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RESUMO

EM DIFERENTES PERIODOS DO DESENVOLVIMENTO CEREBRAL O
APRENDIZADO ESPACIAL E A FLEXIBILIDADE COGNITIVA SAO IGUALMENTE
SENSIVEIS A RETIRADA DO ETANOL EM BINGE DRINKING?

O Etanol (EtOH) é a droga recreativa mais utilizada entre todo o publico etario e
seu consumo no padrao binge drinking (BD) tem aumentado no género feminino. Isto
tem sido amplamente relacionado a incidéncia de problemas mentais, déficits
comportamentais e disturbios que favorecem a dependéncia alcodlica, assim como o0 uso
de outras substancias. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar de que
maneira diferentes estagios da maturagao cerebral sdo afetados pelo padrao episodico e
intermitente de etanol e como isto reflete nas atividades cognitivas referentes a
aprendizagem espacial e flexibilidade cognitiva através do Teste do Labirinto Aquatico.
Apo6s administracdo oral de EtOH em BD (3 dias on/ 4 dias off) durante toda a
adolescéncia e vida adulta, na dose de 3 g/kg/dia. Na adolescéncia, os resultados
demonstraram que nos dias subsequentes ao tratamento, os animais anteriormente
expostos ao EtOH ndo apresentaram prejuizo sobre a aprendizagem espacial e a
flexibilidade cognitiva em relagdo aos animais do grupo controle. Em contrapartida, os
animais adultos demonstraram prejuizo sobre a flexibilidade cognitiva apds retirada do
EtOH em BD. Além disto, as concentragcdes de EtOH encontradas na circulacéo
sanguinea 1h apoés a ultima dose da droga, conferem ao padrdo de exposigao utilizado
neste estudo a caracteristica de um protocolo de EtOH em BD. Desta forma, no
protocolo de dose e periodo de exposi¢cao adotados neste trabalho, nossos resultados
sugerem que a retirada do EtOH em BD na adolescéncia nao foi suficientemente capaz
de promover danos a aprendizagem e aquisigdo de novas memdarias espaciais apds a

retirada desta substancia, mas ndo de forma semelhante em animais adultos.

Palavras-chave: Aprendizagem. Binge drinking. Etanol. Flexibilidade cognitiva.

Maturagao cerebral. Neurogénese.



ABSTRACT

IN DIFFERENT PERIODS OF CEREBRAL DEVELOPMENT ARE SPACE
LEARNING AND COGNITIVE FLEXIBILITY ALSO SENSITIVE TO THE
WITHDRAWAL OF ETHANOL IN BINGE DRINKING?

Ethanol (EtOH) is the most widely used recreational drug among all age groups
and its consumption in the standard binge drinking (BD) has increased in the female
gender. This has been largely related to the incidence of mental problems, behavioral
deficits and disorders that favor alcohol dependence, as well as the use of other
substances. In this way, the objective of this work was to identify how different stages of
brain maturation are affected by the episodic and intermittent pattern of ethanol and how
this reflects in the cognitive activities related to spatial learning and cognitive flexibility
through the Aquatic Labyrinth Test. After oral administration of EtOH in BD (3 days on / 4
days off) throughout adolescence and adult life at the dose of 3 g / kg / day. In the
adolescence, the results showed that in the days following the treatment, the animals
previously exposed to EtOH did not present any impairment on the spatial learning and
the cognitive flexibility in relation to the animals of the control group. In contrast, adult
animals demonstrated impairment on cognitive flexibility after removal of EtOH from BD.
Furthermore, the EtOH concentrations found in the bloodstream 1h after the last dose of
the drug, confer the characteristic of an EtOH protocol in BD to the exposure pattern used
in this study. Thus, in the protocol of dose and exposure period adopted in this work, our
results suggest that the withdrawal of EtOH in BD in adolescence was not sufficiently
capable of promoting damage to learning and acquisition of new spatial memories after

withdrawal of this substance, but not similarly in adult animals.

Keywords: Binge drinking. Brain maturation. Cognitive flexibility. Ethanol. Learning.
Neurogenesis.
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1. INTRODUGAO
1.1.PREVALENCIA DO CONSUMO E PADRAO DE INGESTAO DO ETANOL

O habito de ingerir etanol (EtOH) é iniciado e sustentado pela busca em atenuar
estados afetivos negativos como, por exemplo, ansiedade, tensdo e estresse, assim
como, melhorar ou prolongar estados de relaxamento (YANG et al.,, 2014). Estas
propriedades tornaram o EtOH a droga recreativa mais consumida globalmente (NOVIER
et al.,, 2015), pratica culturalmente favorecida por fatores como: custo reduzido, facil
acesso, e por consistir em uma droga licita de ampla disponibilidade (JOHNSTON et al.,
2009; OMS, 2014).

Devido ao alto impacto social e econédmico gerados (CONTRERAS et al., 2017), o
consumo abusivo desta substancia tornou-se um grave problema de saude publica
(INPAD, 2013), associado a uma carga elevada de morbidades como cancer, cirrose e
desordens mentais e comportamentais (COMELLI et al., 2018), além de elevados indices
de mortalidade, com cerca de 3,3 milhdes de mortes por ano no mundo (OMS, 2014).

Os efeitos nocivos do alcool sdo determinados pela quantidade, periodo e
frequéncia do consumo (ZEIGLER et al., 2005; YANG et al., 2014). Conceitualmente, o
padrao de ingestéo é classificado por pesado, moderado ou leve, e pode ser continuo ou
intermitente, bem como pode ocorrer nas formas aguda ou crénica (NIAAA, 2004; OMS,
2014).

Durante muitos anos, o EtOH assumiu dentro da sociedade um padrao de
ingestao continuo e cronico em altas doses, conhecido como “heavy drinking” (NIAAA,
2016). Porém, o padrao de consumo intermitente e episddico, conhecido como “binge
drinking” (BD) é, atualmente, a forma de ingestdo do etanol mais comum, principalmente
entre os adolescentes menores de idade e adultos jovens (aproximadamente 90% dos
casos) [HOSOVA & SPEAR, 2017; LEE et al., 2017].

BD € o consumo de altas doses de EtOH em um curto periodo de tempo (5 ou
mais doses/ 2 horas para homens; 4 ou mais doses/ 2 horas para mulheres) [SPEAR,
2018], realizado em grupos com frequéncia de trés dias, principalmente nas noites do fim
de semana (PARADA et al., 2011), seguido por um periodo de abstinéncia,
continuamente repetida ao longo dos dias (PETIT et al.,, 2013; TAPIA-ROJAS et al.,
2017).



16

Esta forma de consumo é caracterizada pelo Instituto Nacional de Abuso de Alcool
e Alcoolismo (NIAAA) por atingir altas concentragdes de EtOH no sangue (= 80mg/dL ou
0,08g/dL) em um periodo de tempo de até duas horas (HOSOVA & SPEAR, 2017;
TAPIA-ROJAS et al., 2017). Esses niveis sao tipicamente atingidos em homens que
consomem cinco bebidas ou mais e em mulheres pelo consumo de quatro bebidas ou
mais (NIAAA, 2004; HOSOVA & SPEAR, 2017).

A ingestdo episddica e intermitente de alcool tem sido relacionada a danos
cerebrais e déficits cognitivos em qualquer fase da vida (ORIO et al., 2017), bem como a
incidéncia de efeitos negativos em longo prazo, incluindo problemas mentais
(SANCHEZ-MARIN et al., 2017). Além disto, também tem sido associada ao “gatilho”
para o uso de outras drogas e um fator potencialmente decisivo na progressédo do vicio
em direcdo a dependéncia de alcool na vida adulta (TAPIA-ROJAS et al.,, 2017;
CONTRERAS et al., 2017; FRITZ et al., 2015; SPEAR, 2018).

1.2. FARMACOCINETICA DO ETANOL E VIAS DE METABOLIZACAO

A farmacocinética do EtOH é o fator determinante da concentracéo e do tempo de
permanéncia desta substancia na circulagdo sanguinea, além do grau de exposigao dos
orgaos aos seus efeitos (RAMCHANDANI e BOSRON, 2001).

Apos a ingestao oral, o alcool € quase completamente absorvido, principalmente
pelo intestino delgado por difusdo passiva e, se ingerido com o estdmago vazio, € ainda
mais rapidamente absorvido, atingindo concentragées maximas entre 30 a 90 minutos
(RAMCHANDANI e BOSRON, 2001).

