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RESUMO

A autoadministragdo continua de etanol em animais pode manifestar alteracdes
comportamentais exploratérias € no consumo, e repetidos episédios de abstinéncia
ao alcool pode aumentar estes riscos. O principal objetivo do estudo foi avaliar
alteragcdes comportamentais durante periodos agudos de abstinéncia a doses baixas
de alcool em ratos. Foram utilizados 58 ratos Wistar adolescentes (35-40 dias)
alojados individualmente e submetidos a um modelo de autoadministracéo crénica
de etanol (6-8% v/v) a partir de uma dieta forcada durante 21 dias. Apds este
periodo os animais seguiram com um modelo de ciclos de 24h entre abstinéncia
aguda e reapresentacao do alcool por 10 dias. As analises comportamentais foram
obtidas somente nos dias de abstinéncia realizando os testes de campo aberto,
labirinto em cruz-elevado e nado forgado, consecutivamente apds 6-9h da retirada
do alcool. Os ratos controles receberam a mesma dieta, mas sem etanol e com
adicdo de sacarose durante todo periodo e realizaram todos os testes
comportamentais. O modelo de ciclos repetidos de privacao de etanol aumentou o
consumo pela solugéo alcoodlica e sua procura (média + erro padrdo: 36,2+1,3g;
P<0,001). Além disso, durante as primeiras horas de abstinéncia ao alcool houve
uma diminui¢ao significativa na atividade exploratéria dos animais no campo aberto
(67,0£3,7s; P<0,001) e ainda eles esticaram menos no labirinto em cruz-elevado
(4,0+0,4s; P=0,045). Entretanto, no teste do nado forgado os ratos permaneceram
menos tempo imoéveis (165,9+17,7s; P=0,002). As repetidas abstinéncias agudas de
alcool induziram alteragdes comportamentais menores nos animais, dos quais estes
curtos periodos de privacdo modelaram parcialmente as mudangas afetivas

relacionadas a comportamentos tipo-ansiedade e depressao.

Palavras-chaves: Etanol, Abstinéncia ao alcool, Autoadministracdo, Manifestacdes
comportamentais animais, Dependéncia alcodlica.



ABSTRACT

Continuous self-administration of ethanol in animals can manifest exploratory
behavioral changes and consumption alteration, and repeated episodes of alcohol
withdrawal may increase these risks. The aim of this study is to evaluate minor
behavioral changes in acute withdrawal periods using a low dose of ethanol in rats.
Fifty-eight male Wistar rats (35-40 days age) were subjected to an oral ethanol self-
administration procedure for a forced diet, in which they were offered 6-8% (v/v)
ethanol solution for a period of 21 days followed by 5 repeated 24-hours cycles
between alcohol withdrawal and reinstatement of the treatment. Behavioral changes
were analyzed on consecutives ethanol withdrawal days in the open field, elevated
plus-maze and forced swim tests after to 6-9 hours alcohol deprivation. Control
animals received a control diet without ethanol adding sucrose for same periods and
performed all behavior tests. The repeated intermittent ethanol access enhanced
solution intake and alcohol-seeking (mean + SEM: 36.2+1.3 g; P<0.001). Decreased
exploratory activity was observed in the open field test (67.0+£3.7 s; P<0.001) and the
animals stretched attempt more in the elevated plus-maze test (4.0£0.4 s; P=0.045).
However, in the forced swim test the withdrawn rats spent less time of immobility
(165.917.7 s; P=0.002). Repeated acute alcohol withdrawal induced minor behavioral
changes in rats, in which these short periods of alcohol deprivation partially modeled
the affective changes related to anxiety- and depression-like behaviors.

Key Words: Ethanol, Alcohol Withdrawal, Ethanol self-administration, Minor
Behavioral Changes, Alcohol dependence.
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1 INTRODUGAO

1.1 ETANOL

1.1.1 Aspectos gerais

O etanol (alcool etilico ou alcool) € uma molécula organica simples composta
de um unico grupo hidroxila e uma cadeia alifatica curta, com dois carbonos e é
representado pela féormula molecular CH3CH20OH. Os radicais hidroxil e etil
conferem propriedades tanto hidrofilicas quanto lipofilicas & molécula. E uma
substancia organica, obtida da fermentagdo de agucares ou hidratagdo do etileno,
encontrada em bebidas alcodlicas social e comercialmente aceitas, como a cerveja,
vinho e destilados. Apesar de ser proibida por lei a venda de bebidas para menores
de 18 anos no Brasil, ainda ha um grande numero de criangas e adolescentes que
consomem livremente.

O consumo de bebida alcodlica e sua dependéncia sao problemas que afetam
a populacdo mundial e proporcionam sérios riscos a saude publica em diversos
paises, incluindo o Brasil. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a
populacdo brasileira se encontra entre os maiores consumidores de alcool, fato
ainda mais agravante por serem representados principalmente por jovens no periodo
da adolescéncia (WHO, 2004).

A dependéncia de alcool acomete de 10% a 12% da populagédo mundial e na
populagao brasileira em 2005 este numero era de 11,2% (CARLINI et al, 2006), e é
devido a isto que o tema tem recebido uma maior atengdo dos pesquisadores. A
idade e o género sdo umas das variaveis da populagdo que podem influenciar no
uso nocivo ou na dependéncia do alcool. Aproximadamente 52% dos brasileiros
usam alcool e praticamente a metade destes (24%) consome alcool de maneira
frequente e pesada com alto risco para sua saude, e a prevaléncia do alcoolismo
ainda é maior entre os homens do que nas mulheres (LARANJEIRA et al, 2007).
Fato mais preocupante de um estudo é a constatagdo de que, no Brasil, 5,2% dos
adolescentes (12 a 17 anos de idade) e 15,5% dos adultos jovens (18 a 24 anos de
idade) sdo dependentes do alcool (GALDUROZ AND CAETANO, 2004).

1.1.2 Toxicocinética



O etanol atinge rapidamente a corrente sanguinea a partir da absorgéo pelo
trato gastrintestinal. A velocidade da absorcdo € largamente determinada pela
quantidade de etanol consumido, concentragdo de etanol na bebida, velocidade de
consumo e composig¢ao do conteudo gastrico. O tempo entre a ultima dose e as
concentragdes sanguineas geralmente variam de 30 a 90 minutos. A distribuicdo do
etanol ocorre de forma razoavelmente uniforme por todos os tecidos do organismo,
afetando grande parte das funcgdes vitais devido a sua solubilidade, tanto em agua
quanto em lipideos, e também por ser uma molécula relativamente pequena, do
ponto de vista molecular (LIEBER, 1992). Em 6rgaos com elevado fluxo sanguineo,
como o ceérebro, figado, pulmbes e coragado, o equilibrio desta distribuicdo ocorre
mais rapidamente, e apesar de nao se ligar as proteinas plasmaticas, atravessa as
barreiras hematoencefalica e placentaria faciimente (RANG, DALE AND RITTER,
2001; SCIVOLETTO AND MALBERGIER, 2003).

Uma pequena quantidade ingerida de alcool sofre o metabolismo de primeira
passagem pelas enzimas alcool desidrogenases (ADH) gastrica, entretanto,
aproximadamente 95% do etanol é oxidado pelo figado, sobrecarregando-o aos
efeitos toxicos. De 2 a 10% do etanol sao excretados na urina, no ar expirado e no
suor. Pelo metabolismo hepatico, o etanol é convertido a acetaldeido principalmente
pela ADH, e pelas vias acessorias das enzimas catalase e CYP 2E1 (GOODMAN et
al., 2006). Posteriormente, o acetaldeido é transformado em acetato na mitocondria,

pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH) (Figura 1).

Peroxissomas
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Fonte: Adaptada de AGUIAR, 2008.

Figura 1 — Vias da metabolizagao hepatica do etanol.
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O acetaldeido, principal produto gerado do metabolismo do alcool, € um
composto extremamente toxico e altamente reativo, pois ele se liga covalentemente
a grupos funcionais, reage com fosfolipidios formando aductos com proteinas, inibe
enzimas e diminui o reparo no DNA (ISRAEL et al., 1986). Ainda assim, o acetato
nao € um produto inerte ao organismo, pois esta envolvido com a depressao do
sistema nervoso central (SNC), além de afetar diversos processos metabdlicos
(ISRAEL et al, 1994).

1.1.3 Toxicodinamica

Embora a maioria dos 6rgaos do corpo humano seja afetada pela intoxicagao
alcodlica e pelo seu uso cronico, o abuso desta substancia afeta mais notavelmente
o figado, o coragéo e o cérebro, desenvolvendo doengas nem sempre reversiveis.

A lesdo hepatica constitui a consequéncia, em longo prazo, mais grave do
consumo excessivo de etanol. E representada por uma sequéncia de efeitos como
esteatose hepatica (acumulo de gordura macrovesicular no citoplasma do
hepatocito) que progride para hepatite alcodlica (processo inflamatorio e danos as
fungdes hepatocelulares), e finalmente evoluindo para cirrose hepatica (deformagao
celular, hipertensdo portal, necrose e fibrose hepatica) (BOUNEVA et al., 2003)
(RALL, 1991; RANG, DALE AND RITTER, 2001). A ingestao regular de quantidades
mais do que moderadas de alcool leva ao acumulo crescente de acetaldeido, em
parte pela atividade reduzida da ADH, o que pode causar varios efeitos deletérios,
incluindo peroxidagao lipidica aumentada e dano as membranas mitocondriais e
outras membranas celulares, deplec&o de glutationa e deplec¢ao de vitaminas (RALL,
1991).

No sistema cardiaco, o alcool em altas doses provoca inflamagédo no musculo
cardiaco (miocardiopatia), hipertensdo e elevagdo do colesterol sérico. O uso
abusivo de alcool esta associado a maior frequéncia de infarto agudo do miocardio e
acidente vascular cerebral. Aléem disso, estudos correlacionam baixas doses de
alcool com elevagao do HDL (lipoproteina de alta densidade), o qual protege contra
a formagao de placas de ateroma e, consequentemente, reduz a probabilidade de
doenga cardiovascular (RANG, DALE AND RITTER, 2001; SCIVOLETTO AND
MALBERGIER, 2003).
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A neurofarmacologia do alcool ndo € simples e seus principais efeitos s&o
observados a nivel cerebral com ampla agdo depressora no SNC, agindo em
diversos neurotransmissores como o acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato,
e dopamina (ZALESKI et al., 2004).

Os receptores GABA se subdividem basicamente em GABAA € GABAg, sendo
o GABA considerado o principal neurotransmissor inibitério do SNC. Contudo, o
etanol age principalmente nos receptores GABAaA, 0s quais sao ionotropicos e
possuem trés principais subunidades distintas (a,p, € y) que se unem delimitando
canais de cloreto (CI). Quando o &lcool atinge este sistema, seu efeito € imediato
potencializando a acédo do GABA, o que permite o aumento da passagem do CI" para
o interior da célula neuronal, hiperpolarizando-a e ativando seu efeito depressivo.

Além do sistema GABAérgico, o etanol inibe o sistema glutamatérgico,
principal responsavel pela neurotransmissao excitatdria do SNC, e ainda influencia a
liberagdo de dopamina, causando processos fisiolégicos como a recompensa, em
que o consumo de alcool se torna um habito. Esta ampla acdo do etanol pode
desencadear o desenvolvimento de dependéncia alcodlica (KOOB et al., 2004;
SILVA et al., 2010).

1.1.4 Efeitos comportamentais

Apesar do alcool ser uma droga depressora do SNC ele apresenta efeitos
bifasicos com relagdo ao tempo e dose consumida. No consumo de baixas doses e
enquanto o nivel de alcool no sangue esta aumentando, o alcool tem efeitos
estimulantes, provocando, por exemplo, sentimentos de euforia. Essa estimulagao
se expressa pela redugdo da inibigao psicolégica e social e é, muito provavelmente,
resultado da depressao das vias inibitorias no cérebro, com liberagdo subsequente
da atividade cortical. Em geral, concentrac¢des até 20mg/dL de alcoolemia provocam
pouco efeito na maioria dos individuos (NIEL AND SILVEIRA, 2008). Em
concentragbes farmacologicas efetivas, as acbdes depressoras do alcool
assemelham-se as dos anestésicos volateis (RANG, DALE AND RITTER, 2001).

