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"Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes."

- Isaac Newton.
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RESUMO

A exposicdo ao estresse no inicio da vida pode influenciar de forma diferenciada a
propensdo ao consumo ¢ a exibicdo de comportamentos relacionados a dependéncia
ao etanol. Entretanto, ndo ha consenso na literatura se estas diferencas sdo
influenciadas pelo sexo e idade. Assim, este estudo investigou os efeitos da
exposi¢do a separa¢do materna sobre o consumo e a preferéncia condicionada por
lugar (PCL) ao etanol em ratos adolescentes e adultos, machos e fémeas. Para tanto,
ratas Wistar prenhes (n = 32) foram distribuidas em trés grupos experimentais:
controle, separagdo materna breve e prolongada. Apds o nascimento, os filhotes dos
grupos separagdo materna foram mantidos afastados de suas maes nos dias pds-natais
(DPN) 2 ao 10, uma vez ao dia, por 15 e 180 minutos, respectivamente. Os filhotes
do grupo controle ndo foram manipulados do DPN 2 ao DPN 21, a ndo ser para a
limpeza das caixas. Quando os animais completaram 28 dias de idade (adolescentes),
metade da ninhada de cada grupo foi avaliada nos testes do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), consumo de etanol por livre escolha e preferéncia condicionada por
lugar (PCL) ao etanol. A outra metade da ninhada foi avaliada nos mesmos testes,
porém na idade adulta, ou seja, a partir dos 70 dias de vida. Os resultados mostraram
que no teste do LCE nao houve diferenca nos parametros convencionais de ansiedade
entre os animais dos grupos controle, separacdo materna breve e prolongada tanto em
adolescentes e adultos, quanto em machos e fémeas. Na analise do consumo total de
etanol em animais adolescentes ndo foi observada diferenca entre os grupos em
ambos os sexos. Contudo, os machos adolescentes do grupo separa¢do materna
prolongada consumiram mais a solugdo de etanol a 4% em relagdo ao controle. Na
idade adulta, o consumo total de etanol em machos do grupo separacdo materna
prolongada foi maior quando comparado aos demais grupos. Adicionalmente, esses
animais consumiram mais a soluc¢do de etanol a 8% do que os dos grupos controle ¢
separagdo materna breve. Em relagdo as fémeas adultas, foi observado que o
consumo total de etanol em animais que foram separados de suas maes por periodos
breves e prolongados foi maior em relacdo ao controle. No teste de preferéncia
condicionada por lugar em animais adolescentes, verificou-se que a dose de 1,0 g/kg
de etanol foi capaz de induzir PCL nos grupos separacdo materna prolongada de
ambos os sexos. Na idade adulta, as doses de 0,5 g/kg e 1,0 g/kg de etanol induziram
a PCL nos machos dos grupos separacdo materna breve e prolongada,
respectivamente. Por outro lado, ndo foi observada inducdo da PCL com as doses de
0,5 glkg e 1,0 g/kg de etanol nas fémeas adultas. Em conjunto, os resultados
mostraram que a exposi¢do a separacdo materna breve e prolongada ndo induziu
comportamentos relacionados a ansiedade nos animais. Entretanto, o protocolo de
separacdo materna prolongada aumentou os efeitos reforcadores do etanol nos
modelos de consumo e PCL, determinando diferencas nos comportamentos
relacionados a dependéncia entre os adolescentes e adultos, machos e fémeas.

Palavras-chave: Labirinto em cruz elevado. Consumo voluntario de etanol.
Preferéncia condicionada por lugar. Estresse neonatal.
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ABSTRACT

Exposure to stress in early life can contribute differentially to consumption and
behaviors related to ethanol addiction. However, there is no consensus in the literature
whether such differences are influenced by sex and age. Thus, this study investigated
the effects of exposure to maternal separation on consumption and conditioned place
preference (CPP) to ethanol in both, male and female, adolescent and adult rats.
Pregnant Wistar rats (n = 32) were divided into three experimental groups: control,
short-term and long-term maternal separation. Separated rat pups were kept apart from
their dams once a day from postnatal day (PND) 2 to 10 during 15 and 180 minutes,
respectively. Control rat pups were not manipulated during PND 2 to PND 21, except
when their cages were cleaned. At the age of PND 28 (adolescence), half of the litter of
each group were evaluated in the elevated plus-maze, conditioned place preference
(CPP) and voluntary ethanol consumption in a free-choice tests. The other half of the
litter was evaluated in the same tests, but in adulthood, that is, from 70th postnatal day.
There was no difference in conventional parameters of anxiety between the control,
short-term and long-term maternal separation groups for both adolescents and adults,
male and female rats. Adolescent rats of both sexes also showed no differences between
groups. Adolescent males in the long-term maternal separation group consumed more
the 4% ethanol solution than the rats from the control group. On the other hand, the
total ethanol intake by adult males from the long-term maternal separation group was
higher when compared to the other groups. In addition, these animals consumed more
the 8% ethanol solution than other rats from control and short-term maternal separation
groups. Total ethanol consumption by adult females that were separated from their
dams for both brief and prolonged periods was also higher when compared to the
control. CPP was detected in adolescent animals of both sexes from the long-term
maternal separation group at a dose of 1.0 g/kg. In adulthood, the doses 0.5 g/kg and 1.0
g/kg ethanol induced CPP in male rats from both short and long-term maternal
separation groups, respectively. Conversely, induction of CPP at doses of 0.5 g/kg and
1.0 g/kg ethanol was not detected in adult females. Taken together, these results showed
that exposure to maternal separation, either brief or prolonged, did not induce
behavioral symptoms of anxiety in animals. However, the protocol of prolonged
maternal separation increased the reinforcing effects of ethanol in the models of
consumption and PCL, determining differences in behaviors related to dependence
between adolescent and adult, male and female rats.