O baixo peso molecular e alta solubilidade em agua sao caracteristicas que
conferem ao EtOH ampla difusdo pelos tecidos (GOULLE & GUERBET, 2015). Desta
forma, a distribuicdo e a concentragédo desta substancia no organismo sdo dependentes
do teor de agua corpdreo, que em mulheres costuma ser proporcionalmente menor que
nos homens, devido a maior quantidade de tecido adiposo, contribuindo com o aumento
da concentragdo e maior pico de alcool no sangue para género feminino (CEDERBAUM,
2012).

Além disto, esta droga também parece afetar de forma desigual animais em
diferentes fases da vida (NOVIER et al., 2015). Experiéncias tem demonstrado que os
efeitos desta substancia relacionados a idade dependem, principalmente, das variacées
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hormonais, neuronais e no sistema de neurotransmissores de cada fase do
desenvolvimento (WALKER e EHLERS, 2009; NOVIER et al., 2015).

Em torno de 90% do metabolismo do EtOH ocorre majoritariamente no figado
(CISA, 2016), isto porque, neste 6rgao, encontram-se os principais sistemas enzimaticos
de metabolismo periférico, responsaveis pela oxidagao desta molécula, como a enzima
alcool desidrogenase (ADH) e as enzimas microssomais citocromo P450 2E1 (CYP2E1)
[PEANA et al., 2016; CEDERBAUM, 2012].

Além destas vias oxidativas, a catalase, uma heme-enzima presente nos
peroxissomos das células, também atua contribuindo no metabolismo do EtOH no
Sistema Nervoso Central (SNC), resultando em um dos mecanismos de dano celular
provocado por esta droga, devido ao aumento da formagé&o de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nesta regiao (VONGHIA et al., 2008; CEDERBAUM, 2012).

Em qualquer das vias metabdlicas do etanol, periférica ou central, o produto da
reagdo é o acetaldeido (ACD). Em seguida, a enzima aldeido desidrogenase (ALDH)
converte o ACD em acetato, que finalmente é excretado do organismo (Figura 1; PEANA
et al., 2016; CISA, 2016).

.‘:.’-ADH )
—— ACD
P T~
] (CYPast) ( ALDH )
Peripheral = ACD | —— , jcetate
o~ ' (Catalase-H,0, )
—~—, ACD
EtOH
Central | ( Catalese-+:0, ) 'f:‘m*:.j}
———5> ACD — > acetate

Figura 1: Vias metabolicas do etanol resultando na formagéo de acetato (PEANA et al., 2016).

O mecanismo pelo qual a resposta ao EtOH em animais adolescentes e adultos
pode vir a ser desigual, segue a hipotese farmacocinética desta substancia no
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organismo. De fato, alguns estudos consideram que o metabolismo do alcool pode variar
com a idade (WALKER & EHLERS, 2009) e outros estudos relatam farmacocinética
comparavel desta droga em roedores em diferentes fases da vida (SPEAR, 2000).
Segundo Cederbaum (2012), os animais jovens tém baixas taxas de eliminagao
de alcool devido as enzimas ADH e CYP2E1 nao estarem totalmente expressas nesta
fase da vida. Além disto, durante o envelhecimento também pode haver um pequeno
declinio na eliminagao do alcool, provavelmente pela diminuicdo da massa hepatica ou

pela reducgao fisioldgica do teor de agua corporal.

1.3. FARMACODINAMICA DO ETANOL E O MECANISMO DA HOMEOSTASE

Por ser o principal agente psicofarmacologicamente ativo das bebidas alcodlicas,
o EtOH foi reconhecido como o responsavel pelos transtornos relacionados ao consumo
do alcool, como patologias cardiovasculares e relacionadas ao figado, assim como
desordens neurolégicas e déficits cognitivos (PEANA et al., 2016; MATTHEWS &
MITTLEMAN, 2017).

O principal alvo do EtOH no cérebro € o neurotransmissor inibitério conhecido
como Acido y-amino-butirico (GABAA). Por meio do aumento da atividade dos receptores
de GABAA, esta substancia facilita a conducao da corrente inibitéria em diversas regides
do SNC. Além disto, outro importante alvo central do EtOH sdo os receptores de
glutamato (Glu) do tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA), pelos quais a droga inibe as
correntes excitatorias mediadas por estes receptores (PEANA et al., 2016).

Desta forma, o consumo de EtOH provoca a depressdo do SNC pela alteracao
das vias inibitérias (aumento da atividade de receptores GABAérgicos) e excitatorias
(reducgao da atividade dos receptores glutamatérgicos).

O habito continuo de ingestdo desta droga gera alteragbes neurobiolégicas que
atuam na tentativa de recuperar o estado de excitabilidade “normal” do cérebro,
resultando na supressao da expressao dos receptores GABAérgicos, conhecido como
“down-regulation”, bastante envolvido nos mecanismos de tolerancia ao EtOH (ALELE &
DEVAUD, 2005).

Além disto, principalmente durante a sindrome de abstinéncia, desencadeia-se o
fendbmeno da hiperatividade de rebote, devido a intensa ativacdo dos receptores
glutamatérgicos em um processo conhecido como “up-regulation”, que em mulheres

parece ocasionar consequéncias fisioldgicas mais nocivas e mais rapidas do que nos
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homens, apesar de apresentarem sintomatologia de abstinéncia reduzida em
comparagao ao sexo oposto (ALELE & DEVAUD, 2005).

Além destes mecanismos, o EtOH atua indiretamente no aumento da atividade
dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2, além de serotoninérgicos (PEANA et al.,
2016; ALELE & DEVAUD, 2005), e a somatodria destes eventos moleculares é
responsavel pelos efeitos neurocomportamentais tipicos do consumo desta droga, como
a desinibigdo e a atividade sedativo-hipnotica (KUMAR et al., 2009).

1.4. CONSUMO DE ETANOL ENTRE AS DIFERENTES FASES DO

DESENVOLVIMENTO CEREBRAL

O habito de ingerir bebidas alcodlicas tem se tornado mais frequente entre os

adolescentes de baixa idade e o contexto social tem contribuido criticamente neste
processo (SPEAR, 2018).

Resultados mais recentes da Pesquisa Nacional sobre Uso de Drogas e Saude
(2013) relataram que de nove adolescentes nas idades de 12 a 17 anos, um era
consumidor atual de alcool, e que nesta fase da vida houve um aumento da insercédo das
mulheres em relacdo aos homens nesta pratica (12,3% e 10,8%, respectivamente)
[SAMHSA, 2014; HOSOVA & SPEAR, 2017].

Além disto, dos usuarios de alcool entre 10 a 20 anos, aproximadamente 60%
relataram consumir pelo menos cinco bebidas na mesma ocasido, e um a cada sete,
realiza cinco ou mais episédios de BD (HOSOVA & SPEAR, 2017).

A frequéncia de consumo do EtOH na adolescéncia pode estar relacionada as
alteragbes durante a maturagcado cerebral, como a redugdo dos niveis dopaminérgicos e
serotoninérgicos, resultando em mudangas de humor e aumento da dificuldade de
controlar emocgdes e impulsos (ARAIN et al., 2013).

Estas alteracdes fisioldgicas podem exigir niveis mais elevados de estimulacao
dopaminérgica para alcangar os mesmos niveis de prazer e recompensa, levando os
adolescentes a tomada de decisdes arriscadas (ARAIN et al.,, 2013). Isto pode estar
relacionado com o aumento do comportamento de impulsividade, além da busca de
sensagdes e novidades dos adolescentes em comparagdo com os adultos (LEE et al.,
2017), o que favorece o envolvimento em comportamentos de risco, como a
experimentagdo de drogas, sendo o alcool a substancia mais elegida por este grupo
etario (SPEAR, 2014; LEE et al., 2017).
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Em contrapartida ao periodo da adolescéncia, a proporcdo de bebedores de
alcool em adultos jovens de 18 a 25 anos tem aumentado (aproximadamente 61% s&o
homens e 57% sédo mulheres), e as taxas mais elevadas de comportamento compulsivo
pela droga (37,7%) foram observadas justamente neste intervalo de idade entre os
adultos jovens (HASOVA & SPEAR, 2017).

1.5. CRONOLOGIA DA ADOLESCENCIA E ADULTEZ EM ROEDORES.

A exatiddo do periodo da adolescéncia em roedores ainda necessita de um
consenso e tem sido definida com base nos fatores indicativos de transigcdo do
desenvolvimento de adolescentes humanos, como mudangas nos padrbes de
comportamento, padrdes hormonais e/ou caracteristicas sexuais primarias
(MALDONADO-DEVINCCI et al., 2010).