Entretanto, com doses mais altas e enquanto o nivel de alcool no sangue
estiver diminuindo, seus efeitos sedativos aparecem. Colasanti and Martin (1994)
listaram alguns efeitos psicologicos e comportamentais associados com diferentes
concentragdes sanguineas de etanol (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeitos psicologicos e comportamentais do alcool associados com concentragoes

crescentes de etanol no sangue.

Concentragcédo (mg/dL) Natureza do efeito

< 50 mg/dL Euforia, maior sociabilidade

Disturbios da marcha

Falta de concentragao
50-100 mg/dL ~
Tempo de reagcdo aumentado

Tendéncia a agressividade

Ataxia

Capacidades motoras e mentais prejudicadas
100-150 mg/dL o .
Prejuizo da memoria recente

Fala arrastada

200 mg/dL Auséncia de resposta ao estimulo sensorial
250 mg/dL Coma
500 mg/dL Morte

Fonte: Adaptado de COLASANTI AND MARTIN, 1994.

A OMS define como consumo moderado de alcool a ingestdo de uma
dose/dia para as mulheres e duas doses/dia para os homens (para dose, verificar
Tabela 2). A ingestdo de doses diarias acima deste padrao é considerada prejudicial
e representa riscos para a saude dos individuos (USDA, 2000).

Contudo, existe ainda o consumo excessivo de etanol em um curto espaco de
tempo, conhecido internacionalmente como binge drinking, e € definido como a
pratica de beber 4 doses entre as mulheres e 5 doses entre os homens em uma
mesma ocasiao (NAIMI et al, 2003). Doses maiores que estas sao consideradas
como um consumo de risco (McKEON, FRYE AND DELANTY, 2008).
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Tabela 2- Equivaléncia da quantidade da dose/bebida alcodlica com a sua alcoolemia.

Alcoolemia (mg/dl) Equivaléncia de dose/bebida

1 copo de cerveja ou
20 — 30 mg/dI 1 calice grande de vinho ou

1 dose de uisque ou outra bebida destilada

2 copos de cerveja ou
30 — 50 mg/dl 2 calices grandes de vinho ou

2 doses de bebidas destiladas

3 - 4 copos de cerveja
51 — 80 mg/dl 3 calices grandes de vinho

3 doses de bebidas destiladas

Fonte: Adaptada de NIEL AND SILVEIRA, 2008.

Deste modo, a medida que se aumenta a quantidade ingerida de doses de
bebidas alcoodlicas, o dano ao organismo pode ser proporcional e potencializado. A
ingest&o cronica excessiva do etanol também esta associada com graves disturbios
mentais e neuroldgicos como lesao cerebral, perda de meméria, disturbios do sono,
psicoses, e risco elevado de convulsbes espontaneas (SCIVOLETTO AND
MALBERGIER, 2003). Este comportamento frequente de consumo do etanol, cada
vez com doses mais altas, pode ser o inicio do desenvolvimento de dependéncia

alcodlica.

1.2 DEPENDENCIA ALCOOLICA

A Associagéo de Psiquiatria Americana (APA) define dependéncia de drogas
(ou adicdo) como um conjunto de sinais e sintomas que indica que o individuo
continua a utilizar a substancia, apesar dos problemas significativos que o seu
consumo acarreta (APA, 2013). Segundo o Manual de Diagndstico e Estatistica de
Doencgas Mentais (DSM-V), os principais critérios de diagnodstico da dependéncia ao
alcool sao tolerancia (resisténcia aos efeitos do alcool); comportamento compulsivo
e frequente de consumir etanol; uso continuo da substancia (mesmo conhecendo e
sofrendo seus prejuizos); e os sintomas da abstinéncia alcodlica. A dependéncia se

manifesta a partir de dois ou mais desses critérios expostos (APA, 2013).
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Antes da exposigdo ao etanol o cérebro de um individuo saudavel esta em
equilibrio e o consumo agudo desta substancia altera este equilibrio neuroquimico.
Se a exposicao for continua o cérebro institui uma adaptagdo das células nervosas
para balancear o efeito do alcool, restaurando o equilibrio. Em consequéncia a esta
neuroadaptagcdo o cérebro desenvolve uma tolerancia a droga de abuso,
manifestada pela procura de doses cada vez maiores para provocar 0S mesmos
efeitos comportamentais. (PEREIRA AND OLIVEIRA, 1998). Essa tolerancia pode
ser farmacocinética, farmacodinédmica e/ou comportamental. A tolerancia fisioldgica
envolve mecanismos compensatorios para manter o equilibrio, como o aumento de
determinadas enzimas que metabolizam o etanol acelerando sua eliminagéo
(tolerancia farmacocinética); e o aumento ou diminuicao de determinadas moléculas
receptoras, alvos para as drogas, servindo como um mecanismo de modulagao dos
efeitos produzidos pelas drogas quando interagem com estes alvos (tolerancia
farmacodinémica). Ja a tolerancia comportamental € um processo de aprendizado
que o individuo desenvolve na presenga da droga, a qual pode ser adquirida apos
poucas exposicoes ao etanol e ndo necessita de um periodo de abstinéncia
(privacéo do etanol) para ser extinta (VOGEL-SPROTT, 1997).

Os efeitos do etanol responsaveis por contribuir ou modular o comportamento
de dependéncia sdo chamados de efeitos reforcadores. Estes efeitos fazem parte de
um processo de aprendizado que envolve a motivagao para consumir a substancia,
0S quais podem ser positivos envolvendo estimulos prazerosos ou
recompensadores, ou negativos, abrangendo estimulos desgostosos ou que tendem
aliviar a dor ou um mal-estar. Acredita-se que os efeitos motivacionais, tanto
positivos quanto negativos do alcool, influenciam no comportamento de procura da
droga e, portanto, sdo importantes entre as muitas e diversas causas da
dependéncia e abuso do alcool (CUNNINGHAM, FIDLER AND HILL, 2000).

Os efeitos reforcadores parecem depender de diversos sistemas
neurotransmissores, entre eles o sistema GABAérgico. Ha evidéncias de que este
sistema esteja envolvido com a modulagdo de autoadministragdo de etanol em
modelos animais, através de estimulos no circuito de recompensa. Este circuito &
representado pela DA e neurbnios de peptideos opidides e por estruturas do sistema
mesocorticolimbico, destacando-se particularmente, o cortex pré-frontal, nucleo
accumbens e a area tegmentar ventral (DAVIES, 2003; GRAEFF AND GUIMARAES,

2005). Ja os elementos envolvidos no circuito de estresse sédo o fator liberador de
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corticotrofina e neurdnios noradrenérgicos que convergem para interneurénios
GABAérgicos no nucleo central da amigdala e s&o ativados durante o
desenvolvimento de dependéncia (KOOB AND LE MOAL, 2008).

A exposicao ao estresse tem sido um importante fator no desenvolvimento da
dependéncia ao alcool. Frequentemente individuos dependentes relatam que a
exposicao a estimulos aversivos e estados negativos de humor sao justificativas
para o inicio, manutengcdo e recaida do uso de substancias psicoativas (SINHA,
2001; GOEDERS, 2003). Neste sentido, existem relatos de que o consumo precoce
e o desenvolvimento de problemas relacionados ao abuso de etanol em humanos
estdo associados a exposigao ao estresse (KAUFMAN et al, 2007; MULIA et al,
2008).

1.3 ABSTINENCIA ALCOOLICA

A diminuicdo do consumo ou a retirada abrupta do alcool em individuos que
bebem em excesso pode provocar a Sindrome de Abstinéncia Alcodlica (SAA). Esta
sindrome tem sido definida pelo DSM-V e pela Classificagdo Internacional de
Doencgas (CID-10) como a interrupgao total ou redugédo do uso pesado e prolongado
do alcool (APA, 2013). Os critérios de diagnostico da SAA sao as manifestacdes de
dois ou mais dos seguintes sintomas em desenvolvimento, dentro de algumas horas
a alguns dias da retirada: hiperatividade autondmica (sudorese, taquicardia,
hipertensao arterial sistolica), tremor das méos, insbnia, alucinagdes transitorias,
nauseas ou vémitos, agitagao psicomotora e/ou ansiedade (APA, 2013).

A SAA pode ser classificada quanto a intensidade e duracdo dos sintomas em
pelo menos trés niveis: leve, moderada ou grave (Figura 2). Alguns autores
classificam em apenas leve ou severa (McKEON, FRYE AND DELANTY, 2008). Em
geral, a SAA é autolimitada e tem uma duragcdo média de 7 a 10 dias, dependendo

dos casos.
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Fonte: Adaptada de MARQUES et al, 2002.

Figura 2 — Intensidade e duragao dos sinais e sintomas da Sindrome de Abstinéncia Alcodlica.

A sindrome de abstinéncia leve € caracterizada com estado nutricional
preservado, boa hidratacdo, auséncia de doencgas fisicas intercorrentes. Os
pacientes descrevem nervosismo, irritabilidade, ansiedade, agitagdo, dificuldade
para dormir, e pode apresentar tremores de extremidades, falta de apetite e
sudorese. Esses sintomas mais leves podem ocorrer mesmo com niveis
mensuraveis de alcool no sangue, e aparecem logo apds 6 horas da retirada do
alcool e geralmente desaparecem dentro de 48 horas (BARD et al, 2006).

Na moderada € mais marcante a perturbagdo do sono, com agitagdo noturna
podendo ocorrer com alteragdes do sensoério (ilusdes auditivas e visuais), pesadelos,
tremores e sudorese sdo mais proeminentes, bem como a instabilidade
neurovegetativa, taquicardia, prejuizo da concentracdo e da memdria, anorexia,
nauseas, vomitos, irritabilidade e ansiedade.

Ja na sindrome grave, o quadro € mais severo como um todo e o paciente
apresenta febre, sudorese, taquicardia, delirios e tremores pronunciados,

consagrando o termo delirium tremens. O estado nutricional fica comprometido em
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graus variados, bem como a hidratagéo; apresenta confusdo mental, desorientagéo
no tempo e espacgo, agitacdo, insbnia, delirios ocupacionais, ilusdes e alucinagdes
visuais e convulsdes. Crises convulsivas aparecem em 3% dos casos (MARQUES et
al, 2002).

A maioria dos dependentes alcoodlicos (70% a 90%) apresenta uma sindrome
de abstinéncia entre leve a moderada e se manifesta de 6 a 36 horas apos a ultima
dose de alcool. Apenas assisténcias ambulatoriais, medicagdo oral e medidas de
manutengao geral dos sinais vitais sdo aplicadas nesses casos (BARD et al, 2006),
embora exames laboratoriais de rotina sejam necessarios para avaliar fungéo
hepatica, glicemia e teste de eletrdlitos, pois se houver alteragdes nos exames é
preciso tratar o paciente com internagédo hospitalar (MUNCIE, YASINIAN AND OGE,
2013).

Os principais sintomas ocorrem frequentemente de 48 a 72 horas apds a
interrupcdo. Entretanto, complicagdes mais severas podem se manifestar apos 1 a 4
dias como convulsbes e o desenvolvimento de delirium tremens. Por volta de 5%
dos dependentes apresentam a sindrome de abstinéncia grave e pode levar
semanas a meses exigindo tratamento rigoroso com medicagbes, como
benzodiazepinicos e anticonvulsivantes, e até internagdes hospitalares. Esta
sindrome grave acarreta uma taxa de mortalidade de 1% a 5% (LARANJEIRA et al.,
2000; BARD et al 2006, MUNCIE, YASINIAN AND OGE, 2013).

