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RESUMO

O padréo de consumo de etanol pesado e episodico, consumo de fim de semana, caracteriza o
padrdo de consumo excessivo de alcool ou binge drinking que promove um desequilibrio das
funcBes metabolicas encefalicas, contribuindo para a neurodegeneracéo e disfuncéo cerebral. E
por ser uma droga legal, tem relevancia global em salde publica e social. Desta forma,
objetivamos investigar os efeitos do treinamento fisico de intensidade moderada, em esteira
rolante, sobre os efeitos deletérios do etanol nas fun¢des do hipocampo relacionadas a memaria
e aprendizagem. Para isso, foram utilizados 80 ratos Wistar, divididos em quatro grupos: Grupo
controle; Grupo treinado (animais treinados e tratados com &gua destilada); Grupo etanol
(animais ndo treinados e tratados com doses de 3 g / kg / dia de etanol, 20% p/v); e grupo etanol
+ treinado (animais treinados e expostos ao etanol). O exercicio fisico foi realizado em esteira
rolante por 5 dias por semana durante 4 semanas e todas as doses de etanol e dgua destilada
foram administradas por gavagem intragastrica (trés dias por semana) em quatro ciclos
repetidos. Apos o periodo experimental, os animais foram submetidos & tarefa de
reconhecimento de objetos e teste do labirinto aquético de Morris, e ap6s eutanasiados, 0 sangue
e 0 hipocampo foram coletados para medicéo de niveis da capacidade antioxidante equivalente
ao trolox (TEAC), contetdo de glutationa reduzida (GSH), nitrito e peroxidacdo lipidica.
(LPO). Nossos resultados mostraram que o etanol causou acentuado estresse oxidativo e dano
mnemonico, e o exercicio fisico promoveu efeitos neuroprotetores, entre eles, a modulacdo da
bioquimica oxidativa no plasma (pela restauracdo dos niveis de GSH) e no hipocampo
(reduzindo os niveis de LPO e aumentando os parametros antioxidantes) e melhoria da funcéo
cognitiva. Portanto, o exercicio fisico pode ser uma ferramenta profilatica e terapéutica

importante para melhorar e até prevenir os efeitos deletérios do etanol nas fungdes cognitivas.

Palavras-chave: Alcool, beber em excesso, exercicio fisico, cognicéo, estresse oxidativo, ratos,

glutationa.



ABSTRACT

The consumption pattern of heavy and episodic ethanol, weekend consumption, characterizes
the pattern of excessive alcohol consumption or binge drinking that promotes an imbalance of
brain metabolic functions, contributing to neurodegeneration and cerebral dysfunction. And
because it is a legal drug, it has global relevance in public and social health. In this way, we
aimed to investigate the effects of physical training of moderate intensity, in treadmill, on the
deleterious effects of ethanol on hippocampus functions related to memory and learning. For
this, 80 Wistar rats were divided into four groups: Control group; Trained group (animals
trained and treated with distilled water); Ethanol group (animals not trained and treated with
doses of 3 g/ kg / day of ethanol, 20% w / v); and ethanol + trained group (animals trained and
exposed to ethanol). Physical exercise was performed on a treadmill for 5 days a week for 4
weeks and all doses of ethanol and distilled water were administered by intragastric gavage
(three days a week) in four repeated cycles. After the experimental period, the animals were
submitted to the task of object recognition and Morris aquatic labyrinth test, and after
euthanasia, blood and hippocampus were collected to measure levels of antioxidant capacity
equivalent to trolox (TEAC), content of reduced glutathione (GSH), nitrite and lipid
peroxidation. (LPO). Our results showed that EtOH caused marked oxidative stress and
mnemonic damage, and physical exercise promoted neuroprotective effects, including
modulation of oxidative plasma biochemistry (by restoration of GSH levels) and hippocampus
(reducing levels of LPO and increasing antioxidant parameters) and improving cognitive
function. Therefore, physical exercise may be an important prophylactic and therapeutic tool to

improve and even prevent the deleterious effects of ethanol on cognitive functions.

Keywords: Alcohol, binge drinking, physical exercise, cognition, oxidative stress, rats,

glutathione.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Abuso de Alcool e 0 Consumo em Binge

O élcool etilico ou etanol (EtOH) entre todas as drogas psicoativas € a que tem maior
nimero de usuarios no mundo. E uma das poucas drogas psicotropicas que tem seu consumo
admitido e incentivado pela sociedade. Talvez seja a mais antiga utilizada pela espécie humana,
havendo vestigios da sua existéncia desde periodos paleoliticos (BOUTROS et al., 2014;
WESTERMEYER,1991). No Egito e na Assiria, festas de veneracao aos deuses da agricultura
culminavam em bebedeiras coletivas que duravam dias seguidos. Conforme os egipcios, o deus
Osiris teria ensinado os homens a cultivar a videira e a cevada para a fabricacdo de bebidas
capazes de “inspirar a alma” (CISA, 2018).

A bebida passa a ser chamada de alcodlica quando o EtOH estad presente em
concentragdo igual ou superior a 1% do seu volume. Conforme sua fabricagdo, a bebida
alcoolica pode ser fermentada e destilada. As fermentadas sdo obtidas de frutas ou cereais que
guando submetidas a acdo de leveduras convertem-se em alcool. O vinho e a cerveja sdo as
duas bebidas fermentadas mais consumidas mundialmente. As destiladas sdo obtidas através da
eliminacdo por intermédio de calor de uma parte de dgua contida nas bebidas fermentadas,
temos como exemplo o uisque e a vodca (CISA, 2018).

O uso indiscriminado do alcool, por seu facil acesso e comercializacdo legal, acarreta
consequéncias fisicas e sociais que segundo levantamentos epidemiolégicos constitui um
problema de salde publica mundial, necessitando de politicas publicas na tentativa de

minimizar ou prevenir suas consequéncias (OMS, 2018).

1.1.1 Epidemiologia

Quando consumido de maneira abusiva, 0 EtOH esta associado a sérias consequéncias
para a saude da populacdo, pois € um dos principais fatores de risco para o desencadeamento
de doencas cardiovasculares, ocorréncia de acidentes de transito e homicidios, os quais
representam a maior causa de morte entre jovens (LARANJEIRA, 2013; MODELLI, 2008,
OMS, 2002).

Dados atualizados sobre a epidemiologia e as consequéncias do consumo de alcool
foram divulgados em setembro de 2018 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atraves
do relatério global sobre alcool e satde. O uso nocivo do alcool esta relacionado a trés milhdes

de mortes em 2016 — o equivalente a quase 5,3% de todas as mortes no mundo. Constitui um
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dos fatores de risco de maior impacto para a morbidade, mortalidade e incapacidades em todo
0 mundo. A OMS ainda destaca que apesar da diminuicdo no nivel global de mortes e
morbidade atribuiveis ao alcool (13,0% e 10,6%, respectivamente); o énus global de doencas
atribuiveis ao alcool ainda € muito significativo.

Segundo a OMS (2018), 40% dos individuos com quinze (15) anos ou mais, sdo
bebedores atuais. A média de consumo per capita mundial foi de 6,4 L de alcool puro. No
Brasil, cerca de 21,4% da populacdo nunca ingeriu bebidas alcodlicas e aproximadamente 40%
consumiram nos dltimos 12 meses. O consumo estimado em 2016 foi de 7,8 L de alcool
puro per capita. Esses dados sugerem uma reducdo no consumo de alcool pela populacéo
brasileira em relagdo a 2010 (8,81 de alcool puro per capita). Estima-se que homens consumam
13,4 L por ano, e as mulheres, 2,4 L. Vale destacar que o0 consumo esta abaixo da média da
regido das Ameéricas (8l de alcool puro per capita); porém maior do que a média mundial de
6,4 L.

Em torno de 5,1% da carga global de doencas foi atribuivel ao consumo do élcool, o que
equivale a 139 milhGes de anos de vida ajustados por incapacidade (disability adjusted life years
— DALY). A maior parte das lesdes e acidentes fatais decorrentes do uso do alcool ocorre em
grupos etérios relativamente jovens. Na faixa etaria de 20 a 39 anos, aproximadamente 25% de
todas as mortes sdo atribuiveis ao alcool (OMS, 2015).

O Il Levantamento de Alcool e Drogas (LENAD) mostra que apesar de a taxa de
abstinéncia permanecer a mesma nos ultimos anos (48% em 2006 e 52% em 2012), houve um
aumento de 20% na proporcao de bebedores frequentes (bebem uma ou mais vezes na semana),
que foi de 45% em 2006 para 54% em 2012. O destaque mais significativo verificado pelo Il
LENAD foi 0 aumento de mulheres bebedoras frequentes, que passou de 29% em 2006 para
39% em 2012 (LARANJEIRA, 2013).

O Il Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Psicotropicos no Brasil, evidenciou que
68,7% da populagdo consome alcool na vida sendo, a regido de maior consumo a sudeste com
80,4%; e a de menor consumo a regido norte, com 53,9%. Segundo 0 mesmo levantamento, a
faixa etaria de maior preocupacédo seria de doze a dezessete anos e 0s homens apresentaram
vidéncia de uso 11,4% e as mulheres apresentaram 8,9% (GALDUROZ & CARLINI, 2002).

Sabe-se que dezoito em cada cem brasileiros sdo dependentes de bebida alcoolica.
Pesquisas mostram que o0 habito de beber entre criancas e adolescentes vem aumentando
assustadoramente. O uso precoce do alcool, como vem ocorrendo entre adolescentes, média de

treze anos de idade (WHOSIS, 2010), antecipa 0s riscos graves a saude podendo promover
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hepatite alcodlica, gastrite, sindrome de mé absorcéo, hipertensdo arterial, acidentes vasculares,
cardiopatias, diferentes tipos de cancer, polineurite alcoolica (dor, formigamento e cdibras nos
membros inferiores) e pancreatite (CORDEIRO, 2012).

A ingestdo de bebida alcoolica, mesmo em pequena quantidade, compromete a
capacidade de dirigir veiculos. E importante frisar que 75% dos acidentes fatais de transito,
muitos deles com mortes (aproximadamente 29 mil/ano), e sequelas de deficiéncias multiplas
tém como causa o alcool, conforme os dados da Associagio Brasileira de Estudos do Alcool e
Outras Drogas (ABEAD) (OMS, 2008). Gasta-se cerca de R$ 310 milhdes relativos a
internagdes decorrentes do uso abusivo e da dependéncia do alcool, conforme dados do
Ministério da Saude (LARANJEIRA, 2013).

O consumo nocivo do alcool esta relacionado com mais de 200 tipos de doencas e lesdes.
Cancer, cirrose, desordens mentais e comportamentais, etilismo cronico (doenca psiquiatrica
cronica e progressiva - dependéncia), sdo frequentemente associadas ao uso do alcool. No
entanto, uma propor¢do importante da carga de doenca atribuivel ao &lcool é decorrente de
lesbes ndo intencionais e intencionais, incluindo-se aquelas devidas a acidentes de transito,
violéncias e suicidios. Recentemente, o alcool também tem sido implicado na causalidade de
doengas transmissiveis, como tuberculose e HIV/AIDS. A maior parte das lesbes fatais
decorrentes do uso do alcool ocorre em grupos etarios relativamente jovens. Na faixa etaria de
vinte a trinta e nove anos, aproximadamente 25% de todas as mortes sdo atribuiveis ao alcool.
(LARANJEIRA, 2013; PETIT et al., 2013)

Resultados da Pesquisa Nacional de Satde em 2013, sobre o consumo abusivo de alcool
no Brasil segundo caracteristicas sécio-demograficas e de salde apontam que 0s homens bebem
mais que as mulheres, adultos jovens nas idades entre dezoito e vinte e nove anos, de cor da
pele negra, fumantes ocasionais, de salide boa ou muito boa e sem morbidades referidas. Assim,
a prevaléncia do consumo abusivo de alcool apresenta diferencas segundo caracteristicas socio-
demograficas e de saude (GARCIA, 2015).

Todas as consequéncias nocivas do consumo de bebidas alcodlicas estéo relacionadas a
maneira de beber dos usuarios. Evidéncias cientificas vém demonstrando a importancia do
conhecimento do padrdo de consumo do alcool que, associado ao volume alcoolico total

consumido, tem sido importante fator indicativo de problemas de satide (REHM et al, 2006).
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1.1.2 Padrdes de Consumo

Os padr@es de consumo de bebidas alcodlicas sdo identificados através da obtencao de
informacdes sobre a frequéncia e a quantidade de ingestdo de alcool. De acordo com esse
critério, identificam-se os bebedores em padrdo de consumo moderado (ou de baixo risco), o
binge drinking (BD) ou beber pesado episodico (BEP), o0 uso nocivo/abuso e a dependéncia
alcodlica. A ingestacdo pode ser continua ou intermitente, de forma aguda ou cronica
(GUNZERATH et al, 2004; LARANJEIRA et al, 2007; OMS, 2014).

O consumo moderado de alcool é o padrdo em que a ingestdo alcodlica, por si s6, ndo
acarreta maleficios a satide do individuo, portanto, € considerado de baixo risco (GUNZERATH
et al, 2004). Em termos de unidades de bebida, corresponde ao consumo de até quatorze
unidades alcoolicas (UA) semanalmente para homens e sete para mulheres, tendo como
unidade-padrédo alcodlica a taxa de 14g de EtOH puro. Para um consumo diario, traduz um
limite de duas UA (28g) para homens e apenas uma (14g) para mulheres. Nessa quantidade, o
uso moderado é incapaz de causar problemas individuais ao bebedor, nem problemas a
sociedade (OMS, 2002).

Segundo a OMS, o padrdo de consumo nocivo, também chamado de problematico, é
aquele no qual o individuo acumula algum prejuizo em qualquer ambito de sua vida e pode
estar associado a doenca fisica e mental. Para KERR-CORREA (2005), o padrdo de consumo
nocivo o qual com maior frequéncia torna o individuo dependente quimico, é aquele
caracterizado pela presenca de sinais como tolerdncia ao consumo de alcool, abstinéncia e
sensacdo de perda do controle sobre 0 modo de beber. Entretanto, vale ressaltar que qualquer
categoria estd sempre associada a avaliagdo das chances de o usuario desenvolver doencas
cronicas secundarias ao se expor por longos periodos a uma determinada quantidade por dia
(OPAS, 2006).

O “binge drinking” é definido como o padrdo de uso que pode implicar em alta
probabilidade de danos fisicos ou mentais mais tardios, porém ndo relacionado a problemas
médicos ou psiquiatricos em uma fase mais precoce (OMS, 2015). E padrdo de consumo
desregrado durante dois ou trés dias, ou mesmo em um final de semana. Alguns pesquisadores
definiram como o consumo de mais de sessenta (60) gramas de alcool etilico para homens ou
de cinquenta (50) gramas ou mais para mulheres em um mesmo momento. N&o existe um
consenso mundial sobre o nivel de consumo alcodlico que caracteriza este padréo de uso. A
OMS estabeleceu como critério para classificar como bebedor binge drinking, o individuo que

consome um volume alcodlico excessivo em um curto espago de tempo. Binge é ainda
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caracterizado por episodios repetidos de consumo excessivo de alcool levando a intoxicacéo
seguida pela abstinéncia (OMS, 2014).

Em 2005, o National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism - EUA (NIAAA)
definiu “binge drinking” como o padrdo de beber que provoca uma concentracao alcoolica
sanguinea (BAC - blood alcohol concentration) igual ou acima de 0.8 g/L. Isso significa, em
um adulto tipico, um consumo de setenta (70) gramas de EtOH ou mais para homens ou de
cinguenta e seis (56) gramas ou mais para mulheres em um periodo de duas horas. Essa dosagem
é equivalente a cinco e quatros doses no minimo para homens e mulheres, respectivamente.
Essa diferenca de 5/4 entre homens e mulheres se deve a menor taxa de metabolismo géstrico
do alcool nas mulheres, elevando com isso os niveis de alcool no sangue, quando comparado
com os homens para a mesma quantidade (KEER-CORREA, 2008). A definicdo 5/4 é
consistente com os resultados que ap6s o consumo desta quantidade ou acima, os individuos
tornam-se vulnerdveis a problemas graves relacionados com o &lcool (vandalismo, brigas,
ferimentos, acidentes, problemas com a policia, etc.) e subsequentes consequéncias negativas
em relacdo a salde e problemas sociais, econdémicos ou legais (LARANJEIRA, 2007).