O intenso neurodesenvolvimento caracteristico desta fase da vida ocorre, em
humanos, entre as idades de aproximadamente 11-21 anos, correspondente ao periodo
de vida de 28-42 dias pds-natais (DPN) em roedores (LEE et al., 2017; SPEAR, 2014),
em que também se iniciam as mudangas comportamentais nos animais mais jovens em
relagdo aos mais velhos, associadas a picos no crescimento corpéreo (SPEAR, 2000),
além da especializagcao das redes neurais do cortex pré-frontal (SEMPLE et al., 2013).

ApoOs a separacdao da mae no 21° DPN (desmame), inicia-se o processo de
maturacéo sexual, definida pela abertura vaginal (fémeas) ou separacéo balanoprepucial
(machos), respectivamente alcangada em aproximadamente 32-34 e 45-48 DPN
(SENGUPTA, 2013).

Adicionalmente, alguns pesquisadores tém identificado as categorias da
adolescéncia em roedores como precoce (pré-puberes: 21-34 DPN), média
(periadolescéncia: 34-46 DPN) e tardia (adulto jovem: 46-59 DPN) [TIRELLIA et al.,
2003; MALDONADO-DEVINCCI et al., 2010].

Com base nisto, a faixa etaria entre os dias 28 e 50 DPN tem sido escolhida com
mais frequéncia para representar o periodo da adolescéncia em ratos (ACHESON et al.,
2013), e a etapa de transigdo para a idade adulta se inicia apds a oitava semana pés-
natal, em torno do 63° DPN (SENGUPTA, 2013), com plenitude da adultez a partir de 70
DPN (KARL et al., 2003; ACEVEDO et al., 2013; ACHESON et al., 2013).
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1.6. MATURACAO CEREBRAL E A TOXICIDADE DO ETANOL

Durante o periodo da vida que compreende a adolescéncia, alterag¢des fisioldgicas
significativamente dramaticas ocorrem no cérebro, incluindo mudangas regressivas,
como o processo de podas neuronais (refinamento sinaptico) e modificacbes
progressivas como, por exemplo, a mielinizagdo axonal, favorecendo a interligagcao de
regides cerebrais, além do aperfeicoamento do sistema de sinalizagdo dos
neurotransmissores (SPEAR, 2014).

Nesta fase, o processo de maturagcdo do cérebro também é acompanhado por
modificagdes estruturais especificas de cada regidao, como hipocampo, cértex pré-frontal
e o sistema limbico (TAPIA-ROJAS et al., 2017). Desta forma, a adolescéncia é um
periodo de critico desenvolvimento cerebral, com ampla maturacido emocional, social e
cognitiva (AMODEDO et al., 2017).

A plasticidade sinaptica na regido do hipocampo, caracteristico desta fase da vida,
desempenha um papel essencial sobre a memdria, assim como sobre os processos de
aprendizagem e flexibilidade cognitiva (ZHANG et al.,, 2017). O hipocampo &
fundamental para aquisicdo da memadria dentro do contexto espacial, e o cértex pré-
frontal interage com o hipocampo dando suporte ao controle cognitivo e suprimindo
memorias inapropriadas neste mesmo contexto, a fim de contribuir na aquisicdo de
novas memorias (PLACE et al., 2016).

A disfuncao cognitiva pode estar associada, além da condi¢gao congénita, a fatores
ambientais como toxicidade e lesdes cerebrais (PURI et al., 2014), ou por fatores
fisiolégicos como estresse, inflamagéo e problemas neuroldgicos (HAIDER et al., 2016).

Sabe-se que o consumo do EtOH resulta em supressao da taxa de disparos de
neurdnios piramidais do hipocampo e antagoniza os receptores do tipo NMDA (HUNT e
BARNET, 2016), fatores sugestivos dos efeitos prejudiciais desta droga na habilidade da
aprendizagem e memoéria mediadas pela regido hipocampal (HUNT & BARNET, 2016;
OBAD et al.,, 2018), além dos prejuizos a atencdo e as fungdes executivas
(MCCLINTICKA et al., 2016).

Desta forma, como a adolescéncia € uma etapa de intensa neuroplasticidade e
neurogénese (VETRENO e CREWS, 2015), é provavel que o cérebro adolescente possa
ser mais vulneravel aos efeitos nocivos do consumo excessivo de alcool em comparagao

ao cérebro adulto maduro, podendo acarretar em déficits comportamentais relacionados
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a memoria, comportamento semelhante a ansiedade e prejuizos motores (GUERRI &
PASCUAL, 2010).

As alteragcbes especificas de cada regido do cérebro, como lobo frontal e
hipocampo, continuam até o inicio da vida adulta, em adultos jovens. Tanto estas regides
quanto as fungbes associadas a elas, sdo as ultimas a atingirem o desenvolvimento
completo durante a maturagdo cerebral. Além disto, estas regides sdo as primeiras a
sofrerem o processo de degeneracdo durante o envelhecimento, e ambas sao
particularmente suscetiveis as consequéncias negativas do consumo de alcool
(SILVERI, 2014).

Com base nisto, é possivel que a exposi¢gao ao etanol possa causar prejuizos ao
funcionamento cerebral ndo apenas durante o periodo de intensa maturacdo e
desenvolvimento, mas também quando associado a processos neurodegenerativos
fisiolégicos do envelhecimento, porém, nao esta claro se os efeitos sobre o processo
mnemonico gerados pelo EtOH podem estar relacionados ao declinio cognitivo
naturalmente observado neste etapa da vida (SPEAR, 2018).

Devido ao aumento dos transtornos relacionados ao consumo de EtOH em fases
da vida pods-adolescéncia (MATTHEWS & MITTLEMAN, 2017), tem-se ampliado os
estudos sobre alteragdes cognitivas e neurobioldgicas desta droga nos estagios finais do
processo de maturacdo cerebral (BENNETT & BAIRD, 2006), em individuos
funcionalmente mais independentes que os adolescentes (SILVERI, 2014), e nesta
populacao, o abuso e dependéncia do EtOH estdo associados a alteragdes estruturais e
funcionais do cérebro, particularmente em redes frontais e no hipocampo (SILVERI,
2014).

De fato, devido as diferengcas neuroanatébmicas e neurofisiolégicas do SNC,
principalmente na regiao hipocampal, faz-se importante investigar se o EtOH produz, de
forma semelhante, prejuizos sobre a aprendizagem e flexibilidade cognitiva em

diferentes etapas do desenvolvimento cerebral (CHIN et al., 2010).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar se a aprendizagem espacial e a flexibilidade cognitiva sdo igualmente
afetadas em diferentes etapas da maturacéo cerebral apdés exposicao ao EtOH em BD

em ratas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a concentragao sanguinea de EtOH plasmatico no tempo de até duas
horas apos a administragao da droga;

e Avaliar aprendizagem espacial no Teste do Labirinto Aquatico apds exposigéo ao
EtOH em BD na adolescéncia;

e Avaliar a flexibilidade cognitiva no Teste do Labirinto Aquatico apds exposi¢cao ao
EtOH em BD na adolescéncia;

e Avaliar aprendizagem espacial no Teste do Labirinto Aquatico apos exposi¢céo ao
EtOH em BD na adultez;

e Avaliar a flexibilidade cognitiva no Teste do Labirinto Aquatico apds exposi¢cao ao
EtOH em BD na adultez.
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3. METODOLOGIA
3.1. ANIMAIS DE EXPERIMENTAGCAO

Primeiramente, este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Animais e Experimentagao da Universidade Federal do Para (CEPAE-UFPA), aprovado
sob o numero CEUA n°® 4372131017, e obedece aos critérios e as normas estabelecidas
por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais (COMMITTEE FOR THE UPDATE
OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011).

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar, fémeas (n=56), provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Para (UFPA), mantidos no Biotério da Faculdade de
Farmacia em condicbes padronizadas de temperatura, exaustdo, ciclo de Iluz
claro/escuro de 12 horas (luz acesa as 07:00 hs) a fim de ndo interferir no ciclo
circadiano dos animais, agua e comida ad libitum. Além disto, os animais foram mantidos

em caixas proprias, em grupos de 5 — 6 animais, para evitar o estresse por isolamento.