Estudos clinicos demonstraram que pacientes com histéria de multiplos
episoddios de abstinéncia tém maior risco de piora do quadro clinico em relagdo aos
pacientes que experimentaram o primeiro episoédio de retirada do alcool, levando em
consideragdo a gravidade e a duragdo de cada dependéncia e a quantidade de
alcool consumido pelos individuos. Resultados consistentes de estudo com animais
relatam que o tratamento adequado deve ser imediato a retirada, mesmo em
pacientes com sintomas leves, a fim de evitar o desenvolvimento de abstinéncia
mais complicada com episddios subsequentes mais graves (SAITZ, 1998).

Quando ha a interrupgdo do etanol no organismo, o equilibrio restabelecido no
cérebro durante a dependéncia alcodlica é desestruturado mais uma vez. Assim,
este desequilibrio causa um efeito funcional no cérebro caracterizando a SAA. Apds
o estado de abstinéncia completa de alcool ocorre a recuperacdo desta
neuroadaptagdo, equilibrando novamente as fungdes cerebrais (Figura 3).

Consequentemente, as respostas durante a privacdo sdo opostas aos efeitos
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depressores do alcool sobre o funcionamento do cérebro (BECKER, 2000), o que
explica a manifestacdo de sintomas excitatérios por individuos abstinentes. Estes
efeitos parecem contribuir para a formagdo do desejo compulsivo pela droga e

consequentemente para as recaidas (LITTLETON, 1998).
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Fonte: Adaptada de Marques et al, 2002.

Figura 3 - Hip6tese de neuroadaptacido da presencga e auséncia de alcool.

Devido ao fato dos papéis serem invertidos, durante a abstinéncia alcodlica
ha um aumento das fungdes dos receptores NMDA, reducdo da transmissao
GABAérgica e uma desregulacdo no sistema dopaminérgico, e esses eventos
contribuem para os diversos sinais e sintomas da SAA (MCKEON, FRYE AND
DELANTY, 2008). Apesar disso, ja foram encontrados niveis aumentados de GABA
no plasma e no liquido cefalorraquidiano apos a retirada de alcool em ratos (SANNA
et al, 2003).

Para melhor compreensdo dos mecanismos que ocorrem no organismo
durante a dependéncia e/ou abstinéncia, faz-se necessario o uso de modelos

animais, bem como para desenvolvimento de tratamentos para a doenga (FACHIN-
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SCHEIT et al.,, 2006). Porém, nenhum modelo, atualmente, consegue reproduzir
totalmente todas as caracteristicas de um ser humano, para isso selecionam-se
caracteristicas especificas do disturbio e condigdes semelhantes para desenvolver a
pesquisa em laboratério (SPANAGEL AND HOLTER, 2000).

1.4 MODELOS ANIMAIS

1.4.1 Modelos de autoadministragao de etanol

Ha mais de 20 anos pesquisadores vém desenvolvendo e aplicando modelos
diferentes que mimetizem diversos aspectos da dependéncia alcodlica em humanos,
tais como craving ou fissura (desejo persistente pela droga) (COLOMBO et al, 2004),
recaida (GINSBURG AND LAMB, 2013) e a perda de controle sobre o consumo, que
sao aspectos importantes da dependéncia. Além desses, também sao incluidos
modelos de autoadministragdo por livre escolha (CABRAL et al, 2006; BONASSOLI
et al, 2011) e de privagéo de alcool (SPANAGEL AND HOLTER, 2000; TAMPIER et
al., 2013), entre outros.

Os experimentos pré-clinicos utilizam diversos tipos de animais de espécies
diferentes como macacos, coelhos, caes, e peixes. No entanto a maioria dos
modelos utiliza roedores, geralmente ratos ou camundongos, por serem animais
com tamanhos proporcionais para 0 manuseio e terem uma boa validade preditiva
aquelas com seres humanos (WILLNER, 1991). A partir do uso de espécies n&o
humanas, € possivel controlar melhor alguns fatores, como condi¢des de
alojamento, dieta e experiéncias prévias com a substancia em teste. Os modelos
animais tém sido uma ferramenta muito dtil para estudar as implicagdes
comportamentais, neuroquimicas e moleculares no consumo e preferéncia pelo
alcool em humanos (SPANAGEL, 2000). Pesquisadores também usam estes
modelos para estudar os mecanismos genéticos e neurobiolégicos responsaveis
pelos efeitos motivacionais do alcool, e para desenvolver intervengcdes
comportamentais e farmacologicas alterando tais efeitos (CUNNINGHAM, FIDLER
AND HILL, 2000).

Na literatura existem duas diferentes formas de se desenvolver um modelo de

autoadministracdo de etanol em animais: modelos que submetem o animal a um
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condicionamento operante; e modelos nos quais os animais sdo mantidos em suas
gaiolas-moradia (exemplos listados no Quadro 1). Os modelos de condicionamento
permitem compreender a natureza dos efeitos motivacionais que influenciam na
autoadministragao do alcool, assim como os efeitos farmacolégicos, tais como o
aumento do prazer, diminui¢do do estresse e da ansiedade, ou redugao do consumo
de alcool (JANAK AND GILL, 2003; FORD et al., 2008; GETACHEW et al., 2008;
SIMMS et al, 2010; HOUCHI et al, 2013; THORSELL et al., 2013). Para serem
desenvolvidos, € necessario que os animais iniciem por uma fase de treinamento
para aprenderem a pressionar as barras com seus respectivos sinais sonoros e

luminosos, e posteriormente receberem a solugéo-teste.

Quadro 1 — Exemplos de modelos de autoadministragao de etanol.

AUTOR/ ANO AMBIENTE INDUGAO METODOLOGIA/ PERIODO CONVIVIO
Acesso limitado/dia
HOUCHI et al., 2013 Durante 15 dias — 30min de acesso/dia individual
(etanol oral) + 10 semanas — 14h de
Etanol acesso/dia (etanol a vapor)
oral .
FORD et al., 2008 Durante 2-3 semanas - 2h de acesso/dia individual
CODICIONAMENTO individua
THORSELL et al., 2013 OPERANTE Durante 15 dias — 30min de acesso/dia
GETACHEW et al.. 2008 Durante 7 ou 14 dias — 3h de acesso/dia 4 animais
' Etanol a
vapor )
WALKER et al., 2010 Durante 2 semanas — 14h de acesso/dia 2 animais
Acesso limitado/dia
SHARKO et al., 2013 Acesso a 2 garrafas: agua e 6% de individual
etanol — 4 dias (2h de acesso/dia)
SINNOT, PHILIPS AND Acesso a 2 garrafas: agua e etanol (5 ou individual
FINN, 2002 10%) — 17 dias (2h acesso/dia)
Livre escolha (24h/dia)
Fade in EtOH fade out sacarose:
PISU et al., 2011 > Acesso a 2 garrafas: 4gua e até 10% | individual ou
Etanol EtOH — 4 semanas 3 animais
GAIOLAS-MORADIA oral
VILLAS BOAS et al, 2012 - Acesso a 3 garrafas: agua, 5 ou 10% | individual
EtOH — 10 semanas
TAMPIER et al., 2013 Acesso a 3 garrafas: agua, 10 e 20% de |  ingividual
etanol — 67 dias
BALDWIN et al, 1991; Acesso livre da dieta forgada com EtOH: | . . .
-> Durante 2-3 semanas individual
CABRAL et al., 2006; .
- Durante 21 dias 4 animais
BONASSOLI et al., 2011 3 animais
-> Durante 21 dias
MANZO et al., 2012 Acesso a 2 garrafas: agua e até 10% de individual
etanol — 18 dias

Fonte: do Autor, 2014.
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Nos modelos desenvolvidos em gaiolas-moradia, onde garrafas para
consumo permanecem na gaiola, uma simples maneira de estudar a busca da droga
€ medir o volume consumido. Quando é dada aos animais uma escolha entre
solugdes, como agua e alcool, a proporgao entre a ingesta relativa de etanol e a
ingesta total de fluidos (razdo de preferéncia) é frequentemente usada para
caracterizar o comportamento do animal. Nos experimentos, as garrafas podem
estar disponiveis 24 horas por dia (livre escolha) (CABRAL et al, 2006; BONASSOLI
et al, 2011; PISU et al, 2011), ou apenas em curtos periodos do dia (acesso limitado)
(SINNOT, PHILLIPS AND FINN, 2002).

Entretanto, roedores submetidos a testes de consumo por livre escolha de
etanol, a partir da técnica de fade out sacarose, raramente consomem mais de 2
g/kg/dia dessa substancia (HEILIG AND KOOB, 2007). Essa pequena concentragao
ndo atinge uma alcoolemia necessaria para desencadear sinais da sindrome de
abstinéncia na retirada da substancia (HEILIG AND EGLI, 2006), parametro
relevante para analise da dependéncia (HEILIG AND KOOB, 2007), embora Van Erp
and Miczek (1997) demonstraram que o baixo consumo de alcool foi suficiente para
induzir alteragdes comportamentais em ratos, como a agressdo e consequente
influéncia sobre a autoadministragcao da substancia alcodlica.

Além disso, um fator importante que se tém estudado é a convivéncia em seu
ambiente, ou seja, a interagcdo com outros animais na mesma gaiola ou o seu
isolamento social, o que pode retratar melhor a realidade do ambiente de um
alcoolista (HENSLER, HODGE AND OVERSTREET 2004; PISU et al, 2011).

Como o etanol tem um sabor estranho a principio para os animais, € normal
eles terem um pouco de receio ao experimentar e consumir a substancia, fenbmeno
denominado neofobia. Devido a isso, 0os pesquisadores tém adaptado estratégias de
introduzir o alcool em concentracbes baixas, misturando sacarose ou sacarina,
substancias agucaradas com sabor palatavel, e ao longo do tempo aumentar as
concentragdes de alcool gradualmente reduzindo a do agucar (processo conhecido
como fade in etanol fade out sacarose) (CUNNINGHAM et al., 2000; SIMMS et al,
2010; VILLAS BOAS et al, 2012).

Outro modelo de autoadministracdo de etanol por livre escolha é a
preparagdao de uma dieta alimentar soluvel com o composto Sustagen® (Mead
Johnson, Sao Paulo, Brasil) adicionando o alcool, sendo a unica fonte de alimento
para os animais durante todo o experimento (BOND AND DI GIUSTO, 1976;
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BALDWIN et al, 1991). Esta solug&o é rica em proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais necessarios para dieta diaria do animal. Esta metodologia alcancga
concentragdes sanguineas de etanol de 80 a 132mg/dL, suficientes para induzir
abstinéncia alcoodlica, além disso, ndo houve relatos significativos de ganho de

massa corporal comparado ao grupo controle (BERTOTO et al, 2006).

1.4.2 Modelos de abstinéncia ao alcool

A abstinéncia do alcool pode produzir um estado motivacional negativo ou
aversivo que € manifestado por ruptura da resposta, aumento do consumo,
mudangas no limiar de recompensa e aversdo a lugares. Tém sido aplicados
diversos modelos animais para avaliar a privagao do alcool de seu ambiente ou,
mais especificamente, sintomas da propria SAA. Estes procedimentos s&o
desenvolvidos com eficiéncia para explorar a neurobiologia da interrupgdo do
consumo da droga, analisando comportamentos etolégicos e viabilizando o
desenvolvimento de agentes terapéuticos que amenizem a severidade da sindrome
(KLIETHERMES, 2005).

Segundo Baldwin e colaboradores (1991), para analisar comportamentos
durante a abstinéncia alguns sinais fisicos nos ratos podem se manifestar
imediatamente apds serem submetidos a testes comportamentais. Estes sinais sao
rigidez na cauda, tremor, convulsGes esponténeas e flexdes ventromedial distal,
examinados por um pesquisador cegado ao tratamento que os animais recebem.

Além disso, muitos modelos analisam também o efeito de privagdo do alcool
empregando um unico periodo de privagéo, seja de 24 ou 48h (CABRAL et al, 2006;
BONASSOLI et al, 2011). Entretanto, os padrées de consumo em humanos
alcoolistas sdo separados em multiplos periodos de abstinéncia e consumo
(MCMILLEN, 1997) (exemplos listados no Quadro 2). A partir dessas questdes, os
pesquisadores tém estudado outro tipo de modelo de abstinéncia, seguidos de ciclos
intercalados de privagao repetida de alcool com reapresentagcdo do alcool aos
animais (VILLAS BOAS et al, 2012; TAMPIER et al, 2013). Este tipo de modelo
auxilia na motivagdo da procura pela droga e assim aumenta seu consumo
(SPANAGEL, 2003).
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Quadro 2 — Exemplos de modelos de privagao de etanol.