O termo beber pesado episodico (BPE) tem sido utilizado como um substituto para o
binge drinking. Caracterizado pelo consumo de pelo menos 60g de EtOH em uma Unica ocasiao,
0 BPE ndo qualificaria o bebedor para o diagnostico de uso nocivo do alcool. Porém,
implicitamente promoveria uma situacdo de exposi¢do do individuo a uma série de prejuizos
alcool-induzidos (ANTONY, 1998). Beber 60g de EtOH em uma Unica ocasido, bem como
acima desse valor, pode promover intoxicacdo alcodlica, a qual com certa frequéncia gera
importantes  modificacdes  neurofisiolégicas, como  desinibicdo  comportamental,
comprometimento cognitivo, déficit de atencdo, falta de discernimento e de julgamento e
diminuicdo da coordenacdo motora (LARANJEIRA et al, 2007).

Esse padrdo de consumo também aumentou de 45% em 2006 para 59% em 2012 entre
os bebedores, e entre as mulheres de 36% em 2006 para 49% em 20012 (Il LENAD, 2013). E
importante ressaltar que essa entrevista foi realizada com individuos a partir dos 14 anos de
idade em diante.

Entender o padrdo de consumo de alcool é um fator crucial ao se analisar as
interferéncias que este causa na saude dos individuos. Os que bebem apenas em ocasides sociais
(aniversarios, casamentos, formaturas e etc) sdo menos susceptiveis as alteragdes alcoolicas do
gue aqueles onde o ato de beber se mostra uma pratica constante e abusiva (LARANJEIRA,

2007). Na tabela 1 retratamos os efeitos do etanol no organismo, desde de uma alcoolemia de
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0,1g de etanol por litro de sangue, ressaltando o intervalo de 0,6g a 1g, onde se configura o
padrdo binge.

ALCOOLEMIA (g/L) EFEITOS NO ORGANISMO

0,1-0,5 Mudanca sutil no estado de animosidade

1,0-1,5 Comprometimento motor com andar

“cambaleante”

3,0-3,9 Perda da consciéncia, paralisia e risco de morte

Tabela 1. Apresentacdo da alcoolemia e seus efeitos no organismo humano. Adaptada de CISA (2018) e OMS
(2007).

1.1.3 Metabolismo

Independente dos padrdes de consumo do alcool abordados anteriormente, as diferencas
individuais do seu metabolismo podem colocar algumas pessoas em maior risco de desenvolver
problemas relacionados ao alcool que outras. O corpo pode metabolizar apenas certa quantidade
de alcool a cada hora. Esse montante varia amplamente entre os individuos e depende de uma
série de fatores, incluindo o tamanho do figado e massa corporal (CISA, 2018).

A absorcéo do alcool se faz por difusdo simples no estbmago (20%) e intestino delgado
(80%), e somente 2 a 10% do seu contetdo é absorvido, sendo a maior parte (80-90%) oxidada
principalmente no figado (ZAKHARI, 2006). A diluicdo, o esvaziamento gastrico, presenca de
alimentos sélidos e dgua séo fatores que interferem na absorcao do alcool. A taxa de absorcao
do alcool é menos rapida quando a sua ingestdo se faz simultaneamente com alimentos ricos
em carboidratos ou gorduras, os quais retardam a absorcao e o peristaltismo respectivamente,
prolongando o tempo de permanéncia do alcool no estbmago. Assim, a concentracdo de alcool
que chega a corrente sanguinea (alcoolemia) é consideravelmente menor (MEAD & SARKAR,
2014, BOBE & BODE, 1997).

A diluicdo da bebida alcodlica é outro fator de extrema importancia para a alcoolemia.

Bebidas destiladas com 40% de alcool como o uisque, por exemplo, retardam o esvaziamento
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gastrico e inibem a absorcdo do alcool; enquanto bebidas com concentracGes entre 20% a 30%
elevam a alcoolemia em um curto periodo de tempo. Quando no sangue, as moléculas de EtOH
sdo transportadas para todos os tecidos que tém células com alta concentragdo de dgua como
cérebro, figado, coracdo e rins (ZAKHARI, 2006).

Quando no figado, a oxidacdo do EtOH pode ser realizada por meio de trés caminhos
distintos nos hepatdcitos: via desidrogenase alcoolica (ADH), que ocorre no citosol da célula,
via sistema microssomal de oxidagdo de EtOH no reticulo endoplasmatico ou via catalase nos
peroxissomas. Todos estes processos de oxidacdo do EtOH produzem metabdlitos especificos
e resultam na producdo de acetaldeido, composto altamente téxico (SETSHEDI, 2010,
ZAKHARI, 2006) que em grandes concentracdes, principalmente no cérebro, ocasiona danos
ao organismo. O acetaldeido formado pelas trés vias sera oxidado em acetato e agua pela enzima
metabolizadora aldeido desidrogenase (ALDH) e na fase final do metabolismo, o acetato é
convertido em acetil coenzima A (Acetil CoA) que entrard no ciclo do &cido citrico,
transformando-se em didxido de carbono e 4gua (SETSHEDI et al., 2010; ZAKHARI, 2006).

ETANOL

NADPH +H + 0, NAD+ H-0-
ADH C C
NADP* + 2H,0 D e NADH*2H.0 CAY 2H;0

l

ACETALDEIDO
NAD+
ALDH C
NADH+ 2H.0
ACETATO

|

ACETIL CoA

Figura 1. Resumo do metabolismo do EtOH através das trés vias: Alcool desidrogenase (ADH), catalase (CAT)
e sistema microssomal de oxidag&o do etanol (MEQS). Fonte: Adaptado de CISA (2018).

A concentracdo maxima de EtOH na corrente sanguinea é atingida apds trinta a noventa
minutos e seus efeitos dependerdo da alcoolemia. O cérebro por sua vez responde a
concentracdo ascendente de alcool no sangue e geralmente o individuo desmaia antes mesmo

de ingerir uma dose letal, porém diferentemente das células do figado que podem se regenerar
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apos a exposicdo excessiva de alcool, as do cérebro ndo possuem essa capacidade (ZAKHARI,
2006). A tabela 1 mostra a relacdo alcoolemia e sintomatologia.

1.2 Efeitos do Etanol no Sistema Nervoso Central

Os efeitos do consumo de alcool séo sentidos em varios sistemas organicos. Entretanto,
0s sistemas digestorio e nervoso sdo especialmente vulneraveis a exposicdo ao EtOH. Como
toda droga psicotrdpica, atua no sistema nervoso central (SNC) podendo causar dependéncia e
mudanca no comportamento em quaisquer idades e situacéo socioecondmica (OMS, 2014).

Consumido de forma aguda pode levar a alteracdo das funcBes cognitivas, as quais
podem persistir nas fases iniciais da abstinéncia. Os efeitos do consumo crénico sdo mais
significantes e preocupantes no ambito da qualidade de vida de seus usuarios. O consumo
crénico continuo culmina em deterioracdo das fungbes neuroldgicas, produzindo alteracbes
morfoldgicas e neuroquimicas no SNC. Por outro lado, o consumo cronico intermitente,
equivalente ao consumo de fim de semana, promove uma queda do metabolismo energético dos
sistemas neuronais, contribuindo para o processo de neurodegeneracdo e deterioracdo das
funcdes cerebrais (GARCIA-MORENO et al, 2008).

Percebe-se a intoxicacdo alcodlica por um desequilibrio das funcdes excitatdrias e
inibitdrias do encéfalo onde os individuos passam por dois periodos, um que estimula o SNC
podendo ocorrer euforia e desinibi¢do, outro que deprime levando ao descontrole, falta de
coordenacdo motora e sono (CISA, 2018). Esse paradoxo é explicado pelo efeito dose
dependente do alcool. Concentragcbes sanguineas abaixo de 50mg/dl de EtOH causam um efeito
semelhante ao de estimulantes, de 50 a 100 mg/dl o efeito depressor reflete distlrbios no
equilibrio, concentracdo e aumento do tempo de resposta e concentracdo entre 100 em 150
mg/dl percebe-se ataxia, fala arrastada e prejuizo da funcdo motora e mental, incluindo
distrbios na memodria de curta duragdo. Concentracdes acima de 150mg/dl levam
progressivamente a perda dos sentidos, coma e morte por parada respiratoria (Tab. 1). Portanto,
sendo consumido em excesso e em padrao binge, o alcool € visto como um sério problema de
salde, ja que esse excesso pode estar associado a acidentes de transito, violéncia e doencas
(CISA; SINFORIANI et al, 2011).

Quando comparado com outras substancias de abuso, o EtOH possui estrutura quimica
simples e baixa toxicidade enquanto outras drogas que mesmo em baixas doses, podem
provocar intoxicagdo mais rapida e significativamente. Entretanto, EtOH é uma substancia que

facilmente atravessa a barreira hemato-encefélica, interferindo sobre diferentes sistemas
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neurotransmissores como 0 gabaérgico, glutamatérgico, opidide, serotoninérgico,
noradrenérgico e colinérgico (TABAKOFF, et al., 1983; KORPI, 1994). Tais interagdes estdo
associadas a alteracBes comportamentais e cognitivas, adicionadas de déficit de memodria,
linguagem, atencdo, aprendizagem, habilidades visuo-espaciais, funcgdes executivas,
habilidades motoras e funcionamento social e adaptativo (KORPI, 1994).

O efeito depressor do SNC observado pelo uso do &lcool estd principalmente
relacionado a sua afinidade por receptores GABAa. Este receptor esta presente em mais de 20%
dos neur6nios cerebrais e € responsavel pela inibigcdo sinaptica mediada pelo neurotransmissor
GABA (4cido gama-aminobutirico), o principal neurotransmissor inibitério do SNC
(WOODWARD, 1994). De fato, a interacdo do alcool com receptores GABA« pode explicar
os efeitos ansioliticos observados pelo seu uso.

Um conjunto substancial de evidéncias experimentais em humanos e animais
demonstram a vulnerabilidade do sistema nervoso central para os efeitos do EtOH e que
exposicdo ao EtOH durante a ontogenia cerebral pode causar anormalidades irreversiveis das
estruturas e funcdes do cérebro (GUERRI et al., 2010; ARIAN et al., 2013). Na fase de transicédo
entre a infancia e a vida adulta, ou seja, na adolescéncia, 0 SNC ainda se encontra em
desenvolvimento. Desta maneira, suas vias neuronais podem se tornar mais suscetiveis aos
danos causados pelo alcool levando ao comprometimento de varias funges. Em um periodo
repleto de mudangas fisicas, psicoldgicas e sociais, sob os efeitos do alcool, os jovens ficam

mais propensos a comportamentos de risco (LARANJEIRA, 2007).

1.2.1 Alteragdes Morfofuncionais do Cérebro na Infancia e Adolescéncia

A adolescéncia € um periodo da vida que se estende dos doze (12) aos dezoitos (18)
anos em humanos e em roedores, de vinte e oito (28) dias aos quarenta e dois (42) dias p6s-
natal (DPN). Durante a infancia e adolescéncia sdo muitas as semelhancas compartilhadas entre
as especies de mamiferos como as alteracbes hormonais, comportamentais e neurais,
justificando desse modo, o emprego de modelos animais para contribuicdo da pesquisa
cientifica nessa fase do desenvolvimento humano (SPEAR, 2004).

O encéfalo adolescente em transicdo, apresenta diferencas anatbmicas e neuroquimicas
em relacdo ao adulto. A adolescéncia é um periodo de transi¢do gradual entre a infancia e a
idade adulta, caracterizada por uma série de eventos que dificultam a percepcao de seus limites
de inicio e termino do periodo. Vale ressaltar que a obtencdo da maturidade sexual chamada de
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puberdade, faz parte dessas transi¢cGes que caracterizam a adolescéncia (CREWS et al., 2007,
SPEAR, 2000).

Durante o desenvolvimento funcional do encéfalo, que se estende até o final da
adolescéncia, ocorrem varias mudancas na sua morfologia, composicéo e volume. Na fase pré-
natal e neonatal observa-se um aumento no peso do cérebro, mas é na infancia e adolescéncia
que ocorre a maturagdo das vias neuronais, que conectam regides individuais
significativamente importantes para o sucesso das fungdes cognitivas, motoras e sensoriais do
encéfalo por todo desenvolvimento até a idade adulta (CREWS et al., 2007).

Em um periodo que abrange os primeiros anos da infancia ocorrem mudancas rapidas
no cérebro. As formas cerebrais se refinam numa complexa rede de conexdes através de
processos como sinaptogénese, poda e mielinizacdo. Esse processo de génese de conexdes é
biologicamente dirigido, entretanto pode ser moldado pelas experiéncias vivenciadas. Esse
dinamismo ocorre durante toda a adolescéncia e o cérebro produz mais sinapses do que o
necessario, tornando fundamental o processo de poda ou retirada das mesmas. O processo de
mielinizacdo também continua durante a primeira infancia e € a principal causa do aumento no
tamanho do cérebro de uma crianca. Nos primeiros seis anos de vida, o cérebro atinge 90% do
seu tamanho adulto, enquanto que durante a adolescéncia as maiores mudangas ocorrem nas
regides corticais relacionadas com atividades cognitivas e emocionais (CREWS et al. 2007,
LOECHES e GUERRI, 2011). Ao longo da adolescéncia, a quantidade de substancia branca
aumenta de forma linear, ao passo gque a quantidade de substancia cinzenta segue um padréo de
U invertido (GODTAY et al., 2004; TOGA e THOMPSON, 2003; SOWELL et al., 2004).
Através do processo de poda sinaptica, conexdes nao utilizadas sdo consideradas nao
essenciais, e eventualmente o cérebro poda-as para aumentar a sua eficiéncia, as usadas
regularmente se tornam mais fortes e mais complexas devido ao aumento da mielinizacdo. As
primeiras areas do cérebro podadas sdo aquelas que envolvem funcBes primarias, tais como
areas motoras e sensoriais (CREWS e LOECHES, 2011).

Alteragdes significantes sdo observadas em extensdes secundarias e terciérias do cortex
cerebral, 0 que ndo apenas abrange os componentes do cértex temporal, parietal, e pré-frontal,
mas também as alteracfes em estruturas subcorticais chave dentro do lobo temporal medial,
incluindo a amigdala, hipocampo e estruturas cerebrais com alta densidade de receptores de
esteroides sexuais (GOGTAY et al., 2004; TOGA e THOMPSON, 2003; SOWELL et al.,
2004).
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Algumas mudangas mais significativas no cérebro em desenvolvimento ocorrem no
cortex pré-frontal (CPF), cujo volume diminui da adolescéncia para a idade adulta jovem. O
CPF ¢ a parte mais anterior dos lobos frontais, altamente envolvido em funcbes cognitivas
complexas. Além do gerenciamento das func@es executivas e da memdria de trabalho, esta area
cortical, que integra informacdes provenientes de diversas regides corticais e subcorticais,
também tem um papel significativo no estado de alerta, estresse e emog¢ao. Também contribui
para tarefas especificas, como a recompensa comportamental, atencdo, aprendizagem e
memoria. Durante a adolescéncia, a mielinizagdo e poda sindptica no cortex pré-frontal
aumenta, melhorando a eficiéncia do processamento de informacdes e as conexdes neurais entre
0 cOrtex pré-frontal e outras regides do cérebro sdo reforgadas (PASCUAL et al., 2014). Por
causa de suas funcgdes de elevada complexidade, um grande nimero de distarbios neurolégicos
e psiquiatricos, em diferentes faixas etarias, envolvem, primaria ou secundariamente, alteracdes
desta regido cortical ou de outras areas cerebrais altamente relacionadas ao cortex pre-frontal
(DE BELLIS et al.,2005; MEDINA et al., 2008).