3.2.GRUPOS EXPERIMENTAIS
Inicialmente, dos animais envolvidos neste estudo, 28 animais eram adolescentes
e foram subdivididos em Grupo Controle (n=10) e Grupo Etanol (n=18), assim como, da
mesma forma, para 28 animais adultos. No grupo EtOH, 12 animais foram destinados
aos ensaios comportamentais das atividades cognitivas, enquanto que, outros 6 animais
foram destinados apenas a dosagem do EtOH na corrente sanguinea (BAC). A

distribuicdo dos grupos experimentais esta representada no quadro abaixo [Quadro 1].
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GRUPOS ETARIOS IDADE | Grupos EXPERIMENTAIS | NUMERO
CONTROLE (BD) 10
ADOLESCENTES | . . .
(n=28) ETANOL (BD) 12
ETANOL (BAC) 06

ADULTOS

(n=28)

68 — 91DPN

Quadro 1: Grupos experimentais

CONTROLE (BD)

ETANOL (BD)

ETANOL (BAC)

3.3. TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

As administragdes foram realizadas por via oral (gavagem), através de céanula

orogastrica e consistiram em agua destilada (H,Od.) para os grupos controles e EtOH
(Nuclear, Brasil) para os grupos EtOH, na dose de 3 g/kg/dia (20 p/v) (NOGALES et al.,
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2014; TORCASO et al., 2017; SANCHEZ-MARIN et al., 2017). As doses de H,Od./EtOH
foram semanalmente ajustadas de acordo com o peso dos animais.

O tratamento ocorreu semanalmente por trés dias consecutivos, seguidos de
quatro dias sem nenhuma administragcao, do 28° até 51°DPN, periodo que compreende a
adolescéncia, da fase precoce até o adulto-jovem (TIRELLI et al., 2003; MALDONADO-
DEVINCCI et al., 2010) e, de forma equivalente, para os animais na idade adulta,
iniciando-se o tratamento no 68° DPN e estendendo-se até o 91° dia de vida dos animais
(KARL et al.,, 2003; ACEVEDO et al.,, 2013). A figura 2 representa o esquema de

intoxicacao intermitente e episédico nas duas faixas etarias avaliadas.
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Figura 2: Esquema do tratamento em binge drinking de etanol (3g/kg/dia) e agua destilada, em animais
adolescentes e adultos, com inicio dos testes comportamentais 24horas apds a Ultima administragdo de doses.

3.4. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

De acordo com trabalhos anteriormente realizados, a concentragdo sanguinea de
EtOH em ratos, administrado por gavagem, possui um declinio gradual e dura em torno
de 450 minutos (7,5 horas) para ser eliminado do organismo (LIVY et al., 2003). Ao fim
do ultimo ciclo de BD, 24 horas ap6s a ultima administracdo de H,Od/EtOH, foi iniciado a
investigacdo da funcdo cognitiva dos grupos etarios. Desta forma, os animais foram
submetidos aos ensaios comportamentais quando ndo mais havia concentragdes
circulantes desta droga no organismo, ou seja, no periodo de abstinéncia.

Os ensaios comportamentais foram realizados no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacao e do Comportamento, da Faculdade de Farmacia/UFPa. Anterior ao inicio da
avaliagéo da atividade cognitiva, os animais foram conduzidos a sala de teste por um

periodo de uma hora para aclimatacido e habituagdao ao ambiente de realizagcdo dos
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ensaios, que consistiu em uma sala propria, com atenuagao dos niveis de ruido e baixa

intensidade de iluminagéo (12 Ix).

3.4. TESTE DO LABIRINTO AQUATICO OU WATER MAZE TEST.

Animais adolescentes e adultos (n= 22/grupo), previamente expostos a repetidos
e episodicos ciclos de H,Od. e EtOH, foram avaliados quanto a capacidade de aprender
uma tarefa nao visual (espacial), assim como, quando submetidos a uma nova atividade
espacialmente diferente da anterior, a capacidade de reaprendé-la no novo formato.

Os paréametros de aprendizagem espacial, bem como de aprendizagem de uma
nova atividade (flexibilidade cognitiva), foram avaliados, respectivamente, segundo o
teste da plataforma submersa e da troca de posicao desta plataforma no Teste do
Labirinto Aquatico (TLA).

Este teste consistiu em um tanque circular sob as medidas de 150 cm de didametro
e 60 cm de altura total, preenchido por agua e corante azul nao toxico a altura de 45 cm
e temperatura de 25 + 1°C. Duas linhas perpendiculares foram utilizadas para divisdo
deste aparato ao meio, formando quatro quadrantes iguais, enumerados por | (iniciando
a esquerda da posigao Norte), I, Il e IV. Além disto, foi colocado no interior do tanque,
uma plataforma quadrada possuindo 10cm? de didmetro e 43cm de altura, submersa
2cm abaixo d’agua.

O protocolo adotado para realizagdo deste teste seguiu o modelo utilizado por
Silva e colaboradores (2015), sob algumas modificagdes.

Para investigacdo da aprendizagem espacial, cada animal foi exposto a duas
etapas de avaliagdo, divididas em Fase de Treinamento e Fase Teste. A fase de
treinamento ocorreu vinte e quatro horas apds a ultima administragcao de EtOH/H,O4 em
uma etapa onde cada animal foi exposto uma vez em cada quadrante do tanque com
teto maximo de tempo de 60 segundos para encontrar a plataforma submersa no
quadrante |l (a direita do ponto Norte).

A posicao inicial de partida dos animais foi escolhida aleatoriamente e seguiu a
sequéncia: 1°) Quadrante Ill; 2°) Quadrante IV; 3°) Quadrante | e 4°) Quadrante Il —
quadrante no qual a plataforma permaneceu durante toda a fase de treinamento —,

portanto chamado Quadrante Alvo (QA) [Figura 3].



30

N N N N
W.E W.E W.E W.E
S S S S

Exposicéo 1 Exposigéo 2 Exposigdo 3 Exposicgéo 4

@ Posicéo da plataforma.
Posigao do animal.

Figura 3: Desenho esquemético da Fase de Treinamento Espacial do Teste do Labirinto Aquatico.

Cada vez que o animal em treinamento fora capaz de encontrar a plataforma
no limite de tempo de 60 segundos, foi entdo mantido por 10 segundos sobre a mesma,
até o reinicio da proxima exposi¢cao, com partida inicial em outro quadrante. No caso de
o animal fracassar em encontrar a plataforma, foi direcionado delicadamente até a
mesma, onde permaneceu por dez segundos até o inicio da proxima exposicao.

Apos trinta minutos da fase de treinamento, os animais foram submetidos a fase
teste da aprendizagem da memoaria de curta duragdo. Na etapa teste, foi analisado a 1)
Laténcia de Escape, ou seja, o tempo que cada animal levou para encontrar a plataforma
submersa apés a fase de treinamento, como indicador da qualidade da aprendizagem
espacial.

Vinte e quatro horas ap6s a avaliagao da aprendizagem na fase teste da memoaria
de curta duragdo, cada animal foi exposto a avaliagcdo da aprendizagem espacial da
memoria de longa duragao. Nesta etapa, a plataforma foi retirada do tanque e, como
posicao inicial, os animais foram colocados com a face virada para o ponto Sul do
aparato; o periodo de avaliagdo compreendeu o tempo de 60 segundos. Nesta etapa, os
parametros de analise foram 1) Laténcia de Entrada no QA; 2) Tempo no QA e 3) N° de
Entradas no QA, como parametros da qualidade da memodria de longa duragao da
aprendizagem espacial.

A investigacao da flexibilidade cognitiva teve inicio vinte a quatro horas apés a
fase teste da memdria de longa duragéo da aprendizagem, e também compreendeu uma

fase de treinamento, uma fase teste da meméadria de curta duracao e, uma fase teste da
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memoria de longa duragao da flexibilidade cognitiva. Esta etapas, no geral, ocorreram de
forma semelhante a etapas da aprendizagem espacial, com a diferenga da posi¢céo da
plataforma submersa dentro do tanque, que foi realocada para o quadrante oposto, neste
caso, o quadrante lll, que passou a ser o QA desta fase.

As posi¢des de inicio dos animais foram 1) Quadrante Il; 2) Quadrante I; 3)
Quadrante IV e 4) Quadrante Il — quadrante no qual a plataforma permaneceu durante

toda a etapa treino — portanto chamado QA (Figura 4).

N N N N
1Ii|.I"II.E 1Ii|.I"II.E 1Ii|.I"II.E 1Ii|.I"II.E
S S S S

Exposicao 1 Exposicao 2 Exposicao 3 Exposicao 4

@ Posicao da plataforma.
[ $8] Posigao do animal.

Figura 4: Desenho esquematico da Fase de Treinamento da Reversao do Teste do Labirinto Aquatico.

Novamente, trinta minutos apds a fase de treino, os animais foram avaliados
quanto a memoria de curta duracédo da flexibilidade cognitiva, da mesma forma como,
vinte e quatro horas apds, foram avaliados na memoaria de longa duragéo da flexibilidade,

investigando-se capacidade em aprender uma nova atividade espacial.