AUTOR/ ANO PRIVACAO INDUCAO EtOH METODOLOGIA/ PERIODO

DEVAUD et al., 2002 Privagao de 6h

PANDEY et al., 2003 Privacéo de 24h

SIEGMUND et al., 2005 Etanol oral Privagédo de 2 semanas

UNICO PERIODO

KAYIR AND UZBAY, Privagéo de 6h — andlises de 2, 4 e 6h de

2008 abstinéncia de EtOH
BONASSOLI et al., 2011 Privacéo por 24 ou 48h — grupos de animais
diferentes
FINN et al., 2006 Etanol a vapor | Privagédo de ~6-8h
SPANAGEL AND Privagéo de 3 dias — ciclos de abstinéncia de EtOH
HOLTER, 1999 mensalmente repetidos - durante 10 meses
KNAPP, OVERSTREET Privacdo de 5 dias (3 ciclos de abstinéncia
AND BREESE, 2007 intercalados com 2 dias de reapresentagédo de EtOH
. Etanol oral

PERIODOS Privagdo de 2 dias ciclos entre abstinéncia e

VILLAS BOAS et al.,, 2012 REPETIDOS reapresentacdo de EtOH — durante 2 semanas

Privacdo de 15 dias (2 ciclos de abstinéncia

TAMPIER et al., 2013 intercalados por 7 dias de reapresentagéo de EtOH)

VEATCH, WRIGHT, AND
RANDALL, 2007

Privagéo de 8h — 4 ciclos entre exposicdo de 16h e

Etanol avapor | g " bstinéncia de EtOH

Fonte: do Autor, 2014.

O efeito de privagao do alcool pode ser considerado como um aumento pela
demanda ao etanol pelo individuo privado (razdo do consumo do etanol/ ingestao
total de liquidos) e como um aumento no consumo voluntario da solug&o alcoolica
quando ele é reapresentado ao ambiente apds esta interrupgdo (SPANAGEL AND
HOLTER, 1999). Isto também pode se manifestar pela selecdo de concentracbes
mais altas, as quais produzem efeitos farmacoloégicos mais rapidos (SERRA et al.,
2003), observadas em modelos que ofertam diferentes concentragdes de alcool.
Entretanto, a medicdo do efeito de privagdo do alcool avalia apenas uma
consequéncia comportamental e ndo da para se afirmar sobre o estado subjetivo
associado a motivagao de incentivo a consumir o alcool (SPANAGEL, 2003), sendo

dificil de avaliar até em humanos.
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O consumo voluntario de drogas e o risco de abuso e recaida dependem de
varios fatores biologicos e ambientais, e o estresse consiste em um desses fatores.
De acordo com Sinha (2001), existem diversas evidéncias com animais, e alguns
estudos com humanos, demonstrando uma correlacao positiva entre exposicao ao
estresse agudo ou crénico e o aumento do consumo de drogas. O termo “estresse” &
frequentemente definido na literatura como um processo envolvendo percepcao,

interpretacao, resposta e adaptacao a eventos ambientais (SINHA, 2001).

1.5 AVALIAGAO COMPORTAMENTAL DE MANIFESTAGOES DA SAA EM
ANIMAIS

A criagdo de modelos animais validos para essas reacgdes fisiologicas do
organismo humano € uma tarefa dificil, devido a natureza verbal e pessoal de varios
sintomas, bem como pela falta de conhecimentos sobre os fatores etiolégicos que
poderiam ser utilizados para criar estes modelos.

Como ja visto, durante a abstinéncia do alcool podem surgir varios sinais e
sintomas, e dentre eles, as manifestagbes tipo de ansiedade e de estresse
(posteriormente podendo evoluir para a depressao), sdo algumas caracteristicas
bem avaliadas como manifestagdes comportamentais animais.

Como ja relatado neste trabalho, para um individuo apresentar abstinéncia é
necessario previamente ter desenvolvido a dependéncia pelo alcool, a qual abrange
diversos critérios para ser detectada. No caso de pesquisas com animais, o
desenvolvimento de dependéncia a partir do consumo de alcool forgado pode gerar
toleréncia a alguns dos efeitos intoxicantes agudos do alcool, como hipotermia ou
falta de coordenagcdo motora, e alguns sinais leves de abstinéncia fisica
(SPANAGEL, 2003), além de alteragdes avaliadas nos parametros de consumo do
etanol.

Alguns efeitos de privagdo de alcool em ratos, apés meses de inducao de
dependéncia, caracterizam-se por um aumento no consumo e na preferéncia de
solugdes alcodlicas, niveis de etanol no sangue semelhantes aos de animais que
tinham uma preferéncia por doses elevadas de etanol, alteragdes no padrdao de
consumo com ingestdo de quantidades e concentragdes alcoodlicas elevadas, e
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ainda o consumo nao se altera mesmo quando sdo adicionadas substancias nao
palataveis, como o quinino (SPANAGEL et al., 1996).

Sob a influéncia da etologia, ciéncia que estuda o comportamento animal, os
testes comportamentais de ansiedade procuram reproduzir uma situagdo ambiental
de provavel ocorréncia de diferentes formas de aversao ou desconforto. Os animais
sdo expostos as diversas situagdes como: ambientes novos ou potencialmente
perigosos e sem saidas, estimulos ou contextos associados a estimulos
nociceptivos moderados, situacdes sinalizadoras da presenca de um predador
natural, confrontos iminentes com animais da mesma espécie (BLANCHARD et al,
1993; STEIMER, 2011). Entre alguns testes importantes nessa abordagem estéo:
campo aberto, labirinto em cruz elevado, preferéncia condicionada de lugar,
interacao social em ratos, vocalizacdo ultrassdnica, transi¢ao claro-escuro e labirinto
em “T” elevado. Com essa diversidade de modelos, podem-se estudar os efeitos
sobre a ansiedade que o etanol pode causar apds a administracdo aguda ou
cronica, e durante a sua abstinéncia. (BECKER, 2000).

A ansiedade, além de ser expressa em comportamentos exploratérios, pode
se manifestar no comportamento de auto-limpeza do animal, evento conhecido em
experimentos pré-clinicos como grooming, o qual também €& observado em situacdes
estressantes, e considerado importante na adaptagdo comportamental ao estresse e
na reducdo da ansiedade. O grooming tende a ocorrer obedecendo a uma
sequéncia cefalocaudal e diferentes contextos podem interferir na apresentacédo de
tal sequéncia, podendo indicar maior estresse ou ansiedade no animal (KALUEFF
AND TUOHIMAA, 2005; NIN et al, 2012).

Estes modelos mencionados também s&o considerados fatores de estresse,
ja que se tratam de ambientes novos e implicam desafios de exploragado do local
pelos animais. Além disso, situacdes ambientais estressantes tém uma importante e
inegavel contribuicdo no desenvolvimento da depressao. Desta forma, foram criados
modelos com a aplicagcdo de eventos estressores externos nao previsiveis e
inescapaveis, tentando provocar modificagdes similares no comportamento animal
aquela encontrada na depressao. Um dos modelos mais utilizados no estudo da
depressao em roedores sédo os testes do nado forcado e o de suspensio de cauda
(DAVID et al, 2001).
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No presente estudo foram realizados alguns destes testes comportamentais
para analise de sintomas tipo-ansiedade (campo aberto e labirinto em cruz elevado),

e tipo-depresséao (nado forgado).

1.5.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto (CA) é o teste comportamental mais antigo e considerado um
dos mais simples ensaios para avaliacido da atividade exploratéria. O teste consiste
em colocar individualmente o animal dentro de uma arena desconhecida, geralmente
circular e dividida em quadrantes, no qual ele circula livremente entre o centro ou
periferia. Embora seja uma tarefa simples de se realizar, algumas variagdes
metodoldgicas existem na literatura, desde o formato e o material do qual é
constituido o CA, em que alguns s&o quadrados, outros circulares, opacos, claros ou
escuros (BARROS et al, 1991); até mesmo o tempo de duragao do teste (5, 10 e até
20 minutos de duragdo) (SPANAGEL AND HOLTER, 2000; RICHEY et al, 2012) e
comportamentos avaliados.

Por meio deste procedimento € possivel avaliar algumas manifestagées da
SAA, que podem consistir em alteragbes da atividade locomotora, comportamentos
de auto-limpeza e no tempo gasto no centro da arena (KLIETHERMES et al, 2005).

Apesar de alguns parametros avaliados no CA, ha ainda muita controvérsia
de resultados, principalmente sobre a locomogao do animal. Durante a abstinéncia,
0s animais demonstram hiperatividade locomotora na retirada do alcool em roedores
(BARROS et al, 1991; KAYIR AND UZBAY, 2008), indicando que esses animais
estdo com niveis elevados de ansiedade. Entretanto, alguns estudos ja relacionaram
pouca atividade locomotora (DEVAUD, BARTOO AND MALTHANKAR, 2002;
BONASSOLI et al, 2011) e menor preferéncia pelo centro do CA (PRUT AND
BELZUNG, 2003) com sintomas da abstinéncia.

1.5.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Atualmente, o labirinto em cruz elevado (LCE) retrata um dos modelos
animais de ansiedade mais utilizados para o estudo experimental de drogas com
efeitos ansioliticos e ansiogénicos (KLIETHERMES, 2005). Validado farmacoldgica,

fisiolégica e comportamentalmente por Pellow e colaboradores (1985), o teste
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aborda o conflito entre a tendéncia natural de roedores de explorar ambientes novos
e a aversao e o medo natural que ratos apresentam em relacdo a altura e espacos
abertos.

O instrumento € composto por quatro bracos, sendo dois abertos e dois
outros envolvidos por paredes laterais. Os bragos sao dispostos perpendicularmente
uns aos outros, formando uma cruz, dos quais séo elevados geralmente de 40 a 50
cm do chdo. O arranjo dos bragos permite que o0s animais percebam
simultaneamente o precipicio e o espago aberto. O LCE consiste em expor
livremente o animal no centro do labirinto por 5 minutos e nessa situagao, os animais
tendem a explorar mais os bragos fechados do que os abertos, e isso se deve mais
ao fato deles evitarem espacgos abertos do que a propria altura. Além disso, é
analisado principalmente pela quantidade de entradas e tempo gasto nos bragos
abertos, representando indicadores de ansiedade (BECKER, 2000).

Durante a abstinéncia do alcool, estudos relataram ambivaléncia de
resultados, ja que alguns autores nao observam diferenga nos efeitos da retirada
(FINN, GALLAHER AND CRABBE, 2000; KIEFER et al, 2003) e outros demonstram
claramente um aumento de ansiedade nesse periodo (BALDWIN et al, 1991;
CAGETTI et al., 2003; CABRAL et al, 2006). Essas diferengas estao relacionadas a
metodologia empregada, estando ligadas, por exemplo, ao consumo de etanol e ao
periodo de abstinéncia (horas ou dias), que s&do muito variados. Em experimentos
com dieta liquida contendo a substancia alcodlica ocorre um aumento induzido de
comportamentos relacionados a ansiedade no LCE apds algumas horas de
abstinéncia (BALDWIN et al, 1991; CABRAL et al., 2006).

1.5.3 Teste do Nado Forgado

O teste do nado forgado (FST, do inglés forced swim test) € um dos modelos
mais tradicionais para o estudo da depressdao em animais de laboratorio. Este € um
modelo classico, proposto por Porsolt e colaboradores (1977), e foi usado para
testar o efeito antidepressivo de algumas drogas e apresenta alto valor preditivo,
principalmente em relagao a resposta aos medicamentos antidepressivos existentes.