1.2.2 Efeitos do Etanol no Cérebro em Desenvolvimento

Uma seérie de estudos publicados na Gltima década sugeriu que binge drinking pode ter,
em longo prazo, consequéncias adversas durante este estagio de maturacao do cérebro. Estudos
relatam déficits comportamentais e cognitivos resultantes da neurotoxicidade sobre céerebro
adolescente altamente vulneravel, assim como aumento da predisposicdo a dependéncia ao
alcool e vicio na idade adulta (OLIVEIRA et al., 2015; CANTACORPS et al.,, 2018;
FERNANDES et al., 2018; GUERRI & PASQUAL, 2010; MAYNARD & LEASURE, 2013;
PASCUAL et al., 2014)

As manifestagbes comportamentais caracteristicas da adolescéncia sdo, aumento da
impulsividade, ansiedade, busca de sensacdes de riscos e baixos niveis de prevencao de danos
(CREWS e HODGE, 2007). As mudancas nessa fase sdo decorrentes das alteracdes hormonais,
0 que pode explicar o padrdo de inicio de consumo do alcool e de drogas (CECCARELLI et al,
2007; WITT, 2007). Outro aspecto importante é o desenvolvimento tardio dos circuitos do
cortex pré-frontal (CPF) envolvidos no julgamento e controle inibitério. Danos induzidos pela
intoxicacdo alcodlica nesta regido, podem também predispor os adolescentes a comportamentos
impulsivos e desconsideracdo as consequéncias negativas, aumentando o risco de abuso de
drogas (CREWS & BOETTIGER, 2009).
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O alcool é uma substancia depressora das funcbes cerebrais e do SN, podendo induzir
mudancas morfofuncionais de modo consideravel, promovendo uma deterioracdo
neurofisiopsicoldgica. Como é um potente toxico celular, pode promover a morte das células,
bem como de afetar o processo de proliferacédo, apresentando efeitos graves sobre as células
neurais em desenvolvimento, sendo igualmente prejudicial as células diferenciadas como
evidenciado em estudos in vitro (BOTELLA, 2003).

Pesquisas clinicas e experimentais demonstram que o alcool afeta funcdes cerebrais de
adolescentes e adultos de forma diferente. Os adolescentes sdo mais vulneraveis aos efeitos
deletérios do alcool sobre fun¢des comportamentais (ZEIGLER et al., 2005). As anormalidades
estruturais séo evidenciadas (De BELLIS et al, 2005; MEDINA et al., 2008) especialmente nas
areas envolvidas no processamento de memoria e aprendizagem, tais como o hipocampo e o
cortex pré-frontal (PFC) de adolescentes com transtornos relacionados ao uso do alcool (AUD).

Os adolescentes que deram inicio ao consumo de EtOH mais precocemente, quando em
comparacao com os individuos que comegaram mais tarde, apresentaram menores volumes do
hipocampo (DE BELLISe et al., 2000; NAGEL et ai., 2005) e estes efeitos sdo independente
de outros transtornos de conduta de comorbidade (NAGEL et al.,, 2005). Estudos de
neuroimagem mostraram ainda anormalidades no PFC, incluindo as diferengas de substancia
branca em adolescentes com AUD (De BELLIS et al, 2005; MEDINA et al., 2008).

As anormalidades volumétricas no CPF sdo vistas nos jovens dos dois géneros com
AUD, entretanto em mulheres esses volumes de contrapartes mostram-se menores do que em
homens que, por sua vez, apresentam volumes maiores em comparacdo com controles do
mesmo sexo. Estudos de neuroimagem funcional reportam que individuos homens com AUD
aumentam ativacdo frontal, ao passo que as mulheres exibem limitada ativacdo frontal em
resposta @ memoria de trabalho espacial (MEDINA et al., 2008).

O EtOH também induz a maiores deficiéncias no funcionamento do cérebro e no volume
de substancia cinzenta no sexo feminino do que nos homens, sugerindo que os adolescentes do
sexo feminino sdo mais vulneraveis do que os homens aos efeitos adversos do alcool, e podem
ter um risco aumentado de déficits comportamentais. Mulheres alcodlatras também parecem
ser mais suscetiveis a reducdo da massa cinzenta do lobo frontal do que os homens
(CALDWELL et al., 2005; HOMMER et al., 2001). Essa vulnerabilidade feminina pode ser
influenciada, entre outros fatores, pela expressdo de genes relacionados a maior
neurotoxicidade alcool-induzidas em mulheres, aumentando a concentracdo de alcool no

sangue apesar de padrdes de beber semelhantes e diferengas de metabolismo do alcool
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(HASHIMOTO & WIREN, 2008). Diferengas hormonais nos receptores em resposta ao alcool
podem também desempenhar um papel importante nestas diferencas de género. Niveis de
receptores hormonais estao associados com diferencas de género no funcionamento do cérebro
durante tarefas espaciais e também com alteracBes induzidas pelo alcool em distribuicdes
hormonais, o que poderia explicar parcialmente as diferengas de género observadas nas
anormalidades neurais alcool-relatadas (KIM et al., 2003; WILLIAMS & MECK, 1991).

Modelos animais de exposicao binge ao EtOH replicam o padréo de dano cerebral visto
em humanos que bebem em binge (MAYNARD e LEASURE, 2013). Esses modelos tém
demonstrado déficits motores e de aprendizagem complexos associados com menor volume do
I6bulo paramediano do cerebelo e diminui¢do do nimero sinapses de fibras paralelas sobre as
células de Purkinje. A exposicdo neonatal diminuiu também o nimero de células de Purkinje,
independentemente do tipo de exposi¢do, sendo mais prejudicial nos dias pés-natal (DPN) 4-6.
Deficiéncias motoras sdo sinais comuns de transtornos de espectro alcodlico fetal (FASD) em
seres humanos, em parte devido aos efeitos do EtOH sobre o cerebelo. Alguns trabalhos
mostram criancas com prejuizos na coordenacdo motora de olho e méao e vermes cerebelares de
menor volume quando comparado com controles pareados de mesma idade (GUERRI et al.,
2007).

Perdas celulares hipocampais sdo vistas em modelos animais de exposi¢do ao alcool,
assim como diminuicdo da neurogénese no giro denteado (GD), uma regido neurogénica no
cérebro adulto. Esses efeitos combinados, morte celular mais diminuicdo da neurogénese estdo
associados com uma grande perda de neurénios granulares do GD logo apds exposicao Unica
binge (MAYNARD e LEASURE, 2013).

1.3 Aspectos Morfofuncionais da Memoria e Aprendizagem

O entendimento dos mecanismos de funcionamento da memoria e as estruturas
encefalicas envolvidas em sua formacédo constitui um dos grandes desafios da ciéncia. Existe
dificuldade de até mesmo defini-la, uma vez que a memoria ndo ¢ um “bloco” tnico, mas
diversos sistemas agrupados sob um mesmo nome (ROEDIGER et al. 2007). E mais, depende
também da especialidade na qual sera aplicada. Segundo Kandel (2014), a identidade do
individuo é construida a partir de experiéncias vivenciadas e armazenadas em suas memadrias.
Uma das definicbes mais usadas é a de memdria como a capacidade de guardar a informacgéo
aprendida para posteriormente ser utilizada. Para lzquierdo (2011), memoria € a aquisicao, a

formacéo, a conservacdo e a evocacdo de informacoes.
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A fase de aquisicdo é também chamada de aprendizagem e a de evocacéo, recuperacao
e lembranca. A memoria é uma das fungGes cognitivas mais complexas que a natureza produziu,
e as evidéncias cientificas sugerem que o aprendizado de novas informacdes e 0 seu
armazenamento causam alteracOes estruturais no sistema nervoso. As memdarias sdo codificadas
por neurdnios, armazenadas em redes neurais e evocadas por essas mesmas redes ou outras.
Sao moduladas pelas emocdes, pelo nivel de consciéncia e pelo estado de animosidade (LENT,
2010).

Devido ao substancial nimero de pesquisas e 0 avanco tecnoldgico, atualmente se
conhece melhor os mecanismos de funcionamento da memoria e das estruturas cerebrais
relacionadas em sua formagdo, mas muitas questdes permanecem em discussdo. Existem
diferentes tipos de memoria, e determinadas regides cerebrais sdo muito mais importantes para
alguns tipos que para outros. Soma-se a isso o fato de que diferentes tipos de memdria sdo
armazenados em sistemas neurais distintos (KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 1997).

1.3.1 Localizacdo e Tipos de Memorias

A primeira sugestao de que alguns aspectos da memdria tém localizagdes especificas no
cérebro humano, surgiu em 1938, com o trabalho do neurocirurgido Wilder Penfield (SQUIRE,
1992ab). Penfield foi o pioneiro no tratamento neurocirdrgico da epilepsia focal porque
desenvolveu uma técnica de estimulacdo elétrica que propiciava a resseccdao cirurgica,
minimizando o dano as funcBes corticais do paciente. Utilizando este método, verificou,
ocasionalmente, que a estimulacao elétrica produzia o que chamou de resposta experiencial, na
qual o paciente descrevia uma recordacdo coerente de uma experiéncia anterior (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 1997; KANDEL, 2014). Essas respostas, semelhantes a memdria, so
eram produzidas por estimulacéo exclusiva dos lobos temporais. Entretanto, todos os pacientes
estudados por Penfield apresentavam focos epilépticos no lobo temporal, e os locais de onde
eram provocadas essas respostas experienciais eram proximos a esses focos. Desse modo, as
respostas experienciais poderiam ser resultado de atividade convulsiva localizada (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 1997).

O papel dos lobos temporais na memdaria foi melhor definido no inicio da década de 50
através dos estudos de Brenda Milner sobre os efeitos terapéuticos da ablagéo bilateral do lobo
temporal em pequeno grupo de pacientes portadores de epilepsia temporal (LENT, 2008;
SCOVILLE & MILNER, 1957). O primeiro caso melhor estudado dos efeitos da remocéo de

partes dos lobos temporais sobre a memoria foi o de um paciente que sofria de crises epilépticas
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intrataveis farmacologicamente hd mais de 10 anos. Esse paciente, Henry Molaison, era incapaz
de trabalhar ou de levar uma vida normal. Como ultimo recurso de tratamento, foi removida a
superficie do lobo temporal em ambos os lados do encéfalo, incluindo o hipocampo (ablagéo
da parte medial dos lobos temporais). Esse tratamento experimental foi efetivo em relacdo a
epilepsia, mas imediatamente apds a cirurgia, Henry passou a apresentar um devastador déficit
de memdria. Lembrava-se dos eventos que precederam a cirurgia e, nitidamente, dos eventos
de sua infancia, mas quando aprendia uma nova tarefa era incapaz de reter essa informacao por
mais de um minuto. Desde a época de sua cirurgia, em 1953, Henry ficou incapacitado de
converter uma nova memoria de curto prazo em uma memoria permanente, de longo prazo
(KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 1997). O prejuizo cognitivo desse paciente se restringiu a
aquisicdo de memorias de longa duracdo. Essa incapacidade de reter informacdes aprendidas
apos a cirurgia é conhecida como amnésia anterdgrada. A partir dai, se tem conhecimento de
que o hipocampo é uma estrutura fundamental para a consolida¢do da memoria.

Entretanto, além de seu papel fundamental na aprendizagem e memdria, 0 hipocampo
exerce um importante mecanismo de retroalimentacdo negativa sobre o eixo hipotalamo-
hipofisario adrenal (HPA), e, portanto, estd intimamente relacionado com a modulacdo da
emoc¢do (HERMAN et al., 2005; RUSSO et al., 2012). Uma série de estudos experimentais
mostrou que o hipocampo ndo atua como uma estrutura unitaria, e que seu papel fisioldgico
pode ser dividido em duas importantes areas topogréficas: a por¢do dorsal e a por¢do ventral.
De acordo com essa divisdo, a porcdo dorsal esta diretamente envolvida com fungdes cognitivas
como aprendizagem e memdria espacial e contextual. Por outro lado, a porcao ventral participa
preferencialmente nos processos relacionados ao estresse e ansiedade. Neste sentido, além da
questdo cognitiva mediada pela porcédo dorsal, o hipocampo também poderia estar participando
ativamente na sensibilizacdo locomotora através da modulacdo de aspectos emocionais, via
porcdo ventral (BANNERMAN et al., 2004, FANSELOW e DONG, 2010).

Acredita-se que as memorias consistam basicamente na modificagdo da forma e,
portanto, da funcdo das sinapses que intervieram na formacao dessas memorias. A maioria das
informacBes que constituem memarias é aprendida através dos sentidos em episodios que sdo
denominados experiéncias. Algumas, porém sdo adquiridas pelo processamento interno de
memorias preexistentes, modificadas ou nédo, o que, em inglés, se chama insight. Ha tantas
memorias possiveis como ha experiéncias e insights. Porém, é atil classificar as memorias de

acordo com sua funcdo, conteudo e duracéo (IZQUIERDO, 2011).
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Os seres humanos possuem pelo menos dois sistemas qualitativamente diferentes de
armazenamento da informagcao, que sdo normalmente designados como memdria declarativa ou
explicita e ndo-declarativa ou implicita (também chamadas de "memdria de procedimento” ou
“procedimental”) (KANDEL, et al., 2014; EICHENBAUM, 2001). De maneira ampla, a
memoria declarativa refere-se ao armazenamento do material que estd disponivel a
consciéncia, podendo ser verbalizado (expresso mediante a linguagem), e a memoria néo-
declarativa refere-se aquela memaria ndo disponivel a percepcao consciente, pelo menos néo
de forma detalhada, estando associadas a comportamentos, habitos e habilidades (KANDEL,
2014). Incluem-se nesta segunda categoria atividades motoras complexas, como dirigir um
automavel, tocar piano ou andar de bicicleta.

Segundo o critério temporal, a memoria é classificada de acordo com o tempo que
permanece disponivel apds a aquisicdo. Memdria de longa duracéo ou longo prazo (MLP) é
a que pode ser evocada dias, semanas ou anos depois de formada. Quando a memdria puder ser
evocada por um curto periodo apds sua aquisicao, é chamada de memoria de curta duragéo ou
curto prazo (MCP). Memoéria imediata (M) é aguela que se mantém alguns segundos durante
uma atividade. (IZQUIERDO et al., 1998; McGAUGH, 2002). Apesar de existir uma proposta
de reclassificacdo de tipos de memoria, de modo a enquadra-las baseado em sua forma e
estrutura, as nomenclaturas classicas ainda predominam (HENKE, 2010).

Embora o hipocampo esteja intimamente envolvido na formagdo de novas memorias,
tem sido sugerido que ele armazena contetdos por um periodo de tempo limitado apds a
aprendizagem. Com o passar do tempo, seu papel na memdria diminui e uma memaoria mais
permanente torna-se gradualmente independentemente da formacdo hipocampal, sendo,
provavelmente, armazenada no neocortex (ZOLA-MORGAN & SQUIRE, 1990).

Importantes contribuicBes acerca dos sistemas encefalicos responsaveis pelo
armazenamento de curta duracdo da informacao declarativa foram obtidas dos estudos clinicos
da amnésia apls lesdo/resseccdo cirurgica. Através dos mesmos, temos evidéncias da
importancia do diencéfalo e das estruturas do lobo temporal medial (em especial o hipocampo)
para o estabelecimento de novas memorias declarativas (PURVES et al., 2005).

Foi demonstrado também que existe um substrato anatdmico diferente para a amnésia
anterégrada, onde os eventos ocorridos apds a lesdo/doenca ndo s@o lembrados e para a
retrograda, onde os eventos ocorridos antes da lesdo (no momento ou meses e anos antes) ndo

sdo lembrados, visto que todos os individuos apresentavam preservacdo da memoria para
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eventos prévios a lesdo que desencadeou a amnésia. Os déficits evidenciados nos pacientes
estudados consistem na incapacidade de estabelecer novas memorias.

Embora certo grau de déficits mnémicos anteriores a lesdo possa ocorrer em lesdes mais
focais, presume-se, a partir do estudo destes casos (lesGes focais X déficits na formacdo de
novas memarias), que o armazenamento de longo prazo esteja distribuido em todo o encéfalo.
Assim, o hipocampo e as estruturas diencefalicas relacionadas formam e consolidam memorias
declarativas que serdo, por fim, armazenadas em outras areas encefalicas (PURVES et al.,
2005). E importante salientar, no entanto, que a memoria nio—declarativa destes pacientes
permaneceu inalterada, indicando que este tipo de memoria é consolidado em um diferente
substrato anatdmico.