3.5.ANALISE DAS CONCENTRACOES DE ETANOL NO SANGUE OU BLOOD
ALCOHOL CONCENTRATION (BAC)

A alcoolemia foi avaliada em animais que nao foram expostos aos ensaios

comportamentais, mas seguiram o mesmo tempo de tratamento com EtOH em BD

durante a adolescéncia e durante a adultez (n=6 animais/grupo). Segundo Livy e
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colaboradores (2003), a concentragao alcodlica € um importante parametro indicativo e
certificador da exposigcao ao padrdao de consumo em BD.

Apos o protocolo administragdo intermitente e episddica (3 dias on/4 dias off) de
EtOH (3 g/kg/dia) no padréo BD durante adolescéncia e a fase adulta, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e as amostras de sangue foram coletadas por via
intracardiaca sessenta minutos apds a ultima administracdo do EtOH, transferidas para
tubos contendo anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e, em seguida,
armazenadas a -20°C até que a concentragao da alcoolemia fosse mensurada.

Resumidamente, o sangue homogeneizado (500 uL) foi adicionado ao butanol
como padrdo interno (500 uL) e analisados por cromatografia gasosa (GC-MS) com
detector por ionizagao de chama (FID- Flame lonization Detector) em equipamento de
GC-MS (Walnut Creek, CA, EUA), modelo CP3800 equipado com inje¢cdo de amostras
automatica (CombPalm numero de série 1210469). Utilizou-se a coluna capilar (cera CP
52 OC, Varian), que consiste de polietileno (100%), com as dimensdes de 30 m x 0,32
milimetros x 0,25 ym de espessura do filme. A temperatura do detector foi de 250°C e a
do injetor de 200°C.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média * erro padrao da média (e.p.m.)
de 10 - 12 animais por grupo para os testes comportamentais e de 6 animais para a
analise bioquimica.

Os valores de cada parametro analisado foram submetidos a curva gaussiana
pelo método de Kolmogorov-Smirnov, para avaliagdo da normalidade dos dados.

Diante de valores homogéneos obtidos na analise quantitativa do BAC, foi
aplicado o Teste t-Student para avaliacao estatistica destes dados.

Para a avaliacao estatistica das fases de treinamento da aprendizagem espacial e
flexibilidade cognitiva foi aplicado Analise de Variancia (ANOVA) de Uma Via seguida
pelo pés-teste Tukey e para as fases testes, da mesma forma que o BAC, a analise
estatistica foi realizada pelo teste estatistico t de Student.

Em todos os casos, o nivel de significancia aceito foi de p<0,05.
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IV. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1.A CONCENTRACAO SANGUINEA DE ETANOL NA DOSE DE 3G/KG/DIA
ATINGE VALORES QUE CARACTERIZAM EXPOSICAO EM BINGE DRINKING
1 HORA APOS A ADMINISTRAGAO.

Em relagcdo as analises quantitativas no sangue, foi observado que 1 hora apds a
ultima administracido cronica e intermitente de EtOH na adolescéncia e na adultez,
0s niveis sanguineos foram consideravelmente superiores aqueles preconizados
pelo NIAAA e que caracterizam o padrédo BD de alcoolemia, como demonstrado na

tabela abaixo:

Local de Coleta Periodo Concentragcao EtOH
(mg/dl)
ADOLESCENCIA 177.8+5.5
SANGUE
ADULTEZ 196.7 + 4.8

Tabela 1: Anadlise das concentragdes sanguineas e EtOH (BAC) apds quatro ciclos de binge drinking
durante a adolescéncia e durante a vida adulta. As coletas foram realizadas 1 hora apds a ultima
administragao de EtOH e os dados foram expressos como a média = e.p.m de 6 animais.

4.2. EXPOSICAO CRONICA E INTERMITENTE AO ETANOL NA ADOLESCENCIA E
NA FASE ADULTA NAO DEMONSTROU PREJUIiZO A APRENDIZAGEM
ESPACIAL NOS PRIMEIROS DIAS DE ABSTINENCIA.

No tempo de vinte e quatro horas apds exposicdo ao EtOH no padrdo BD, no
periodo que compreende a abstinéncia da droga, cada animal foi submetido a etapa
treino. Trinta minutos apds a sessao de treino, todos os animais foram submetidos a
primeira etapa teste da aprendizagem espacial no TLA, objetivando investigar a atividade
cognitiva imediata, identificada como memaria de curta duragcao (MCD) ou curto alcance.

Na avaliagao da MCD, a exposigao ao EtOH crénico intermitente na adolescéncia
e na fase adulta ndo demonstrou gerar prejuizo ao aprendizado espacial dependente de

hipocampo. Na fase teste da aprendizagem espacial da memdéria de curta duragdo os
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animais do grupo etanol, de forma semelhante aos animais do grupo controle,
demonstraram redugdo do tempo para encontrar a plataforma submersa (tempo de

laténcia) [Figura 5].
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Figura 5: Tempo (s) despendido pelos animais dos grupos Controle/EtOH adolescentes e adultos até encontrar a
plataforma submersa no QA do tanque durante a fase teste da aprendizagem na memdria de curta duragdo, 30
minutos apds a etapa treino. Animais adolescentes e adultos expostos a H20d/EtOH demonstraram redugdo
significativa do tempo de laténcia de escape (p>0,05) na fase teste em relacdo a etapa treino. Resultados expressos
como a média + e.p.m. de 10-12 animais por grupo, andlise dos dados por ANOVA de uma via seguida do teste
Tukey.
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Da mesma forma, animais adolescentes e adultos expostos a 3BD de EtOH
quando comparados aos animais expostos apenas a H,Od, ndo demonstraram prejuizos
sobre a aprendizagem espacial quando avaliados no teste da memodria de longa duragao
(MLD), realizado vinte e quatro horas apds a etapa treino. Em analise dos resultados da
MLD, apos retirada da plataforma submersa, os animais dos grupos EtOH (adolescentes
e adultos) ndo apresentaram diferencas significativas nos parametros avaliados em
relagdo aos animais do grupo controle, exceto o aumento do tempo de permanéncia no
quadrante alvo, que pode estar relacionado a prejuizos motores encontrados neste
estudo durante a abstinéncia ao EtOH em BD, mas que sera alvo de novos trabalhos

posteriormente (Figura 6).
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Figure 6: Fase teste da aprendizagem espacial de longa duragdo, 24h apds a etapa de treinamento. A retirada do EtOH no
padrdo BD de consumo durante adolescéncia e fase adulta, ndo promoveu dano a aprendizagem espacial. *Diferencga
significativa dos animais adolescentes e adultos expostos ao EtOH sobre o tempo de permanéncia no QA (p= 0,0044;
p<0,0001) em relacdo aos animais controle, respectivamente. Resultados expressos como a média + e.p.m de 10-12
animais por grupo e andlise estatistica pelo Teste t-Student.
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43. ETANOL EM BD PROVOCOU PREJUIZOS SOBRE A FLEXIBILIDADE
COGNITIVA EM UMA TAREFA ESPACIAL EM ANIMAIS ADULTOS, MAS NAO
EM ADOLESCENTES.

Diferentemente do que foi observado na MCD da aprendizagem espacial, a
memoria de curta duracdo da flexibilidade cognitiva ndao demonstrou-se prejudicada
apés BD de EtOH na adolescéncia. Em contrapartida, BD de EtOH na vida adulta
resultou em prejuizo sobre a flexibilidade cognitiva de curta duragédo, observado pela
auséncia da reducao do tempo despendido para encontrar a plataforma submersa dos
animais do grupo etanol em relacdo aos animais do grupo controle, como observado

graficamente na Figura 7.
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Figure 7: Fase teste da flexibilidade cognitiva de curta duracdo. Tempo (s) despendido pelos animais dos grupos
Controle/EtOH adolescentes e adultos até encontrar a plataforma submersa na “nova” posigdo (quadrante Ill do tanque).
Na fase teste, os animais adolescentes expostos a H20d/EtOH demonstraram reducdo significativa do tempo de laténcia
de escape (p>0,05) em relagdo aos animais controle, entretanto, animais adultos expostos ao EtOH ndo apresentaram
reducdo significativa da laténcia de escape em relacdo ao grupo controle. Resultados expressos como a média * e.p.m. de
10-12 animais por grupo, andlise dos dados por ANOVA de uma via seguida do teste Tukey.
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Da mesma forma, durante a avaliagdo da memoria de longa duragdo, foi
demonstrado que a exposi¢cdo ao EtOH em BD durante a adolescéncia ndo provocou
prejuizo sobre a da flexibilidade cognitiva, diferentemente dos animais expostos ao EtOH
na fase adulta, que apresentaram prejuizo sobre a MLD da flexibilidade cognitiva,
observado pela redu¢ao do parametro de numero de entradas no quadrante alvo, assim
como, pela reducéo do tempo de laténcia de entrada neste quadrante.