Neste modelo, os animais sdo colocados individualmente em aquarios de
acrilico opaco com agua (25+2°C) até certo limite, para que os animais fiquem

impossibilitados de fugirem ou de se apoiarem com as patas ou cauda no fundo do
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cilindro. Um dia antes do dia-teste, os animais sdo expostos ao FST, como treino
geralmente por 15 minutos, e no dia-teste exposto por 5 minutos. Entre o treino e
dia-teste, € administrado o farmaco em avaliagao para atividade antidepressiva em
trés momentos: 24h, 5h e 1h antes do dia-teste. Apdés um periodo inicial de nado
vigoroso, eles passam a executar apenas movimentos para manter a cabeca fora da
agua, e entre tantos comportamentos no FST a imobilidade €& o principal
comportamento avaliado (BARROS AND FERIGOLO, 1998). Este comportamento
de imobilidade ocorre quando o rato deixa de se esforcar e permanece totalmente
imével na piscina, e é interpretado como a perda de motivagdo, ou “desespero
comportamental”’, e a redugédo da duragédo da imobilidade por uma droga pode ser
considerada como efeito tipo-antidepressivo (BARROS AND FERIGOLO, 1998).

Outras avaliagbes sao feitas no FST, como comportamentos de mobilidade:
escalar, quando o animal tenta escapar do aquario pelas paredes; e nadar, quando o
animal tenta escapar com movimentos de nado pelo centro do aquario, ou
permanece nadando com a cabeg¢a acima da agua (BARROS AND FERIGOLO,
1998).

Tem sido relatado que durante a retirada abrupta de alcool, a partir da
exposicao de etanol a vapor, camundongos ficaram mais iméveis no FST (HIRANI,
KHISTI AND CHOPDE, 2002). Stevenson e colaboradores (2009) descreveram que
apo6s consumo oral de etanol em camundongos, somente com 14 dias de
abstinéncia ao alcool houve aumento da imobilidade demonstrando efeitos
depressivos nos animais, embora com 1 dia de abstinéncia ndo houvesse alteragao

comportamental no FST.

2 JUSTIFICATIVA

Entre os diversos tipos de modelos animais validados que existem na
literatura, tanto de dependéncia quanto de abstinéncia alcodlica, ha muitos
questionamentos a fazer quanto ao emprego de uma metodologia adequada para
mimetizar as reais condi¢ées de um alcoolista. Além disso, a ingestao frequente de
doses baixas de etanol pode desencadear sérios danos a saude no ser humano, os
quais podem se intensificar apos privagdes agudas de etanol destas doses
consideradas sem risco para a populacdo. As alteracbes de comportamentos que
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ocorrem apos a abstinéncia aguda de alcool sao consideradas “menores” ou leves e,

portanto, ndo s&o vistas com importancia.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar alteragbes comportamentais durante periodos agudos de abstinéncia

a doses baixas de alcool em ratos, com um modelo de autoadministragcdo de etanol

por dieta forcada.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o consumo de etanol dos animais, comparando a procura pela solucio

disponivel entre os dias de privagao e reapresentacio de alcool na dieta;

Avaliar o comportamento dos animais durante os dias de abstinéncia ao

alcool pelos testes do campo aberto, labirinto em cruz-elevado e nado forgado.

4 RESULTADOS

ARTIGO CIENTIFICO:

“Behavioral Evaluation during Acute Alcohol Withdrawal Periods in Rats

Submitted to Repeated Intermittent Ethanol Access”.
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Background: Intermittent ethanol access can manifest exploratory behavior changes and ethanol
intake, and repeated acute alcohol withdrawals may enhance these. The aim of this study is to
evaluate minor behavioral changes in acute withdrawal periods using a model of low dose of ethanol
self-administration by a forced diet in rats.

Methods: Male Wistar rats were subjected to an oral ethanol self-administration procedure for a
forced diet, in which they were offered 6-8% (v/v) ethanol solution for a period of 21 days followed by 5
repeated 24-hours cycles between alcohol withdrawal and reinstatement of the treatment. Control
animals received a control diet without ethanol adding sucrose for same periods. Behavioral changes
were analyzed on consecutives ethanol withdrawal days in the open field, elevated plus-maze and
forced swim tests after to 6-9 hours alcohol deprivation.

Results: The repeated intermittent ethanol access enhanced solution intake and alcohol-seeking.
Decreased exploratory activity was observed in the open field test and the animals stretched attempt
less in the elevated plus-maze test. However, in the forced swim test the withdrawn rats spent less
time doing of immobility behavior.

Conclusions: Repeated acute alcohol withdrawal induced minor behavioral changes in rats, in which
these short periods of alcohol deprivation partially modeled the affective changes related to anxiety-
and depression-like behaviors.

Key Words: Ethanol, Alcohol Withdrawal, Intermittent Ethanol Access, Minor Behavioral Changes,

Self-administration.
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INTRODUCTION

Repeated intermittent ethanol access by self-administration mimics the initial
use of alcohol by humans whom experience multiple periods between alcohol
withdrawals and relapses, representing a pattern of alcoholics (McMillen, 1997;
Spanagel and Holter, 1999). This process has been applied to animals in which the
period of alcohol deprivation, phenomenon known as “alcohol deprivation effect”
(ADE), showed to increase the motivation for drug demand and alcohol consumption
in rodents. (Spanagel and Holter, 1999; Sanchis-Segura and Spanagel 2006; Simms
et al., 2008; Rosenwasser et al., 2012; Villas Boas et al., 2012; Tampier et al., 2013).
The ADE may be potentiated by repeated cycles between alcohol deprivation and re-
exposure (Spanagel and Holter, 1999; Rodd et al., 2009) alternating with faster
cycles, i.e. 24-hour ethanol access (Wise, 1973; Simms et al., 2008).

Affective manifestations after ethanol removal become more severe with the
chronic use of alcohol. However these manifestations have been observed in
humans in a temporary state, after a single exposure to ethanol, which can be called
as acute withdrawal or “hangover” (Kaladayian et al., 2013). This state is informed by
university students volunteers who describe the symptoms of nausea and vomiting,
headache, tremor, guilt, depressed mood, high levels of anxiety, drowsiness and
being less alert the morning after alcohol consumption (McKinney and Coyle, 2006;
Penning et al., 2013). Some of these symptoms also occur in alcohol withdrawal
known as “minor alcohol withdrawal symptoms” and can happen while the patient still
has a measurable blood alcohol level, approximately between 6 and 12-hours after
cessation, and include mild anxiety, insomnia, headache, tremulousness, among
others (Bayard et al., 2004). However, although larger repeated doses of ethanol
cause more severe symptoms, a hangover is not only dose-dependent, but is also
dependent on the volume ingested, time-consuming, food consumption, metabolism
and individuals characteristics. It is probable that about 1.5g/kg of alcohol
(approximately 5 to 6 drinks for 80kg-man, and 3 to 5 drinks for 60kg-woman) lead to
hangover (Wiese et al., 2000).

Taking advantage of pre-clinical experiment results, the animals behavioral
manifestations during acute alcohol withdrawal state may also resemble emotional or
affective symptoms such as anxiety-like, agitation, hyperirritability, convulsions,

stress and depression (Baldwin et al., 1991; Cabral et al., 2006; Stevenson et al.,
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2009). Furthermore, some of these manifestations have been correlated with relapse
following prolonged periods of ethanol cessation.

Actually, results from locomotor activity tests have been inconsistent in the
literature showing hyperactivity (Barros et al., 1991; Kayir and Uzbay, 2008) or
hypoactivity (Fachin-Sheit et al., 2006; Getachew et al., 2008; Bonassoli et al., 2011)
during alcohol withdrawal after intermittent ethanol self-administration. However,
results from forced diet with low doses of ethanol (6-8%) have shown a decrease in
locomotion activity by rats in the first few hours of alcohol withdrawal (Devaud et al.,
2002; Bonassoli et al., 2011).

Moreover, in acute alcohol withdrawal posterior to ethanol exposure there is
an anxiogenic effect in the elevated plus-maze test (EPM) and social inhibition
symptoms (Doremus et al., 2003; Varlinskaya and Spear, 2004; Zhang et al., 2007,
Valdez et al., 2012). Unlike some reports in humans, it was found that a lower dose
of ethanol (1g/kg) did not alter anxiety-like behaviors but higher doses (3g/kg)
decreased exploration in the open arms in the EPM after 9-12hours of ethanol
exposure (Zhang et al., 2007), suggesting that the effects of alcohol hangover may
be dose-dependent and also occur after complete ethanol metabolism.

Other animal’'s behavior changes were found as immobility time increase
(Williams et al., 2012) and latency to immobility decrease (Walker et al., 2010) in the
forced swim test (FST) during acute withdrawal after intermittent alcohol intake. On
the other hand, this increase of immobility was also seen after 14 days of alcohol
withdrawal but is not apparent 1 day after alcohol cessation (Stevenson et al., 2009)
suggesting that the depressive-like effect is still ambiguous regarding to the time of
ethanol withdrawal.

Our hypothesis is that there are minor behavioral alterations such as changes
in exploratory behavior and affective states that are associated to acute withdrawal
periods after intermittent use of low doses of ethanol by rats. The main objective was
to measure the behavioral changes after acute alcohol withdrawal during repeated
intermittent alcohol access with a model of ethanol self-administration in rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals
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Male Wistar rats (35-40 days old; ~90g; n=58) were obtained from the Animal
House of Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).
They were individually housed in polypropylene cages (25x35x35cm height), with
wood shavings as bedding, and with free access to water and food in a temperature-
controlled room (23+2°C) which was maintained on a 12/12-h light/dark cycle. The
animals were weighted 2 days per week and water was freely available. All in vivo
experiments followed the guidelines of the International Council for Laboratory
Animal Science and were approved by the Ethical Committee for Research of
UFCSPA (147/12). All efforts were made to minimize animal suffering and to use only
the number of animals necessary to produce reliable scientific data.

Experimental procedure

The animals were randomly assigned for their respective groups (control and
ethanol). From the day one to the 21% day, the animals consumed their respective
solutions. From the 22" day to the 31%, the animals followed 5 repeated 24-hours
cycles between ethanol withdrawal (EW) and ethanol reinstatement (ER) (Figure 1).
Two days before the day one, the animals had access to pure Sustagen®, for
adaptation, since the alcohol was mixed to this solution. The behavior tests were

made only on EW days.

Adaptation: Ethanol self-administration Interspersed cycles of
pure Sustagen® (6-8% EtOH) Withdrawal and Ethanol

{_L\ ( * | A |

Day 1 21 23 25 27 29 31

-2 -1 0 22 24 26 28 30

I ] |
[OF TEPM]FST]

Figure 1: Experimental procedure timeline. Ethanol (EtOH); Open field test (OF); Elevated plus-
maze test (EPM); Forced swim test (FST).
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Ethanol self-administration

Ethanol (99.5%, v/v) was obtained from Alphatec (Brazil) and was diluted to 6
or 8% (v/v) in tap water every day. The amount of alcohol consumed daily during the
treatment was converted to grams of alcohol per kg of body weight.

Chronic ethanol self-administration was based on a forced procedure of fluid
dietary intake via drinking an alcohol containing liquid diet (Baldwin, 1991; Cabral et
al., 2006; Bonassoli et al., 2011). The animals had access to two bottles for all
experiment, one containing water and the other Sustagen® (chocolate flavor, Mead
Johnson, Brazil), used as a vehicle for the alcohol consumption. Sustagen® is a
ready-to-feed liquid formula providing protein, carbohydrate, fat plus vitamins and
mineral salts corresponding to an amount of 1.1 kcal/ml (17.11g of Sustagen®/60ml|
of water by rat/day) and was the only source of food daily available to the animals
(Bond and Di Giusto, 1976). This solution was prepared every day and then 50ml
offered to each animal.

