulares do tecido encefalico (OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JUNIOR et al., 2016).

Apos a etapa inicial de descobertas sobre os efeitos derivados do heavy drinking sobre
diversos tecidos corporais relacionados principalmente a cavidade oral e SNC, surgiram novas
perguntas acerca dos efeitos decorrentes da administracdo intermitente e episddica de EtOH,
haja vista que este € o modelo de consumo dominante de uso indevido do alcool em
adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009; CREGO et al., 2010; INPAD, 2013). Além
disso, a frequéncia de consumo nessa populacdo ocorre 3 vezes na semana particularmente as
quintas-feiras e fins de semana (PARADA et al., 2011; BEETS et al., 2009).

Assim, foi proposto entdo neste projeto a primeira investigacdo dos efeitos apos a
administracdo da droga por trés dias consecutivos para simular o binge drinking humano em
diferentes periodos de intoxicacdo (1, 4 e 8 semanas) a fim de avaliar a partir de que periodo da
administragdo intermitente e episddica ocorrem 0s prejuizos neurocomportamentais
relacionados as mesmas areas funcionais do sistema nervoso encontrados em nossos estudos
anteriores e alterac6es bioquimicas relacionadas a intoxicagao.

Além disso, propomos investigar se as possiveis alteraces ocorridas apds 8 semanas de
repetidos episodios de binge drinking persistem ap6s um periodo de 14 dias sem qualquer
administracdo. Considerando que 11,8 dias na idade adulta em ratos equivale a um ano na idade
de humanos adultos (QUINN, 2005), quatorze dias apds 8 repetidos episodios de binge drinking

equivale em média a 1 ano e 2 meses de abstinéncia em humanos. Assim, este periodo
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adicionado em nosso estudo teve o intuito de avaliar a habilidade dos animais em reverter os
possiveis efeitos do tratamento com EtOH na forma de binge sobre o SNC ou se as provaveis
alteracdes perduram por tempo prolongado.

Diante do exposto, ap6s a administracdo do protocolo experimental, os animais
seguiram para realizacdo de uma bateria de testes comportamentais que consistiu de avaliagao
sobre a deambulacdo dos animais e a fungdo motora mais detalhada, por meio de analises da
coordenacdo motora, equilibrio e ocorréncia de bradicinesia nos movimentos realizados sobre
uma viga vertical.

Além disso, foi realizada a qualificacdo da deambulacdo destes animais a respeito da
natureza do comportamento tipo emocional no teste do campo aberto e, em seguida, avaliados
no teste do LCE o qual é sensivel para analise de comportamento semelhante a ansiedade
(KARL et al., 2003). Ademais, o efeito do binge drinking da adolescéncia a fase adulta sobre a
memoria de reconhecimento de objeto também foi descrito neste estudo. Adicionalmente, foi
realizado a investigacdo sobre os efeitos bioquimicos por meio dos niveis de CORT, balan¢o
oxidativo e imunocontetdo de BDNF no hipocampo dos animais.

Existem algumas divergéncias nas definicdes das diferentes classificacdes dos niveis
de binge drinking. Inclusive, a definicdo do termo estabelecido pelo NIAAA (2004) sobre beber
nesta modalidade de consumo é considerada a concentracdo acima de 80 mg/dL de EtOH no
sangue em um unico episédio dentro de um periodo de duas horas (5 ou mais doses para 0s
homens ou 4 ou mais doses para as mulheres), desta forma, ndo ha delimitacdo fundamentada
para os tipos de bebedeira.

No entanto, tem-se frequentemente utilizado doses de EtOH que alcancam niveis
sanguineos em torno de 250-400 mg% em estudos sobre binge que conhecidamente geram
dependéncia alcodlica, mimetizando altos niveis de alcoolemia e 0 consumo pesado de EtOH
comum entre os etilistas (CREWS et al., 2000; CREWS e NIXON, 2009; MCCLAIN et al.,
2013). Ademais, concentra¢Bes alcoolicas sanguineas em ratos jovens entre 43-106 mg/dL
foram descritas estando associadas ao consumo de EtOH em binge denominado de moderado
(SAMPSON et al., 1999).

Nos adotamos a dose de 3 g/kg/dia (solucao de 20% v/v) nos episodios de binge drinking
conforme protocolos utilizados em outras investigacdes que avaliam prejuizos sistémicos
decorrentes da intoxicacdo de EtOH neste paradigma intermitente e episddico (LAUING et al.
2008; LINDTNER et al. 2013; NOGALES et al., 2014). Esta dose utilizada em nosso estudo

obteve concentracdo de 197,4 mg/dL de EtOH no sangue, este valor € considerado para alguns
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autores como niveis de alta a moderada concentracdo alcodlica devido estar na faixa de
concentracdo entre 150 a 225 mg/dL (EHLERS et al., 2011; 2013).

Além disso, a concentracdo alcodlica ap6s administracdo de EtOH por trés dias
consecutivos encontrado nos animais deste estudo foi semelhante aos valores encontrados em
outra investigacdo que utilizou a mesma dose em uma Unica administracdo em ratos
adolescentes (WALKER e EHLERS, 2009). Alias, estes niveis de alcoolemia em nossos
achados sdo consistentes com concentracdes encontradas em pesquisa sobre o binge drinking
em adolescentes humanos (DONOVAN, 2009). Dessa forma, a dose utilizada de 3 g/kg por
episodio gerou o nivel sanguineo de EtOH pretendido no projeto para o estudo do modelo binge
drinking em ratas adolescentes.

Livy e colaboradores (2003) realizaram um estudo contrastando a farmacocinética do
EtOH (3,8 g/kg) em ratos e camundongos adolescentes em duas vias de administracao (injecéo
intraperitoneal e gavagem intragastrica) avaliando a concentracdo sanguinea da droga nos
animais. A avaliacdo intragastrica em ratos teve picos na concentracdo 60 minutos apos a
administracdo e declinio gradual chegando a zero apds 450 minutos. Baseado nesse trabalho e
com o intuito de avaliar os efeitos ap6s a administracdo de EtOH, consideramos submeter os
animais aos ensaios comportamentais 7,5 horas apés a tltima administracédo de alcool.

Segundo Schulteis e Liu (2006) valores abaixo de 10 mg/dL na dosagem alcdolica de
animais EtOH-intoxicados sdo considerados valores ndo detectaveis de alcoolemia. Em nosso
estudo, sete horas e meia foi suficiente para encontrarmos valores nao detectaveis de alcoolemia
(0,74 mg/dL). Dessa forma, os animais EtOH-intoxicado no protocolo utilizado neste estudo
atingiram a concentragdo que caracteriza o binge drinking. Além disso, estes mesmos animais
foram submetidos aos ensaios comportamentais apds o efeito da droga, validando o estudo dos
efeitos da abstinéncia de EtOH no padrao binge por trés dias consecutivos.

Inicialmente, ndo houve alteracbes no ganho de peso ou morte dos animais durante a
administracdo de repetidos episddios de EtOH. Estes resultados retratam uma importante
implicacdo desta forma de consumo na populacdo adolescente em geral, haja vista que a
aparente normalidade no desenvolvimento e a baixa taxa de mortalidade podem esconder
prejuizos ou outras morbidades, tais como disfunc¢des cognitivas e motoras, alem de alteracdes
bioquimicas importantes.

De forma geral, o alcool produz alteragGes funcionais e morfolégicas no SNC, no
entanto, tais efeitos ndo sdo uniformes (Crews et al., 2004). Tem sido documentado que regides
como cortex pre-frontal, hipocampo, cerebelo, substancia branca e células da glia sdo as
estruturas mais susceptiveis (HARPER et al., 1987; HARDING et al., 1996; BAKER et al.,
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1999; ARAIN et al., 2013). De fato, a administracdo de EtOH em forma de binge produz
maiores danos ao desenvolvimento cerebral comparado com achados de exposi¢do continua
(BONTHIUS e WEST, 1990). Além disso, a retirada abrupta no consumo excessivo altera a
integridade neuronal de regifes cerebrais vulneraveis como cerebelo, hipocampo e cortex
gerando alteracbes no processo mnemdnico, comportamento semelhante a ansiedade e
comportamento motor (JUNG e METZGER, 2010).

O sistema nervoso € responsavel por originar as diferentes formas de comportamento,
assim, a analise comportamental pode ser considerada a maneira mais elementar para avaliagcdo
das funcdes neurais (WHISHAW et al., 1999). Karl e colaboradores (2003) realizaram uma
abordagem sobre a selecdo de procedimentos especificos adequados ao ‘“screening”
comportamental confidvel em farmacologia e toxicologia. Segundo os autores, esse modelo de
ensaio que detecta efeitos comportamentais especificos induzidos por drogas é vital para excluir
resultados falsos positivos ou negativos. Neste estudo, foram avaliados testes confidveis de
dominios comportamentais especificos (fun¢bes motoras, relacionado a ansiedade e memoria)
em formato de “screening”.

Apesar dos prejuizos na funcdo motora também depender do periodo e tempo de
consumo do EtOH, é conhecido que os adolescentes sdao menos vulneraveis aos danos motores
comparados aos adultos devido os mais jovens serem mais resistentes aos efeitos motores
sedativos da droga (LITTLE et al., 1996; WHITE et al., 2002; VAN SKIKE et al., 2010;
ACEVEDO etal., 2013). Esta caracteristica da adolescéncia pode levar ao aumento do consumo
de grande quantidade de alcool sem gerar a percepcéo dos efeitos toxicologicos.

Além disso, hé evidéncias que fémeas sejam menos susceptiveis aos efeitos deletérios
do alcool em tarefas de aprendizagem motora, especialmente durante a adolescéncia em um
paradigma de binge drinking (FORBES et al., 2013). Mesmo assim, nossos resultados
demonstram que EtOH no padréo binge gerou prejuizo sobre 0 comportamento motor de fémeas
adolescentes reduzindo a atividade locomotora espontéanea, ocorréncia de bradicinesia, dano na
coordenacdo motora e equilibrio.