Key words: Elevated plus maze. Voluntary consumption of ethanol. Conditioned
Place Preference. Neonatal stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 O consumo de etanol

O etanol ¢ uma substancia psicoativa amplamente utilizada em muitas
culturas ao longo dos séculos (CEBRID, 2013; WHO, 2014). Os registros historicos
revelam que ele sempre esteve presente na sociedade e era utilizado de varias
maneiras, como na preparacido de remédios, perfumes e, principalmente, sendo um
elemento fundamental de bebidas que estavam presentes em rituais religiosos e
confraterniza¢des (CEBRID, 2013; GIGLIOTTI; ANTONIO, 2004). A principio, as
bebidas que eram consumidas derivavam do processo de fermentagdo de agucares,
como a cerveja ¢ o vinho, e continham teor alcodlico relativamente baixo.
Posteriormente, com o surgimento do processo de destilagdo, comegou a produgédo de
bebidas com teor alcodlico mais elevado. Nessa época, as bebidas destiladas eram
utilizadas amplamente com propositos médicos, pois causavam relaxamento e
sensacdo de bem-estar mais rapido que as bebidas fermentadas, e auxiliavam no
alivio da dor (BELTRAN, 1996; CEBRID, 2013; VALLEE, 1998). Mas foi durante a
Revolugdo Industrial, com a expansdo da producdo e comercializacdo de bebidas,
que houve um aumento consideravel no consumo de etanol pela populagdo, o que
passou a ser visto como uma desordem de saide (CEBRID, 2013).

Embora fosse uma substancia bem aceita pela sociedade, o consumo abusivo
de etanol comegou a ser considerado um problema social crescente. Dessa forma, o
etilismo foi reconhecido como doenga pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
em 1951 e, em 1952, foi considerado uma psicopatologia pela Associagdo
Psiquiatrica Americanam. No ano de 1994, a primeira edi¢do do Manual Diagndstico
e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-I) incluiu o etilismo como doenca (APA,
1994). De acordo com a OMS, o etilismo ¢ uma doenca caracterizada pela ingestao
exacerbada de bebidas alcodlicas, que provoca no usudrio uma série de distarbios
mentais, comportamentais e fisicos, podendo se instalar um quadro de dependéncia
(WHO, 2014).

Nas ultimas décadas a prevaléncia mundial de uso de substancias psicoativas,

licitas e ilicitas, esta aumentando (WAGNER; ANDRADE, 2008; WHO, 2016). De
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acordo com o levantamento realizado pela Organizagdo Mundial de Saude, o etanol ¢
a substdncia mais consumida mundialmente (WHO, 2016). Estima-se que
anualmente 2,3 bilhdes de pessoas consumam bebidas alcodlicas em todo mundo, e a
tendéncia ¢ que esse consumo cres¢a nos proximos 10 anos (WHO, 2018). Além
disso, aproximadamente 12% da populagdo global fazem uso de etanol diariamente
(UNODC, 2012; WHO, 2012).

No Brasil, esse cenario ndo ¢é diferente. Entre os anos de 2006 e 2012, o
Instituto Nacional de Politicas Publicas do Etanol e Outras Drogas (INPAD) mostrou
que a taxa de consumidores frequentes, ou seja, que bebem pelo menos uma vez por
semana, aumentou de 45 para 54% (LENAD, 2012). E de acordo com o II
Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotropicas, realizado pelo
Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID), cerca de
74,6% da populacdo entrevistada relataram que ja consumiram bebida alcodlica
durante a vida (CARLINI, 2005).

O consumo de etanol durante a adolescéncia também ¢ crescente. Cerca de
27% de todos os jovens do mundo, de 15 a 19 anos, consomem etanol com
frequéncia. Ademais, pesquisas realizadas em escolas de varios paises revelam que o
consumo de etanol inicia antes dos 15 anos, com poucas diferengas entre os sexos
(WHO, 2018). No Brasil, de acordo com o VI Levantamento Nacional Sobre o
Consumo de Drogas Psicotropicas realizado pelo CEBRID em parceria com a
Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (SENAD), em 2010, aproximadamente
23,5% dos escolares dos ensinos fundamental e médio de 27 capitais brasileiras
utilizaram drogas, sendo que o consumo de etanol foi citado por 42,4% dos
estudantes entre 10 a 19 anos, com predominio da faixa etdria de 13 a 15 anos
(SENAD, 2010). Esses dados sdo considerados alarmantes, uma vez que pesquisas
clinicas apontam que o uso de etanol durante a adolescéncia aumenta o risco de
desenvolvimento de problemas relacionados ao uso abusivo e dependéncia a essa
substancia na idade adulta (PASCUAL et al., 2012).