Foi observado que os animais adolescentes e adultos expostos ao EtOH, assim
como encontrado na MLD da aprendizagem, apresentaram aumento do parametro de
tempo dentro do quadrante alvo, o0 que pode estar relacionado a prejuizos motores
observados neste estudo, como a reduc¢ao da velocidade de nado, mas que sera alvo de

pesquisa para trabalhos futuros (Figura 8)
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Figure 8: Fase teste da flexibilidade cognitiva de longa duragdo, 24h apds a etapa de treinamento. A retirada do EtOH no
padrdo BD de consumo durante adolescéncia ndo promoveu dano a flexibilidade cognitiva, em contrapartida, animais adultos
apresentaram prejuizos sobre a flexibilidade, representados pela redugdo dos parametros de N2 entradas no QA (p<0,0001) e
Laténcia de Entrada (QA) (p=0,0014), em relagdo ao grupo controle. Observado também o aumento significativo dos animais
adolescentes e adultos expostos ao EtOH no tempo de permanéncia no QA em relagdo aos animais controle. Resultados
expressos como a média + e.p.m de 10-12 animais por grupo e analise estatistica pelo Teste t-Student.
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5. DISCUSSAO

Em relagcdo ao parametro bioquimico investigado neste trabalho, a quantificagéo
das concentragdes de alcool no sangue (BAC) comprovaram que em nosso estudo
foram atingidas concentragdes sanguineas de EtOH correspondentes aquelas utilizadas
em protocolos de BD. Como determinado pelo NIAAA, valores de BAC= 0,08 g/dL ou 80
mg/dL, dentro de um periodo de duas horas, correspondem a exposi¢do ao etanol em
binge drinking (TAPIA-ROJAS et al., 2017; HOSOVA & SPEAR, 2017). Além disto,
segundo Livy e colaboradores (2003), apos administragdo orogastrica de EtOH em ratos,
0s niveis sanguineos atingem picos de concentragdo em um periodo de 60 minutos apos
a administracédo da droga.

Desta forma, apdés 60 minutos, a dose de 3g/kg/dia (solugéo de 20% v/v), utilizada
neste estudo, produziu concentragdes sanguineas de EtOH na média de 177,8mg/dL.
Portanto, de acordo com a definigdo assumida pelo NIAAA, podemos admitir que o
protocolo de dose e periodo de intoxicagao deste estudo foi suficiente para produzir
BACs correspondentes ao modelo de intoxicacdo em BD em ratas.

Dentro dos mais diversos protocolos de exposicdo ao EtOH, a memdria espacial e
a flexibilidade cognitiva sao frequentemente avaliadas no Teste do Labirinto Aquatico. No
protocolo desenvolvido neste estudo, durante a fase da vida que compreende toda a
adolescéncia, a exposicao intermitente ao EtOH por trés dias consecutivos seguidos de
quatro dias de abstinéncia (3 dias on/4 dias off), na dose de 3g/kg/dia por vira oral, ndo
provocou prejuizo sobre a aprendizagem espacial, nem mesmo apds a reversio da
tarefa espacial, sugerindo que, da mesma forma, a flexibilidade cognitiva nao foi afetada.

Estudos apontam que a qualidade da aprendizagem espacial € dependente da
integridade funcional do hipocampo, principalmente da porgédo dorsal (CHIN et al., 2010)
e que, em contra partida, o processo de aquisicdo de uma nova aprendizagem parece
ser uma atividade relacionada muito mais a regidao cortico-frontal (MARSZALEK-
GRABSKA et al., 2018; CREWS & BOETTIGER, 2009).

Com efeito, é sabido que neurdnios piramidais que compde o hipocampo atingem
altas taxas de disparos localizados durante travessias espaciais, por isso também sao
conhecidas como ‘place cells” (células de lugar), e os disparos s&o reduzidos a zero ao
final destas atividades (CHIN et al., 2010; EGO-STENGEL & WILSON, 2007).



44

Evidéncias indicam que a especificidade espacial destas células € reduzida na
adolescéncia apds exposigao aguda ao EtOH, porém, o mesmo nao foi observado apds
a exposicao crdnica e intermitente, sugerindo que este padrdo de consumo nao foi
prejudicial a aprendizagem espacial de ratos jovens quando os animais foram treinados
em dias em que nao receberam tratamento com a substancia (MATTHEWS et al., 2017;
CHIN et al., 2010; SKIKE et al., 2012; SILVERS et al., 2006).

De fato, nossos resultados demonstraram que a aprendizagem de uma atividade
espacial no TLA néo foi prejudicada nos dias subsequentes a exposi¢gao ao EtOH cronico
e intermitente durante a adolescéncia, sugerindo que a memdria espacial de animais
adolescentes durante a abstinéncia, de certa forma, seja resistente aos efeitos deletérios
da exposigdo em BD ao EtOH, e que talvez o hipocampo adolescente ndo seja tao fragil
quanto se acreditava (SKIKE et al., 2012; CHIN et al., 2010).

Da mesma maneira, também nao foi observado, neste estudo, prejuizo a
flexibilidade cognitiva quando os animais foram expostos a uma nova atividade de
referéncia espacial no TLA, depois da retirada do EtOH crénico e intermitente durante a
adolescéncia.

A auséncia de prejuizos sobre a aprendizagem e flexibilidade espacial na
adolescéncia, pode estar relacionada ao protocolo de administracdo utilizado neste
trabalho. Isto porque, evidéncias indicam que quadros de abstinéncia podem influenciar
diretamente as alteragdes cognitivas geradas durante a administracdo do EtOH, onde
periodos de abstinéncia alcodlica poderiam facilitar o surgimento de neuroadaptacao
compensatéria, reduzindo o prejuizo sobre a aprendizagem (SPEAR, 2018). Além disto,
também existe a hipotese de que o dano estaria relacionado a dose, com existéncia de
relacdo linear entre a dose consumida de etanol e os efeitos deletérios sobre
aprendizagem (SPEAR, 2018; NOVIER et al., 2012; ACHESON et al., 2001).

De fato, Marszalek-Grabska e colaboradores (2018), demonstraram que a
administracao crénica por cinco dias consecutivos de etanol na dose de 5g/kg, promoveu
dano sobre a flexibilidade cognitiva em uma tarefa espacial de reversdo. Em
contrapartida, nossos resultados demonstraram que a exposi¢cao intermitente ao EtOH
durante a adolescéncia, em uma dose menor, ndo foi suficientemente capaz de gerar

prejuizo a flexibilidade cognitiva. Com isto, nossos resultados sustentam a hipotese de
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que a dose e periodos intercalados de abstinéncia alcodlica poderiam favorecer
processos neuroadaptativos compensatoérios, sugerida por Spear (2018).

Notavelmente, a dose, o tempo e a duragcdo do consumo de EtOH sao
determinantes para a recuperagao dos prejuizos na memoria hipocampo-dependente
durante abstinéncia (CIPPITELLI et al., 2010). Além disto, é provavel que os efeitos do
EtOH sobre as habilidades cognitivas ndo sejam tdo globais quanto se supunha
anteriormente (WHITE et al., 2000).

De fato, a mesma dose de 3g/kg/dia, via oral, no padréo BD de 3 dias on/ 4 dias
off, foi suficiente para promover prejuizos sobre a memoria de trabalho em uma atividade
de reconhecimento de objetos na fase inicial do periodo de abstinéncia ao EtOH, mas foi
observada a reversdo do dano apos 14 dias de abstinéncia (FERNANDES et al., 2018).

Acredita-se que as alteragdes neuroadaptativas observadas durante a abstinéncia
ao consumo excessivo e prolongado de EtOH, sejam reflexo da regulagao positiva dos
receptores de Glu (up-regulation), assim como, da regulacdo negativa dos receptores
GABAérgicos (down-regulation) [BRUST, 2010; ALELE & DEVAUD, 2005].

De fato, a retirada apds o consumo cronico de EtOH provoca aumento da
densidade e atividade de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, ocasionando a
hiperatividade destes receptores (BRUST, 2010; MARSZALEK-GRABSKA et al., 2018).