A tendéncia exploratdria do animal em um novo ambiente no teste do campo aberto
pode ser traduzida como atividade locomotora espontanea, utilizando-se os parametros de
distancia total percorrida na arena como medida de exploracdo horizontal e frequéncia de
rearings decorrente da exploracdo vertical (KARL et al., 2003; BRENES et al., 2009). Este
estudo demonstrou que a atividade exploratéria horizontal e vertical foram prejudicadas apés

administracdo de EtOH no padrdo binge. Estes prejuizos apareceram desde apenas uma
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sequéncia de repetidos episddios na adolescéncia estendendo-se por periodo prolongado na
idade adulta.

A administracdo de EtOH (3,25 g/kg) agudo no inicio da adolescéncia € conhecido por
ter efeito estimulante na locomogéo espontanea quando a avaliacdo da deambulacdo ocorre
imediatamente ap6s administracdo da droga, cerca de 20 minutos (ACEVEDO et al., 2014).
Além disso, Acevedo e colaboradores (2013) tém demonstrado que ratos adolescentes sdo mais
sensiveis a acdo estimulante aguda do EtOH devido ao aumento encontrado da atividade
locomotora destes animais no campo aberto em relacéo aos mais velhos (70 DPN). No entanto,
também é notdrio que os efeitos pos-consumo do &lcool reduzem a atividade locomotora
exploratdria em protocolos de estudo a respeito das primeiras horas de abstinéncia desta droga
(PASCUAL et al., 2011; KUZMIN et al., 2012)

Recente estudo de nosso grupo de pesquisa revelou que a administracdo cronica de altas
doses diarias de EtOH (6,5 g/kg/dia), durante toda a adolescéncia (35 a 90 DPN), reduziram a
frequéncia de rearings na fase adulta avaliada 7 dias apos a ultima administracdo da droga
(FONTES-JUNIOR et al., 2016). No entanto, ndo tem sido observado reducio da atividade
locomotora espontanea ap6s 24 h e 7 dias ap0s a Ultima administracdo da droga no paradigma
heavy drinking da adolescéncia a fase adulta (OLIVEIRA et al., 2014; FONTES-JUNIOR et
al., 2016). Estes resultados sugerem que a frequéncia de rearings seja um parametro mais
sensivel ao efeito deletério do alcool, no teste do campo aberto

Pascual e colaboradores (2011) avaliaram o efeito do consumo voluntario crénico de
EtOH (média de 10 g/kg) iniciado no final da periadolescéncia (42-49 DPN) de roedores
durante 5 meses de intoxicagdo. Estes autores encontraram reducéo da atividade locomotora
espontanea dos animais em 8 horas ap06s a retirada da solucdo de EtOH, no entanto este prejuizo
ndo perdurou por tempo prolongado (15 dias). Em contrapartida, nosso estudo demonstra que
a administracdo intermitente e episodica de EtOH (3 g/kg) da adolescéncia a idade adulta reduz
a atividade locomotora exploratdria dos animais a curto e longo prazo. Estes achados indicam
0 maior efeito nocivo decorrente do consumo do alcool no modelo binge drinking usual entre
os adolescentes.

A fim de abranger o estudo sobre os varios aspectos da fungdo motora, foram utilizados
0s ensaios comportamentais do pole test, BWT e rotarod. O primeiro foi desenvolvido para
mensurar a bradicinesia e redugédo do tonus muscular avaliando a capacidade do animal inverter
seu eixo e descer até a plataforma (MATSUURA et al., 1997; KARL et al., 2003). De outro
modo, os dois Gltimos avaliam coordenacéo e equilibrio motor (KARL et al., 2003; STANLEY

et al., 2005). Quando objetiva-se avaliar esses dois parametros, deve ser escolhido mais de um
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teste comportamental sensorio-motor para que, dessa forma, possa capturar detalhes
relacionados ao foco do estudo (CRABBE et al., 1999). Assim, a funcdo motora dos animais
foi avaliada de forma ampla, capaz de detectar alteracdes motoras mais finas além da atividade
locomotora geral.

O desenvolvimento da bradicinesia € mensurado pelo prolongamento do tempo de
virada e de descida do animal a base da plataforma (MATSUWAKI et al., 2008), esse efeito é
amplamente encontrado em doencas neurodegenerativas do SNC como a doencga de Parkinson
devido a degeneracdo de neurdnios da via dopaminérgica nigroestriatal (GRAFTON, 2004;
PHILLIPS et al., 2009; ANTZOULATOS et al., 2010). Este sintoma esta associado com o
funcionamento anormal da circuitaria intrinseca dos nucleos da base através da hipoatividade
seletiva da area motora suplementar e cortex pré-frontal dorsal, que sdo areas de associacdo
frontais que recebem entrada subcortical principalmente a partir dos ganglios da base
(BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004).

Além disso, tem sido descrito que a bradicinesia em roedores é aumentada
principalmente apos lesdo e morte celular nos terminais dopaminérgicos do estriado (OGAWA
et al., 1985; DIGUET et al., 2005). De acordo com o que foi observado, 0s grupos EtOH-
intoxicado apresentaram tempo de descida elevado em relagdo aos respectivos grupos controle,
indicando que a intoxicacdo pelo EtOH em forma de binge drinking gera prejuizo na cinética
da atividade motora dos animais perdurando por tempo prolongado. Assim, nossos achados
indicam prejuizo na conexdo subcortical e/ou subcortical com &reas motoras corticais em
adolescentes a partir de trés repetidos episodios de binge drinking que perdura até a fase adulta
sem recuperacdo funcional ap6s 14 dias de retirada da droga. Este dano duradouro
provavelmente é decorrente da perturbacdo da conexdo dopaminérgica em matura¢do no SNC
adolescente (ARAIN et al., 2013).

Para avaliar a coordenacdo motora e o equilibrio dos animais experimentais foi
empregado o teste do BWT e do rotarod que sdo amplamente utilizados conjuntamente para
avaliar a coordenacdo e refinamento motor (CARTER et al., 1999). Segundo Crabbe e
colaboradores (2003) um unico conjunto de parametros em um ensaio motor é insuficiente para
caracterizar influéncias genéticas sobre o comportamento, além disso, 0s autores sugerem ser
razoavel assumir que cada ensaio selecionado reflita a mesma demanda de sistemas
neurobioldgicos como locomocdo, equilibrio, propriocep¢do e marcha padronizada. Desta

forma, foram selecionados dois ensaios que permitam verificar os mesmos parametros por meio
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da locomocdo espontdnea e forcada sobre um cilindro giratério (BWT e rotarod
respectivamente).

Conforme o objetivo do BWT de avaliar caracteristicas ataxicas e distonicas através da
dificuldade do animal em transpassar as vigas de diferentes formas e de areas de sec¢do
transversal (KARL et al., 2003), nosso estudo demonstrou que a administracdo de EtOH no
modelo binge drinking provoca prejuizo motor principalmente nas vigas de fina espessura
evidenciado pelo aumento no tempo de escape associado (dados ndo ilustrados) com o
acentuado numero de escorregadas em uma tarefa que necessita, além de equilibrio,
coordenacdo motora para percorrer as vigas de secgdes transversais mais estreitas. Ademais,
0s danos sobre a coordenacdo motora e equilibrio ocorreram logo ap6s as primeiras horas de
retirada da droga na fase da adolescéncia e perdurou por tempo prolongado na idade adulta.

Por outro lado, o teste do rotarod mede distarbios de marcha e incoordenagdo motora a
partir da capacidade que o animal tem de manter-se sobre uma haste giratoria, para isso,
verifica-se o tempo de laténcia de queda do animal (KARL et al., 2003). No presente estudo, a
administracdo de EtOH no padrao binge gera déficit motor a curto e longo prazo em fémeas da
adolescéncia a fase adulta caracterizado pela reducdo no tempo de permanéncia sobre o
aparelho quando comparado aos respectivos grupos controle.

Neste sentido, para que 0 movimento ocorra corretamente, as areas motoras relacionadas
a organizacgdo e ao controle do movimento — cOrtex motor primario, area motora suplementar,
area pré-motora e motora cingular - influenciam vias descendentes e interneurdnios medulares
por meio de suas conexdes com o tronco encefalico, nacleos da base e cerebelo (KURATA,
1994; NAIR et al., 2003). Dessa forma, as ataxias resultam de disturbios do cerebelo e/ou de
suas conexdes, mas 0s circuitos que integram o cOrtex motor e corpo estriado também estao
envolvidos (CHUCK et al., 2006).

A incoordenacdo motora é frequentemente usada como indice de intoxicacao produzida
por drogas que deprimem o SNC (CRABBE et al., 2003). Tem sido observado que o EtOH, no
periodo de abstinéncia, pode regular negativamente (“down-regulation”) neuronios gabaérgicos
associado a exacerbacdo da via glutamatérgica na maioria das areas cerebrais promovendo
efeitos comportamentais tipicos deste periodo como alteragcdo do controle motor, aprendizado
e memoria (VENGELINE et al., 2008; JUNG e METZGER, 2010; MOYKKYNEN e KORPI,
2012). Assim, os resultados obtidos neste estudo revelam que repetidos episddios de binge
drinking aumenta o nimero de escorregadas sobre as vigas mais finas no BWT, assim como,
reducdo no tempo de permanéncia no rotarod provavelmente devido a estes eventos moleculares

descritos no periodo de abstinéncia.
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Van Skike e colaboradores (2010) relataram que as células de Purkinje s@o mais
insensiveis a exposicdo aguda do EtOH no inicio da adolescéncia, mas tornam-se sensiveis apos
repetidas exposi¢des. Estes achados contribuem com nosso estudo, haja vista que 0s prejuizos
motores encontrados neste protocolo ocorreram apos repetidos episddios de binge drinking.
Além disso, os prejuizos motores identificados por tempo prolongado podem estar relacionados
a maturacdo da neurotransmissao GABAEérgica durante a adolescéncia em que foi iniciado o
consumo de EtOH (ARAIN et al., 2013).