Em relagdo a diferenca entre os sexos, o etilismo sempre foi considerado um
transtorno que acomete mais os homens. Na maior parte dos casos, os homens sdo
quase duas vezes mais propensos a desenvolver problemas com o uso abusivo do
etanol em relacdo as mulheres. Contudo, o niimero de mulheres com problemas
relacionados a essa patologia vem crescendo. Nos Estados Unidos, estudos mostram

que entre os anos de 2000 a 2015, houve um crescimento de 57% nas mortes
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causadas por cirrose entre mulheres de 45 a 64 anos, enquanto nos homens da mesma
idade esse percentual foi de 21%. No entanto, quando considerados os individuos
mais jovens (25 a 44 anos), as mulheres apresentaram aumento de 18% na taxa de
mortalidade por cirrose, enquanto nos homens houve uma reducao de 10% (WHO,
2018).

O crescimento do consumo de etanol em todo mundo pode estar relacionado
as propriedades ansioliticas que essa substancia possui (POHORECKY, 1981;
SPANAGEL et al., 1995). O etanol em pequenas doses pode reduzir os niveis de
ansiedade, diminuir a tensdo, proporcionar relaxamento € bom humor, o que
contribui para a motivagdo e manutencao do uso (HECKMANN; SILVEIRA, 2009;
KUSHNER et al., 1990). Além disso, pequenas doses também podem diminuir os
reflexos fisicos e redugdo da percep¢do cognitiva. Todavia, em doses elevadas, o
etanol pode causar prejuizos a saude, comprometer capacidades individuais como
discernimento de tomada de decisdes, incoordenagdo motora, diminui¢do da
velocidade dos reflexos, instabilidade emocional, perda da consciéncia e até a morte
(HECKMANN; SILVEIRA, 2009).

Além dos danos causados ao usuario, a OMS destaca que o consumo abusivo
do etanol gera prejuizos para a satide global e alerta os paises da importancia de se
combater o uso abusivo dessa substdncia para evitar as consequéncias nocivas a
sociedade (WHO, 2018). Nesse contexto, cerca de trés milhdes de mortes, em 2016,
foram atribuidas total ou parcialmente ao uso abusivo do etanol, o que representa
uma mortalidade maior do que a verificada em doengas como HIV/AIDS, diabetes e
tuberculose (WHO, 2018). Entre os jovens, estima-se que 13,5% de todas as mortes
no mundo ocorridas entre 20 a 29 anos de idade sejam atribuidas ao etanol. No
Brasil, os acidentes de transito sdo a principal causa de morte entre os adolescentes
do sexo masculino e cerca de 78% das colisdes fatais apresentam associagdo com o
consumo de etanol (WHO, 2018).

Ademais, o consumo abusivo de etanol esta associado ao aumento da
incidéncia de varias doengas, como o desenvolvimento de cirrose hepatica, cancer,
dependéncia etilica e outros problemas de saude, comprometendo principalmente as
faixas etarias entre 20-49 anos (BAAN et al.,, 2007; SHIELD; PARRY; REHM,
2013; WHO, 2014). No Brasil, no ano de 2012, o consumo de etanol esteve
associado a 61,5% dos indices de cirrose hepatica e a 11,5% dos acidentes de transito

(WHO, 2014). Neste cenario, o consumo abusivo de bebidas alcoodlicas ¢é
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considerado um problema de saide publica devido aos seus impactos sociais,

econdmicos e, sobretudo, aos riscos que oferece a saude dos usuarios (WHO, 2016).

1.2 Padrao de consumo

O padrdo de consumo de etanol ¢ determinado tanto por aspectos
psicossociais quanto clinicos. A OMS estabelece que o consumo aceitavel dessa
susbtancia, a fim de se evitar os efeitos mais nocivos dela, compreende até 15 doses
por semana para os homens e 10 doses por semana para as mulheres, sendo que uma
dose equivale a aproximadamente 350 mL de cerveja, 150 mL de vinho ou 40 mL de
uma bebida destilada, ou 10 a 15 g de etanol. A média do consumo diario de pessoas
que bebem etanol ¢ de 33 g de etanol puro, o equivalente a dois copos (300 mL) de
vinho, uma garrafa de cerveja (750 mL) ou dois shots de bebida destilada (cada um
de 40 mL) (WHO, 2018). O teor alcodlico de uma bebida & expresso pela
porcentagem de etanol absoluto (puro) presente nela e a quantidade percentual de
etanol contida em um liquido pode ser calculada em teor volumétrico (mL ou L) ou
em massa (g ou kg) (WHO, 2011).