Estudos com pacientes amnésicos tém mostrado que a formacdo das memorias
declarativas depende da integridade de um subconjunto de circuitos limbicos, particularmente
aqueles do hipocampo e suas conexdes subcorticais com os corpos mamilares e o tAlamo dorsal
(PURVES et al., 2005). As areas de processamento sensoriais do cortex recebem informacdes
sobre 0s eventos externos e criam representacdes perceptuais dos estimulos. Entdo essas
representacdes sdo lancadas as regides corticais adjacentes que, por sua vez, enviam as
representagfes processadas ao hipocampo. Este se comunica novamente com as regides
adjacentes, que estabelecem contato com o neocértex. Gradativamente, com o passar dos anos,
0 hipocampo vai cedendo seu controle sobre a memoria ao neocértex, onde a memoria parece
manter-se.

Em suma, a memdria declarativa ou explicita necessita de um amplo circuito neural. As
estruturas envolvidas sdo as areas de associacao visual e de linguagem no neocortex temporal,
a amigdala e o hipocampo. Quando novas informagdes ou memorias sdo adquiridas, além do
hipocampo, véo estar inclusos o diencéfalo (hipotalamo-talamo), o giro do cingulo e o lobo

frontal. A figura dois ilustra a circuitaria do processo mnemaonico.
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Medial view Lateral view

Hippocampus

Figura 2. Hipocampo e as areas e vias relacionadas ao processo mnemonico. Fonte: Purves et al. (2005)

1.3.2 Fisiologia da Memdria

No final da década de 40, o psicologo canadense Donald Hebb, através de sua obra “A
Organizacdo do Comportamento” prop0s que as memorias no encéfalo de mamiferos estariam
armazenadas em conex0es sinapticas eficientes entre neurénios ativados durante o aprendizado.
Essa ideia levou em consideracdo a hipotese de que a atividade coincidente de dois neurdnios
conectados entre si determina um aumento na eficiéncia dessa conexdo. Ou seja, quando um
axonio pré-sinaptico esta ativo e simultaneamente o neurdnio pds-sindptico estd fortemente
ativado pela influéncia de outras aferéncias, entdo a sinapse formada pelo ax6nio pré-sinaptico
estd reforcada. Essa capacidade de modificacdo caracteristica da sinapse, conhecida como
plasticidade sinaptica, explicaria ao menos em parte as mudancas adaptativas que ocorrem nos
circuitos neuronais. A novidade de Hebb referia-se aos mecanismos sindpticos propostos para
a formacéo de memorias ao nivel das conexdes neurais (MAREN e BAUDRY, 1995).

Em 1973, Timonthy Bliss & Terje LOmo descreveram a primeira evidéncia
experimental de que estimulacdes elétricas breves e repetidas de alta frequéncia em uma sinapse
no SNC de mamiferos sdo capazes de produzir um aumento persistente na forca da transmissao
sinaptica que pode permanecer durante semanas. Tal fendmeno veio a ser denominado como
“Long-term potentiation” ou LTP, e traduzido para o portugués como Potenciacdo de Longa
Duracdo. Os autores avaliaram a consequéncia de uma estimulacdo elétrica repetitiva da via
perfurante no giro denteado do hipocampo. A importancia dos resultados alcangados com este
experimento residia principalmente no fato de haver uma duracdo prolongada do aumento no
potencial excitatério pos-sinaptico (PEPS) apds o estimulo, e o envolvimento de uma via
identificavel cortical (DOUGLAS & GODDARD, 2003; OLDS, 2003, BLISS & LOMO,
1973). A comprovacdo de que a LTP poderia desenvolver-se dentro do modelo proposto por

Hebb favoreceu significativamente a ideia de que este fenbmeno seria a expressao celular da
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memoria e do aprendizado (SQUIRE, 1992ab). Além do mais, a via perfurante, onde foram
primeiramente encontrados os efeitos da LTP, € uma das principais vias extrinsecas da
formacéo hipocampal, uma regido a muito relacionada com a memoria e aprendizado. A LTP
apresenta diversas caracteristicas que a tornam uma candidata muito apropriada para o
mecanismo do armazenamento de longa duragéo. Primeiro, ocorre em cada uma das trés vias
principais mediante as quais a informacéo flui no hipocampo: a via perfurante, a via das fibras
musgosas e a via dos colaterais de Shaffer. Segundo, € induzida rapidamente e, por fim, depois
de induzida ser estavel. A associacdo entre LTP e plasticidade cerebral da-se entre outros
motivos, pelo fato de ocorrer um aumento na amplitude da resposta sindptica apds a estimulagdo
que pode ser mantido por horas ou dias, por haver envolvimento de mudangas estruturais
especificas e pela possibilidade de formacédo de novas sinapses (COLTMAN et al., 2002, 2007).
Apbs a estimulacdo tetanica para inducdo de LTP, foram percebidas alteracbes na forma das
espinhas dendriticas e a existéncia de um numero maior de sinapses na mesma regido ou em
areas muito proximas (KANDEL et al., 2014).

Embora a LTP tenha sido primeiramente demonstrada nas sinapses da via perfurante em
neurdnios do giro denteado, a maior parte dos estudos hoje sdo realizados nas sinapses
hipocampais que ocorrem entre a via colateral de Shaffer e os neurdnios piramidais de CAl1 em
preparacao de finas fatias de cérebro (BEAR, 1996). Sua fase inicial, a de inducdo, refere-se
aos eventos que acionam o processo de modificacdo sinaptica, a partir de um estimulo de alta
frequéncia. Sabe-se do importante papel que os subtipos de receptores aminoacidérgicos
exercem nessa fase, devido a uma ampla gama de estudos com seus antagonistas (IZQUIERDO
& MEDINA, 1995).

O neurotransmissor glutamato € o aminoacido livre mais abundante no SNC e 70% do
seu total presente no tecido nervoso apresentam funcBes metabolicas (especialmente,
biossintese de proteinas). E o principal neurotransmissor excitatrio de mamiferos participando
de diversas fungfes cerebrais como cognicao, aprendizado e memoria e plasticidade neural
(IZQUIERDO, 1994; DANDOLT, 2001). Promove alteracbes de longa duracdo na
excitabilidade neuronal como a inducdo da LTP na transmissdo sindptica em neurbnios do
hipocampo e do cortex visual e a depresséo de longa duragédo (LTD) no cerebelo e cortex visual
(ARTOLA & SINGER, 1987; ITO, 1989). Por outro lado, é amplamente conhecido que a
excitacdo excessiva de seus receptores pode provocar danos ou morte neuronal, processo
denominado de excitotoxicidade (OLNEY et al, 1980). O cérebro possui uma grande

guantidade de glutamato (aproximadamente 5-15 nmol/kg dependendo da regido), mas somente
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uma pequena fragdo desse total é mantida extracelularmente. A concentragdo nos fluidos
extracelulares e no liquor é em torno de aproximadamente de 3-4uM e 10uM, respectivamente.
Consequentemente, o gradiente de concentracdo de glutamato através da membrana plasmatica
€ muito grande e sua maior concentracao é dentro dos terminais nervosas. Assim, a distribuicédo
do glutamato neste equilibrio dindmico (liberacdo e captagdo) é fundamental para sua agéo, pois
néo existem enzimas extracelulares que o metabolize com eficiéncia (DANBOLT, 2001).

A diversidade funcional do glutamato como neurotransmissor é devida a grande
variedade de receptores existentes que podem ser classificados de acordo com suas
propriedades farmacologicas e fisiologicas. No geral é dividido em duas classes: receptores
ionotropicos (iGIUR) e metabotrépicos (MGIUR) (OZAWA et al., 1998). Os iGlutR sdo canais
ibnicos que permeiam a passagem de cations especificos, e sua ativacdo promove a
despolarizacdo da membrana plasmatica, desencadeando uma resposta excitatoria. Estes se
subdividem em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propiénico (AMPA) e &cido cainico ou cainato (KA). Os receptores AMPA e KA séo
também chamados de ndo-NMDA. Os receptores AMPA sdo amplamente distribuidos no SNC,
com predominio nas regides do hipocampo (CA1 e CA3) e camada molecular do cerebelo
(COLTMAN et al., 1995; OZAWA et al., 1998). Medeiam a neurotransmissao excitatdria
rapida e sdo canais com grande permeabilidade de Na® e K* e, principalmente, com baixa
permeabilidade ao Ca™. Os receptores KA ao contrario dos receptores AMPA sdo
potencialmente permeaveis ao fon Ca*> (OZAWA et al., 1998). Os receptores NMDA sio
amplamente distribuidos em todo encéfalo e medeiam a neurotransmissao excitatoria no SNC,
porém por vias diferentes dos receptores AMPA. Sdo caracterizados por serem altamente
permedveis ao ion Ca*?, possuirem cinética de abertura lenta e dependente de voltagem, ou seja,
a ativacdo do receptor NMDA e o influxo de ions através deste sé ocorre se a membrana
neuronal for previamente despolarizada, por exemplo, através da ativacao de receptores do tipo
AMPA, permitindo a saida do ion Mg?* que bloqueia este canal quando a membrana neuronal
se encontra em estado de repouso (EDMONDS et al., 1995). Embora a ativagao dos receptores
NMDA ocorra mais lentamente do que a ativacdo dos receptores AMPA, esta se prolonga por
um periodo maior apo6s a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica. Como a neurotoxicidade
glutamatérgica é mediada principalmente por um grande influxo de Ca*?, a ativacio excessiva
desses receptores tem sido relacionada a excitotoxicidade e danos subsequentes como a morte
neuronal (OZAWA et al., 1998). Os receptores metabotropicos (mGIuR) estdo acoplados as

proteinas ligantes de nucleotidios da guanina (proteina G) e modulam a atividade de efetores
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intracelulares, como a adenilato ciclase e fosfolipase C, responsaveis pela producdo de
segundos mensageiros (AMP ciclico, diacilglicerol e inositol-3-fosfato), os quais ativam e/ou
inibem diversos eventos de sinalizacao cellular (EICHENBAUM & COHEN, 2001).

Vérias evidéncias apontam para o receptor de glutamato NMDA como estrutura chave
para o inicio da LTP (COLLINGRIDGE et al., 1983; SHANKAR et al., 1998). Descrevendo-a
brevemente pode-se dizer que a ativacao do receptor NMDA leva ao influxo de calcio na célula,
e este, uma vez intracelular, ativa proteinas (por exemplo, a calcio-calmodulina quinase I1).
Esta enzima ativa o receptor AMPA, o qual aumenta a condutancia para o0 sodio e 0 potassio e
por consequéncia a resposta celular ao glutamato (LYNCH, 2004). O influxo de célcio leva
também a ativagdo da enzima adenilato ciclase a qual produz o segundo mensageiro AMPCc.
Este ativa a proteina quinase C levando a fosforilacdo do fator de transcri¢do responsivo ao
AMPc (CREB), a sintese proteica e mudancgas na estrutura sinaptica (EICHENBAUM &
COHEN, 2001). Isso permite a conclusdo de que a LTP apresenta caracteristicas do préprio
processo de memoria, ou seja, pode ser formada rapidamente nas sinapses apropriadas e dura
por um longo tempo. Entretanto, ndo se consegue provar que ela seja 0 mecanismo utilizado
para 0 armazenamento da memoria. Existem muitos outros neurotransmissores chamados de
neuromoduladores: serotonina, dopamina, acetilcolina, noradrenalina. Estes modulam a
memoria e estdo intimamente relacionados com o processamento das emogdes, com o estado
de animosidade e o nivel de alerta dos individuos. Torna-se facil aprender ou evocar algo
guando se esta atento e de bom humor, ao contrario, torna-se dificil aprender qualquer coisa ou
até lembrar coisas simples quando se esta cansado, deprimido ou muito estressado. Todo esse
processo é regulado por sinapses noradrenérgicas, dopaminérgicas e serotonérgicas. Ainda, a
consolidacdo ou armazenamento da memoria de longa duracgdo é influenciado pelos "horménios
do estresse”, R-endorfina, adrenocorticotropina (ACTH), os corticdides, adrenalina,
noradrenalina e vasopressina circulantes. Todos esses horménios atuam através do nucleo
basolateral da amigdala (responsavel pela mediacdo de memorias emocionais). Com excecao
da B-endorfina, que inibe a consolidagdo da memdria em qualquer dose, os demais "horménios
do estresse” melhoram a consolidacdo em niveis moderados e a inibem em doses ou
concentragcdes elevadas. Isso explica o que chamamos de "branco" quando estamos
excessivamente estressados.

Cada experiéncia vivenciada estimula o processo de plasticidade neuronal em diferentes
espécies, que vao desde invertebrados aos humanos. Embora possamos armazenar tantas

experiéncias quanto possivel, podemos dizer que tdo importante quanto o armazenamento de
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informagdes é o seu esquecimento. O fendmeno do esquecimento é fisioldgico e desempenha
um papel adaptativo. Imagine sé se féssemos capazes de "guardar" tudo aquilo que vivenciamos
com uma riqueza de detalhes, seria praticamente impossivel, pois levariamos boa parte do nosso
tempo recordando cada detalhe vivenciado. No entanto, quando o esquecimento € patoldgico,
e prejudica de maneira irreversivel a vida cognitiva do individuo, estamos diante de um quadro

de doenga neurodegenerativa.

1.3.3 Modulacdo da Memoria pelo Etanol

Os individuos que fazem uso abusivo do EtOH apresentam prejuizos fisicos, psiquicos
e sociais. O alcool etilico pode gerar doencas hepaticas, cardiovasculares, respiratorias e
transtornos no sistema nervoso central e periférico. Dessa forma, compromete diversas funcdes
cognitivas, provocando déficits na solugdo de problemas abstratos, aprendizagem viso-espacial
e verbal, habilidades percepto-motoras, memoria visual de curto-prazo, acuidade visual para
estimulos em movimento, percepcdo de profundidade e sensibilidade ao contraste (HARPER
& MATSUNOTO, 2005; FADDA & ROSSETTI, 1998; WEGNER; GUNTHNER; FAHLE,
2001).

O alcool difere da maioria dos outros depressores pelo fato de ser amplamente
disponivel e de seu uso ser legalmente aceito e estimulado em muitas sociedades. Regula a
ansiedade, tem efeito sedativo e provoca prazer temporario. Os prejuizos decorrentes do uso de
alcool sdo vistos em individuos em qualquer faixa etéria, entretanto, em adolescente estes
diferem dos evidenciados em adultos, seja por especificidades existenciais desta etapa de vida,
seja por questdes neuroquimicas deste momento do amadurecimento cerebral. Além disso, 0
consumo de alcool pelos adolescentes estd associado a uma série de prejuizos académicos.
Esses podem decorrer de déficits mnem®onicos, pois adolescentes com dependéncia de alcool
apresentam mais dificuldades em recordar palavras e desenhos geométricos simples, em
comparagdo com adolescentes que ndo sdo dependentes alcodlicos (PECHANSK et al., 2004).

Quando comparado como outras drogas de abuso, o alcool é considerado uma droga
fraca por exercer seus efeitos farmacoldgicos na ordem de gramas. Entretanto, levando-se em
consideracdo a simplicidade de sua estrutura quimica, seu mecanismo de acdo é maltiplo e
complexo, influenciando muitos sistemas de neurotransmissdo, entre eles, o sistema
glutamatérgico, colinérgico, gabaérgico, opioidérgico, catecolaminérgico e serotoninérgico,

gerando alteracdes moleculares e celulares, o que leva as mudangas desses sistemas neurais
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envolvidos. A natureza de suas agdes o caracteriza como uma droga depressora do SNC (FADA
& ROSSETTI, 1998).