Adicionado a isso, Pascual e colaboradores (2007) estudaram os efeitos do binge
drinking cujos niveis de alcoolemia eram em torno de 210 mg/dL de EtOH, 2 dias on e 2 off
durante duas semanas em ratos adolescente (25 DPN). Estes autores encontraram prejuizo na
coordenacdo e equilibrio nos animais ao atravessarem vigas graduadas no BWT 24 horas pds-
consumo, assim como, quando testados na idade adulta (60 DPN) 21 dias pés-consumo. Além
disso, os prejuizos encontrados estavam associados com elevados niveis de fatores associados
a inflamacdo como COX-2, iNOS e neurodegeneracdo em regides cerebrais como cerebelo e
neocortex.

O cerebelo, juntamente com o estriado, € um componente de circuitos cortical-
subcorticais envolvidos em aspectos distintos do aprendizado e controle motor (MIDDLETON
e STRICK, 2002). Segundo Crabbe e colaboradores (2003) vigas mais largas no teste do BWT
refletem o aprendizado motor, aléem de coordenacao e equilibrio. Além disso, o teste do rotarod
pelo repetido nimero de exposicdes ao aparelho, mesmo que em velocidade constante, também
reflete aprendizado motor (LALONDE e STRAZIELLE, 2011). Diante disso, este estudo
propde que os ratos fémeas apds a administragdo de EtOH intermitente e episddica, em alta

dose, apresentaram coordenacao, equilibrio e aprendizado motor prejudicados.

Por se tratar de um estudo temporal dos efeitos da administracdo intermitente e episddica
de EtOH da adolescéncia a fase adulta, nossos achados demonstram que existe déficit motor
independentemente do nimero de episddios de binge drinking. No entanto, vale ressaltar o
maior prejuizo motor no periodo de 4 semanas de repetidos episddios de binge drinking durante
a fase da adolescéncia devido os animais, apds atravessar vigas de menor espessura no BWT,
ser o Unico grupo com altos numeros de escorregadas ao atravessar as vigas circulares de
maiores espessuras. Similarmente no resultado do rotarod, este periodo de intoxicacdo foi o
Gnico com reducdo da laténcia de queda em todas as exposi¢cOes ao aparato. Dessa forma, a

aprendizagem motora com maior prejuizo foi neste periodo estudado.
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Curiosamente, nossos achados demonstram uma pequena adaptacdo e atenuacdo do
dano no aprendizado motor dos animais EtOH-intoxicado, haja vista que ha uma recuperacao
gradual ou simplesmente adaptacdo do organismo identificada pelo maior tempo de
permanéncia dos animais intoxicados apos 8 repetidos episddios de binge drinking sobre o
cilindro giratorio em relacéo ao grupo 4 BD na terceira exposicao ao aparato no teste do rotarod.
Além disso, houve uma recuperacgéo parcial do aprendizado motor apés um periodo prolongado

de retirada da droga mesmo com a presenca de prejuizo da coordenacdo motora e equilibrio.

Vale ressaltar que a administracdo de EtOH no padrao binge, em nosso protocolo, gerou
prejuizos no equilibrio, coordenacdo e aprendizagem motora. Além disso, também foram
encontradas diferencas no nimero de escorregadas dos animais mais jovens (37 e 58 DPN) em
relacdo aos mais velhos (100 DPN) na viga quadrada de maior espessura no BWT. No entanto,
este achado ndo demonstra prejuizo na coordenagdo motora e equilibrio de ratas Wistar na fase
da adolescéncia, e sim, decorrente da maior impulsividade e excitabilidade caracteristicas desta
fase manifestadas diante da realizagdo de uma tarefa de menor grau de dificuldade (SPEAR,
2000; GUERRI e PASCUAL, 2010; SPEAR e SWARTZWELDER, 2014).

O periodo da adolescéncia é caracterizado por aumento da busca de sensacOes,
comportamentos de risco, baixos niveis de prevencdo de danos, impulsividade e ansiedade
(GUERRI e PASCUAL, 2010; PASCUAL et al., 2011; SELEMON, 2013). Os animais controle
na fase de periadolescéncia, deste estudo, apresentaram comportamento natural semelhante a
ansiedade evidenciado pela maior aversao a espacos abertos nos testes do campo aberto e LCE
em relagéo aos adultos.

Esta caracteristica negativa do comportamento entre adolescentes é consequéncia da
maturacdo tardia de componentes corticais e subcorticais como areas do sistema limbico (ex.
amigdala, hipocampo, ncleo accumbens, hipotdlamo) envolvidos em func¢des executivas como
controle do impulso, atengéo, inibicdo da resposta e planejamento de tarefas (SPEAR, 2000;
CREWSetal., 2007; GUERRI e PASCUAL, 2010; ARAIN et al., 2013). Desta forma, ha maior
vulnerabilidade dos adolescentes ao abuso de substancias psicotrépicas como o EtOH
(GUERRI e PASCUAL, 2010).

Alguns autores tém descrito que o EtOH esta associado com algumas morbidades como
medo, ansiedade e depressdo (BERTOTTO et al., 2006). Considerando que o cortex pré-frontal
e estruturas do sistema limbico sdo vulneraveis aos efeitos neurotéxicos do alcool, repetidos
episddios de binge drinking estdo relacionados a mudancas neuroadaptativas que podem levar
a aumento persistente de sintomas de ansiedade (CREWS et al. 2007; SILBERMAN et al.,
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2009; GUERRI e PASCUAL, 2010; SELEMON et al., 2013). Assim, estas diferencas tém sido
propostas por refletir a maior tendéncia no reforco induzido pelo EtOH em individuos mais
jovens, que podem fundamentar a maior propensdo dos adolescentes a se envolverem em

condigdes de abuso do consumo do toxicante (DOREMUS et al., 2005).

Alguns autores sugerem que fémeas adolescentes sdo menos sensiveis as alteragdes
associadas ao EtOH dentro dos sistemas cerebrais envolvidos na modulagdo do comportamento
semelhante a ansiedade (VARLINSKAYA et al., 2016). No entanto, em nosso estudo, repetidos
episddios de binge drinking desde a adolescéncia a idade adulta gerou reducdo do nimero de
entrada nos bracos abertos do LCE e distancia percorrida no centro do aparato do campo aberto,
estes achados revelam o comportamento semelhante a ansiedade dos animais EtOH-intoxicado.
Vale ressaltar que a ansiedade estd associada ao reforco negativo do alcool que podem
impulsionar ainda mais repetidos ciclos do consumo excessivo da droga (DE WITTE et al.,
2003; BERTOTTO et al., 2006; GILPIN e KOOB, 2008; CREWS e VETRENO, 2014).

As desordens da ansiedade, baseado em estudos experimentais, envolvem circuitos
neuronais bem definidos que podem estar associados com desordens de ansiedade especificas
ou generalizadas (BRANDAO et al., 2008). De forma geral, tem sido descrito a importancia de
regides limbicas como amigdala e hipocampo com comportamento semelhante & ansiedade
(BRANDAO et al., 2008; VETRENO e CREWS, 2015). Além disso, é conhecido que o pos-
consumo crénico de EtOH no modelo heavy drinking durante a adolescéncia a idade adulta
aumenta comportamento semelhante & ansiedade em fémeas associado a alteracdes
morfoldgicas no hipocampo, como reducdo do volume hipocampal e populagdes de células
neuronais e glial (OLIVEIRA et al., 2015).

Bertotto et al. (2006) realizaram interrup¢do abrupta no consumo de EtOH (média de
9,4 g/kg) por 14 dias em ratos adultos, em seguida, os animais foram submetidos ao teste do
LCE 8, 48 e 72 h pds-consumo. No entanto, 0s animais revelaram comportamento do tipo
ansiogénico somente no tempo de 8 h do pds-consumo. Contraditoriamente, nossos achados
revelaram comportamento tipo ansioso nos animais EtOH-intoxicado na idade adulta mesmo
14 dias ap0s a retirada da droga, dessa forma, este periodo néo foi suficiente para minimizar as
alteracdes sobre o comportamento semelhante a ansiedade derivadas do EtOH no padréo binge
utilizado em nosso protocolo de estudo. Estas diferencas ressaltam o efeito nocivo do consumo

de EtOH no padréo binge iniciado na adolescéncia.



103

Vale ressaltar que Pascual e colaboradores (2011) relataram comportamento semelhante
a ansiedade persistente em adolescentes apos 15 dias de retirada do consumo cronico de EtOH
apos 5 meses intoxicacdo, associado a dano inflamatdério com mudancas epigenéticas mediadas
por receptores toll-like 4. Além disso, outra investigacdo sobre os efeitos do consumo de EtOH
(4 g/kg, via i.p.) no modelo binge drinking, no paradigma 2 dias on e 2 off durante 20 dias,
revelou comportamento tipo ansioso em ratos adolescentes e adultos ap6s 12 dias de retirada
da droga (VAN SKIKE et al., 2015). Dessa forma, estes achados indicam que a retirada de
EtOH apds repetidos episddios gera efeito ansiogénico por periodo prolongado dose e tempo-
dependente (ZHANG et al., 2007).