Definir o limite entre o uso moderado, abusivo e a dependéncia etilica
(Sindrome de dependéncia do etanol) é algo complexo, pois as diferencas sdo té€nues
e podem variar de acordo com a cultura e o organismo de cada individuo
(NEWPORT; STOWE; NEMEROFF, 2002). As principais classificagdes do padrao
de consumo de etanol sdo o uso moderado, o beber pesado (BP) e o beber pesado
episodico (BPE) ou “binge drinking” (NIAAA, 2005). De acordo com o National
Institute on Alcohol and Alcoholism (NIAAA), o uso moderado ¢ caracterizado
quando ocorre o consumo de até quatro doses em um unico dia ou até 14 doses por
semana por homens e até trés doses em um unico dia ou até sete doses por semana
por mulheres. Em contrapartida, o padrdo de beber pesado ou consumo BP ocorre
quando o consumo excede a dose didria (quatro doses para homens e trés doses para
mulheres) ou semanal (14 doses para homens e sete para mulheres), como
determinado no uso moderado. Por outro lado, o beber pesado episoédico (BPE) ou
“binge drinking” ¢ o termo empregado para definir o consumo de doses elevadas de
etanol em um curto periodo de tempo (duas horas aproximadamente). Corresponde a
cinco ou mais doses de bebidas alcodlicas por homens e quatro ou mais doses por

mulheres, atingindo uma alta concentragio plasmatica de etanol (cerca de 0,08 g/dL)
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pelo menos uma vez nas Ultimas duas semanas (NIAAA, 2005). Um levantamento
realizado com a populagdo brasileira mostrou que 29% da populagdo consomem em
média cinco doses cada vez que sai para beber, o que ¢ classificado como consumo
em “binge” ou beber pesado (BP). De modo geral, homens consomem uma dose a
mais que as mulheres (SENAD, 2007).

A maior parte das pessoas consome bebidas alcodlicas de forma moderada.
Entretanto, o habito de “beber pesado” tem aumentado tanto em homens quanto em
mulheres. Varios estudos clinicos ¢ em modelos animais t€m revelado que o padrdo
de consumo em binge pode aumentar o risco de desenvolvimento de dependéncia
devido a diversos fatores, tais como: mudangas estruturais e fisiologicas no encéfalo,
disturbios no sistema de resposta ao estresse, além de prejuizos cognitivos
(CAMPANELLA et al.,, 2013; CIPPITELLI et al.,, 2012; CREGO et al., 2010;
FIELD; SCHOENMAKERS; WIERS, 2008; GILPIN; KARANIKAS;
RICHARDSON, 2012; LIU et al., 2011; MAURAGE et al., 2012; PARADA et al.,
2012; PETIT et al., 2013; SMITH et al., 2008; STEPHENS; DUKA, 2008; STOCK;
BESTE, 2013). Dessa forma, os problemas relacionados com esse padrdo de
consumo tém sido cada vez mais comuns, inclusive em pessoas que nao possuem
diagnostico de dependéncia etilica (COSTA et al.,, 2004). De acordo com o II
Levantamento domiciliar sobre o uso de drogas psicotropicas realizado pelo
CEBRID, no Brasil, houve aumento de dependentes ao etanol, de 11,2% em 2001
para 12,3% em 2005 (CARLINI, 2005). Dados divulgados pelo I Levantamento
nacional sobre os padrdes de consumo de etanol na populagdo brasileira da Secretaria
Nacional de Politicas sobre Drogas (SENAD), revelam que 52% dos brasileiros
acima de 18 anos beberam pelo menos uma vez ao ano ¢ destes, 60% dos homens e
33% das mulheres consumiram cinco ou mais doses na vez em que mais beberam no
ultimo ano, que foi o da realizag¢do da pesquisa (SENAD, 2007).

Em 2010, 38% da populacdo mundial de 15 anos ou mais, haviam consumido
etanol nos ultimos 12 meses, ¢ destes, 16% estavam relacionados ao beber pesado
episodico, ingerindo em média 17,2 L de etanol puro por ano (WHO, 2016).
Entretanto, dados mais recentes mostram que o consumo mundial de etanol no ano
de 2016 foi de 6,4 litros por pessoa de idade igual ou superior a 15 anos, mantendo-
se estavel desde o ano de 2010 (WHO, 2018). No Brasil, a média de consumo per
capita foi superior a média mundial no ano de 2010, correspondendo a

aproximadamente 8,7 litros, e entre consumidores cronicos esse valor aumentou para
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15,1 litros (WHO, 2016). Ainda no Brasil, os dados mais recentes da OMS
mostraram que o consumo se mantém elevado e representa cerca de 7,8 litros de

etanol por pessoa de idade igual ou superior a 15 anos (WHO, 2018).

1.3 Sindrome de dependéncia ao etanol

Todas as substincias de uso abusivo, incluindo o etanol, possuem efeitos
reforcadores positivos, ou seja, influenciam no comportamento do individuo
motivando-o a consumir cada vez mais. O consumo agudo de etanol é capaz de aterar
o equilibrio neuroquimico, enquanto o uso prolongado ¢é capaz de promover
neuroadaptagdes para compensar os efeitos dessa substancia sobre o sistema nervoso
central (SNC) (PEREIRA; OLIVEIRA, 1998; REHM et al., 2009). Essas
neuroadaptagdes sdo responsaveis por desencadear a tolerdncia ao etanol. Para
desenvolver esse quadro clinico, ¢ necessario consumir doses cada vez maiores dessa
susbtancia para experimentar os efeitos hedonicos promovidos pelos efeitos
reforcadores positivos do etanol. Assim, ao aumentar o consumo, individuos podem
desenvolver a sindrome de dependéncia (PEREIRA; OLIVEIRA, 1998; REHM et
al., 2009).