O EtOH tem propriedade de interagir com a camada lipidica da membrana neuronal,
alterando sua permeabilidade, fluidez e funcGes de suas proteinas. Como consequéncia,
prejudica o funcionamento das ATPases, principalmente da bomba Na+/K+, comprometendo a
conducdo elétrica (ALOIA et al., 1985). Ao romper a barreira hematoencefalica, o EtOH atua
nos receptores GABA, de forma similar aos benzodiazepinicos e inibindo o neurotransmissor
glutamato (WONG et al., 2008). Inibem a abertura de canais de calcio voltagem dependentes,
impedindo a liberacdo de neurotransmissores apds a despolarizacdo. Também exerce efeito
inibitorio sobre os receptores NMDA e sobre o transporte de adenosina para o meio intracelular
(MELENDEZ E KALIVAS, 2004). Varios estudos revelam a influéncia do alcool na liberacéo
de neurotransmissores como dopamina, serotonina, noradrenalina e peptideos opioides
(BROADBENT et al., 1995; HERZ, 1997; BADAWY, 1998; LE et al., 2005).

Estudos tém mostrado que o sistema de neurotransmissores pode ser afetado de forma
dréstica e decisiva, como na sindrome de Werneck—korsakoff causada pelo uso abusivo do
EtOH, que se sabe causar danos em varias fungdes cerebrais, como cognitivas e mnemaonicas.
As causas dessas sindromes estdo relacionadas ao alcoolismo principalmente provocando a
caréncia da vitamina B1; entre os sintomas mais observados estéo as confabulagdes e um grau
avancado de amnésia. De acordo com Teotbnio; Carvalho et al. (2011), os portadores desta
sindrome, apresentam lesdes em estruturas cerebrais como o hipotalamo e hipocampo.

O EtOH age diretamente nos receptores gabaérgicos, entre esses, 0 mais investigado é
0 GABAa. Esses receptores sdo canais idnicos regulados por ligantes, permeaveis aos ions
cloreto, e dependendo de sua composicdo podem ser mais ou menos sensiveis ao EtOH. O
neurotransmissor GABA (acido y-aminobutirico) € o principal aminoécido inibitério com
ampla acdo sobre os receptores GABAa e GABAD, entretanto, sua acdo inibitoria facilitada
pelo EtOH se faz via receptor GABAa. A acdo sobre o receptor GABAD esté sendo investigada
e acredita-se que a ativacdo pré-sinaptica desses receptores previna a liberacdo de GABA, a
qual é potencializada na presenca de EtOH, levando assim a tolerancia induzida por essa droga
(FADA e ROSSETI, 1998; LOVINGER, 2008). Quando o alcool se liga ao receptor GABAa
potencializa os efeitos inibitorios especialmente no cortex cerebral. Esse aumento da inibi¢éo
cortical provoca a sensagéo de diminuicdo da ansiedade e de relaxamento do organismo (PAUL,
2006).
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A potencializagdo da transmissdo gabaérgica parecer contribuir com varios aspectos da
intoxicagdo aguda por EtOH, como incoordenagdo motora, efeitos ansioliticos e sedacéo.
Quanto aos aspectos relacionados a exposi¢édo cronica, foi descrita reducéo na sensibilidade da
atividade gabaérgica (GABAa) ao EtOH, como consequéncia de alteracGes nas subunidades
desse receptor, com a ressalva de que dependendo da regido cerebral, essa transmisséo pode
aumentar ou diminuir. Na abstinéncia, o efeito predominante é a superexcitabilidade podendo
levar a ansiedade e até mesmo convulsdes (LOVINGER, 2008).

O EtOH também exerce sua acdo sobre os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA,
receptores ionotropicos regulados por ligantes. Agudamente o EtOH é capaz de inibir a
transmissao sinaptica glutamatérgica, principalmente mediada pelos receptores NMDA. Sendo
0 NMDA envolvido com a memodria e aprendizagem, os efeitos deletérios do EtOH sobre a
memoaria podem envolver a inibicdo desse receptor. O NMDA é sensivel a administracdo aguda
de 5a100mM (0,23 a 4,6g) de EtOH (BHAVE et al., 1996), correspondente ao limite minimo
para produzir intoxicagédo in vivo. No entanto, cronicamente, o EtOH parece induzir o aumento
adaptativo na funcdo do receptor NMDA através de alteracbes na composicdo de suas
subunidades, ou a partir da resposta da hiperregulacdo derivada da supressdo a longo prazo
desse receptor, ou seja, um aumento compensatorio na sensibilidade ao neurotransmissor.
Acredita-se que esse aumento esteja envolvido com a hiperexcitabilidade durante o periodo de
abstinéncia (LOVINGER, 2008).

Quando ingerido em doses elevadas e cronicamente, o alcool pode induzir doencas
como cirrose hepatica, pancreatite, cardiopatias, Ulceras, eplepsia, entre outros danos (OMS,
2003). Entretanto, uma das consequéncias mais importante € a perda cognitiva. Segundo Givens
e McMahon (1995), o alcool pode prejudicar a LTP e interferir nas células de lugar do
hipocampo através do blogueio dos receptores NMDA, o que explica parcialmente os seus
efeitos deletérios sobre a memdria e outras fungbes cognitivas e danos neuroldgicos
irreversiveis como perda da massa cortical e aumento de volume ventricular, que levam a
deméncia irreversivel, como a j& citada sindrome de Wernick-Korsakoff, comprometimento
motor e neuropatias periféricas (HARPER E MATSUMOTO, 2005, CENTERWALL E
CRIQUI, 1978).

As evidéncias também indicam um papel dos receptores NMDA no desenvolvimento
de tolerancia e dependéncia de alcool, e os receptores NMDA podem participar da sindrome de

abstinéncia do alcool. Assim, embora os receptores de GABA tenham papel fundamental na
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mediacdo dos efeitos do &lcool, a capacidade de o alcool interagir com diversos tipos diferentes

de receptor sugere que ainda ndo se conhecem por completo seus mecanismos de agéo.

1.4 Estresse Oxidativo

O metabolismo do alcool descrito anteriormente gera estresse oxidativo e seu consumo
estd associado a varias alteracfes na funcao celular e no sistema oxidante-antioxidante. O
estresse oxidativo se estabelece quando ocorre desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a sua remocao através de sistemas antioxidantes enziméticos ou
ndo enzimaticos. Pode-se dizer que um organismo se encontra em estresse oxidativo quando
ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de maneira que 0s
primeiros sejam predominantes (VASCONCELOS et al., 2007; NOGALES et al., 2014).

Radical livre é um atomo ou molécula que possui um nimero impar de elétrons em sua
ultima camada eletrdnica. 1sso o torna instavel e altamente reativo, fazendo com que esteja
sempre buscando capturar ou ceder elétrons das células a sua volta. Portanto, os radicais livres
sdo formados em um cenério de reacGes de Oxido-reducdo, isto &, doam o elétron solitario,
oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Quando o
elétron desemparelhado se encontra nos atomos de oxigénio ou nitrogénio ele recebe a
denominacdo de espécie reativa de oxigénio (ERQO) ou espécie reativa de nitrogénio (ERN),
respectivamente. O oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e producao
de energia para o metabolismo celular (COMHAIR & ERZURUM, 2002). Uma pequena
quantidade do oxigénio consumido (2 a 5%) é reduzida produzindo as EROs que podem
provocar injuria tecidual e, em altas concentracGes, danificar organelas celulares, acidos
nucleicos, lipideos e proteinas (KINNULA et al., 1995).

Normalmente, os mecanismos de geracao de radicais livres ocorrem nas mitocéndrias,
membranas celulares e no citoplasma e esses mecanismos podem ser favorecidos pelos ions
ferro e cobre. Exemplos de radicais livres sdo, o radical hidroxila (OH-), o radical anion
superoxido (O2), o radical peroxido nitrico (ONOO") e o 6xido nitrico (NO) (ARUOMA, 1994;
YU, 1994). Existem compostos igualmente reativos quanto os radicais livres que ndo possuem
elétrons desemparelhados na ultima camada como o peroxido de hidrogénio e o oxigénio
singleto e, portanto, ndo podem ser chamados de radicais livres. Essas substancias sao
classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de oxigénio (EROS) ou espécies

reativas de nitrogénio (ERNS) e incluem o peroxido de hidrogénio (H20O>), o cation nitrosonium
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(NO™), anion nitroxila (NO") e o peréxido nitrito (ONOO") (ARUOMA, 1994; MUKHERJEE,
2014).

A maior reatividade exibida pelos radicais livres, comparativamente a outros elementos,
é consequéncia do menor tempo de vida média que possuem. Os radicais OH- e O2” possuem
meia vida extremamente curta devido a instabilidade eletrénica que apresentam. Isto resulta na
possibilidade de extrairem elétrons de outras moléculas com as quais venham a colidir,
promovendo formacéo de outras espécies de radicais como 0 ONOO™ e RO", formados durante
a lipoperoxidacdo (LPO) das membranas celulares (HALLIWELL, 1989; HALLIWELL e
GUTTERIDGE,1989).

Os radicais livres, que sdo formados constantemente no metabolismo celular normal e
em varios eventos patoldgicos, quando em excesso, podem ocasionar a oxidacao de moléculas
biolégicas. Um dos principais mecanismos de lesdo € a LPO, ou seja, a oxidacdo da camada
lipidica da membrana celular. Consequentemente, h& perda da seletividade na troca ibnica e
liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacao
de produtos citotoxicos como o malondialdeido (MDA), culminando com a morte celular.
Como o MDA é o produto final da peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados, constitui um
biomarcador para este tipo de dano, e indicativo de liberacdo excessiva de EROs. Além disso,
0 estresse oxidativo pode gerar danos a proteinas e ao DNA, provocando diversas alteracdes na
funcdo celular e tecidual pelo comprometimento também, dos componentes da matriz
extracelular (LIU et al., 2011; YANG et al., 2015).

No combate ao excesso de EROs e ERNs, as células dispdem de uma variedade de
mecanismos de defesa antioxidante contra os danos causados por estas espécies. Este conjunto
de mecanismos caracteriza o sistema de defesa antioxidante, o qual é formado por compostos
enzimaticos e ndo-enzimaticos, produzidos endogenamente ou absorvidos através da dieta. Os
antioxidantes sdo substancias presentes em concentracfes baixas comparadas as concentracdes
do substrato oxidavel, entretanto, previnem ou regeneram significativamente a oxidacdo destes
substratos (KOCH, 2004).

As moléculas com propriedades antioxidantes, ndo enzimaticas sdo obtidas da dieta
como o betacaroteno, selénio, a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), cobre,
zinco, entre outros, que diminuem a acéo toxica das EROS produzidas intra e extracelularmente
(KINNULA e CAPRO, 2006; SEN et al. 2001; YU, 1994). Entretanto, o principal sistema de
defesa antioxidante é constituido por enzimas como as superoxidos dismutases (SOD), a

catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) para decomporem respectivamente o0 anion O,
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H>0> e lipoperoxidos (YU, 1994). A Glutationa redutase (GR) é uma enzima importante na
remoc&o de radicais, mas é responsavel pela regeneragdo da glutationa oxidada (GSSG) em sua
forma reduzida (GSH), utilizando como substrato da enzima glutationa peroxidase (GPX) (Y|
etal., 2014).

Apesar das defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas por EROS, o0s
organismos podem vivenciar situacdes onde a protecdo é insuficiente. Obviamente, acontece
um desequilibrio entre a producdo de EROS e defesa antioxidante se estabelecendo o estresse
oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

1.5 Exercicio Fisico e o Sistema Nervoso

Atividade fisica é todo e qualquer movimento corporal que realizamos na nossa rotina
diéria, como por exemplo, tomar banho, varrer, cozinhar, caminhar, atender ao telefone, enfim,
qualquer movimento executado pela contracdo da musculatura esquelética que envolva gasto
energético maior do que os niveis de repouso. O exercicio fisico exige um esforco fisico do
corpo com gasto energético bem maior comparavel aos niveis de repouso, se traduz como a
atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva com objetivos claros na manutencao da satde
e bem-estar geral dos individuos (DISHMAN et al., 2006).

O exercicio fisico continuo é um dos fatores que promove um estilo de vida mais
saudavel. Constitui um pardmetro sobre condicdes fisiolégicas como atividade cardiaca,
temperatura, pressao arterial, frequéncia respiratéria e atividade muscular, cujas variaveis estdo
relacionadas com um organismo saudavel (HUESTON et al., 2017; WILMORE e COSTILL,
2001). O exercicio fisico tem a capacidade de induzir alterac6es na composicao e perfil lipidico
do corpo. Promove a manutencdo da homeostase glicémica, aumentando a sensibilidade
periférica a insulina e a capitacdo da glicose. Fornece beneficios psicoldgicos confirmados por
Duman (2005) em pacientes com depressao leve a moderada. Favorece a integracdo social e
melhora a autoestima, ou seja, age melhorando o estado psicossocial em geral dos individuos.

Levantamentos epidemiolégicos demonstram que o exercicio fisico regular diminui as
disfuncgdes relacionadas ao estilo de vida (RADAK et al, 2006), reduz a incidéncia de tumores
(MAHABIR et al, 2006; PATEL et al, 2008) e riscos de acidentes vasculares cerebrais (AVCs)
bem como a mortalidade relacionada aos mesmos (TAHAMTAN, et al.,, 2013; LEE e
PANFFENBARGER, 1998). Melhora a perda neuronal relacionada com a idade e é atualmente
recomendado como um auxilio terapéutico em vérias doengas neurodegenerativas (FARZANA
et al, 2013). Promove melhora das fungGes cognitivas (DI WANG et al., 2018; FARZI et al,
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2018; XIAFENG et al., 2013). Induz neuroprotecdo através de seu efeito antiinflamatorio
(GOMES DA SILVA et al., 2013; CHENNAOUI et al, 2015).

Devemos considerar o paradoxo em relacdo aos efeitos da pratica do exercicio fisico,
pois 0 mesmo gera aumento no consumo de oxigénio e, consequentemente a geracdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs) (BOVERIS e NAVARRO, 2008), isso seria desastroso
se nao fosse 0 aumento da sintese de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD)
(HIGUCHI et al., 1985; LEEUWENBURGH et al., 1997), catalase (CAT) (QUINTANILHA,
1984; OH-ISHI et al., 1997) e glutationa peroxidase (GPX) (JI, 1995; JI et al., 1998) que
também sdo induzidas pelo treinamento fisico e que constitui-se em uma adaptacdo metabdlica
capaz de proteger células e tecidos do estresse oxidativo imposto pelo proprio exercicio fisico.
Assim, o exercicio fisico gera uma adaptacdo do sistema antioxidante, com aumento da
atividade das enzimas de regulacdo proporcionando um aumento da resisténcia contra o estresse
e consequentemente reducdo do dano oxidativo (DI WANG et al., 2018; LEEUWENBURGH
etal. 1997; PATTEN et al., 2015; POWERS et al. 1994).

Em um estudo de isquemia focal em ratos, o exercicio de natacéo forcado iniciado ap6s
a isquemia (20 min/dia, 5 dias/semana), suprimiu dano oxidativo lipidico (malondialdeido) e
aumentou atividade superéxido dismutase no hipocampo do hemisfério isquémico (SONG et
al., 1998). Em outro estudo de isquemia global, os roedores que fizeram exercicio em esteira,
poés-isquemia, apresentaram uma regulacdo favoravel de substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARs), um marcador de dano oxidativo lipidico, dentro do hipocampo
(CECHETTI et al., 2012). Independentemente do tipo de atividade fisica ou do paradigma do
exercicio fisico, percebe-se efeitos benéficos. Quanto ao estresse oxidativo parece que esta
relacionado mais a intensidade e duracdo do exercicio que a modalidade do mesmo
(CECHETTI et al., 2012; SONG et al., 1998).

Além dos efeitos do exercicio fisico sobre varios sistemas organicos, especialmente o
nervoso e o cardiovascular, alguns autores sugerem uma correlagdo entre 0 aumento da
capacidade aerdbica e melhoria das fungdes cognitivas (ARIDA et al., 2011; KRAMER et al.,
1999; LAURIN et al., 2001). Segundo Gémez-Pinilla (2008) esse efeito benéfico se justifica
pelas alteragcbes hormonais, liberagdo de neurotransmissores e ativacdo de receptores
especificos em resposta ao exercicio fisico.

As pesquisas tém evidenciado nas duas Ultimas décadas que os efeitos do exercicio no
cérebro ndo se traduzem somente em aumento regional do suprimento de sangue (COLTMAN,

BERCHTOLD et al., 2007) aumentando a demanda energética em varias regides encefalicas
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como hipocampo, cortex motor e estriado (VISSING et al., 1996), mas também ativa circuitos
neurais especificos, modificando vias de sinalizacdo e o impacto da acdo de moléculas
especializadas (VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005).