Considerando que os animais EtOH-intoxicado reduziram a atividade locomotora
espontanea e que a qualificacdo da deambulacédo foi de comportamento semelhante a ansiedade,
foi avaliado também a distancia percorrida na periferia. E conhecido que o comportamento do
animal é influenciado pela tigmotaxia cuja defini¢do ¢ “propensdo natural do rato de ficar
proximo dos limites de um ambiente novo™ que no caso do campo aberto, € 0 comportamento
natural dos animais de ficar proximos as paredes do aparato (ZHENG et al., 2012).

Dessa forma, o comportamento de tigmotaxia dos animais foi preservado, conforme
ilustracdo qualitativa de ocupacdo dos animais no campo aberto, assim como, ndo houve
diferenca quantitativa da distancia percorrida pelos mesmos na periferia do aparato. No entanto,
foi percebido que EtOH em padrdo binge, em nosso protocolo, gerou aumento temporario no
tempo de imobilidade destes animais durante a exploracdo de um aparato nao familiar.

O aumento de eventos de imobilidade do animal no aparato € um parametro amplamente
utilizado como indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et
al., 2003). Além disso, a hipoatividade locomotora e reducdo da frequéncia de rearings
associadas ao aumento do tempo de imobilidade podem representar um potencial
comportamento relacionado ao medo de espagos abertos ou uma redugdo motivacional de ir ao
centro do campo aberto ou ainda uma combinacdo dos dois fatores (EHLERS et al., 2013;
KARADAYIAN et al., 2013).

Tem crescido uma forte evidéncia sobre a relagéo entre o estresse, ansiedade e desordens
do abuso do alcool em adolescentes (SILBERMAN et al., 2009). A transi¢do do consumo em
binge para a dependéncia do EtOH envolve a desregulacéo dos circuitos que medeiam respostas
comportamentais a estressores, ndo s6 dos circuitos neurais envolvidos no processo de
recompensa. No sistema de estresse, 0 CRF ativa o eixo HPA fazendo com que o ACTH

estimule a glandula adrenal aumentando, assim, a producdo de CORT (LOGRIP et al., 2013).
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A ativacdo deste eixo, esta associado com elevado estado de ansiedade (GILPIN e KOOB,
2008; WILLEY etal., 2012).

A adolescéncia é um periodo de maior plasticidade das respostas do eixo HPA, desta
forma, este sistema pode ter importante impacto da vida adulta. Além disso, o consumo de
EtOH durante este periodo critico do desenvolvimento tem um efeito mais proeminente em
fémeas que em machos quanto adaptacGes em longo prazo (WILLEY et al., 2012). Um estudo
realizado por Logrip e colaboradores (2013) evidenciou que o consumo intermitente de EtOH
(alcoolemia de 200 mg%) durante a fase de adolescéncia (28-42 DPN) de ratos resulta em
perturbacdes permanentes sobre a circuitaria cerebral do eixo HPA na idade adulta (70-71
DPN), principalmente nas fémeas que apresentaram uma marcante inibicdo do nucleo

paraventricular hipotalamico.

Adicionado a isso, Chu et al. (2007) tem reportado que o aumento da ingestdo em
animais dependentes de EtOH poderia ser reduzida significativamente pelos tratamentos com
antagonistas do receptor de CRF do receptor (CRF1-R) associado a atenuacdo do
comportamento tipo ansiedade, independentemente da idade ou sexo. Nossos achados
demonstram que os niveis de CORT sanguineo foram elevados p6s-consumo intermitente e

episodico de EtOH em todos os periodos estudados.

Dentre os objetivos deste estudo esta a caracterizacdo das alteragdes comportamentais e
bioquimicas decorrentes de um novo paradigma do consumo intermitente e episddico de EtOH
da adolescéncia a idade adulta elucidando os prejuizos imediatos e em longo prazo. No entanto,
vale ressaltar que este estudo é de importante relevancia nas investigacdes relacionadas as
desordens de abuso do &lcool na adolescéncia, haja vista que encontramos associacdes
importantes em todos os periodos estudados. Tais como niveis elevados de horménio CORT
desde o pds-consumo intermitente e episddico de EtOH na adolescéncia que perdurou por
tempo prolongado na idade adulta, assim como, o aumento da ocorréncia de comportamento
semelhante a ansiedade persistente. Esta elevacdo pode perturbar o funcionamento normal do
hipocampo (CREGO et al., 2010; GUERRI e PASCUAL, 2010).

A tarefa de reconhecimento de objeto é amplamente reconhecida como uma tarefa de
memoria de trabalho, que € facilitada pela tendéncia natural do rato para a novidade e avalia a
capacidade de discriminagéo entre objetos familiares e ndo familiares (PIRES et al., 2009;

TAKAHASHI et al., 2015). E bem estabelecido que doses elevadas de alcool administradas em
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curto periodo de tempo (3 a 4 dias), em um simples ciclo de binge, produza neurotoxicidade
em areas cortico-limbicas - incluindo bulbo olfatério, giro dentado do hipocampo e cértex
entorrinal - estas Ultimas, fazem conexBes importantes podendo estar envolvidas na
identificacdo de novos objetos (CREWS et al., 2000; CIPPITELLI et al., 2010).

Além disso, Pascual e colaboradores (2007) sugeriram que 0s prejuizos encontrados na
memoria discriminativa de objetos em ratos adolescentes apds exposi¢ao ao EtOH na forma de
binge podem estar associados a danos hipocampal e cortical. Esta bem descrito na literatura que
0 hipocampo é uma das regides mais vulneraveis aos efeitos neurotdxicos induzidos pelo EtOH,
assim como, ratos adolescentes sdo mais sensiveis que os adultos aos prejuizos mneménicos
decorrentes do consumo do alcool (WARD et al., 2009; GUERRI e PASCUAL, 2010; YANG
etal., 2014).

Assim, nossos achados demonstram que as ratas adolescentes pds-consumo intermitente
e episodico de EtOH ndo discriminaram os objetos com diferencas estruturais, resultado este
evidenciado pelo baixo indice de reconhecimento do novo objeto. Como nao houve alteracédo
no tempo de investigacdo nos objetos idénticos na fase de treino, nossos achados revelam
prejuizo na memdria ndo-espacial - de curta duracéo - de reconhecimento de objeto decorrente
da administracdo do EtOH e ndo secundariamente advinda da alteracéo da atividade locomotora
encontrada neste estudo (TAKAHASHI et al., 2015).

Existem evidéncias de que alguns efeitos cognitivos induzidos por repetidos episddios
de EtOH em ratos adolescentes, como prejuizo na aprendizagem, posam persistir até a idade
adulta (PASCUAL et al., 2007; PASCUAL et al., 2011; CIPPITELLI et al., 2010). Além disso,
também tem sido relatado que o consumo intermitente de &lcool causa prejuizos na memoria
espacial e ndo-espacial na tarefa de reconhecimento de objeto em roedores adolescentes e
adultos (PASCUAL et al., 2007; PASCUAL et al., 2011; CIPPITELLI et al., 2010; ZHAO et
al., 2013). Vale ressaltar que repetidos episodios de EtOH a doses que levem niveis de
alcoolemia a partir de 80 mg/dL e 200 mg/dL, sdo conhecidos por gerar prejuizo mnemaonico
(KUZMIN et al., 2012).

Apesar de estar bem descrito os prejuizos mnemdonicos decorrentes do binge drinking,
em contrapartida, a possibilidade de recuperacdo desta funcdo durante a abstinéncia permanece
obscura. Em nossos achados, o prejuizo na memoria de curta duracdo na tarefa de
reconhecimento de objeto decorrente de repetidos episddios de EtOH da adolescéncia a idade
adulta ndo perdurou ap6s 14 dias de abstinéncia. Da mesma forma, estudos sobre 0 uso do

EtOH em altas doses de forma intermitente e episddica revelaram prejuizo temporario na
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memoria ndo-espacial de reconhecimento do objeto no qual foi gradualmente recuperado ap6s
longo prazo de abstinéncia, 14 e 30 dias (CIPPITELLI et al., 2010; ZHAO et al., 2013).

Por outro lado, outros trabalhos tém relatado que o consumo de EtOH continuo (3,4 g/kg
por 6 dias) ou intermitente e episodico (5 g/kg, 2 dias on e 2 off, durante 30 dias) em
adolescentes gera prejuizo na memoria ndo-espacial de reconhecimento de objeto sem
recuperacdo do dano apds 3 e 25 dias da retirada da droga, respectivamente (TAKAHASHI et
al., 2015; VETRENO e CREWS, 2015). Notavelmente, a dose, tempo e dura¢do do consumo
de EtOH sdo determinantes para a recuperacdo dos prejuizos na memoria hipocampo-
dependente apds abstinéncia (CIPPITELLI et al., 2010).

Adicionado ao aumento da ansiedade, o periodo da adolescéncia € momento de
comportamento de alto risco e aumento da exploracdo (STANSFIELD e KIRSTEIN, 2005;
STANSFIELD e KIRSTEIN, 2007). Stansfield e Kirstein (2005) utilizaram um novo protocolo
para avaliar comportamentos impulsivo e de preferéncia por novidade entre ratos adolescentes
(35 DPN) e adultos (60 DPN). Os autores encontraram que 0s animais adolescentes
apresentaram maior tempo de investigagdo nos objetos num ambiente anteriormente conhecido.
De fato, neste estudo, os animais na fase da periadolescéncia gastaram mais tempo investigando
0s objetos num ambiente anteriormente habituado, este achado reflete a maior curiosidade neste
periodo do desenvolvimento.