A dependéncia a substancias psicoativas ¢ definida pelo Manual de
Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-V) como um transtorno
caracterizado por um conjunto de sintomas cognitivos, comportamentais e
fisiologicos que indicam que o individuo perdeu o controle do uso de determinada
substancia e continua a usa-la apesar de conhecer seus maleficios (Quadro 1) (APA,
2014). Além disso, a dependéncia esta associada a um sofrimento expressivo por
parte do usuario, pois compromete as suas atividades sociais e profissionais,

geralmente em decorréncia de algum tipo de desvio de comportamento (APA, 2014).

24



Quadro 1 - Critérios diagnosticos dos transtornos relacionados ao uso de etanol
segundo DSM-V.

Um padrao mal adaptativo de uso de etanol leva a prejuizo ou sofrimento
clinicamente significativo e ¢ manifestado por dois ou mais dos seguintes critérios,
ocorrendo a qualquer momento no mesmo periodo de 12 meses:

Perda de controle

1) Uso em quantidades maiores e por um periodo maior de tempo

2) Desejo de diminuir ou regular ou esforgos mal sucedidos

3) Tempo gasto para obter a bebida, e tempo gasto para se recuperar dos seus
efeitos

4) Fissura, desejo intenso ou urgéncia em consumir (“craving”)

Prejuizo social

5) Falha em cumprir obrigacdes relativas ao seu papel no trabalho, em casa ou na
escola.

6) O uso de etanol continua, apesar dos problemas sociais ou interpessoais
causados pelos seus efeitos

7) Redugdo das atividades sociais, ocupacionais ou recreativas em virtude do seu
uso

Uso de risco

8) Uso recorrente em situacdes as quais isso representa risco fisico

9) O uso continua, apesar da consciéncia de ter problemas fisicos e psicologicos
Tolerancia, definida por qualquer um dos aspectos seguintes:
10) Necessidade de quantidades cada vez maiores para adquirir o efeito desejado

11)Reducdo significativa dos efeitos com o uso continuado com a mesma
quantidade

Abstinéncia, definida por qualquer um dos seguintes aspectos:

12) Conjunto de sintomas fisicos e sinais psiquicos que aparecem apos a
interrupgao repentina do uso do etanol

13) A busca do consumo do etanol para aliviar ou evitar sintomas da abstinéncia
A classificagdo da gravidade do transtorno baseia-se na quantidade de critérios
acima identificados no individuo:

Leve: presenca de 2 a 3 sintomas

Moderada: presenca de 4 a 5 sintomas

Grave: presenca de 6 ou mais sintomas

Fonte: Adaptado do Centro de InformagGes sobre Saude e Etanol (2014).
Disponivel em: http://www.cisa.org.br/artigo/4010/-que-alcoolismo.php

Os individuos dependentes, além de apresentarem perda do controle sobre o
consumo, vivenciam estados emocionais negativos, como por exemplo, mal-estar,

irritabilidade e ansiedade quando o acesso a substancia psicoativa ¢ impedido. Nesta
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condi¢do, instala-se o quadro conhecido como sindrome de abstinéncia (APA, 2014).
A sindrome de abstinéncia ao etanol é considerada como sendo um conjunto de
sinais e sintomas que aparecem apds a interrup¢do subita do uso constante e
prolongado dessa substancia. Dependendo do tempo e da quantidade da ltima dose
consumida, varia a intensidade e a maneira como a sindrome se desenvolve. Na
maioria dos casos, seis horas apés a redugdo ou interrup¢o do uso de etanol
comegam a aparecer os primeiros sintomas (LARANJEIRA et al, 2000). Na
sindrome da abstinéncia os individuos podem apresentar sintomas fisicos como
nauseas, tremores, vomitos, sudorese, cdibras, taquicardia ¢ queda subita da pressdo
arterial. Esses sintomas fisicos geralmente sdo acompanhados de sinais psiquicos,
por exemplo, alteragdes no humor, depressdo, insonia, irritabilidade, hiperatividade e
ansiedade (HECKMANN; SILVEIRA, 2009).

A dependéncia foi reconhecida como uma patologia a partir de estudos que
investigavam os mecanismos neuronais envolvidos nesta condigéo clinica (DACKIS;
O’BRIEN, 2005). Varias teorias foram propostas a fim de explicar os mecanismos
neurobiolégicos da dependéncia a substincias de uso abusivo, ¢ apesar de
apresentarem abordagens distintas, elas se complementam, ajudando a compreender
melhor os aspectos da doenca. A primeira delas, a teoria do refor¢o negativo
postulava que individuos dependentes mantinham o uso dessas substancias com o
proposito de aliviar os sintomas desagradaveis causados pela sindrome de
abstinéncia (WISE; BOZARTH, 1987). Entretanto, essa teoria apresentou algumas
limitagdes, pois os pesquisadores observaram que a busca pela droga ocorria mesmo
na auséncia da sindrome de abstinéncia, e substincias que causavam esta sindrome
nem sempre induziam a dependéncia. Além disso, o alivio dos sintomas da sindrome
de abstinéncia ndo era eficaz no tratamento da dependéncia, havendo grande
propensdo a recaida mesmo apos longos periodos sem a sindrome (WISE;
BOZARTH, 1987).