O exercicio fisico apresenta efeito modulatério que varia de acordo com o tipo e
paradigma imposto. Varios estudos demonstram a influéncia do exercicio fisico sobre a
plasticidade sindptica pela capacidade de inducdo da expressdo génica associada a
sinaptogénese, suporte estrutural e transducdo de sinal. Aumenta a expressdo de fatores de
crescimento como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (BERCHTOLD et al., 2005;
BRANDT et al., 2010; KE et al., 2011), fator de crescimento do nervo (NGF) (NEEPER et al.,
1996; WONG et al., 2003), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (SMITH e ZIGMOND,
2003) entre outros. O aumento da expressdo desses fatores de crescimento modula vias
apoptoticas inibindo a morte celular, estimulam o crescimento e génese de novas células. O
exercicio fisico demonstra também efeito modulatério sobre os niveis de citocinas endégenas
(ANG e GOMEZ-PINILLA, 2007). A sobre- expressao de citocinas pro-inflamatorias (fator de
necrose tumoral - TNFa, interleucina 1a - IL- 1a, interleucina 1b - IL1-b, interleucina 6 - IL6)
no encéfalo resulta na patogénese de desordens neurotoxicas e neurodegenerativas
(CHENNAOQUI et al., 2008).

Outro mecanismo neuroprotetor do exercicio fisico envolve a modulagdo do estado
oxidativo, embora exista um paradoxo em relacdo a formacdao de radicais livres, prejudiciais a
funcdo celular (CECHETTI et al., 2008) alguns trabalhos demonstram que o exercicio fisico
pode causar uma adaptacdo do sistema antioxidante, aumentando a atividade de enzimas de
regulacdo proporcionando aumento da resisténcia contra 0 estresse e consequentemente
reducdo do dano oxidativo (ANG E GOMEZ-PINILLA, 2007; CHENNAOUI et al., 2012).

As pesquisas em modelos animais ao lancar mao de um paradigma de exercicio fisico,
tentam a simulacéo das condicGes de estresse observado em humanos, com objetivo de melhor
avaliar ou acompanhar as alteragbes sistémicas, celulares e moleculares decorrentes do
treinamento fisico. Dentre esses paradigmas utiliza-se o exercicio forcado e o voluntério. Entre
os tipos forcados os mais usados sdo a corrida em esteira rolante e a natacdo. O paradigma de
exercicio voluntario utiliza uma roda de correr colocada no ambiente do animal, que pode
utiliza-la livremente (ANG e GOMEZ- PINILLA, 2007). A vantagem da roda de correr
defendida por alguns estudos, estd no fato de que seus resultados podem ser aplicados a
condi¢Bes humanas quando o individuo escolhe quanto e quando correr. Entretanto, ndo pode

ser facilmente quantificado e padronizado quanto a frequéncia, velocidade, duracdo e
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intensidade, como ocorre com o paradigma forcado. O exercicio forcado além de facilitar a
medicao e padronizagdo de suas varidveis, tem proximidade com os protocolos utilizados em
terapias de reabilitacdo humanas (ANG e GOMEZ- PINILLA, 2007).

Dishman e colaboradores (2006), sugerem que cuidados devem ser tomados com
paradigmas de exercicios for¢ados para que ndo haja equivocos em relagdo ao estresse gerado
por essas modalidades e o possivel mascaramento de seus resultados. Estudos de corrida em
esteira e natacdo tem confundido o estresse normal imposto pelo exercicio, com 0 estresse
emocional da repressao, tornando assim dificil a distin¢ao entre os efeitos de estresse geral dos
efeitos isolados do exercicio. Dependendo da modalidade deve-se ter cuidado, no caso do uso
da esteira, com a intensidade de estimulos de choque na esteira rolante, e o periodo de
treinamento, como treinos durante ciclo de luz (sono) dos roedores. Apesar do estresse de
repressdo citado, investigacdes demonstram entre outros fatores, uma melhora da funcéo
cognitiva com a utilizagdo do treino em esteira, como aumento da plasticidade hipocampal,
melhora do aprendizado espacial e ndo espacial (O’CALLAGHAN et al., 2007), e melhora do
dano hipocampal apds acidente vascular cerebral (SHAMSAEI, et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

O beber episodico pesado ou binge drinking, é o padrdo de consumo de alcool mais
utilizado entre os adolescentes e adultos jovens. Correspondente ao consumo de fim de semana,
esse padrdo de uso do EtOH pode gerar dependéncia e implicagdes neuroldgicas futuras. O
cérebro adolescente, em desenvolvimento, € vulneravel aos prejuizos induzidos pelo alcool e

uma das areas mais afetadas € o hipocampo, responsavel pelas fungdes cognitivas mneménicas.

Pelo exposto, € justificavel avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a intoxicacao
alcoolica em modelo binge drinking sobre os parametros de memoria e aprendizagem via

estresse oxidativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos do treinamento fisico de moderada intensidade sobre os pardmetros
cognitivos e bioquimicos de ratos expostos cronicamente ao EtOH, de forma intensa e episodica

(binge drinking), da adolescéncia ao inicio da fase adulta.

3.2 Objetivos Especificos
Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do consumo de EtOH em padréo binge drinking

por toda a adolescéncia até o inicio da fase adulta em ratos machos, sobre:

» O balanco bioquimico oxidativo sanguineo e tecidual dos diferentes grupos

experimentais tratados cronicamente com EtOH;

» Parametros oxidativos plasmaticos referentes a niveis de capacidade antioxidante
total (TEAC), peroxidacdo lipidica (LPO) através das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e glutationa;

» Parametros oxidativos hipocampais referentes a niveis de capacidade antioxidante
total (TEAC), glutationa, peroxidacédo lipidica (LPO) através do malondialdeido (MDA) e
oxido nitrico;

P AlteracGes em processos cognitivos de aprendizagem e memdria de curta duracao

através do teste de reconhecimento de objeto;

» AlteragBes em processos cognitivos de aprendizagem e memoria espacial na tarefa

de labirinto aquatico.



[VM

ETODOLOGIA>




52

4 METODOLOGIA

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados oitenta (80) ratos albinos da espécie Rattus novergicus, linhagem
Wistar, machos, com massa corpdrea entre 60-80g, com trinta (30) dias de vida fornecidos pelo
biotério de criacdo da Universidade Federal do Para para o biotério de experimentacdo. Os
animais foram alojados em gaiolas-viveiros de plastico, com dimens@es de 30cm x 20cm X
12cm, divididos em grupos de quatro (4) animais por caixa para evitar o estresse pelo
isolamento. Durante o periodo de alojamento, os animais foram alimentados com ragéo
balanceada e agua. Permaneceram em temperatura de 25°C, em ciclo escuro/claro de 12 horas
(06:00 — 18:00). Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da Universidade Federal do Pard, recebendo parecer CEPAE — UFPA 227- 141
(Anexo) e seguindo o Guia NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NRC, 2011).

4.2 Grupos experimentais
A amostra foi dividida nos seguintes grupos experimentais, sendo 20 animais por grupo:
GRUPO 1: animais sedentérios tratados com agua destilada (Controle);
GRUPO 2: animais treinados e tratados com agua destilada (Treinado);
GRUPO 3: animais sedentérios e tratados com EtOH,;
GRUPO 4: animais treinados e tratados com EtOH (Treinado + EtOH).

4.3 Tratamento com Etanol

Foi administrado por via oral (gavagem) atraves de canula orogastrica (Insight, Brasil),
agua destilada (H20d) ou EtOH (Nuclear, Brasil) na dose de 3g/kg/dia (20 p/v) (LAUING et
al. 2008; LINDTNER et al. 2013) durante trés dias consecutivos na semana, apds o Ultimo
treino da semana (Fig.3). A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para o ajuste da
dose. No quinto dia de treinamento de cada semana, a administracdo de EtOH ou agua destilada
foi feita apenas apos o ultimo treinamento do dia. Dessa forma, 0s animais passaram por doze
sessdes de binge ao longo de todo o experimento (COUNCIL, 2011).

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:
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* Densidade do EtOH: 0,79 g/mL < Pureza do EtOH: 99,5%

1) 0,79 g/mL ----------mmmmmmm 99,5%
X oo 20%
X =0,16 g/mL
2) 1mL ---------mmmme- 0,16 g
X mmmmmmmmeee 39
X =18,75 mL
3) 18,75 mL (=3 g) -------------- 1000 g
X e 100 ¢
X =1,8mL
4) 100g ----------------- 1,8 mL
P (g) --rnnereneee X

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

4.4 Treinamento Fisico

O programa de treinamento fisico foi realizado em esteira rolante (Insight LTDA),
durante quatro semanas consecutivas por trinta minutos cada sesséo de treino (ARIDA et al.,
2007). As sessdes de corrida foram realizadas em uma esteira motorizada adaptada para
roedores com 10cm de largura, 50cm de comprimento e faixas separadas por paredes de
acrilico. Os animais do grupo exercicio fisico passaram por um periodo de familiarizacdo a
esteira durante trés dias a uma velocidade de 8m/min com 0° grau de inclinagdo. Para fornecer
uma medida de treinabilidade que avaliou o desempenho dos animais na esteira rolante,
utilizamos uma escala de 1 a 5 preconizada por Dishman e colaboradores (1988) onde:

1. O animal se recusa a correr;

2. Corrida sem constéancia (corre e para ou corre em direcdo errada);

3. Corrida regular;

4. Corrida boa (ocasionalmente corre na parte de tras da esteira);

5. Corrida excelente (corre permanentemente na parte da frente da esteira).

Os animais com classificacdo igual ou superior a 3 foram incluidos no grupo de

treinamento fisico. Os animais descartados ndo foram incluidos no grupo controle. Este
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procedimento foi utilizado para excluir possiveis diferengas nos niveis de estresse entre os
animais (ARIDA, et al., 2007).

O programa de treinamento aerobico consistiu de vinte sessdes em esteira rolante, cinco
dias por semana com intensidade do exercicio (60% VO2 max) de acordo com 0s parametros
prévios utilizados por um estudo anterior de Arida e colaboradores (1999). Cada sesséo de
treinamento iniciou com um aquecimento de dez minutos em velocidades mais baixas do
programa semanal. O tempo e a velocidade da corrida foram aumentados gradativamente
durante os dias subsequentes.

Oito horas ap6s o ultimo treino realizamos a indugdo de toxicidade alcoodlica via
gavagem orogéstrica. A figura 3 mostra o resumo do programa de treinamento e o tratamento

via gavagem.

/z Administracio de EtOH
- ou H,O,

L L L | e

Progressao da velocidade semanal (m/min) e duragdo dos treinos (min)

... Treinamento Fisico
— €

m/min min m/min min m/min min m/min min
2 5 5 5 8 5 10 5
5 5 8 5 10 5 12 5
8 20 10 20 12 20 15 20

Figura 3. Cronograma experimental do protocolo de treinamento fisico em esteira e administracdo de etanol
(EtOH) ou agua destilada (H20d) por gavagem intragastrica desde o dia 1 (D01) no dia 28 (D28). O protocolo de
treinamento fisico foi adaptado de Arida et al. (2007)

4.5 Testes comportamentais

Ao final do periodo de treinamento e tratamento com EtOH ou H20d, os animais foram
transferidos para a sala de ensaios comportamentais, 0s testes s6 foram iniciados ap6s sessenta
minutos de aclimatacdo e habituacdo ao ambiente de realizacdo dos ensaios. Todos 0s
experimentos comportamentais foram realizados em sala propria, com atenuacdo dos niveis de
ruido e baixa intensidade de iluminacao.

Os testes foram realizados ap0s a ultima administracdo de EtOH /H20d, e foram
selecionados dez (10) animais por grupo. A concentracdo sanguinea de EtOH (administrado por

gavagem) em ratos, possui um declinio gradual e dura em torno de 450 minutos para ser
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eliminado do organismo (LIVY et al., 2003). Dessa forma, os testes foram realizados sete horas
e trinta minutos apos a Gltima administragdo de EtOH/H20d, ndo excedendo o horario de 18
horas a fim de ndo interferir no ciclo circadiano do animal, ndo participando dessa forma das

demais etapas metodologicas para que evitdssemos interferéncias.

45.1 Reconhecimento de Objeto

Esse teste foi escolhido por ser realizado em apenas um dia, evitando assim crises de
abstinéncia pela ndo administragdo do EtOH, e, consequentemente, interferéncias nos
resultados. Esta tarefa investiga a emotividade e a capacidade de memoria do animal. O aparato
para esse teste consiste em uma arena de madeira medindo 100 x 100 x 30cm (mesma do campo

aberto) e analisado através 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 atracdo instintiva para a novidade, ou
preferéncia por um novo objeto, ndo familiar (HUGHES, 2007). Esta preferéncia foi utilizada
como um indicativo de memdria em relacdo ao objeto familiar. O procedimento realizado foi
adaptado de Pires e colaboradores (2009) o qual consiste de 3 fases: uma fase de habituacéo,
uma fase de treino e uma fase de teste. A fase de habituagéo foi considerada 0 momento em
que o animal explorou livremente o aparato, 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. Apos 30 minutos da fase de habituacdo, 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 70cm 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 “X” (X) foi utilizado para a fase de teste. Todos o0s objetos foram construidos com
blocos de plastico Lego (Sdo Paulo, SP, Brasil).

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, o aparato de

madeira foi limpo com papel toalha e alcool 10% para evitar reconhecimento de odor.
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Contabilizou-se o tempo despendido de investigagdo pelos animais em cada objeto
registrado a partir de uma cAmera fixada sobre o aparato e contabilizado com auxilio do sistema
de monitoramento de video ANY-maze™ versao 4.99 (Stoelting Co., USA). A exploracéo do
objeto foi definida como a cabeca do animal voltada para o objeto a uma distancia igual ou
inferior a 4 cm (adaptado de ENNACEUR; DELACOUR, 1988). As andlises 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 exploracao entre o
novo objeto e o familiar divididos pelo tempo total gasto de exploragéo entre 0s mesmos objetos
nas fases de teste (X — C3) / (X + C3), ver figura 4.

A B C

30min

Figura 4. llustracdo do teste de reconhecimento de objeto. Painel A ilustra a fase de habituacéo, o painel B ilustra

a fase de treino com os dois cubos idénticos, e C a fase de teste com o objeto na forma de cruz e outra na forma
cubo. Adaptado de Pires et al., 2009.

4.5.2 Labirinto Aquético de Morris

O labirinto aquatico consiste de um tanque circular (1,7m de didmetro e 80 cm de altura)
baseado no modelo proposto por Morris e colaboradores (1982), localizado no interior de uma
sala com varias pistas visuais fixadas nas paredes. O tanque foi preenchido com agua até a
altura de 60cm, sendo a agua misturada com corante escuro, para torna-la turva, e mantida a
temperatura constante (25 + 2°C). Foram estabelecidas quatro posi¢des de partida (Norte, Sul,
Leste e Oeste) que dividiram a superficie do labirinto em quatro quadrantes (Nordeste,
Noroeste, Sudeste e Sudoeste). A plataforma de acrilico transparente (10 x 10 cm) ficava

submersa um centimetro da superficie da agua.

Foi utilizada a versdo memoria espacial de referéncia, cujo protocolo experimental
consistiu em quatro sessdes de treino e duas sessdes de teste, conforme descrito por Prediger
(2008). A primeira sesséo de teste (memdria de curto prazo) foi realizada 1h apds o treinamento.