Vale ressaltar que a adolescéncia é o periodo do desenvolvimento marcado pela
neuroplasticidade na qual refere-se as possiveis mudancas neuronais significativas que ocorrem
na aquisicdo de novas tarefas (ARAIN et al., 2013). Além disso, esta habilidade encontra-se
aumentada nesta fase da vida particularmente pelos niveis elevados de neurogénese hipocampal
nos quais novos circuitos funcionais sdo formados (BRIONES e WOODS, 2013; MCCLAIN
et al., 2013; VETRENO e CREWS, 2015). Ademais, muitos acreditam que a estrutura e a
funcéo do hipocampo dependem das células progenitoras neurais presentes na zona subgranular
do giro denteado e o seu papel na neurogénese constitutiva (KEMPERMANN et al., 2004,
IMAYOSHI et al., 2008; KEMPERMANN et al., 2016).

O BDNF é um fator neurotréfico envolvido na migracdo de células progenitoras neurais
presentes na zona subgranular do giro denteado do hipocampo e tem um papel essencial em
eventos de plasticidade neuronal e fun¢des importantes como aprendizado e meméria (TYLER
et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005). Também ja foi descrito que esta neurotrofina é
importante para a sobrevivéncia neuronal e manutencdo do fenotipo estrutural e neuroquimico
de neurdénios hipocampais (KULKARNY et al., 2011).
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Repetidos episddios do consumo de EtOH da adolescéncia a fase adulta, em nosso
protocolo, reduziu o imunoconteddo de BDNF no hipocampo. Diminuicdo da atividade dessa
neurotrofina pode estar envolvida em processos de neurodegeneracao relacionados ao consumo
de EtOH (DAVIS, 2008). Além disso, tem sido descrito que o consumo do &lcool durante o
desenvolvimento cerebral induz apoptose e prejudica a migracdo neuronal, resultando em
hiperatividade, aumento da impulsividade e déficits mnemdnicos e motores (MUKHERJEE et
al., 2006).

E conhecido a importancia do BDNF na plasticidade hipocampal facilitando
aprendizado e memoria (TYLER et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005; KULKARNY et al.,
2011). No entanto, é surpreendente que poucos estudos descrevam diretamente os efeitos do
EtOH sobre a sinalizacdo de BDNF, principalmente envolvendo a relagdo da neurotrofina vs.
binge drinking vs. prejuizo mnemonico. Em nosso estudo, houve correlagdo da redugédo de
imunocontetdo de BDNF com o prejuizo mnemdnico encontrado identificado pelo baixo indice
de reconhecimento na fase de teste da tarefa de reconhecimento de objeto em relacdo aos
animais EtOH-intoxicado da adolescéncia a idade adulta.

A respeito da quantidade de BDNF no hipocampo dos animais submetidos a nosso
protocolo de binge drinking, ndo foi encontrado diferenca da quantidade de imunoconteudo da
neurotrofina 14 dias apds a retirada da droga, assim como, ndo foi encontrado prejuizo na tarefa
de reconhecimento de objeto no mesmo periodo estudado. Esses resultados demonstram a
importancia dos niveis de BDNF hipocampal para o processo mnemaonico, assim como, € um
forte indicativo que esta neurotrofina é a responsavel pela recuperacdo funcional encontrada.

Briones e Woods (2013) encontraram reduzidos niveis de BDNF no hipocampo de ratos
adolescentes 8 dias apds o consumo de EtOH em um paradigma de binge drinking por 12 dias.
Em contrapartida, outro estudo demonstrou que o consumo de EtOH (5 g/kg, via intragastrica,
a cada 8 horas por 4 dias) ndo alterou a quantidade de BDNF no hipocampo em ratos
adolescentes em 2, 7 e 14 dias pd6s-consumo (MCCLAIN et al., 2013). Neste estudo, por sua
vez, também ndo foi encontrado diferenca da quantidade da neurotrofina 14 dias ap6s repetidos
binges desde a adolescéncia. Estas diversidades nos resultados podem ser devido aos diferentes
protocolos utilizados, mas nos reflete a busca de retorno a homeostasia do sistema apés
distarbio fisioldgico, de certa forma, o éxito da recuperacdo depende da extensdo do dano
causado.

Diante das disfungdes encontradas sobre o comportamento motor, comportamento
semelhante a ansiedade e no processo mnemanico de ratas decorrente do consumo intermitente

e episddico de EtOH, o balango oxidativo sistémico no mesmo paradigma foi estudado. O
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estresse oxidativo refere-se ao aumento da liberagcéo de ROS e/ou deplecéo do sistema de defesa
antioxidante resultando em desequilibrio oxidativo entre os sistemas pro e antioxidante, cujas
as principais consequéncias sao a oxidacao de lipideos, proteinas e DNA gerando dano celular
(VASCONCELOS et al., 2007; NOGALES et al., 2014).

Os efeitos nocivos do EtOH sdo manifestados pela liberagdo de radicais livres ou por
outros mecanismos que contribuem para promover dano oxidativo reforcado (OSTROWSKA
et al., 2004). E conhecido que o consumo crénico de EtOH diminui fatores antioxidantes como
as enzimas catalase e SOD, além disso, essas mudangas geram, entre outros efeitos, 0 aumento
da peroxidac&o lipidica (OSTROWSKA et al., 2004). Por outro lado, Nogales e colaboradores
(2014) descreveram que os niveis de MDA e das enzimas catalase e SOD encontram-se
elevados 24 horas ap0s o0 consumo intermitente e episodico de EtOH (3 g/kg, 3 dias

consecutivos durante 3 semanas) em ratos adolescentes (28-47 DPN).

Em nosso estudo, foi realizado pela primeira vez os efeitos do binge drinking sobre o
balanco oxidativo em importantes periodos do desenvolvimento de ratos fémeas adolescentes,
assim como, em longo prazo na fase adulta. Os resultados encontrados revelam a alta atividade
enzimatica do sistema antioxidante pelo aumento das enzimas catalase e SOD apds a
administracdo de binge drinking agudo, esta eficiéncia enzimatica gerou reducdo da
peroxidagdo lipidica. Além disso, a continuidade de repetidos episddios de EtOH gera uma
reducdo gradual da atividade enzimatica com concomitante elevacdo dos niveis de MDA

culminando na peroxidag&o lipidica.

O metabolismo majoritario de EtOH ocorre no figado, sendo que a principal via de
metabolizacdo é por meio da ADH que realiza a conversdo do alcool em acetaldeido e a ALDH,
por sua vez, converte o acetaldeido em acetato. Estes processos aumentam os niveis de EROs,
incluindo radical superdxido, radical hidroxila e perdxido de hidrogénio que contribuem com
distdrbios no balanco oxidativo e podem causar dano celular gerando em tecido nervoso, dano
na barreira hematoencefalica, neuroinflamagdo e doencas neuroldgicas (HAORAH et al.,
2008a, 2008b; ZAKHARI, 2006).

Todos os tecidos, incluindo SNC, tém a capacidade de neutralizar os radicais de
oxigénio por mecanismos antioxidantes que incluem a atividade enzimatica da SOD e catalase,
estas enzimas convertem o anion superoxido em peréxido de hidrogénio e perdxido de
hidrogénio em agua, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2007).
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Ostojic e colaboradores (2012) relacionaram o aumento da atividade da SOD a
prevencdo de danos na mitocondria provocados pela administracdo intermitente e episodica de
EtOH (5 doses via intragastrica, 2 g/ kg a cada 12 horas). Em nosso estudo, o binge drinking
agudo na adolescéncia parece ter estimulado a prevencdo de dano mitocondrial, no entanto, a
atividade enzimatica da SOD foi reduzida apo6s repetidos episddios do consumo de EtOH na
idade adulta, em seguida, foi encontrado uma adaptacdo do sistema enzimatico ao binge

drinking crénico.

Além de atuar no sistema antioxidante, a catalase também pode atuar no metabolismo
do EtOH como uma rota alternativa que necessita de peréxido de hidrogénio para oxidar o
alcool e produzir acetaldeido (CEDERBAUM, 2012). Em contrapartida, esta via do
metabolismo é constituida por ndo mais do que 2% do metabolismo hepatico de EtOH, no
entanto, tem sido atribuida a catalase uma importante funcdo na via de oxidacdo de EtOH no
cérebro (VONGHIA et al., 2008; CORREA et al., 2006).

Nossos achados demonstram que o binge drinking agudo na adolescéncia estimulou a
atividade enzimética da catalase provavelmente como consequéncia da elevacdo dos niveis de
peroxido de hidrogénio proveniente da reagdo enzimatica da SOD. Por conseguinte, com a
reducdo da atividade da SOD, os niveis de catalase foram gradualmente declinando. A efetiva
reducdo da catalase foi observada somente apos 2 meses de binge drinking cronico na idade
adulta.

Vale ressaltar, que o excesso de espécies reativas pode provocar oxidacdo de lipideos
liberando MDA, este € o produto final da peroxidacdo lipidica de &cidos graxos poli-
insaturados. Estes lipideos sdo susceptiveis ao ataque oxidativo tipicamente por EROs, sendo
assim, 0o MDA é um biomarcador para este tipo de dano e indicativo de liberacdo excessiva de
EROs (LIU etal., 2011; YANG ET AL., 2015). Desta forma, nossos achados demonstram uma
passageira protecdo as membranas pela intensa atividade do sistema enzimatico antioxidante
frente ao binge drinking agudo, no entanto, o aparente esgotamento e faléncia do sistema
enzimatico apds repetidos episodios de EtOH culmina em peroxidag&o lipidica. No entanto, no

periodo de 14 dias sem administracdo, estas alteracdes retornam a normalidade.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que o modelo de consumo de alcool usual entre os adolescentes,
que consiste de elevado consumo de EtOH no padréo intermitente e episodico, ou em binge
drinking, da adolescéncia a fase adulta induz prejuizos funcionais tais como, reducdo da
atividade locomotora exploratoria, prejuizo na coordenacdo motora, equilibrio e aprendizagem
motora associados a lentiddo nos movimentos, assim como, prejuizo no processo mnemaonico
e aumento de comportamento semelhante a ansiedade. Estes prejuizos foram acompanhados de
alteracGes bioquimicas como elevacdo dos niveis do horm6nio CORT, reducdo da quantidade
de imunoconteudo de BDNF no hipocampo e dano no balan¢o oxidativo sistémico.