Devido as limitagdes da teoria do refor¢o negativo, Wise ¢ Bozarth (1987)
propuseram a teoria do refor¢o positivo. De acordo com essa teoria, o uso de
substancias de uso abusivo é mantido pelo fato de promover efeitos hedonicos (bem-
estar, euforia), o que estimula o individuo a consumi-la cada vez mais. Varios
estudos indicam que o efeito reforcador positivo das sustincias de uso abusivo esta
associado com a ativagdo do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (KOOB;

LE MOAL, 2001; WISE; BOZARTH, 1987). Quando esse sistema ¢ ativado,
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promove o aumento da liberacdo de dopamina (DA) no nicleo acumbens (NAc), o
que proporciona sensa¢des heddnicas ao individuo (WISE; BOZARTH, 1978). A
teoria do reforco positivo trouxe importantes contribui¢des acerca das substancias
psicoativas que causam dependéncia. Foi verificado que apesar dessas substancias
possuirem estruturas quimicas diversificadas e se ligarem a diferentes tipos de
receptores para promoverem efeitos diversos, elas possuem em comum o fato de
atuarem sobre o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (WISE, 1987). A partir
dessa descoberta, esse sistema passou a ser base dos estudos neurais da
farmacodependéncia (KOOB; LE MOAL, 2001; NESTLER, 2001).

Todavia, a teoria do refor¢o positivo ndo explica a conexdo existente entre o
potencial da substancia em provocar sensagdes subjetivas de prazer e sua capacidade
de desenvolver a dependéncia. Outros pontos que ndo sdo explicados de forma
satisfatoria incluem a fissura (desejo intenso) e a recaida causada pela exposicdo a
ambientes que o individuo associa ao uso da droga (ROBINSON; BERRIDGE,
1993). Além disso, essa teoria ndo explica uma das caracteristicas principais da
doenca, que ¢ a perda do controle do uso da droga, mesmo sofrendo as
consequéncias dos efeitos adversos em detrimento do seu uso (O’BRIEN, 1992).

Diante dessas limitacdes alguns estudos propuseram que o uso compulsivo
das substancias psicoativas que causam dependéncia seria decorrente de
neuroadaptagdes provocadas por seu uso frequente (ROBINSON; BERRIDGE,
1993, 2003). O uso abusivo de substancias provocaria aumento na sensibiliza¢do das
vias neurais que sdo responsaveis por controlar os estimulos motivacionais. Essa
sensibilizacdo promoveria entdo, o aumento da responsividade a um estimulo quando
ele ¢ apresentado varias vezes, deixando esses estimulos (uso da substancia ou
exposi¢do a ambientes associados a ela) mais intensos, tornando a droga mais
atrativa e desenvolvendo um desejo compulsivo (“fissura” ou “craving”). Assim, o
comportamento de “fissura” seria responsavel por promover a falta de controle sobre

0 uso da substancia e provocar as recaidas (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2003).

1.4 Etanol e o sistema de recompensa

O consumo de etanol gera diversos efeitos comportamentais pelo fato dessa
substancia ter a capacidade de atuar em diferentes regides encefilicas e interagir com

alguns sistemas de neurotransmissores como o dopaminérgico, glutamatérgico,
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gabaérgico e serotoninérgico (ERDOZAIN; CALLADO, 2014). Vérios estudos
mostraram que o efeito reforcador positivo de substincias psicoativas esta
relacionado a ativacdo do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico ou sistema de
recompensa (KOOB; LE MOAL, 1997; RUSSELL; MEHRABIAN, 1975; WISE;
BOZARTH, 1987). O papel fisioldgico desse sistema ¢ estimular as agdes essenciais
para a sobrevivéncia de uma espécie, como comportamento sexual, que contribui
com a perpetuacao da espécie; o consumo de comida e agua (HYMAN; MALENKA;
NESTLER, 2006; KAUER; MALENKA, 2007; KOOB; LE MOAL, 2001). Além
disso, a ativacdo desse sistema ¢ fundamental para gerar os efeitos reforgadores
inicias das substancias psicoativas, contribuindo para o desenvolvimento da
dependéncia (HYMAN et al., 2006; KAUER; MALENKA, 2007; NESTLER, 2005).

O sistema dopaminérgico mesocorticolimbico € constituido por neurdnios que
se originam na area tegmental ventral (ATV) e se projetam até as areas do cortex pré-
frontal, NAc e outras estruturas do sistema limbico (amidala e hipocampo) (Figura 1)
(HYMAN etal., 2006; NESTLER, 2001). De maneira geral, o sistema dopaminérgico
¢ responsavel, entre outras funcdes, pelo comportamento emocional, coordenagdo
motora, cogni¢do, sensagdoes heddnicas e regulagdo do impulso motivacional
(GAINETDINOV et al., 1998; NESTLER, 2001; SHEN; LIAO; TSENG, 2012;
VOLKOW et al., 1996).