Durante o treinamento os animais foram colocados para nadar até encontrarem a plataforma,
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em um periodo méximo de 60s. Caso o0 animal ndo encontrasse a plataforma nesse intervalo de
tempo, 0 mesmo era conduzido manualmente até a mesma, onde permanecia por 10s e recebera
uma pontuacdo de laténcia de 60s. Apds os 10s sobre a plataforma, o animal foi retirado do
labirinto e colocado em uma caixa acrilica por 20s, sendo entéo posicionado no ponto de partida
seguinte. O tempo (laténcia) necessario para o animal encontrar a plataforma foi registrado.
Este procedimento foi realizado quatro vezes durante a sesséo de treino, onde os animais foram
liberados para nadar de pontos de partida diferentes de forma pseudo-aleatoria, sendo que nesta
etapa a plataforma permaneceu na mesma posicao (quadrante Sudeste). Na sessdo de teste,
realizada 1h apds o treino, a plataforma foi removida do tanque e os animais foram colocados
para nadar (a partir da posi¢cdo Norte) por 60s, durante os quais foi quantificado o tempo
(laténcia) para os ratos encontrarem o quadrante e o tempo despendido (duracdo) no quadrante
onde a plataforma encontrava-se na sessdo de treino. Na sessdo de teste foi avaliada a
percentagem de tempo no quadrante correto, o tempo de laténcia para o animal localizar o
quadrante da plataforma e a velocidade de nado (m/s). Apds 24h foi realizado o teste para
afericdo da memdria de longo prazo, da mesma forma como foi avaliada a memoria de curto

prazo (OLTON e PAPAS, 1978; PREDIGER, 2008).

Platatorma
escondida Piscina de

a) Antes do b) apds o

aprendizado aprendizado

Figura 5. Teste do labirinto aquatico de Morris Fonte: Bear et al. (1996)

4.6 Ensaios de Avaliacdo do Balanco Oxidativo Sanguineo e Tecidual

Nossa analise bioquimica contou com outra leva de ratos que ndo a utilizada para anélise
comportamental. Dessa maneira evitamos a exposi¢cdo de nossos animais ao estresse de
manipulagdo. Vinte e quatro horas apds a Gltima gavagem, procedemos a avaliacdo bioquimica
sanguinea e tecidual de dez (10) animais de cada grupo. Foram devidamente anestesiados,
dissecados através de uma toracotomia para abordagem cardiaca e pungédo intraventricular e

atrial com seringa luer, aspirando em torno de 3 mL de sangue.
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Ap0s 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 coagulacao
e armazenadas sob refrigeracdo (-20°C). Outra parte das amostras (n= 5 animais por grupo)
foram dispostas em tubos sem anticoagulante, logo depois, postas em centrifugacdo a baixa
velocidade de 1400 rpm por 10 minutos para retirada do soro sanguineo, estocadas em
eppendorf de 2,5mL e acondicionadas sob refrigeracdo (+0°C). O soro foi obtido por
centrifugacdo por 10min a 1400 x g e armazenado a -80°C.

ApOls a puncdo sanguinea procedeu-se imediatamente a craniotomia e remocao do
hipocampo. O tecido extraido foi lavado em soro fisioldgico e submetido a congelamento com
nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenado em -80°C. Para as anlises, as amostras
foram descongeladas e suspensas em Tris (HCI 20mM), pH 7,4, a 4°C, por desagregacéo sonica
(concentracdo aproximada de 1g/mL). O lisado foi armazenado a -80°C até o momento do

processamento.

4.6.1 Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)

Para analises dos niveis TEAC, utilizamos o método descrito por Rufino et al. (2007) e
adaptado do estudo de Miranda et al. (2018). Resumidamente, o &cido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolino) -6-sulfonico (ABTS; 7mM) foi incubado adicionando persulfato de potassio
(2,45 mM) a temperatura ambiente durante 16h para produzir o radical ABTS+. A solucédo de
trabalho foi preparada a partir do radical ABTS+ em solucéo salina basica de fosfato (PBS) (pH
7,2) até a absorbancia de 0,7 £ 0,02 a 734nm. Subsequentemente, 35 pL desta solugdo ou
padrdes de trolox (curva padréo) foram adicionados a 2970uL de solugdo ABTS ¢ a absorbancia
foi adquirida apés 5 minutos. As absorvancias foram medidas em triplicado e calculadas
segundo uma curva padrdo com concentragcbes padrdo de trolox (R. RE et al., 1999). A

capacidade antioxidante total foi expressa em pmol/L.

4.6.2 Glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR)

O ensaio de GPx foi baseado no método descrito por Flohe e Gunzler (1984). A
atividade enzimatica foi calculada usando o coeficiente de extin¢do de 6,2 M-1 cm-1. Uma
unidade da enzima é definida como a quantidade de enzima que catalisa a oxidag¢ao de 1pumol
de NADPH por minuto. Os brancos séo feitos na auséncia do extrato enzimético. A atividade
da GR foi ensaiada seguindo a oxidacéo de 0,1-0,25 mM NADPH por 1-5 mM GSSG em 1 mL
de tampdo fosfato de potassio 50mM, pH 7,2, com 0,5mM EDTA contendo 50uL de extrato
proteico (RAMOS-VASCONCELOS et al., 2005). A oxidacdo do NADPH foi monitorada a
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340 nm. Dois brancos foram ensaiados: um na auséncia de GSSG e outro na auséncia de extrato.
Utilizamos também a metodologia descrita por Smith et al. (1985) que utiliza DTNB [5,5’-

ditiobis(2-nitrobenzéico)].

4.6.3 Determinacdo do malondialdeido (MDA)

Determinacdo do MDA é um método que avalia peroxidacao lipidica e atua como um
indicador de estresse oxidativo. O metodo baseia-se na reacdo do MDA, entre outras
substancias, com a reacao substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS) realizadas de
acordo com um método proposto (C. C. DA SILVEIRAet al., 2016). Em cada tubo de ensaio,
10nM de TBA (Sigma-Aldrich T5500) e 0,5mL do soro da amostra foi adicionado. Em seguida,
0s tubos foram colocados em banho-maria pH 2,5 e a uma temperatura elevada (94°C x 60min)
para formar o complexo MDA-TBA de cor rosa. Ap6s este procedimento, as amostras foram
resfriadas em agua corrente e alcool butilico foi adicionado a cada amostra para obter a maxima
extracdo de MDA na fase organica. Finalmente, os tubos foram centrifugados a 2500rpm por
dez minutos e o sobrenadante foi coletado e lido pelo método da espectrofotometria
(comprimento de onda de 535nm). Os resultados foram expressos como percentagens de grupos

controles.

4.6.4 Ensaio da concentracdo de nitrito (NO)

Para quantificacdo de nitrito, utilizamos um protocolo (H. I. KOHN e M. LIVERSEDGE,
1994) que consiste em usar uma aliquota de homogenato bruto foi centrifugado a 21.000 g
durante 20 min a 4°C e o sobrenadante para analisar os niveis de nitrito. Resumidamente, as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 20 min com reagente de Griess
(0,1% naftil-etilenodiamina e 1% sulfanilamida em &cido fosforico a 5% - 1: 1). A absorbancia
foi medida a 550 nm por um espectrofotdmetro e comparada as solu¢cfes padrao de nitrito de
sodio.

4.6.5 Concentracdo de Proteina

Utilizamos o método proposto por Bradford (1976), onde 100ul da amostra de tecido
foram misturados com 100uL do reagente de Bradford em vortex. A concentracéo de proteina
foi medida espectrofotometricamente (A=595nm) e os resultados expressos como miligrama de
proteinas. Solugdes de concentracfes conhecidas de albumina bovina foram utilizadas como

padréo. Os resultados foram utilizados para uma correcdo do MDA e concentragdes de nitrito.
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4.6.6 Determinacdo da peroxidacdo lipidica (LPO)

A peroxidacéo lipidica foi estimada como os niveis de malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxialquenos (4HDA), conforme detalhado anteriormente por Esterbauer e Cheeseman
(1990). Como previamente descrito em outro estudo (L. O. BITTENCOURT, et al., 2017), uma
aliquota do sobrenadante foi processada conforme descrito pelo kit Bioxytech LPO-568
(Cayman Chemical). Este kit € um reagente cromogénico que reage com 0 MDA a 45°C. A
medicdo da absorbancia nos espectrofotdmetros foi realizada a 586m de comprimento de onda.

A figura 6 demonstra o delineamento experimental adotado no estudo, o esquema dos
procedimentos foi descrito e ilustrado na seguinte ordem; descricdo da amostra (Painel 1),

ensaios comportamentais (Painel 2) e bioquimicos (Painel 3).

h Descricio Testes B Bioquimica
da amostra Comportamentais Oxidativa
y [
&
= ' -

= TEAC
= GSH
= TBARS

TEAC
GSH
LPC
Nitrito

ic_n:SO Teste de Reconhecimento
4 semanas de Objetos

Sem treinamento + H,O_

Treinamento + H,O —"L"
>+
Sem treinamento + EtOH
3g/kg/dia (20% p/v)

/| B\

T = ] Labirinto Aquatico de Morris
3g/kg/dia (20% p/v)

Figura 6. Descri¢do da amostra e delineamento experimental. (1) Caracteriza¢do da amostra e divisdo dos grupos experimentais
de treinamento fisico em esteira e etanol (EtOH) ou agua destilada (H20d); apds quatro semanas (28 dias), realiza¢do de (2)
ensaios comportamentais: Teste de reconhecimento de objetos e labirinto aquético de Morris (MWM); a partir da eutanasia,

(3A) coleta de plasma sanguineo para avaliagdo oxidativa.

4.7 Analise Estatistica

Apds a coleta de dados, a distribuicdo foi testada pelo método de Shapiro-Wilk para
verificacdo da normalidade. As comparagOes estatisticas entre os grupos foram realizadas
utilizando ANOVA 1-via e post-hoc de Tukey, exceto para a curva de peso que foi avaliada
com ANOVA 2-vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0.05. Todas as analyses foram realizadas no
software GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos de ciclos repetidos de EtOH em padréo binge e treinamento fisico em esteira
no ganho de peso dos animais.

Ciclos repetidos de treinamento fisico em esteira e EtOH tipo binge durante quatro
semanas nao interferiram no peso dos animais (p = 0,937). Ao final do experimento, os animais
ndo apresentaram diferenca no peso médio (grupo controle: 194,9 + 9,5; grupo treinado: 179,5

* 4,6; grupo EtOH: 177,86 + 5,59; grupo Treinado + EtOH: 180,93 + 5,85), ver figura 7.
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Figura 7. Efeitos de quatro ciclos de treinamento fisico em esteira e exposicéo ao etanol tipo binge, durante 28
dias, no ganho de peso corporal (g) de ratos Wistar. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da
média. ANOVA two-way e teste post-hoc de Tukey, p> 0,05.

5.2 O treinamento fisico evitou alteracgdes bioquimicas induzidas pela exposi¢édo ao EtOH
em padrao binge por 4 semanas no plasma de ratos.

Ap0s ciclos repetidos de treinamento fisico em esteira e EtOH tipo binge durante quatro
semanas, 0 EtOH ndo induziu mudancas nos niveis de TEAC (grupo EtOH: 93,35 + 1,05%;
grupo treinado + EtOH: 102,9 + 0,65), quando comparado ao plasma de animais controles e
apenas treinados (grupo controle: 100 + 1,57; grupo treinado: 95,77 = 3,01; p = 0,076, Figura

8A).
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No entanto, observou-se diminuicdo dos niveis de GSH no plasma de ratos da exposi¢ao
apenas ao EtOH (grupo EtOH: 65,37 + 7,13%) em relacdo aos demais grupos (grupo controle:
100 + 8,38%; grupo treinado: 97,93 + 6,85%); grupo treinado + EtOH: 104 + 3,87%; p = 0,005,
Figura 4B), enfatizando que o treinamento fisico evitou as alteragdes induzidas pelo EtOH.
Nenhuma diferenca significativa foi observada na TBARS entre os grupos investigados (grupo
controle: 100 £ 19,86%; grupo treinado: 82,26 = 20,7%; grupo EtOH: 75,55 £ 3,77%; grupo

treinado + EtOH: 83,74 £ 15,16%; p = 0,965, Figura 8C).
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Figura 8. Efeitos de quatro ciclos de treinamento fisico em esteira e exposi¢do ao etanol binge-like, durante 28
dias, sobre o balan¢o oxidativo no plasma sanguineo de ratos Wistar. (A) niveis de TEAC; (B) niveis de GSH e
(C) LPO. Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da média da porcentagem de controle. One-way
ANOVA e teste post-hoc de Tukey, p <0,05. *Diferencga estatistica em relacdo aos demais grupos.

5.3 Treinamento fisico regular em esteira modulou o equilibrio bioquimico oxidativo no
hipocampo de ratos expostos a quatro ciclos de consumo excessivo de alcool.

A exposicdo a ciclos repetidos de EtOH em um padrdo binge também alterou os
parametros oxidativos no hipocampo de ratos. O EtOH reduziu os niveis de TEAC (grupo
EtOH: 78,88 + 3,67%; Figura 9A) no hipocampo de ratos em comparag¢ao aos animais controle
(100 £ 3,41%; p = 0,016). Esse desequilibrio da bioquimica oxidativa foi evitado pelo

treinamento fisico (grupo Treinado + EtOH: 89,38 = 7,09%; p = 0,385, Figura 9A).

A exposi¢do ao EtOH também modificou parametros oxidativos relacionados aos niveis

de GSH (grupo EtOH: 73,58 £ 7,54%) quando comparado ao grupo controle (100 + 2,87%; p
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=0,009), o que n&o foi observado nos animais expostos ao treinamento fisico. (Grupo treinado:

93,95 £ 1,44%; grupo Treinado + EtOH: 93,24 + 4,7%; p> 0,05, Figura 8B).

Foi observado aumento da concentracdo de MDA no hipocampo de animais expostos a
EtOH (grupo EtOH: 150 £ 11,09%) em relacdo aos demais grupos (grupo controle: 100 +
6,33%; grupo treinado: 105,4 £+ 9,44; grupo treinado + EtOH : 105 £ 7,03; p = 0,003, Figura

9C).

Além disso, o grupo EtOH apresentou alta concentracdo de NO (grupo EtOH: 155 +
8,24%) em relacdo aos grupos sem administracdo de EtOH (grupo controle: 100 + 9,04%; grupo
treinado: 100 + 11,55; p <0,05). Em contraste, ndo houve diferenca estatistica em relacdo aos
animais treinados e expostos ao EtOH (grupo Treinado + EtOH: 147,5 = 7,08%; p = 0,958,

Figura 9D).
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Figura 9. Efeitos de quatro ciclos de treinamento fisico em esteira e exposicdo ao etanol tipo binge, durante 28
dias, no balanco oxidativo no hipocampo de ratos Wistar. (A) niveis de TEAC; (B) niveis de GSH; (C) niveis de
LPO e (D) percentual de nitrito por miligrama de proteina em relagdo ao grupo controle. Os resultados sdo
expressos como média + erro padrdo da média. One-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey, p <0,05. * Diferenca
estatistica em relacdo aos outros grupos ou entre grupos indicados.
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5.4 O treinamento fisico minimizou os déficits de memoria de ratos expostos a ciclos
repetidos de EtOH em padréo binge.

Ciclos repetidos de EtOH tipo binge durante quatro semanas em ratos, induziram
prejuizo em sua memoria de trabalho, memoria espacial de longo prazo e capacidade de
aprendizagem, como observado nos testes de reconhecimento de objetos e de labirinto aquético
de Morris.

No teste de reconhecimento de objeto, animais treinados e expostos ao EtOH (grupo
Treinado + EtOH: 0,56 + 0,1) obtiveram alto indice de reconhecimento quando comparados aos
animais que receberam apenas EtOH (grupo EtOH: -0,15 = 0,19; p = 0,005, Figura 10) ,
revelando a reducdo da memdria de curto prazo de ratos expostos ao EtOH e sem treinamento

fisico.
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Figura 10. Efeitos de quatro ciclos de treinamento fisico em esteira e exposicao ao etanol tipo binge, durante 28
dias, na memoria de trabalho de ratos Wistar. Os resultados sdo expressos como media + erro padrdo da média de
(A) tempo (s) de investigagdo na sessdo de treino e (B) indice de reconhecimento na sessdo de teste. One-way
ANOVA e teste post-hoc de Tukey, p <0,05. * Diferenca estatistica em relagéo aos outros grupos ou entre grupos
indicados.