Além disso, foi realizado pela primeira vez periodos de recorte em importantes fases do
desenvolvimento de ratos fémeas da adolescéncia a idade adulta durante repetidos episddios de
binge drinking. Dessa forma, foi possivel identificar que os prejuizos encontrados sobre o
comportamento semelhante a ansiedade, memoria de curta duracdo, bradicinesia e atividade
locomotora espontanea apareceram desde a administracdo de EtOH por trés dias consecutivos,
no entanto, ndo apresentaram piora do dano apds repetidos episodios. Ademais, ndo houve
recuperacdo destes prejuizos em longo prazo (14 dias sem administracdo apds 8 BD), exceto
sobre a memdria de curta duracdo de reconhecimento de objeto associado ao retorno dos niveis
normais de BDNF.

Vale ressaltar que este estudo de repetidos episodios de binge drinking em recortes,
revelou a piora na fungdo motora principalmente deflagrado pelo déficit no aprendizado motor
na fase adulto jovem com uma recuperacdo gradual e parcial apds periodo prolongado de
retirada da droga. No entanto, o prejuizo da coordenacdo motora e equilibrio permaneceram.

Assim, a administracdo intermitente e episodica de elevada quantidade de EtOH altera
a homeostasia e funcdes especializadas do SNC. Estes efeitos nocivos sdo mais proeminentes
durante o periodo da adolescéncia, no entanto, sdo necessarias mais investigacdes sobre por
quanto tempo perduram os danos encontrados em cada recorte de binge drinking realizado neste
estudo. Assim como, o surgimento de novos prejuizos ou cessacdo ou adaptacdo funcional em
outras areas comportamentais, além de investigacdo da recuperacdo durante mais periodos de
abstinéncia na fase adulta e mecanismos envolvidos. Por fim, futuras investigacdes devem ser
elucidadas principalmente no pablico feminino que € uma populagcdo com alto consumo de

EtOH, mas negligenciada em estudos experimentais.
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Summary. Alcoholism in humans is a chronic and
progressive disease, characterized by loss of ethanol
consumption control. Previous studies have reported that
prolonged exposure to ethanol was responsible for
alterations in glandular tissues of human and rodents.
However, the interrelationship between ethanol and the
glandular system is still the subject of numerous
investigations, including the possible resistance of the
submandibular gland (SG). In the present study, we
investigated whether chronic ethanol exposure during
adolescence may affect the parotid gland (PG) and SG in
female rats. Female rats (n=16) were treated with
distilled water or ethanol (dose of 6.5 g/kg/day, 22.5%
w/v) through gavage for 55 days. Glands were collected,
weighed and submitted to histological processing.
Morphometric analysis was assessed by parenchymal
and stromal area measurements. Smooth muscle actin
(a-SMA), cytokeratin-19 (CK19) and apoptotic caspase-
3 (CAS) were measured using Image]® software.
Chronic ethanol administration did not alter the body
weight of rats after treatment, although it increased
glandular weight (p<0.001), reduced the parenchyma
area (p<0.001) and decreased CK19 and a-SMA
immunostainning in the PG. Besides, ethanol induced
CK19 and CAS overexpression, and the occurrence of
duct-like structures in SG. These results suggest that

ethanol induces histological and morphometric changes
in salivary glands of female rats intoxicated with ethanol
during adolescence. Furthermore, the mechanism
underlying these alterations needs to be investigated but
may be not related to the inflammatory process.
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Introduction

Alcoholism is a chronic and progressive psychiatric
disorder characterized by the loss of control of ethanol
consumption (Friedlander et al., 2003). The World
Health Organization (WHO) estimates that ethanol abuse
is responsible for approximately 3 million premature
deaths worldwide each year and approximately 4% of
global morbidity (Schuckit, 2009). The use of the drug
has increased in a heavy binge-drinking way (higher
doses and longer period of time), among younger
women, highlighting the vulnerability of this group and
emerging as a public health emergency (Schuckit, 2009;
INPAD, 2013).

The effects of chronic ethanol abuse are associated
to damage in the tissues and organs in humans and
animals, as a result of morphological and functional
changes (Molina et al., 2002; Owczarek et al., 2005).
Studies have pointed to several organs and systems
affected by chronic alcohol exposure in rodents, such as
upper digestive tract (Mascres et al., 1984; Bagyéanszki
et al., 2010); liver, lungs, heart, and skeletal muscle
(Molina et al., 2002; Owczarek et al., 2005); central
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nervous system (Oliveira et al., 2014; Teixeira et al.,
2014); pancreas (Orabi et al., 2011); and salivary glands
(Maier et al., 1986, 1988a.b; Banderas et al., 1992;
Carrard et al_, 2007: Nir et al.. 2013). Studies in humans
revealed damage to liver, lungs, heart, skeletal muscle
and salivary glands {Scoit et al., 1987, 1988: Ferraris et
al., 1995, 1999: Bohl et al., 2008). The latter was one of
the first structures affected by chronic ethanol
consumption (Mandel and Baurmash, 1971).

Parotid (PG) and submandibular (SG) glands are
classified as major salivary glands, and both are
microscopically similar in architecture. The glandular
parenchyma consists of continuous-secreting acini cells,
which leads to a system of ducts that empty into the oral
cavity (Actis et al., 2002). In rodents, the PG is located
behind and below the ear, candally bordering the SG.
Microscopically, the PG consists of pure serous acini.
On the other side, 3G is a mixed gland that includes both
serous and mucous acini (Amano et al., 2012). Both
these glands contribute to 95% of the total salivary
secretion ed and secreted into oral cavity, which
the 8G contributes 60-70% (Faustino and Stupp, 2003;
Katchburian and Arana, 2004).

Ethanol rapidly diffuses into saliva and oral tissues
(Gifford et al., 2008). Immediately after alcohol
exposure, high concentrations of this drug are detected
in the salivary glands (Waszkiewicz et al_, 2013b). Thus,
chronic alcohol exposure may promote effects on saliva,
including a reduction in the salivary flow rate associated
to gland atrophy, and reduced electrolytes, salivary
proteins and glycoproteins (e.g. amylase, immuno-
globulin A, lysozyme, lactoferrin) which modifies the
morphology and physiology of the salivary glands
(Lieber, 1991; Faustino and Stipp, 2003; Riedel et al.,
2003; Waszkiewicz et al_, 2013a_b).

However, there are insufficient studies in the
literature in order to clarify these structural alterations,
as well as in the morphometry and in the structure of its
cellular components. Thus, our protocol aims to
investigate the morphometric and immunohistochemical
changes of the PG and SG in female rats exposed to
heavy aleohol exposure during adolescence.

Materials and methods
Animals

A total of 16 adolescent female Wistar rats, 35 days
old at the beginning of the experiments (30-60 % were
obtained from the Federal University of Pard (UFPA)
and kept in collective cages (a maximum of five animals
per cage). Animals were maintained in a climate-
controlled room on a 12-h reverse light/dark cycle (7:00
AM lights on), with food and water ad fibirum. All
procedures were approved by the Ethics Committee on
Experimental Animals of the Federal University of Para
under license number BI0-043-12 and followed the
E{uidelines suggested by the NIH Guide for the Care and

se of Laboratory Animals.

Expenmental groups

Animals were initially allocated to the following
groups: distilled water (n=8) or ethanol (6.5 g/kg/day,
22.5% wiv) (n=8). Every day, rats were administered
through nruﬁastri-: cannula over a period of 535 days (ie.,
until the 90" day of life) according to a procedure
previously described (Livy et al., 2001; Maier and West,
2001; Maia et al., 2009:; Oliveira et al.. 2014; Teixeira et
al., 2014). The current ethanol administration protocol
was based on previous studies from our group {Maia et
al., 2009; Teixeira et al., 2014; Oliveira et al., 2014)
showing that ethanol intoxication (6.5 g/kg/day) in the
developing central nervous system may induce long-
lasting neurobehavioral impairments in rats. In order to
investigate putative effects of ethanol exposure on
overall poor nutrition levels, which may directly affect
the quality of the tissues, were noted the animals® body
weight, behavioral dysfunctions, loss or changes in hair
coat, diarrhea, and edema during the entire period of
ethanol administration (Campana et al.. 1975).

Collection and preparation of tissue

After 7.5 hours of the last administration of alcohol,
which is the period related to non-detectable amounts of
ethanol in the blood (Livy et al., 2003), animals were
anaesthetised with a mixture of ketamine hydrochloride
(72 mgfkg. i.p.) and xylazine (9 mgfkg, i.p.) and then
perfused with heparinized saline followed by
paraformaldehyde 4%. The PG and SG were removed
and weighed by analytical balance (FA 2104 N, Eletronic
Balance Bioprecisa, Shanghai, China). The relative
glandular weight (RGW) was calculated by the formula:
RGW=gland weight x 100/final body weight.

After weighing, glands were post-fixed in formalin
solution (109%), and submitted to histological process by
dehydration in increasing alcohol battery and xylene,
and finally embedded in Paraplast® resin.
Histomarphometry

For histochemisiry procedures. 7-pm samples were
cut from the region corresponding to the largest cross-
sectional area of the organ with a microtome (RM2255,
Leica Microsystems, Nussloch, Germany). depara-
ffinized in xylene, rehydrated in decreasing
concentrations of alcohol and water, and finally stained
with hematoxylinfeosin (HE). Thereafter, for

tric analysis, the mean percentage eqguivalent
to the glandular parenchyma and stroma region was
evaluated.