Figura 1 - Representacdo de um corte sagital médio do encéfalo humano destacando
as principais proje¢des dos neurdnios dopaminérgicos do sistema de recompensa.

e

Cortex
Preé-frontal

Niicleo
acumbens

4 |
Substancia
negra

Via nigroestriatal

Fonte: Adaptado de Arias-Carrion et al (2010).
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O etanol atua nas vias dopaminérgicas aumentando a liberacdo de DA pelos
neurdnios da ATV, elevando assim, a concentragdo desse neurotransmissor no NAc,
ativando o sistema de recompensa (NESTLER, 2005; WEISS; PORRINO, 2002).
Todavia, estudos mostram que a administracdo aguda de etanol pode estimular a
atividade de peptideos opidides enddgenos, principalmente as B-endorfinas, que por
sua vez modulam o sistema dopaminérgico, ativando receptores especificos (1) em
interneuronios GABAérgicos, impedindo a acdo inibitoéria do neurotransmissor
GABA (4cido gama-aminobutirico) sobre a ATV, aumentando assim, a liberagao de
DA no NAc (BIENKOWSKI et al., 1999; FROEHLICH; LI, 1994; GIANOULAKIS
et al., 1996; MARINELLI et al.,, 2003; OLIVE et al., 2001). Assim, o sistema
opioidérgico parece ser primordial na regido da concha do NAc, intensificando as
respostas do sistema dopaminérgico, gerando respostas hedonicas induzidas por
drogas de uso abusivo, ativando o sistema de recompensa (PECINA; BERRIGE,
2005). Além disso, o etanol, como outras substincias psicoativas, pode reduzir ou
bloquear os transportadores de DA, aumentando sua disponibilidade no encéfalo
(SHEN; LIAO; TSENG, 2012; VOLKOW et al., 1996).

Pesquisas mostram que animais expostos a eventos estressores no inicio da
vida, como por exemplo, a separagdo materna prolongada, podem apresentar
disfun¢do no sistema opioidérgico. Como esse sistema estd envolvido nas respostas
do sistema dopaminérgico, pode alterar a sinalizacdo de DA e opidides enddgenos
em outras regides como o cortex pré-frontal e o NAc, acentuando a resposta ao
etanol e contribuindo para o aumento do risco de desenvolver o consumo abusivo
dessa substancia na idade adulta (HUOT et al., 2001; MEANEY et al., 2002; PLOJ et
al., 2000; PLOJ; ROMAN et al., 2004; ROMAN; NYLANDER, 2003).

Quando consumidores crénicos sdo privados de ingerir bebidas alcodlicas,
também podem apresentar algumas alteragdes adaptativas na atividade dos neurdénios
dopaminérgicos da via nigroestriatal, outra via encefalica importante na dependéncia.
Como resposta homeostatica, ha uma sensibilizagdo dessa via gerando uma
diminui¢do na atividade dos neurdnios dopaminérgicos na ATV e reducdo da
concentragdo de DA no NAc (DIANA et al, 1992; KOOB; LE MOAL, 2001;
NESTLER, 2005; WEISS et al, 1996). Essa baixa atividade do sistema
dopaminérgico ¢ fundamental para a manutencdo do quadro de dependéncia,
motivando o individuo a ingerir mais etanol para compensar a queda na concentracao

de DA (WEISS; PORRINO, 2002).
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Além da DA existem outros neurotransmissores estdo relacionados as agoes
reforcadoras do etanol e de outras substincias psicoativas, entre eles o acido gama-
aminobutirico (GABA), o glutamato e a serotonina. O GABA ¢ o principal
neurotransmissor inibitério do SNC e também estd envolvido nos efeitos
reforcadores positivos do etanol. As principais respostas desencadeadas por esse
neurotransmissor ocorrem quando ele se liga a receptores do tipo GABA, e promove
o influxo de ions cloreto (CI). Apds a ingestdo do etanol, os niveis de ansiedade e
tensdo diminuem rapidamente, assim como a percep¢ao do estresse (KUSHNER et
al., 1990). Outro efeito do consumo abusivo de etanol esta associado a diminuigdo da
densidade de receptores GABAA no SNC (GOLOVKO et al., 2002).

O sistema glutamatérgico também ¢ modulado pelo etanol. O glutamato ¢ um
dos principais neurotransmissores excitatorios do SNC em mamiferos e ¢
responsavel por diversas fungdes como memoria, aprendizado, cognicdo e
neuroplasticidade (DANBOLT, 2001; OZAWA et al., 1998; XU, SMOTHERS;
WOODWARD, 2011). Esse neurotransmissor atua em regioes encefalicas que estdo
relacionadas a expressdo/modulacdo de estados emocionais, como o medo e a
ansiedade incondicionados (BRANDAO et al., 2005). O etanol atua como
antagonista nesse sistema, se ligando a receptores glutamatérgicos ionotrépicos do
tipo N-metil-D-apartato (NMDA), que esta associado a canais idnicos permedveis ao
potassio (K"), calcio (Ca*") e ao sodio (Na") (CARBONI et al., 1993; TRAYNELIS
et al., 2010). Dessa forma, o uso crénico do etanol bloqueia os receptores de NMDA
desencadeando respostas neuroadaptativas como a regulacdo positiva desse receptor,
aumentando sua densidade, o que intensifica sua acdo (DODD et al., 2000; FADDA;
ROSSETTI, 1998; ROSSETTI; CARBONI, 1995). Estudos em modelos animais
indicam que apos a retirada do etanol, o aumento na densidade desses receptores
ainda dura cerca de 36 horas, ¢ durante esse periodo pode ocorrer o surgimento de
crises convulsivas resultantes da hiperatividade do sistema glutamatérgico
(LARANIJEIRA et al., 2000).