Os receptores de Glu, principalmente do tipo NMDA, desempenham um papel
essencial na formagdao de novas sinapses € no crescimento neuronal, através da
potenciagéo de longo prazo (LTP, sigla do termo em inglés — long-term potentiation). Da
mesma forma, sao responsaveis pelo enfraquecimento e inibicdo da atividade de
algumas sinapses por meio da depresséo de longo prazo (LTD, sigla do termo em inglés
— long-term depreciation), promovendo a manutencdo do funcionamento correto das
redes neurais, principalmente em etapas de intenso neurodesenvolvimento, como a
adolescéncia (BARRIA & MALINOW, 2005).

Portanto, LTD e LTP sao diretamente influenciadas pelos receptores NMDA e, em
conjunto, sao fatores que determinam a plasticidade neuronal sinaptica, essencial nos
mecanismos de aprendizagem e memoria (BARRIA & MALINOW, 2005; MARSZALEK-
GRABSKA et al., 2018).

Desta forma, é possivel que hiperatividade dos receptores glutamatérgicos do tipo

NMDA durante periodos de abstinéncia ao EtOH crénico, principalmente em uma etapa
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de intensa neurogénese, como a adolescéncia, esteja envolvida nos processos de
plasticidade sinaptica essenciais aos mecanismos de aprendizagem espacial e
flexibilidade cognitiva (MARSZALEK-GRABSKA et al., 2018), contrapondo-se aos danos
cognitivos provocados durante a administragdao de EtOH.

De fato, evidéncias apontam que ha inibicdo destes receptores durante a
exposicdo aguda ao EtOH (NAGY, 2008), porém, durante o consumo crénico, foi
observado o aumentou da atividade e expressdo sinaptica dos mesmos (PIAN et al.,
2010), relacionado a respostas homeostaticas adaptativas (MARSZALEK-GRABSKA et
al., 2018).

Além disto, o EtOH também tem influéncia sobre o fluxo de célcio (Ca™") através
da membrana celular, reduzindo-o no periodo de intoxicacdo e promovendo o aumento
do seu influxo no periodo de abstinéncia alcodlica (ZALESKI et al., 2004). Assim, além
de aumentar a expressdo das subunidades dos receptores NMDA, o EtOH cronico
também aumenta a funcionalidade destes receptores levando ao aumento
compensatorio da densidade dos canais de Ca'", que persiste durante o periodo de
abstinéncia (KENNEDY & LIU, 2003).

E extensivamente discutido na literatura que, da mesma forma como o aumento
da expressdo dos receptores NMDA, o influxo de Ca*" através destes receptores
desempenha um papel critico na plasticidade pré- e pds-sinaptica, um mecanismo celular
importante para aprendizagem e memoria (CHANDRASEKAR, 2013).

Desta forma, o aumento da expressao dos receptores NMDA glutamatérgicos e do
influxo de Ca™™ através destes receptores, durante a abstinéncia apds exposicdo cronica
ao EtOH, associado a hiperatividade neuronal intrinseca da adolescéncia, podem estar
relacionados a auséncia de prejuizos em fungdes cognitivas dependentes de hipocampo
e cortex frontal, envolvidas com aprendizagem espacial e flexibilidade cognitiva.

Além disto, Chin e colaboradores (2010) demonstraram que a exposi¢ao aguda ao
EtOH na adolescéncia inibe de forma dependente os disparos de neurbnios piramidais
do hipocampo, enquanto que a administracdo cronica e intermitente evita a inibicao
destas células imediatamente apds o periodo de exposi¢cdo ao EtOH. Esta diferenca
pode estar associada aos niveis de alopregnanolona (3a,5a-THP), um esteroide

neuroativo sintetizado da progesterona, caracterizado por ser o mais abundante e
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eficiente modulador positivo endégeno dos receptores GABAA (CHIN et al., 2010; CHIN
et al., 2011; KUMAR et al., 2009; SILVERS et al., 2006)

De fato, a 3a,5a-THP age diretamente nos neurdnios piramidais do hipocampo
(CHINA et al., 2011; TOKUNAGA et al., 2003) e animais adolescentes expostos a
administracdo aguda de EtOH demonstram aumento dos niveis deste esteroide na
regido hipocampal. Em contrapartida, este efeito foi significativamente reduzido em
animais submetidos a exposi¢cado cronica e intermitente ao EtOH, que apresentaram
niveis basais de 3a,50-THP, assim como os animais do grupo controle (SILVERS et al.,
2006).

Adicionalmente, estudos anteriores demonstraram que o EtOH crbénico e
intermitente durante a adolescéncia ndo produziu alteragdes nos niveis corticais de
3a,5a0-THP, nem mesmo apds a administragcdo aguda da droga (SILVERS et al., 2006).
listo favorece a hipotese de que, na adolescéncia, as mudangas nos niveis deste
esteroide sado dependentes da regido cerebral, apds exposi¢do ao EtOH em BD (KHISTI
et al., 2004; SILVERS et al., 2006).

Desta forma, a diminuigcdo seletiva de 3a,5a-THP no hipocampo de animais
adolescentes extensivamente relacionada a exposi¢cao cronica e intermitente de EtOH,
pode estar envolvida na auséncia do comprometimento sobre a aprendizagem espacial
encontrada neste trabalho. A hipotese considerada € que haja a formagédo de
mecanismos de tolerancia, ainda desconhecidos, sensiveis ao aumento dos niveis de
3a,5a-THP hipocampal e isto pode estar envolvido em mecanismos subjacentes de
tolerancia ao comprometimento da aprendizagem espacial apés administracdo cronica
de EtOH (SILVERS et al., 2006; SILVERS et al., 2003; CHIN et al., 2010; SKIKE et al.,
2012).

No entanto, a relacéo entre a exposi¢cao ao EtOH e os danos na memoaria espacial
ainda é bastante controversa e pouco conclusiva entre as diferentes fases do
desenvolvimento cerebral (CHIN et al.,, 2010). Estudos anteriormente realizados
confrontam resultados que demonstram que ratos adultos sdao mais sensiveis que
adolescentes aos danos provocados pelo EtOH sobre memaria espacial (RAJENDRAN &
SPEAR, 2004), com resultados que demonstram o contrario (MARKWIESE et al., 1998;
CREWS et al., 2016).
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De fato, o cérebro adolescente € amplamente vulneravel aos danos cerebrais
provocados pela exposicéo intermitente ao EtOH, mas nem sempre isto se manifesta em
danos comportamentais (CHIN et al., 2010), como observado em nosso estudo.

Como demonstrado neste trabalho, a aprendizagem espacial dependente do
hipocampo e a flexibilidade cognitiva nao foram prejudizadas pela exposicdo em BD ao
EtOH durante o periodo da adolescéncia. Nossos resultados podem estar envolvidos
com 0s mecanismos de neuroadaptacdo compensatoria dos receptores NMDA de Glu ou
ainda com a tolerancia ao aumento dos niveis de3a,5a-THP, bem como pela intensa
plasticidade sinaptica no hipocampo (ZHANG et al., 2017), fatores que parecem servir de
suporte cognitivo necessario para a conclusado da tarefa espacial no teste do labirinto
aquatico.

Porém, nossa proposta de investigagao abrange ndo somente periodos de intenso
neurodesenvolvimento cerebral, como também estagios mais tardios da vida, marcados
pela reducado significativa de neurogénese, além do inicio de processos fisioldgicos
neurodegenerativos. De fato, nosso estudo demonstrou que nestes periodos mais
tardios da vida, como na fase adulta, a exposicado ao EtOH em BD crénico e intermitente
foi capaz de gerar danos cognitivos evidentes nos primeiros dias de abstinéncia.

Como discutido anteriormente, sabe-se que existe uma forte ligagdo entre a
neurogénese e uma gama de processos cognitivos e, € possivel, que o processo
neurogénico desigual, assim como, a maior formacéao e integracdo de circuitos neurais,
mais evidentes no encéfalo adolescente, possa vir a ser uma via de redugcado de danos
provocados pelo EtOH na adolescéncia, mas menos eficientes na fase adulta
(Kempermann, 2002; Shors et al., 2001; Leuner et al., 2006; Squeglia et al., 2011; He &
Crews, 2007; Vetreno & Crews, 2015; Crews et al., 2016).

Nossos resultados evidenciaram que o EtOH crénico e intermitente néao
demonstrou prejudicar a aprendizagem espacial em animais adultos durante o periodo
de abstinéncia, anteriormente observado por Crews e colaboradores (2016). Em contra
partida, alguns estudos, assim como este, tem demonstrado que esta forma de
exposicdo ao EtOH tem resultado em prejuizo comportamental relacionado a
flexibilidade cognitiva na vida adulta (Vetreno & Crews, 2012; Crews et al., 2016).