The area of the samples was evaluated by counting
point planimetry method. The sections were stained by
HE and illustrative imad%es from all experimental groups
were obtained with a digital camera (Cyber-shot DSC-
W230 4X optical zoom, Sony, Tokyo, Japan) attached to
a stereo microscope (1.5x; Eclipse E200, Nikon, Tokyo,
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Japan). Subsequently, we used five random sections per
animal of both PG and SG computerized images, which
were plotted in the computer monitor followed by
overlapping of the grid of planimetry, which measures
21x16 cm and contains 2 852 points equidistant of 0.5
cm. Coincident points with parenchymal elements and
stromal glandular were counted, and the percentage
obtained of each region was calculated by the formulas:
Morphometric Parenchymal Area (%MPA) = number of
coincident points in the parenguimal x 100/ number total
of points on the grid; and, Morphometric Stromal Area
(%MSA) = number of coincident points in the stroma X
100/ number total of points on the grid (Borgers et al.,
19493).

Immunohistochemistry

Immunchistochemical studies were performed on
paraffin-embedded tissues using streptavidin (Spring
bipscience, Pleasanton, USA) and 3 3-diaminobenzidine
(DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) methods.
Briefly, 3-pm sections were deparaffinized and
rehydrated in decreasing concentration of alcohol
battery. After antigen retrieval in chamber Pascal
(52800, Dako, Carpinteria, USA) and blocking of
endogenous peroxidase activity, sections were incubated
with the primary antibody anti-o smooth muscle actin
(o-5MA) (1:50 dilution, Dako, Carpinteria, USA), a
cytoplasmic myofilaments marker (Takahashi et al.
2001): anti-cytokeratin 19 (CK19) (1:100 dilution,
Bioss, Boston, USA), a marker of intermediate filaments
in the cytoplasm cells ductal (Fradette et al., 1998); and
anti-caspase 3 (CAS) (1:250 dilution, Promega,
Madison, USA), which reacts with the active form of
ma.EEE 3 and is associated with induction ufﬁ:;_;mpm;is
i Takahashi et al_, 2004}, in 0.1 M phosphate buffer saline
(PBS). After, sections were submitted to streptavidin and
revealed by DAB and counter-stained by Mayer
hematoxylin methods.

Digital image analysis

Evaluation of immunostaining was performed by the
percentage of labelled area of six regions randomly
selected of each gland by the operator. Briefly, images
selected were obtained by microscope (Axio Scope, Carl
Zeiss, Jena, Germany) attached to the camera (AxioCam
HRC, Carl Zeiss, Jena, Germany) with a magnification
of 400x.

Digital images were prepared for analyses using
Imagel® software [Bethesda, Maryland, USA,
(http:/irsb.info nibh.goviijdownload html)]. According to
Ruifrok and Johnston (2001), each color images were
selected and separated from the rest of the field using
image segmentation tool. CK19, CAS and a-SMA
positive area (brown stain) and total gland area in the
analysed field were antomatically measured using color
deconvolution plugin by calculating the contribution of
each stain on the stain-specific RGB absorption. In

our protocol, color deconvolution was used to separate
DAR stain (positive areas) from hematoxylin (total area
of the glands). Each image was changed to black/white
color image. The measurements button was calibrated to
calculate the area of the field (total gland area) and the
area fraction (black color representing DAB stain).
Finally, scores for CK19, CAS and a-SMA expression in
the analysed field were calculated by the positively
stained area over the total gland area.

Statistical analysis

All values are expressed as means + S EM. (n=8
animals per group). Statistical comparison was
performed using Mann-Whitmey test. The accepted level
of significance was p=0.05. All tests were performed
using the GraphPad Prism software version 5.0 (San
Diego. USA).

Results

Body weaight of female rats in adulthood was not affected
by chronic ethanol exposure dunng adolescence

As illustrated in Fig. 1, the chronic ethanol (6.5
gfkgfday) administration over a period of 55 days (ie.,
from the 35% day until the 90" day of life) did not alter
the final body weight of ethanol-treated rats.

Ethana! exposure increases PG weight, but does not
change SG weight

The chronic ethanol (6.5 gfkg/day) administration
over a period of 55 days (i.e., from the 35% day until the
90™ day of life) induced a significant increase in the
RGW of PG of female rats from the 35" 1o 90™ days of
life (p<0.001). However, the total 5G weight between
control- and ethanol-treated rats after the period of 55
days of treatment did not differ statistically (Fig. 2).

Chronic ethanol exposurs inducas reduction and atrophy
of PG glandular parenchyma and increases S5G

glandular stroma area

The histomorphometric results evaluated in the
salivary glands are summarised in Fig. 3. Mann-Whitmey
test revealed that chronic ethanol exposure reduced
the percentage of the parenchymal area of the PG
gp-:ﬂ.{}t}l] that was not observed in the SG (Fig.

A).

In addition, chronic ethanol exposure increased
stromal area of SG (p<0.001) that was not noticed in the
PG (Fig. 3B).

Chronic ethanol intoxication during adolescence does
not induce inflammatory infiltration in PG and SG

The HE method did not reveal inflammatory
processes in the salivary glands of female rats after
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chronic ethanol exposure during adolescence, from the
35th to 90th days of life (Fig. 4). In the PG and 5G
glands, control (Fig. 4A,C) and ethanol-treated groups
(Fig. 4B.D), did not present periductal lymphocyte
infiltration. Moreover, as demonstrated in the
photomicrograph in Fig. 4D, rats chronically treated
with ethanol during adolescence showed alterations in
the SG. consisting of ductal-like structures (indicated by
aArrnws).

Ethanaol intoxication during adolescence induces
reduction of CK19 expression in the PG and
overexpression in the SG

The effects of chronic ethanol intoxication during

200+
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Fig. 1. Effects of chronic ethanol (EtOH) (6.5 gigiday) adminksiration
from adolescence (35 days old) to adulthood (90 days old) on body
welght of female Wistar rats. The results are expressed as mean =

S.E.M. of initial body wedght and final body welght {g) (n=B animals per
group), (Mann-Whitney tesf).
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Flg. 2. Effects of chronic ethanol (EtOH) (6.5 ghgiday) adminisiration
from adolescence (35 days old) to adulthood (30 days old) on relative
glandular welght (RGW) of Parotid (PG) and Submandibular (SG)
glands of female Wisiar rats. The resulis are expressed 85 mean +
5.EM. of RGW (RGW=gland weight x 100/final body weight) of PG and
56 (n=8 animals per group). ***p= 0.001 compared to the control growp
{Mann-Whitney test).
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adolescence on the labelling of three different antibodies
in both PG and 3G are illustrated in Figure 5. Mann-
Whitney test revealed reduced a-SMA positive cells on
the PG (p<0.05) that was not noticed in 3G (Fig. 5A). Of
high importance, as detected in the sample images, rats
chronically treated with ethanol during adolescence
developed alterations in the tissue glands, in which both
acinar and ductal cells were more dispersed than control
group in 5G and PG.

Moreover, CK19 positive cells were reduced in PG
(p<0.001) associated to contradictory increase in the 5G
{é:-::u.l.ll ). detected through immunostaining method with

"K 19 antibody that labelled intercalated, striated and
excretory ductal cells of female rats chronically treated
with ethanol from adolescence till adulthood (Fig.
SBEHKN).

CAS-positive cells were observed in all groups
analysed (Fig. 5F1.L,0). Besides, chronic ethanol
intoxication in rats increased CAS-positive cells in SG
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Fig. 3. Effects of chronic ethanol (EXOH) (6.5 ghoiday) administration
from adolescence (35 days old) to adulthood (90 days old) on
morphometric evaluation of Parotid (PG) and Submandibular (SG)
glands of female Wistar rats. The results are expressed as mean =
S.EM. Panel A represents the MPA- Morphometric Parenchymal Area
(3%); Panel B represents the MSA- Morphometric Stromal Area (%) (n=B
animals per group). *™ p=0.001 compared 1o the control group (Mann-
Whitney test).
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(p<0.05) but not in PG (Fig. 5C).
Discussion

In the present study, we investigated whether chronic
ethanol exposure during adolescence affects the salivary

lands in female rats. The current findings demonstrate,

or the first time, that chronic ethanol exposure during
adolescence induces parenchyma atrophy related to
gland weight increases and reduction in ductal and
myoepithelial cell population in the PG as evaluated in
the histomorphometry and immunohistochemical
analysis. Moreover, histological evaluation revealed that

our alcohol exposure altered cell population in the SG.

appearing ductal-type structures and inducing apoptosis.
Heavy binge-drinking (i.e.. high doses and long period
of time) has increased worldwide mainly among

CONTROL

adolescents (Schuckit, 2009; INPAD, 2013). Therefore,
our group has studied the effects of chronic ethanol
exposure in body tissues in adolescent rats. Heavy
chronic ethanol intoxication (6.5 g/kg/day) during
adolescence induces long-lasting neurobehavioral
impairments as well as brain histochemical damage
(Oliveira et al.. 2014: Teixeira et al.. 2014). In this sense,
our group also observed that chronic ethanol
consumption from adolescence till adulthood alters the
homeostasis of the oral cavity promoting alveolar bone
loss in rats (Bannach et al., 2015).