Then, for ethanol group (n=44), the diet was added with two different
concentrations of ethanol. During the first two days of consume, ethanol
concentration was 6% (v/v). After that period until the end of experiment (except
withdrawal days) ethanol concentration used was increased to 8% (v/v). The control
animals (n=14) received the same dietary base without ethanol during all experiment,
and sucrose (Synth, Brazil) was added as a caloric substitute for ethanol, in which
these values were 0.33 and 0.42kcal/mL corresponding to 6 and 8g of ethanol-
containing diet, respectively. The solution bottles were weighted every day and
changed of position in the cage every two days to prevent memory effects in the rats
(Barros and Miczek, 1996).

Ethanol Withdrawal and Reinstatement

Following the induction phase, from the day 22™ to 31%, it was initiated cycles
of 24h interspersed of forced alcohol withdrawal and ethanol reinstatement on the
following day. This method increases the demand for the solution offered (Spanagel,
2003; Rosenwasser et al., 2012). On all EW days the bottles were removed at 8 a.m.
and maintained between six to nine hours of abstinence and after replaced with the
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same control diet for all animals: Sustagen® without ethanol. The rats were exposed

to the behavior tests on consecutive days (24", 26™ and 28™).
Behavioral tests

The animals were exposed to three classic tests of anxiety and depression.
Behavioral tests were conducted between six and nine hours after abstinence (2 p.m.
- 5 p.m.). The control groups were exposed to the same procedures.

All rats were exposed once per day in the tests for 300+5s, and were recorded
with video camera and posteriorly analyzed using the software Behavsoft® (in patent

process) by an observer blinded for treatment groups.
Open field test

All rats were individually placed in the center of a novel arena (70cm diameter
and 40cm height). The arena was divided in 25 parts, being 9 considered as center
and 16 as periphery. Total locomotor activity was analyzed after the experiment. All
the events like locomotion on periphery and center, rearing and grooming were

assessed. After each trial, the open field was cleaned with ethanol solution 70%.
Elevated plus-maze test

The EPM test was made of wood and had two open arms (50 x 10 cm),
perpendicular to two enclosed arms of the same size, with 50cm-high walls. The
apparatus was elevated 50 cm from the floor (Pellow et al., 1985; Pellow and File,
1986). The rats were placed individually on the central platform facing the open arm.
An observer, who was blind to treatment groups, measured the time that the animals
spent in the open and closed arms, as well as the number of entries on both arms.
Besides that, the frequency and duration of grooming, of stretch attempt (rat into the
closed arm with two paws on the open arm) and of spy (rat into the open arm looking
for floor) were examined. The criteria for an arm entry were when the rat stay with all
the four paws on the respective arm. The maze was cleaned with ethanol 70% after

each test using damp and dry cloths.
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Forced swim test

The FST is a modified version of Porsolt's test and has been shown to be
sensitive to acute anti-depressant administration in the absence of background stress
state (Porsolt, 1977). Briefly, the animals were individually placed in cubic glass
pools (25x25x%40cm) filled with 25 cm of water at a temperature of 25+1°C. Although
the cylindrical pool is classically used for the FST, the cubic swimming pool was
demonstrated to have the same sensitivity to detect the antidepressant effect of
drugs and has been used as a model in our laboratory and by other researchers
(Gomez et al., 2003; Nin et al., 2008). Two swim sections were conducted: an initial
15min training section followed 24 h later by a 5min test session. Following both
sessions, the rats were removed from the pools, carefully dried with towels placed in
a heated room for 15 min and later returned to their home cages. The frequency and
duration of acts and postures (climbing, swimming, diving, head-shakes, total
immobility, and latency to immobility) were quantified for each animal during the
analysis. The behavioral analyses were described previously and the model showed
both reliability and validity for detecting the antidepressant effects GABAergic drugs
in the FST (Nin et al., 2008). The entire contents of the cubic were changed before

each animal session.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Sigma Stat 3.1. Kolmogorov-
Smirnov test to verify normality to all variables, and also followed by an equal
variance test. Linear Regression test was used to predict the relationship between
dependent and independent variables about consumption of each group. Student’s t
test was used to verify differences between control and ethanol groups, in all
behaviors analyzed in the OF, EPM and FST, and total ethanol intake. One-way
analyses of variance (ANOVA) for repeated measures were used to compare
solution and ethanol intake among rats, periods of EW or ER and different days.
Tukey’s test was used as post-hoc. If each behavior (variable) failed in the normality
and/or equal variance test, it was carried on a non-parametric test (ANOVA on
Ranks). Data were reported as mean + standard error of mean (S.E.M.). Differences
were considered statistically significant when P<0.05.
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RESULTS
Ethanol intake

It was performed a forced diet with Sustagen® solution in a two-bottle free
access procedure and the results had of total daily diet intake are shown in the
Figure 2.A. There was a positive correlation in total daily intake by the EtOH rats
during experiment (P<0.001). The mean amount of ethanol consumption was
17.7g/kg/day over the 21 days of treatment. The daily solution consumed on 21 days
were 37.0g by control and 32.7g by ethanol animals, and during the intermittent
EtOH access or withdrawal (cycles of EW and ER days) the consumption remained
on similar baseline 38.5g by controls, and the ethanol rats consumed on average
39.3g.

The Figure 2.B illustrates the consumption of both control and ethanol animals
throughout the repeated intermittent access to ethanol and alcohol withdrawal days.
Comparing the EW days, on 24™ and the 28™ days of the EtOH group consumed
more solution than CTR. These days represent the consumption after immediate
return of the performing the OF and FST tests, respectively. Moreover, comparing
only the consumption during ER days, the EtOH rats consumed significantly less
solution than the CTR animals on the first three consecutive ER days. However on
day 29" there was a significant higher amount of solution containing ethanol than
CTR group, and also showed that on the day 29" comparing only ER days, the
animals with alcohol consumed more solution than to other ER days (P<0.001).
Figure 2.C represents the total mean consumption of ethanol group between all
cycles days, which the EtOH group consumed more the solution on EW days than
when had ethanol in their diet on ER days (P<0.002).
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Figure 2: Daily consumption of total ethanol (EtOH) and control (CRT) solution by rats. Ethanol
withdrawal day (EW) and Ethanol reinstatement day (ER). (A) Consumption/day of total solution during
all experiment; (B) Consumption/day of total solution by CTR and EtOH rats on 10 cycle days; (C)
Consumption of EtOH solution by rats between EW and ER days. Data are presented as each
group’s mean. Comparisons were made using the tests: Linear Regression and one-way ANOVA
(RM). # represents significance in the linear regression test, P<0.001; + means difference statistics
from the EtOH rats consumed a less than CTR , P<0,05 and ° difference from the EtOH consumed

more than CTR, P<0.05; X represents difference from the others ER days compared in EtOH group,
P<0.001; * represents difference from the ER days, P<0.002.

Open field test

The open field test was performed to evaluate the anxiety-like state of animals.
During ethanol withdrawal, there was a decrease in the total locomotion when
compared to control rats (P<0.001; Figure 3.C), both in the periphery (P<0.001;
Figure 3.A) and in the center (P=0.009; Figure 3.B), meaning a possible anxiety-like
behavior increase in these animals. There was no difference between the number of
rearing in control animals (23.2+2.2) and ethanol withdrawal rats (19.5+1.3) (Figure

3.D). There was an increase in the grooming frequency (P=0.029; Figure 3.E) and
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duration (P=0.024; Figure 3.F) suggesting that these animals presented higher

anxiety-like behavior than control animals.
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Figure 3: Effect of ethanol withdrawal (EW) versus control (CTR) rats in the open field test. (A)
Locomotion on periphery, (B) Locomotion on center, (C) Total locomotion, (D) Rearing number, (E)
Grooming frequency, (F) Grooming duration. Each bar represents mean+S.E.M. Comparisons were
made using a Student'’s t test. *P<0.05, compared to control group.
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Elevated plus-maze test

This classic behavior test was delineated to evaluate the influence of ethanol
withdrawal on the anxiety level of rats. There were no differences in the open arm
entries (P=0.517; Figure 4.A), neither in the open arm duration (P=0.132; Figure 4.B).
Nevertheless, during ethanol withdrawal rats stretched less than the control ones
(P=0.045; Figure 4.C). There were no differences in the other behavioral test

parameters observed in the EPM.

2 40
n ] 30 - T
[ k]
e =
[+ £}
g 1 £ 20 -
= =
=
E‘L 10 -
o - - - 0 - - —
CTR EW CTR EW
E %
=
LaE]
£ . I
=
T ®
e
S -
[<E]
]
£
=
= 2 -
0 - ;
CTR EW

Figure 4: Effect of ethanol withdrawal (EW) versus control (CTR) rats on elevated plus maze test. (A)
Open arm entries, (B) Open arm duration, (C) Number of stretched posture. Each bar represents the
meantS.E.M. Comparisons were made using a Student’s t test. *P<0.05, compared to control group.

Forced swim test

The FST was performed after the performance of the other anxiety behavior

tests, on the 4" ethanol withdrawal day. In the test day, during the five minutes of
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exposure, the rats spent less time during immobility behaviors comparing to control
animals (P=0.002; Figure 5.A), however there was no difference of the latency to
immobility between the groups (P=0.633; Figure 5.B). This immobility decrease
reflected in an increase of climbing (P=0.016; Figure 5.C) and swimming duration
(P=0.049; Figure 5.D) compared to control rats. Also, the ethanol withdrawal rats
presented more head-shakes (5.6£1.0) than the control rats (3.8+1.5) (P=0.02; data

not shown).
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Figure 5: Comparison between ethanol withdrawal (EW) versus control (CTR) rats in the forced swim
test. (A) Total immobility duration, (B) Latency to immobility, (C) Climbing duration, (D) Swimming
duration. Each bar represents meantS.E.M. Comparisons were made using a Student's ¢ test.
*P<0.05, compared to control group.
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DISCUSSION

This experiment was designed to test the hypothesis that the chronic ethanol
self-administration induction by forced diet on free access to two bottles of water or
ethanol solution and with the 24-hour cycle between alcohol deprivation and
reinstatement, may exhibit minor behavioral changes in alcohol withdrawal period in
rats.

In this present study we reproduced an animal model which represents both
conditions of alcohol dependence and alcohol withdrawal in adulthood male rats. As
Spanagel (2003) observed, the alcohol deprivation effect model had been associated
with real human conditions, and in this case, alcoholics experimenting many
abstinence and relapse episodes in their lives.

As described in the results, the consumption of ethanol was gradually
increased during the twenty-one days of forced drinking, and determined amount
ingested is sufficient to induce ethanol withdrawal signs, indicating a risk for alcohol
dependence, as reported elsewhere (Baldwin et al., 1991; Cabral et al., 2006; Valdez
and Harshberger, 2012). The control group consumed the same liquid diet but
without ethanol during all experiment, and then adjusted the calories with the addition
of sucrose to equalize with ethanol’s calories (Bertotto et al., 2006; Cabral et al.,
2006). Therefore, the liquid diets are nutritionally complete and animals typically
consume sufficient quantities of ethanol to achieve dependence, reflected by the
emergence of withdrawal symptoms after ethanol deprivation (Bertotto et al., 2006).

Also, still on consumption, the repeated intermittent alcohol periods after the
continuous chronic ethanol self-administration, seems to manifest an effect of larger
ethanol consumption by rats (Spanagel and Holter, 1999; Tampier et al., 2013).
Melendez and colleagues (2006) showed that short-term deprivations followed by
repeated (weekly) ethanol re-exposure produce a robust alcohol deprivation effect in
mice. With a methodology of daily deprivation, our results point to a high alcohol
mean consumption on the 4™ day of re-exposure to the drug, indicating the beginning
of this alcohol effect.

During ER days, the EtOH group remained with a similar mean of
consumption (36.2+0.4g), compared to the alcohol continuous acquisition (21 days).
These consumption was in accordance with previous studies have shown that

rodents return to baseline levels of consumption within a few days after continuous
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access to alcohol, even after multiple deprivations (Spanagel and Holter 1999; Rodd
et al., 2009; Rosenwasser et al 2012).

Sinha (2001) described that there are several pre-clinical models of relapse
showed that the brief foot-shock stress reestablishes the drug-seeking behavior in
abstinent rats. Also, clinical studies from drug abusers samples and alcoholics often
report stress and negative affect as reasons for the onset, maintenance and relapse
to alcohol use (Sinha, 2001; Goeders, 2003).