Quando a aprendizagem e a memoria foram avaliadas pelo labirinto aquatico de Morris
(Figura 11), nossos dados demonstraram que o treinamento fisico evitou as alteracdes induzidas
pela administracdo de EtOH. Isso foi observado no primeiro teste (grupo controle: 15,89 + 1,06;
grupo treinado: 15,38 £ 1,14; grupo EtOH: 11,22 + 0,74; grupo treinado + EtOH: 15 £ 0,42; p
= 0,002) e em teste apos vinte e quatro horas ( grupo controle: 15,83 + 0,54, grupo treinado:

16,38 + 1,01, grupo EtOH: 11,5 + 0,42, grupo treinado + EtOH: 17,2 £ 1,53, p = 0,002) no
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tempo gasto no quadrante alvo (Figura 11A). Com relagdo ao numero de entrada no quadrante
alvo (Figura 11 B), ndo houve diferenga significativa no primeiro teste entre os grupos (grupo
controle: 4,66 + 0,16; grupo treinado: 4 = 0,42; grupo EtOH: 4,77 £ 0,22; treinado + EtOH :
4,44 + 0,17; p = 0,182) enquanto no teste apds vinte e quatro horas o grupo EtOH apresentou
diferenca em relagdo ao grupo treinado e treinado e exposto a EtOH (grupo treinado: 3,37
0,26; grupo EtOH: 4,6 £ 0,26; grupo treinado + EtOH: 3,33 £ 0,33; p <0,05), mas ndo em

relagdo ao grupo controle (grupo controle: 3,88 + 0,3; p = 0,319).
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Figurall. Efeitos de quatro ciclos de treinamento fisico em esteira e exposi¢do ao etanol tipo binge, durante 28
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6 DISCUSSAO

Considerando os impactos na saude que o consumo de EtOH pode causar e a constante
necessidade de investigar novas ferramentas terapéuticas que melhorem seus danos, este
trabalho traz dados importantes sobre como o exercicio fisico afeta positivamente as funcdes
cognitivas que sdo profundamente afetadas pelo consumo de EtOH, mesmo em padrdo de
consumo excessivo. Este estudo revelou que o exercicio fisico estd associado a restauracdo dos
niveis de GSH no sangue de ratos expostos ao EtOH. Além disso, esta ferramenta terapéutica
ndo-farmacoldgica também estd associada a restauracdo dos niveis de TEAC e GSH no
hipocampo de ratos expostos ao EtOH, e também a redug&o dos niveis de LPO no estado basal,
comparavel a animais ndo expostos. E seguindo essa perspectiva dos impactos do padrdo de
consumo excessivo do EtOH, estamos mostrando que o exercicio fisico melhora

substancialmente as fungdes cognitivas do hipocampo, como memoria e aprendizado.

A exposicdo ao EtOH chamada de binge drinking, € a pratica de consumir grandes
guantidades de alcool em uma Unica sessao, seguida por periodo de abstinéncia. O termo “binge
drinking” pode ser substituido por beber episddico pesado, por se tratar de uma forma intervalar
que se assemelha ao consumo de fim de semana e por provocar uma concentragdo de alcool no
sangue de 0,8g/L ou mais, caracterizando a forma pesada de beber. Esta dosagem é equivalente
a cinco ou mais doses para homens, ou quatro ou mais doses para mulheres, em um periodo de
duas horas. O modelo de intoxicacao alcodlica em binge utilizado nesse trabalho, reproduz o
padrdo de dano oxidativo encefalico visto em humanos que bebem em binge. No entanto, o
grau de severidade do dano cerebral pode depender de algumas varidveis, como o tempo de
exposicao juntamente com sexo e idade (FERNANDES et al., 2018; Jl et al., 2018; MAYNARD
e LEASURE, 2013; TEXEIRA, et al., 2014).

Este estudo utilizou modelo de exposicdo ao alcool em padrdo binge, devido
levantamentos epidemioldgicos relatarem ser o mais utilizado entre os adolescentes e adultos
jovens. Como o cérebro adolescente se encontra em processo de desenvolvimento, torna-se
ainda mais relevante a abordagem cientifica desse padréo de uso por pelo menos dois motivos,
devido a vulnerabilidade do cérebro em maturacéo, e por se tratar de uma realidade crescente
no cotidiano de jovens, o uso de uma droga psicotropica absolutamente prejudicial para
promover mudanga comportamental e prejuizo das funcBes cognitivas em curto e em longo

prazo. Mais, o uso de forma cronica predispde a dependéncia. Vale ressaltar que naturalmente
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o individuo adolescente busca por sensacdes e ignora riscos e sob efeito do alcool torna-se ainda
mais vulneravel a varios aspectos insalubres.

A adolescéncia é um periodo de transicdo gradual entre a infancia e a idade adulta.
Compreende o periodo entre os doze e dezoito anos em humanos e de 28 a 42 dois dias pds-
natal em roedores (SPEAR, 2000). Durante esse periodo, as alteracbes hormonais,
comportamentais e neurais sdo muito semelhantes entre as espécies de mamiferos, justificando
desse modo o emprego de modelos animais para contribuicdo da pesquisa cientifica nessa fase
do desenvolvimento humano. O encéfalo adolescente em transicdo, apresenta diferencas
anatdmicas e neuroquimicas em relacdo ao adulto. Vale ressaltar que a obtencao da maturidade
sexual chamada de puberdade, faz parte dessas transicbes que caracterizam a adolescéncia
(CREWS et al., 2007; SPEAR, 2000). Justifica-se, entdo, o aspecto do desprezo ao risco e busca
de novidades inerentes aos adolescentes humanos.

A exposicdo ao EtOH esta associada a varios distdrbios neuroldgicos, que podem ser
induzidos em varios estagios do desenvolvolvimento, desde a exposicdo pré-natal,
caracterizando Sindrome Alcoolica Fetal, e efeitos em individuos pds-natais, como baixo
desempenho motor e declinio cognitivo (ORNOQOY, 2010; TEIXEIRA et al. 2014; OLIVEIRA
et al., 2015; MATTHEWS et al., 2018). Este ultimo é comumente associado a capacidades
visuo-espaciais, funcbes executivas e memoria episddica (BERNARDIN et al., 2014; LE
BERRE et al., 2017). Seguindo esse componente cognitivo, 0 hipocampo desempenha uma
funcdo fundamental nesse processo, uma vez que, anatomicamente, esta relacionado a outras
estruturas profundamente associadas aos processos de memdria (SQUIRE, 1992). Além disso,
o hipocampo é um centro integrador de projeces dos cértices perirrinal, parahipocampal e
entorrinal (LAVENEX & AMARAL, 2000), que séo incluidas nos caminhos de comunicacéo
da memoria espacial (parte das memorias declarativas) (EICHEBAUM 1999; 2000; 2001). E,
embora a literatura apresente achados controversos do papel do hipocampo na tarefa de
reconhecimento de objetos, alguns estudos apontam que esta estrutura estd principalmente
associada a memoria visual e a memoria de reconhecimento, reforcando que o hipocampo é
também, uma estrutura associativa necessaria para um processo cognitivo eficiente (CLARK
et al., 2000; PRUSKY et al., 2004; BROADBENT, 2004; BARKER & WARBURTON, 2015;
BARKER, 2011; LEGER, 2013; STANLEY, 2012; BARKER, 2011). Desta forma, para nossa
avaliacdo comportamental, elegemos esses dois paradigmas para investigar falha do hipocampo

apos exposicdo a EtOH: memoria espacial e memoria de reconhecimento.
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O teste de reconhecimento de objeto tem como base, a apresentacdo dos roedores a
objetos familiares e novos. Instintivamente eles passam maior parte do tempo explorando o
objeto novo. Esta preferéncia é utilizada como um indicativo de memoria em relagdo ao objeto
familiar (RUTTEN, et al.,2008). Nossos resultados nesse teste foram marcadamente
significativos, uma vez que ratos expostos ao EtOH tiveram déficits de memoria acentuados
em comparag&o aos controles e aos expostos treinados. O teste do labirinto aquatico de Morris,
especialmente indicado para medir aprendizagem espacial e processos mnemonicos
dependentes do hipocampo (OLTON e PAPAS, 1978; SHARMA et al., 2010), demonstrou-nos

que 0s ratos expostos ao etanol tiveram déficit de memoria espacial de longa duracao.

Este estudo mostrou que a intoxicacdo alcodlica no padrdo binge por trés dias
consecutivos por semana (durante quatro semanas) gerou estresse oxidativo no hipocampo, mas
ndo no sangue. O estresse hipocampal, por outro lado, promoveu o comprometimento das
memorias de curto e longo prazos. Além disso, pela primeira vez, foi demonstrado que o
exercicio fisico forcado, em esteira, concomitantemente com a intoxicacdo por EtOH,
minimizou os efeitos deletérios oxidativos e comportamentais gerados pela exposicdo ao EtOH

em ratos adultos jovens.

Vaérios estudos tém destacado a forte associacdo entre estresse oxidativo e declinio
cognitivo, especialmente avaliando agentes anti e pré-oxidativos no sangue de pacientes com
funcbes cognitivas comprometidas (BERR 2000; SCHRANG 2013; REVEL 2015; HAIJAR
2018). E, curiosamente, esses estudos apontaram que niveis reduzidos de glutationa peroxidase
ou glutationa no sangue podem ser um forte biomarcador para o declinio cognitivo (BERR
2000; REVEL 2015; HAIJAR 2018). Nesta perspectiva, hipotetizamos que a reduc¢do dos niveis
de GSH encontrados no sangue de ratos expostos ao EtOH pode exercer uma forte associagao
com o déficit hipocampal encontrado neste estudo. Apesar dos repetidos ciclos de intoxicacao
em binge, a concentracdo sérica de TBARS ndo foi significativa entre os grupos, descartando a
possibilidade de o exercicio fisico ter um papel prejudicial na dinamica oxidativa. Ainda, em
trabalho recente (FERNANDES, et al., 2018), os autores observaram que fémeas adolescentes
Wistar tratadas com EtOH em padrdo binge, apresentaram efeitos cumulativos sobre o dano
oxidativo no cértex motor e figado, também ndo detectavel na periferia, parecendo que as

variaveis sexo e idade ndo interferiram nesse cenario.

Quando no sangue, as moléculas de etanol sdo transportadas rapidamente para todos 0s

tecidos que tém células com alta concentra¢do de agua como cerebro, figado, coracdo e rins
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(ZAKHARI, 2006). A vulnerabilidade do sistema nervoso central para os efeitos do etanol e a
exposicao durante o desenvolvimento cerebral, pode causar anormalidades irreversiveis nas
estruturas e funcGes cerebrais (CANTACORPS et al., 2018; GUERRI e PASCUAL, 2010). A
avaliacdo da peroxidacao lipidica no sistema nervoso central tem importancia relevante tendo
em vista o fato de o cérebro ser particularmente vulneravel aos radicais livres, devido ao alto
consumo de oxigénio, alto conteido em substratos facilmente oxidaveis, contrastando com a

baixa atividade de enzimas antioxidantes.

O SNC tem um metabolismo celular elevado, que demanda alto consumo de oxigénio
e, naturalmente, resulta na producdo de EROS, o que requer um eficiente funcionamento do
sistema antioxidante (PATEL M, 2016). O consumo de etanol estimula o desequilibrio
oxidativo, causando a oxidacdo de LPO, DNA e proteinas, o que é suficiente para promover a
disfungdo mitocondrial e subsequente dano neuronal. Por outro lado, as EROs estdo associadas
a neuroinflamagdo, que também contribui para a alteracdo das organelas, porém, a
desintoxicacdo, reparo e adaptacdo sdo respostas esperadas durante um estado inflamatorio, que
em situacdo de déficit, pode levar a oxidacdo do componentes celulares mencionados acima
(BAIERLE et al., 2015; PATEL M, 2016), que podem aumentar a morte celular e resultar em
prejuizos cognitivos, como memdria e aprendizagem (VETRENO E CREWS, 2015) tambem

observados neste estudo.

Além disso, 0s prejuizos comportamentais observados nesta investigacdo foram
acompanhados por mudangas marcantes no status redox, visualizadas no aumento da LPO e
reducdo dos niveis de GSH e TEAC no hipocampo. Assim, os resultados sugerem que o estresse
oxidativo induzido pelo EtOH exerce seus efeitos patoldgicos no hipocampo e funcGes
cognitivas, e a reducdo dos niveis de LPO, mas ndo no teor de nitrito, pode ser mediada pelo

exercicio fisico.

N&o notamos mudancas significativas no peso corporal de nossos ratos entre 0s grupos
e por toda a extensdo do experimento. Trabalhos anteriores relataram que o EtOH induziu
diminuicdo de peso corporal. Essa diminuigédo parece ser dependente da dose e quanto maior a
dose do EtOH menor o peso de ratos (KUMAR et al., 2006; TEXEIRA, et al., 2014). Essa
diminuicdo se fez significativa a partir da dose de 1,2g de etanol por quilograma de peso
corporal durante quatro semanas (KUMAR et al., 2006). Nossa amostra manteve-se com peso
estavel pelo mesmo periodo de exposicdo na dose de 0,8g/kg. O exercicio fisico também néo

interferiu em ganho ou perda de peso em nossa amostra.
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O protocolo de exercicio fisico utilizado (ARIDA et al 2007), foi absolutamente indcuo
em relagdo a dindmica oxidativa, uma vez que nossa analise bioquimica no plasma mostra que
0s niveis de marcador de LPO nédo foram significativos quando comparamos o grupo treinado
com o controle e o decréscimo de os niveis de GSH foram vistos apenas no grupo intoxicado
ndo treinado. Em trabalho relativamente recente (SVENSSON et al., 2016), os autores também
utilizaram um protocolo de exercicio fisico forcado, em esteira rolante, e relatam que o
exercicio aumentou o nivel de cortisona, e correlacionaram com aumento do dano cerebral
isquémico, apesar de ndo terem feito avaliacdo de dano oxidativo em tecido sanguineo. Esse
efeito dispar ao nosso, pode ser explicado pela diferenca entre os protocolos de exercicio.
Diariamente os animais eram mantidos por dez minutos iniciais em velocidades mais baixas e
0 restante vinte minutos na velocidade mais alta do programa semanal (ver figura 1). Protocolos
de exercicio forcado em esteira rolante que padronizam aumento gradativo da velocidade,
permitem a manuten¢do do equilibrio entre pré e antioxidantes como confirmado por nossos

resultados.

Devemos considerar o paradoxo em relacdo aos efeitos da pratica do exercicio fisico,
poiS 0 mesmo provoca aumento no consumo de oxigénio e, consequentemente a geracéo de
EROs. Entretanto, 0 aumento da sintese de enzimas antioxidantes que também € induzido pelo
treinamento fisico, constitui uma adaptacdo metabdlica capaz de proteger células e tecidos do
estresse oxidativo imposto pelo proprio exercicio fisico (SCHNEIDER et al., 2005; SHEN et
al., 2013) como mencionado anteriormente. A elevacdo da LPO no hipocampo de ratos
intoxicados com EtOH e a elevacdo da TEAC em ratos intoxicados, porém treinados, traduz
essa adaptacdo metabdlica e nos permite sugerir que a melhora cognitiva que observamos foi

devido a esse status bioguimico oxidativo.

Desta forma, acreditamos veementemente que um dos mecanismos pelos quais o EtOH
exerce seus efeitos deletérios sobre o SNC, especialmente nas funcbes cognitivas, € pelo
estresse oxidativo. Mas, 0 mais interessante € que a intensidade moderada e gradual do exercicio
fisico restaura as taxas normais de agentes antioxidantes e pro-oxidantes no sangue e/ou no

hipocampo.
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7 CONCLUSOES

Demonstramos que EtOH em padrdo de consumo binge induz desequilibrio bioguimico
oxidativo hipocampal, a partir da diminuicéo dos niveis de TEAC e maior producdo de LPO, o
que pode desencadear danos comportamentais em ratos. Entretanto, ndo houve alteracGes dos
niveis de TBARS sanguineo entre 0s grupos estudados.

Uma das principais contribui¢des do presente estudo foi mostrar pela primeira vez que os
danos promovidos no hipocampo de ratos pelo consumo excessivo de EtOH, podem ser
minimizados pelo exercicio em esteira, de intensidade moderada e gradual. Portanto, o
protocolo de exercicio fisico usado, evitou o desequilibrio oxidativo e minimizou os danos

teciduais e funcionais no hipocampo causados pelo EtOH.
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