It has been shown that chronic ethanol consumption
induces glandular atrophy and reduces salivary flow rate,
salivary protein and glycoprotein levels and electrolytes
promoting. among alcoholics, worse dental state and
significantly worse periodontal state (Waszkiewicz et al_,
2013a.b). Whereas saliva ensures the homeostasis of the

EtOH

Fig. 4. Effects of chronic ethanol (ErOH) (6.5 g/kg/day) administration from adolescence (35 days old) to adulthood (90 days old) on histological
sections of Parotid (PG) and Submandibular (SG) glands stained by hematoxylinfeosin (HE) of female Wistar rats. Panel A represents the PG of the
control group; Panel B represents the PG of ethanol-treated group; Panel C represents the SG of the control group; Panel D represents the SG of

ethanol-reated group. Arrows indicate ductal-like structures. Scale bar: 20 pm.
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Flg. 5. Effects of chronic ethanol (EtOH) (6.5 g/kg/day) administration from adolescence (35 days old) to adulthood (90 days old) on Parotid (PG) and
Submandibular (SG) glands immune expression of anti-a smooth muscle actin (a-SMA), anti-cytokeratin 19 (CK19), and anti-caspase 3 (CAS) positive
cells of female Wistar rats. The results are expressed as mean + S E.M. Panel A represents the labelled fraction area (%) of a-SMA positive cells;
Panel B represents the labelled fraction area (%) of CK19 positive cells; Panel C represents the labelled fraction area (%) of CAS positive cells.
Labelled fraction area (%) was calculated by positively stained area over the total glandular area. Photomicrographs lustrate immunohistochemical
staining of antibodies a-SMA (paneis D, G, J, M), CK19 (paneis E. H, K, N) and CAS (panels F, |, L, O) in PG and SG (n=8 animals per group).
*p=0.05 compared to the control group, ** p= 0.01 compared %o the control group, *** p= 0.001 compared to the control group (Mann-Whitney test).
Scale bar: 20 ym.
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oral environment, defence of the oral cavity, oropharynx
and upper region of the gastrointestinal tract, and
protection of hard and soft tissues of the oral cavity as
well as of the teeth and periodont (Pronko et al., 2002;
Prestifilippo et al., 2009), saliva flow rate reduced may
induce oral cavity vulnerability. Thereby, investigations
are necessary about alterations that chronic ethanol
consumption induce on salivary gland tissues.

Studies have demonstrated that aleohol exposure
affects salivary glands, indocing fat accumulation, acini
cell swelling and reduction of protein content in the PG.
Besides, salivary flow rate was reduced related to gland
atrophy of the secretory parenchyma (Scott et al., 1988;
Maier et al., 1990; Banderas et al., 1992; Riedel et al.,
2003; Carranza et al., 2005). However, the effects on the

land size after ethanol exposure remain unclear
(Mandel and Baurmash, 1971; Maier et al., 1986; Scott
etal., 1988; Campos et al., 2005; Mandel et al_, 2005).

Ethanol intoxication protocol used in our study
revealed weight increase of PG (but not SG). Similar
results were found in Campos and colleagues stud
(Campos et al., 2005). On the contrary, Maier et al.
( 1986) related that chronic ethanol exposure reduced the
PG weight, not affecting SG.

The effects of heavy alcohol consumption on
nutriticn are well recognized and may contribute to
development of organs (Campos et al., 2005). The
malnutrition status may alter the physiology and
morphology of salivary glands (Nar et al., 2013) which
in rodents is characterized by behavioral dysfunction,
loss or changes in hair coat, diarrhea, and edema, apart
from remarkable weight loss (Campana et al., 1975). In
fact, in the present study was not reveal any of
malnutrition characteristics in the female rats in the
adulthood, as previously observed in Oliveira el al.
(2014) study. Ii-luwever- our data demonstrated PG
atrophy (observed in the parenchyma area reduced)
associated to weight increased displayed by alecohol
exposure as previously reported by Campos and
colleagues (2005) that noticed a weight gain salivary
gland atrophy in PG (Riedel et al., 2003; Maier et al.,
1986). Moreover, glandular atrophy depends on the dose
and duration of ethanol consumption (Scott et al., 1988),
but accurate data related to the minimum period required
for atrophy is poorly understood.

Besides, our results also reveal that the stroma area
of 8G was increased which was not followed by
inflammatory process, since there was not noticed
inflammatory infiltration in the glandular stroma. Our
results are contradictory to other studies that claim that
chronic ethanol intoxication increased periductal
lymphocyte infiltration {Dale, 2001; Carda et al., 2005).
However, it is well reported that chronic aleoholism is
one of the primary causes of sialadenosis, a non-
inflammatory pathology that induces glandular
enlargement and alters gland weight (Mandiy and
Suraffanon, 2002), which could partially explain our
findings.

Furthermore, the glandular atrophy produced by

alcohol exposure is associated with increased
proliferative activity of the oral mucosa epithelium that
may be caused by ethanol eytotoxic effect (Riedel et al.,
2003). Recent study in rats (Nér et al., 2013)
demonstrated that chronic ethanol exposure during
adulthood associated to SG partially removed induced
cell proliferative profile and enhanced convoluted ducts
that are a source of growth factors and are present in the
SG but not PG (Amano et al., 2012), at the 7% post-
surgical day. In the present study, chronic ethanol
intoxication during 55 days showed increased expression
of CK19 and appearing ductal-type structures in the 5G,
however, reduction in CK19 expression in PG after a
harmful stimulus.

Cytokeratins are epithelinm-specific intermediate
filament proteins that support cellular integrity,
contributing to cell attachments (Fradette et al., 1998).
However, previous studies affirm that CKI19
overexpression by suprabasal cells of the oral mucosa
indicates cell dysfunction and probable premalignant
changes (Michel et al., 1996: Zhong et al., 2007). On the
other hand, long-term glandular atrophy leads to a
reduction in ductal cells in PG (Walker and Gobé, 1987).
Considering that ductal cells in the total G volume is
about 20% compared to PG (5%) and these cells exhibit
characteristics of resistance, we suggest that SG may be
less susceptible to stressor factors (i.e., alcohol
exposure) than PG, since the SG presents resistance
factors in higher proportion than PG {(Dehaye and
Turner, 1991; Burgess and Dardick, 1998). However, the
present results cannot provide direct evidence to account
for these changes or the mechanisms responsible for
gland alteration.

The immunohistochemistry performed to identify
myoepithelial cells showed reduced labelling intensity in
the samples from the ethanol group in PG but not 5G.
According to studies with experimental induction of
ductal atrophy by other mechanisms (i.e., ligature}, the
persistence of experimental induction of ductal atroph
promotes reduced population of myoepithelial cells
{Burgess et al., 1996; Burgess and Dardick, 1998). In
this sense, our study showed that myoepithelial cell
population of the glandular parenchyma in PG was
reduced by chronic stress caused by ethanol intake
during adolescence.

The caspase 3-positive cells found in the glands
were presented in ductal and acini cells. It has also been
reported that apoptosis participates in progressive and
regressive processes which occurs both in development
and regeneration process of salivary gland (Takahashi et
al., 2004). Apoptosis contributes to the deletion of
terminal tubule cells {Hecht et al., 2000) and lumen
formation of ducts (Jaskoll and Melnick. 1999). In our
study, after alcohol intoxication during adolescence,
apoptotic cell immunostaining in the treated group was
increased in 5G but not in PG. However. the
mechanisms that induce caspase-3 levels in the SG, but

not PG are not understood. E‘ampas et al. (2005)
reported that the biochemical mechanisms of both glands
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are diverse, PG have a predominantly aerobic
biochemical mechanism, while SG have a predominantly
anaerobic mechanism. Such differences may indicate
that the events of cell death in PG (more susceptible to
oxidative damage) differ from occurring in SG. which
this could be more susceptible to apoptotic events

For the first time, our study performed immunochisto-
chemical analyses by three different antibodies in order
to investigate the cell-type and mechanisms involved in
the damage of chronic ethanol intoxication during
adolescence. The anti CK19 e anti a-SMA are specific
markers of glandular salivary cells that label ductal and
myoepithelial cells respectively, which are very
important to salivary gland morphology and physiology
studies. Indeed, a-SMA is the marker of myoepithelial
cells more indicated to studies in glandular tissue and
was performed in this study (Takahashi et al., 1999).
Therefore, we investigated whether ethanol exposure
alters specific proteins andfor induces apoptosis in the
parenchyma glandular cells. It is well noticed that
previous immunohistochemical studies that assess
atrophy in salivar glands are related to identification the
diagnosis, or in experimental conditions, are cansed by
ductal ligation as noxious stimulus (Burgess et al., 1996;
Burgess and Dardick, 1998; Takahashi et al., 199%;
Safadi et al., 2010; Laco et al., 2012). Thereby, our study
emerges as a relevant work that highlight the
immunohistochemical evaluation in salivary glands after
damage produced by chronic chemical stimulus.

In conclusion, our results provide new evidence that
ethanol exposure during adolescence induces PG
atrophy, but not 3G. Paradoxically, alcohol exposure
induced the occurrence of increased duct-like cells
related to caspase-3 overexpression in SG. Of
significance are the current findings indicating that
differences between both PG and S5G have been
demonstrated. The exact mechanisms involved in the
observed harmful alcohol effects in PG, as well as
proliferating capacity of duct cells in SG should be
in\reslignte-f in future research, but the present data
provide evidence that alcohol during adolescence
damages salivary glands.
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ANEXO B — Apreciacio do Comité de Etica

PARECER 196-14

Projeto: AVALIACAO NEUROCOMPORTAMENTAL, IMUNOISTOQUj_M.[CA E
OXIDATIVA DE RATAS INTOXICADAS COM ETANOL DA ADOLESCENCIA A
FASE ADULTA, EM PADRAO BINGE.

Coordenador: Professora. Dra. Cristiane do Socorro Ferraz Maia

Area Tematica: Farmacia
Vigéncia: 04/2014 a 04/2016

Nono CEPAE-UFPA: 196-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigacéo e de alto teor cientifico justificando a utilizagdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais ¢ internacionais para
tratamento e manipulagdio de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
scu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de
experimentagdo (N=80, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questéio, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 02 margo de 2014

W . L
frof. O, el Gomes Losf
Presidente do CEPAE-UFPA