According to the data showed here, it can be seen that the model used to
induce alcohol dependence was effective for self-administration of a liquid diet
containing ethanol as the sole source of food. The EtOH rats developed common
behaviors to consume ethanol solution, and also increased the amount ingested
every day, it has typically produced blood ethanol concentrations able to express
dependence ranging from 80 to 132mg/dl (Bertotto et al., 2006; Bonassoli et al.,
2011), and when alcohol was removed and then reintroduced, the animals have
developed a greater behavior of alcohol-seeking.

Moreover, our results show that locomotion in the OF was decreased when
alcohol was withdrawn, suggesting that there was a mild anxiety-like effect during
acute alcohol withdrawal. According to Bonassoli and colleagues (2011), this
behavior is also expressed with a decrease of distance traveled in the OF test after
24hs, but not after 48hs of abstinence. In addition some authors reported decrease
on ambulation after 5hs of alcohol withdrawal in mice (Fachin-Sheit et al., 2006) and
after 6hs of withdrawal in rats (Devaud et al., 2002). Pohorecky (1976), who also
showed low mobility that declined on the following ethanol withdrawal days, reported
that all withdrawal animals showed manifestations such as tremors and spontaneous
vocalization. For Zhang and colleagues (2007) the characterization of anxiety-like
behavior, during ethanol withdrawal evaluated in the EPM test, may direct hypoactive
state as an additional behavioral ethanol withdrawal symptom, commonly observed
after chronic ethanol treatment.

However, hyperactivity during alcohol withdrawal, which is a characteristic of
alcohol withdrawal syndrome (AWS) in humans, has been observed in other studies
with both rats and mice. As seen in Kayir and Uzbay (2008), the increase in
locomotion occurs right after 2, 4 and 6hs of ethanol withdrawal period, but
hyperactivity was observed in very early times after ethanol withdrawal, and this

could be associated with recent ethanol intoxication. On the other side, there is an
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increase of locomotion after 25hs of alcohol withdrawal in mice after ethanol oral
consume or inhalation (Capaz et al., 1981) and Barros e colleagues (1991) also
observed locomotor hyperactivity on modified OF test, which persists until five
consecutive days of alcohol withdrawal. All these data led us to speculate that
hyperactivity occurs during withdrawal after higher doses of ethanol, but this still is a
matter of debate.

The same animals with low locomotor behavior had increased time in
grooming behavior in a longer time suggests that the animals were more anxious,
had higher conflicts than the controls in the OF test.

Grooming is often observed in stressful situations and is considered important
in behavioral adaptation to stress and excitation reduction (Moyaho and Valencia,
2002). However, self-grooming is increased by both stress and comfort conditions,
and quantification of frequency becomes an insufficient measure of grooming,
pointing to inconclusive data interpretation and analysis. Grooming is an important
animal behavior that can be induced by exposure to a new environment which can be
indicate an anxiogenic-like behavior (Nin et al., 2012) and a predictor to stress-like
behavior (Kalueff and Tuohimaa, 2005).

During alcohol deprivation, the animals showed no evident anxiety state in the
EPM test. Other researchers also found no difference in entries in the open arms of
the EPM (Kliethermes et al., 2005). Finn and colleagues (2000) observed no
differences about 6 to 10hs of abstinence, similar time selected in this present study.
However, the same authors, observed a significant decrease in open arm entries
after 72hs of ethanol withdrawal in rats, representing an anxiogenic-like effect. This
induction of anxiety state was also seen by Cabral and colleagues (2006), when
animals entered more into the closed arms and less in the open arm after 48hs of
ethanol deprivation. Also the increase of anxiety-like state in the EPM after
withdrawal may be related to the ethanol dose ingested in liquid diet, which was
observed after 30hs of ethanol deprivation with the higher doses but does not
happen with the lower doses (Rylkova et al., 2009).

One other parameter analyzed in the EPM test, the risk assessment, it was
observed that the animals, after the alcohol withdrawal, presented less stretched
than control groups, similar as observed in mice (Cole et al., 1999). The number of
stretch-attend postures, defined as when the subject stretches forward with its

forepaws without actually moving its hind paws, can be interpreted as an anxiety-like
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or stress posture, since the animals do not even have the courage to explore the
open space on the open arm (Cole et al., 1999).

By analyzing the depressive-like behaviors in the FST, it can be observed that
animals deprived from alcohol climbed more and made more head-shakes, and also
swam for longer periods than control rats. These behaviors corroborate the
significant shorter time spent doing immobility behaviors in the pool comparing with
control animals. The decreased immobility time is in agreement with Richey and
colleagues (2012) who found decreased immobility after 18h of ethanol injections
withdrawal.

However, it's in disagreement with others studies which show no significant
behavioral depressive-like changes in acute ethanol withdrawal, and also present
reduction on latency to immobility in the FST after more than 14 days up to 60 days
of alcohol withdrawal (Stevenson et al., 2009; Walker et al., 2010; van Waes et al.,
2011). The depressive-like manifestations after long-term alcohol withdrawal were
seen in different alcoholism models: vapor-exposition (Walker et al., 2010), oral self-
administration (Stevenson et al., 2009), and two-bottle choice (van Waes et al.,
2011), were described in different daily doses of our model.

One point that might be highlighted is that the FST was performed after the
two anxiety evaluation tests (two days from the EPM test and four days from the OF
test), and even if they were in different days, it could be interfere with the FST
immobility results. However, some experiments indicate that test can be performed in
sequence without any miss understanding in the behavioral results. Thought, the
immobility decrease observed in the present study, is in accordance with previous
results observed with stressed animals after chronic withdrawal (van Waes et al.,
2011).

Anxiety, irritability and depressive symptoms are negative affective states
which are commonly seen after withdrawal after chronic drug abuse (Kreek and
Koob, 1998). The successive potentiation of withdrawal symptoms after repeated
cycles of ethanol exposure and deprivation has been postulated to be a form of
neurobiological trigger (Ballenger and Post 1978), altering multiple neurotransmitter
systems and affecting several central nervous system regions. However, the authors
presented that intermittent alcohol access to a low dose of ethanol liquid diet induces
an elevated brain reward function compared to chronic continuous exposure to this
diet. (Rylkova et al, 2009).



46

In fact, it is clear that there are still many questions to be answered about the
erratic behavioral results presented during acute withdrawal after low doses of
alcohol used intermittently. Methods of inducing minor signs of addiction, to establish
short and long periods of abstinence, are some of the questions in order to clarify the
symptoms that can reflect behaviors observed in alcoholic.

In conclusion, the behavioral changes presented in this study, after intermittent
ethanol withdrawal, may be considered “minor” manifestations and do not fully model
the affective states of anxiety or depression. It is still necessary to verify if it is
possible to discriminate between ethanol acute withdrawal and ethanol “hangover”,
and thereby being able to use this experimental protocol in pharmacological

screenings.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo revelou que o protocolo utilizado foi capaz de induzir
alteragdes comportamentais significantes tanto no consumo de etanol quanto nos
testes comportamentais. Durante a abstinéncia alcodlica aguda, as principais

alteragdes comportamentais nos ratos foram a diminuicdo da atividade exploratéria
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no campo aberto e a reducdo no tempo de imobilidade no nado forgcado. Estas
alteracdes podem ser consideradas manifestagdes "menores" e parece nao modelar
totalmente os estados afetivos de ansiedade ou depressdo. Ainda € necessario
verificar se € possivel discriminar entre os efeitos da abstinéncia aguda e a ressaca
de etanol, e, assim, poder utilizar este protocolo experimental para posteriores

analises farmacoldgicas e toxicologicas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Adendo a dissertagao: resultados adicionais
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ADENDO A DISSERTA(}AO DE MESTRADO
Resultados adicionais

A banca avaliadora,

E com grande satisfagdo a que venho incluir novos resultados & minha
dissertacao de mestrado, o qual foi obtido apds o envio da dissertacao a relatoria do
programa de pdés-graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA.

Estes novos resultados sdo de grande relevancia e corroboram com alguns
resultados comportamentais aprimorando esta dissertacdo. Como ja relatado, é
sabido que a ingestdo de etanol provoca sérios danos toxicologicos em diversos
orgaos, principalmente no cérebro em que as espécies reativas de oxigénio,
produzidas durante a metabolizagdo do alcool, podem causar danos em varias
biomoléculas, incluindo o DNA. Assim, estes resultados adicionais proveram do
objetivo de verificacdo se neste modelo de ingestdo de alcool ha formagao de
quebras na molécula de DNA. Para alcancar tal objetivo foi utilizada a técnica do
ensaio cometa, versodes alcalina e neutra, para avaliagdo de quebras na molécula de
DNA em diferentes regides do cérebro, incluindo hipotalamo, cértex pré-frontal,
estriado, hipocampo e cerebelo. Adicionalmente, a formacao de espécies reativas de

oxigénio foi verificada utilizando a sonda fluorescente diclofluoresceina.
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1 Introdugéo as metodologias realizadas

1.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa, ensaio de eletroforese de células isoladas em microgel ou
SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi inicialmente proposto por Ostling e
Johanson (1984), e seu principio basico leva em conta o comportamento do DNA em
células individualizadas e sua organizagao dentro do nucleo (Collins, 2014). Singh e
colaboradores (1998) modificaram e aprimoraram o ensaio cometa com a introdugao
de condi¢cbes alcalinas desenvolvendo uma eletroforese de células isoladas,
demonstrando desta maneira que a sensibilidade do teste esta relacionada ao fato
dele detectar as quebras de fita simples do DNA, diferente dos testes citogenéticos
que detectam quebras na dupla fita do DNA. Essa modificacdo permite mensurar
nao somente quebras nas duas fitas do DNA, mas também em uma unica fita do
DNA de nucleos interfasicos, além de permitir detectar sitios susceptiveis a ataques
alcalinos (Burlinson, 2012).

Existem dois tipos de protocolos disponiveis para a realizagdo deste teste,
estabelecidos de acordo com o pH: (a) tratamento neutro (pH 7-8), que detecta
quebras duplas no DNA, realizado de acordo com o método original descrito por
Ostling e Johanson (1984); e (b) tratamento alcalino (pH > 13), que detecta quebras
de fita unica e dupla, sitios alcali-labeis, liga¢cdes cruzadas e sitios de reparagao por
excisao incompletas, realizado de acordo com a técnica proposta por Singh et al.
(1988). Pode ainda ser utilizado o protocolo levemente alcalino com eletroforese em
tampao com pH 12,1, que se diferencia do pH > 13 por ndo detectar danos
alcalilabeis (Azqueta e Collins, 2013).

1.2 Oxidacao da 2’7’-Diclorofluoresceina

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sado intermediarios quimicos
extremamente importantes em estudos bioldgicos, devido as suas multiplas fungdes
fisiologicamente essenciais e seus efeitos, muitas vezes patologicamente deletérios.
Por isso, é vital que a sua presenga em amostras biolégicas seja quantificavel (Chen
et al., 2010; Joshi e Bakowska, 2011). Um dos métodos utilizados para detecgao de

EROs, ¢é baseado na oxidacdo da sonda nao-fluorescente 2' 7'-
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dichlorodihydrofluorescein (DCFH;) para se obter a molécula altamente fluorescente
2', 7'-diclorofluoresceina (DCF). A DCFH; na presenca de EROs €& rapidamente
oxidada transformando-se entdo em DCF que apresenta um alto rendimento
quantico de fluorescéncia quando excitado. Assim, neste ensaio, o0 aumento da

fluorescéncia observada € proporcional a producéao de ERO.