De fato, evidéncias demonstram que a expressao proteica das subunidades de

receptores NMDA no hipocampo (NR1, NR2A e NR2B, por exemplo), tornaram-se
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significativamente maiores em ratos adultos apos a exposicdo crbnica ao EtOH, no
entanto, apresentaram-se reduzidas no cértex frontal (Pian et al., 2010).

Estes achados sustentam os resultados obtidos com este estudo, em que a
aprendizagem espacial, intimamente relacionada a atividade hipocampal, nao foi
prejudicada durante a abstinéncia ao EtOH crénico e intermitente em animais adultos,
porém, em contra partida, o mesmo nao foi observado na investigagao da flexibilidade
cognitiva, intimamente associada a integridade da regido cortico-frontal (CHIN et al.,
2010; MARSZALEK-GRABSKA et al., 2018; CREWS & BOETTIGER, 2009).

De fato, estudos tem demonstrado que déficits sobre a aprendizagem de reversao
estao relacionados a disfungdes no cortex frontal, amplamente sensiveis a exposicao ao
etanol (Crews & Boettiger 2009; Kuzmin, 2011), amplamente relacionada a alteragao da
neurotransmissao nas areas corticais frontais resultando em prejuizo cognitivo (Kuzmin,
2011).

Além disto, o consumo de alcool tem sido relacionado a processos
neurodegenerativos que contribuem para a perda de fungdes executivas. Em geral, os
alcodlatras humanos, tanto homens quanto mulheres, tém um volume cerebral mais
baixo de estruturas cerebrais corticais e subcorticais, que incluem tanto os volumes
comuns de massa cinzenta e de substancia branca abaixo das médias correspondentes
a idade e que pode apresentar-se mais comprometedor em fases da vida onde a
renovacdo das redes neurais encontra-se reduzida, como periodos pdés-adolescéncia
(Crews & Boettiger, 2009).

Desta forma, é possivel que especificidade regional de dano do etanol sobre os
receptores do tipo NMDA seja mais acentuada durante a vida adulta, em relagcéo a fase
da adolescéncia (Pian et al.,, 2010) e que regides corticais sejam mais susceptiveis a
estes prejuizos quando comparadas ao hipocampo e sua intensa neurogénese, o que
poderia estar relacionado ao comprometimento de atividades cognitivas dependentes do

coértex frontal mas ndo em atividades cognitivas relacionadas a integridade hipocampal.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que nos dias iniciais da abstinéncia ao EtOH apds
exposicdo em padrao intermitente e episodico (BD), n&do foi possivel observar
prejuizo sobre a aprendizagem espacial e flexibilidade cognitiva no periodo da vida
que compreende a adolescéncia, mas que o mesmo nao foi observado na vida
adulta, no que diz respeito a memoaria de flexibilidade diante de uma atividade de
reversao espacial.

A partir dos resultados gerados, este estudo confronta com a hipotese de que
o EtOH é uma substancia promotora de prejuizos sobre a aprendizagem espacial e
sobre a flexibilidade cognitiva, principalmente em periodos mais suscetiveis do
amadurecimento cerebral, como a adolescéncia, e reforca a hipotese de que, na
verdade, estes danos sao dependentes de muitas variaveis como dose, periodo de
exposig¢ao e quadros de abstinéncia alcodlica durante e apds a exposi¢ao a droga.

Além disto, nosso estudo também sustenta a hipotese de que o EtOH nao
resulte em danos globais ao cérebro e que pode produzir efeitos com intensidades
diferentes dependendo da regido cerebral, que podem se apresentar como efeitos
danosos e promover prejuizos comportamentais ou ndo, como demonstrado em
nossos resultados cognitivos, em que a regidao cortico-frontal demonstrou-se menos
resistente aos efeitos danosos do EtOH quando comparada a regidao hipocampal e
sua intensa atividade neural.

Da mesma maneira, este estudo € um dos pioneiros em contrastar os efeitos
apo6s a exposicao ao EtOH em BD sobre a aprendizagem espacial e a flexibilidade
cognitiva em periodos opostos do desenvolvimento cerebral. Isto contribui para
fomentar estudos acerca dos processos neuroadaptativos, neurogénicos e
neurodegenerativos do sistema nervoso central em periodos distintos do
amadurecimento cerebral, visando esclarecer de que forma estes mecanismos

interferem na resposta comportamental diante do uso de drogas, como o etanol.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Futuras analises serdo realizadas acerca da aprendizagem espacial e
flexibilidade cognitiva em diferentes periodos do desenvolvimento cerebral,
buscando investigar as concentragbes farmacocineticamente ativas em areas
cerebrais essenciais para estas fun¢des apds exposicao ao EtOH em BD em ratas, a
fim de mimetizar o publico feminino devido ser uma populagédo em que o padrao de
consumo desta droga tem aumentado.

Além disto, estudos posteriores do nosso grupo irdo concentrar as
investigacdes sobre os prejuizos motores observados neste trabalho, avaliando as
areas cerebrais relacionadas com este parametro e a vulnerabilidade aos efeitos

prejudiciais do EtOH sobre as mesmas.
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9.1. ANEXO A - PARECER DE AUTORIZAGAO DA COMISSAO DE BIOETICA

- UFPA Comissio de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que @ proposta intitulada “ABSTINENCIA APOS EXPOSICAO AO CONSUMO INTERMITENTE DE ETANOL: DIFERENGCAS NA
CONCENTRACAO ENCEFALICA E NA ATIVIDADE COGNITIVA DE RATAS EM DIFERENTES FASES DO DESENVOLVIMENTO CEREBRAL? *,
protocolada sob o CEUA n2 4372131017, sob a responsabilidade de Cristiane do Socorro Ferraz Maia e eguipe; Talana Cristina
Vilhena Sarmenta Carvalheiro; Cristiane do Socorro Ferraz Maia - que envolve a producio, manutencio efou utilizagio de animais
pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acorde com
os preceitos da Lei 11,794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6,899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Pard (CEUA/UFPA) na reunido de 24/11/2017,

We certify that the proposal "ABSTINENCE AFTER EXPOSURE TO [NTERM|TTENT ETHANOL CONSUMPTION: DIFFERENCES [N THE
ENCEPHAL|IC CONCENTRATION AND THE COGNITIVE ACTIVITY OF RATS IN DIFFERENT STAGES OF CEREBRAL DEVELOPMENT?",
utilizing 70 Isogenic rats (70 females), protocol number CEUA 4372131017, under the responsibility of Cristiane do Socorro
Ferraz Maia and team; Taiana Cristina Vilhena Sarmento Carvalheiro; Cristiane do Socorro Ferraz Maia - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11,794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 11/24/2017,

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 11/2017 a 03/2019 Area: Farmécia

63



64

9.2. ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO

Hindawi

Oxidative Medicine and Cellular Longevity
Volume 2013, Article ID 5452727, 10 pages
httpe://doiorg/10.1155/2019/5452727

Hindawi

Research Article

“Special K” Drug on Adolescent Rats: Oxidative Damage and
Neurobehavioral Impairments

Sabrina de Carvalho Cartdgenes,’ Luanna Melo Pereira Fernandes,'

Taiana Cristina Vilhena Sarmento Carvalheiro,' Thais Miranda de Sousa,’

Anténio Rafael Quadros Gomes,” Marta Chagas Monteiro 2

Ricardo Sousa de Oliveira Parm:nsi:,3 Maria Elena Cri:sle-Ll'J['n:z,3 Rafael Rodrigues Lima ,4
Enéas Andrade Fontes-Junior(,! Rui Daniel Pri:tligi:r,5 and Cristiane Socorro Ferraz Maia

'Laboratory of Pharmacology of Inflammation and Behavior, Pharmacy Faculty, Institute of Health Sciences, Federal University
of Pard, Belém, Pard, Brazil
*Laboratory of Micro biology and Immunology of Teaching and Research, Pharmacy Faculty, Institute of Health Science,
Federal University of Pard, Belém, Pard, Brazil
*Laboratory of Molecular Pharmacology, Institute of Biological Sciences, Federal University of Pard, Belém, Pard, Brazil
Laboratory of Functional and Structural Biology, Institute of Biological Sciences, Federal University of Pard, Belém, Pard, Brazil
*Deparfment of Pharmacology, Cenfer of Biological Sciences, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis,
Santa Catarina, Brazil

Correspondence should be addressed to Cristiane Socorro Ferraz Maia; crismaia@ufpa.br
Received 17 April 2018; Revised 19 December 2018; Accepted 31 December 2018; Published 14 March 2019

Guest Editor: Margherita Neri