2. Material e métodos

2.1 Procedimento experimental

No presente estudo ja relatado anteriormente, foram disponibilizadas doses
baixas de etanol (8% EtOH) a 58 ratos Wistar durante um periodo cronico de 21 dias
continuos e com 24 horas de livre acesso. Além desse periodo, 0os animais
passaram por mais uma etapa de consumo de etanol, em que se privava da solugao
alcodlica e no dia seguinte era reapresentada aos ratos, seguindo com estes ciclos
alternados durante 10 dias. Os testes comportamentais foram realizados durante os
dias de privagao de etanol, como descrito nesta dissertagcdo. Imediatamente apos a
eutanasia dos animais por guilhotinamento, as diferentes regides do cérebro,
incluindo cortex pré-frontal, hipotalamo, estriado, cerebelo e hipocampo foram

dissecadas e congeladas a -80 ° C.

2.2 Preparo das amostras

De acordo com o método descrito por Hartmann et al (2003), foi feita uma
suspensao de células individuais a partir das diferentes areas cerebrais. Cada area
do cérebro foi colocada em um microtubo separado com 300 uL de solugdo gelada
de PBS acrescido de 20 mM EDTA e 10% de DMSO. Estes tecidos foram
macerados com auxilio de uma pinga, seguida de decantagdo dos tecidos e coleta
do sobrenadante contendo as células isoladas. A concentracdo e a viabilidade
celular foram determinadas usando azul de trypan em camara de Neubauer. As
células isoladas foram posteriormente utilizadas para realizacdo do ensaio cometa

nas versoes alcalina e neutra.

2.3 Ensaio cometa
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O ensaio do cometa alcalino foi realizado de acordo com Silva e
colaboradores (1988) e Hartmann e Speit (1997). As células isoladas (~10*
células/mL) das diferentes areas cerebrais foram misturadas com uma solugdo de
agarose de baixo ponto de fuséo (0,75 %) e espalhadas em laminas de microscopio
pré-revestidas de agarose (1,5 %). As laminas foram incubadas em solugéo de lise
gelada (2,5 M de NaCl , 10 mM de Tris, 100 mM de EDTA , 1 % Triton X - 100 , e
DMSO a 10% , pH 10,0) a 4°C durante 24 horas para remog¢édo das membranas
celulares. Apds esta etapa, as laminas foram colocadas em uma cuba de
eletroforese horizontal e incubadas a solugdo tamp&o (NaOH a 300 mM , EDTA 1
mM , pH 12,0) a 4°C durante 15 minutos para permitir o desenovelamento da
molécula de DNA e a exposicao das regides de quebras. Em seguida foi conduzida
a eletroforese neste mesmo tampao por 15 minutos com uma corrente de 94 V/cm
(300 mA e 25 V). O ensaio cometa na versdo neutra foi realizado seguindo
essencialmente o mesmo procedimento da versao alcalina, exceto para as
condigdes de eletroforese (Wojewddzka et al., 2002). Nesta versdo, apds um
periodo de equilibrio de 60 min das laminas, a eletroforese foi realizada durante 1
hora em tampéao de eletroforese neutro (100 mM de Tris e 300 mM de acetato de
sédio, pH 8,5) com uma corrente de 0,5 V/icm (a 12 mA e 14 V). Todos o0s passos
descritos acima foram realizados sem incidéncia direta de luz, a fim de evitar danos
adicionais na molécula de DNA. Apds estas etapas, as laminas foram neutralizadas
e coradas com nitrato de prata para posterior observagido em microscépio éptico.

Cem células de cada tratamento foram selecionadas para analise da
migracdo de DNA, e a média das duas laminas de cada tratamento foi utilizada para
determinar o indice de dano (ID). O ID é uma pontuagdo arbitraria calculada
baseada na classificacdo das diferentes classes de danos, que s&o visualmente
determinadas de acordo com o comprimento da cauda em cinco classes: (1) Classe
0: sem danos, sem cauda; (2) Classe 1: com uma cauda mais curta do que o
diametro do nucleo da cabega; (3) Classe 2: com um comprimento da cauda 1 - 2x o
didmetro da cabecga; (4) Classe 3: com uma cauda mais longa do que 2x o didmetro
da cabecga; e (5) Classe 4: cometas sem cabecas. O DI varia de 0 (sem cauda: 100

células x 0 ) a 400 (com a migragdo maxima: 100 células x 4).

2.4 Determinagao do estresse oxidativo
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A 2'.7'-diclorofluoresceina-diacetato (DCF-DA) foi utilizada como um indicador
da producdo de peréxido pelos componentes celulares. Este método experimental
de analise baseia-se na desacetilacdo da sonda DCFH-DA, e a sua oxidagao
subsequente por espécies reativas a DCFH, um composto altamente fluorescente
(Halliwell e Gutteridge 2007). As fragbes do sobrenadante das diferentes regides do
cérebro foram adicionadas a um meio contendo tampao Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e
DCFH-DA (1 mM). As amostras foram incubadas no escuro durante 1 hora, até o
inicio do procedimento de medic¢ao de fluorescéncia (excitagdo a 488 nm e emissao
a 525 nm). A oxidagdo de DCFH foi determinada utilizando uma curva padrdo de
DCF e os resultados foram corrigidos pelo conteudo de proteina de cada amostra

medido pelo método de Bradford.

2.5 Analises estatisticas

Apo6s as médias serem obtidas apds o cometa e o teste da DCF, foi realizada
a analise estatistica desses danos em cada regido cerebral, comparando as
estruturas dos animais expostos ao etanol com os controles, a partir do teste t-
Student, considerando diferenga estatistica significante P<0,05 (dados expressos em

média + erro padrao).

3. Resultados e discussao

Os resultados do ensaio cometa versdo alcalina indicam um aumento
significativo no numero de quebras na molécula de DNA em todas as regides
cerebrais induzidos pelo consumo de etanol (Figura 1). Alguns autores tém
demonstrado que o etanol leva a perda de neurdnios em diferentes regides cerebrais
e isto parece estar associado com prejuizos cognitivos, deficiéncia colinérgica e
deméncia (Brooks, 1997; Arendt, 1995; Brooks, 2000, Harper, 2005). Embora os
efeitos do alcool no cérebro sejam bem documentados, os mecanismos associados
a esta toxicidade é pobremente entendido. Alguns modelos de toxicidade tém sido
propostos envolvendo, por exemplo, receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
onde o etanol aumentaria a vulnerabilidade da resposta citotoxica do glutamato
(excitoxicidade) com um aumento da entrada do influxo de calcio (Krystal et al.,
2003; Seitz, 2007; Sakaguchi et al., 2011). Outros trabalhos tém associado a
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toxicidade do etanol a um aumento de EROs, como produto da metabolizagdo do
etanol mediado pelas enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1) e catalase, relevantes
para a metabolizagdo do etanol no cérebro (Deng e Deitrich, 2008; Kasai, 1997).
Como consequéncia desta toxicidade, Young e colaboradores (2003) demonstraram
que o etanol induz apoptose neuronal mediada pelo aumento do fator pré-apoptético
Bax, seguida de liberagdo do citocormo C da mitocéndria e ativagado das caspases 9
e 3. A apoptose é caracterizada por alteragdes morfologicas distintas, tais como
diminuicdo do volume celular, despolarizacdo de mitocondria com liberacido de
citocromo C, condensacdo de cromatina e fragmentagdo do DNA. Dessa forma,
nossos dados vém corroborar com mais uma possibilidade de mecanismo de
toxicidade associado a prejuizos neuronais induzidos pelo etanol.
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Figura 1 — indice de dano no DNA visualizado através do cometa alcalino nas diferentes
estruturas cerebrais. Barra preta representa os animais expostos ao etanol, e a barra branca
representa os animais controles. * P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, comparados aos controles.

Recentemente foi demonstrado que o consumo de etanol a 10% durante
quatro semanas induz genotoxicidade visualizada pela formagdo de micronucleos
(Kotova et al.,, 2013). Neste estudo os autores verificaram que o acetaldeido,
resultante da metabolizagcdo hepatica do etanol, bloqueia a replicacdo de DNA em
células de mamifero, resultando na formacédo de quebras duplas na molécula de
DNA com aumento da expressdao das proteinas Rad51, associada a via de
reparagao de DNA por recombinagdo homdéloga, e y-H2AX, uma histona modificada

sinalizadora de quebras duplas na molécula de DNA. Com o intuito de verificar se o
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tratamento com etanol proposto neste trabalho induz formagao de quebras duplas na
molécula de DNA utilizamos a metodologia do ensaio cometa versdo neutra.
Interessantemente, neste ndo houve diferenca estatistica entre os grupos controle e
etanol, indicando que o etanol nao induz formacédo de quebras duplas na molécula
de DNA (Figura 2), descartando a possibilidade do acetaldeido estar formando
adutos com a molécula de DNA, explicando a formagédo de quebras duplas como
previamente mostrado (Rulten et al., 2008). Outra possibilidade a ser considerada
que explicaria a auséncia de formacao de quebras duplas é o fato que as células
neuronais nao se duplicam, considerando que a lesdo € mediada pelo bloqueio da
replicagcado causado pelo aduto DNA-acetaldeido.
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Figura 2 — indice de dano no DNA visualizado através do cometa neutro nas diferentes
estruturas cerebrais. Barra preta representa os animais expostos ao etanol, e a barra branca
representa os animais controles.

A formacgao de EROs também esta associada com a citoxicidade do etanol e
pode estar diretamente ligada a quebras na molécula de DNA (Kasai, 1997). Neste
trabalho investigamos a formacédo de EROs, especialmente peréxidos e espécies
reativas de nitrogénio, utilizando a sonda fluorescente DCF. Nossos resultados
demonstram um aumento na formagcdo de EROs nas diferentes regides cerebrais
dos animais tratados com etanol em relagédo aos controles, exceto no hipocampo em

gue nao houve diferenga estatistica (Figura 3).
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Figura 3 — Formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em diferentes estruturas
cerebrais. Barra preta representa os animais expostos ao etanol, e a barra branca representa
os animais controles. * P<0,05 comparados aos controles.

O cérebro € um dos principais alvos do etanol. Em alcoolistas adultos, o dano
no cérebro é caracterizado por atrofia cerebral e cerebelar, assim como prejuizos no
hipocampo e cortex pré-frontal (Harper, 1998; Bleich et al., 2003). Guo e
colaboradores (2007) relataram que a exposigao de alcool em camundongos causou
dano no DNA em diferentes regides cerebrais como no cerebelo e hipocampo (apds
administragdes aguda e cronica) e ainda no hipotalamo e cértex cerebral (apés
administragdo crénica), e ja no estriado ndo houve diferenga significativa. Estes
autores sugerem que o dano oxidativo no DNA causado pelo etanol pode ser regido-
especifico no cérebro, entretanto nossos resultados comprovam que a exposicao
cronica de alcool em ratos lesionou o DNA de todas as estruturas analisadas,
inclusive no estriado.

Em estudo com humanos, ha relacdo entre a sintese de EROs com o
estresse psicolégico, mostrando a associagdo entre o dano oxidativo e emogdes
negativas, como a ansiedade e depressao (lrie et al., 2001). J& se sabe que a
exposicao ao estresse e aumento de ansiedade promovem alteragbes neuronais,
como apoptose, alteragdes morfologicas e aumento do estresse oxidativo (Joéls et
al., 2007). Além disso, a exposi¢cao a eventos estressores promove também prejuizo
da neurotransmissao serotoninérgica hipocampal e estas alteragdes parecem estar
envolvidas na mediacdo de consequéncias comportamentais do estresse como, por
exemplo, a depresséo (Mcewen, 2005). Entretanto, as lesbes no DNA de células

cerebrais associadas a alteragées comportamentais tipo ansiedade e depressao, na
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abstinéncia ao alcool, ainda sdo pouco relacionadas na literatura, sendo necessarios
mais estudos que verifiguem o0s mecanismos principais destas mudangas

comportamentais.

4. Conclusao

Nossos resultados reforcam dados prévios de que o etanol induz
neurotoxicidade e que isto pode estar relacionado com formacdo de quebras na
molécula de DNA, mediadas pela formagdo de espécies reativas de oxigénio.
Adicionalmente, neste trabalho demonstramos que danos no DNA n&o sao regido-
especificos e ocorrem igualmente em diferentes estruturas cerebrais apés a

exposicao crbénica de baixas doses de etanol.
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