O sistema serotoninérgico também esta envolvido nos efeitos reforcadores
do etanol. A serotonina (5-HT) desempenha um papel chave na modulagdo de
algumas fungdes do SNC e estd associada a disturbios psiquicas, ao sistema de
recompensa, estimulos hedonicos e a “fissura” por substiancias psicoativas
(GINGRICH; HEN, 2001). O consumo cronico de etanol intensifica a liberagdo de 5-

HT no NAc. Além disso, existem evidéncias de que o consumo crénico de etanol
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causa alteragcdes adaptativas nos neurénios serotoninérgicos semelhante as que
ocorrem no sistema dopaminérgico (ERDOZAIN; CALLADO, 2014; YOSHIMOTO
etal., 1991).

1.5 Estresse e dependéncia

Existem diversos fatores ambientais que podem aumentar a vulnerabilidade a
dependéncia de substancias psicoativas, mas o estresse ¢ um dos mais importantes
deles. Frequentemente individuos que sdo dependentes relatam que a exposicdo a
eventos estressores e estados negativos de humor contribuem para o inicio,
permanéncia e recaida do uso de substancias psicoativas (GOEDERS, 2003; SINHA,
2001). Muitos individuos experimentam substincias psicoativas por periodos
variaveis de tempo, mas somente alguns desenvolvem a dependéncia. Isso indica que
alguns fatores podem influenciar na progressdo para o uso compulsivo dessas
substancias (ROBINSON; BERRIDGE, 2003). Assim, existem evidéncias de que o
consumo precoce e o desenvolvimento de problemas relacionados ao uso abusivo do
etanol em humanos estdo associados a exposi¢do ao estresse (KAUFMAN et al.,
2007). Ademais, roedores expostos a um evento de estresse agudo podem
desenvolver sintomas da sindrome de abstinéncia ap6s a administracdo cronica de
etanol ser suspensa (VALDEZ et al., 2002). A exposi¢do ao estresse no inicio da
vida, por exemplo, estd relacionada ao aumento do risco de desenvolver dependéncia
a substancias psicoativas tanto em humanos (ENOCH, 2011) quanto em animais
(MEANEY et al., 2002; ROMAN; NYLANDER, 2005).

Pelo fato de o etanol possuir efeito ansiolitico e depressor do SNC, sugere-se
que o comportamento de ingerir bebidas alcoolicas seja uma forma que alguns
individuos utilizam para tentar aliviar o estresse (POHORECKY, 1990;
VENGELIENE et al., 2003). Entretanto, existe uma relacdo complexa entre a
exposicdo a eventos estressores ¢ o consumo de etanol, tanto em modelos animais
quanto em humanos, ndo havendo um consenso claro no meio cientifico de como o
estresse influencia o consumo (BECKER et al., 2011). Além disso, as pesquisas
realizadas em modelos animais ¢ em humanos revelam que eventos estressantes
desencadeiam um aumento no consumo de etanol (COOPER et al.,, 1992; DE
BELLIS, 2002; GOEDERS, 2003; KAUFMAN et al., 2007; KEYES et al., 2012;
SODERPALM; WIT, 2002).
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O médico e pesquisador Hans Selye foi o primeiro a definir o termo bioldgico
estresse, caracterizando-o como um conjunto de respostas adaptativas de um
organismo frente a agentes que ameagam a sua integridade (SELYE, 1936). Além
disso, estabeleceu o termo estressor para denominar o agente promotor do estresse,
referindo-se a estimulos que sdo reconhecidos pelo organismo como de risco ou
aversivo, gerando a resposta de estresse (SELYE, 1956). Posteriormente, outros
pesquisadores associaram o termo estressor a estimulos que perturbam a homeostase
do organismo, seja ele de ordem fisica, psiquica ou patoldgica, que sdo capazes de
suscitar medo, ansiedade, euforia/disforia ou raiva, gerando uma resposta adaptativa
frente a esses eventos adversos, provocando alteragdes fisioldgicas e psicologicas
(MCEWEN, 2002; SINHA, 2001, 2008).

As principais estruturas encefalicas envolvidas na resposta ao estresse fazem
parte do sistema limbico e incluem o cortex pré-frontal, a amidala, o hipocampo e o
NAc, regides encefalicas responsaveis por avaliar e processar informagdes sensoriais
gerando respostas por meio do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA); e o locus
ceruleus e suas projecdes noradrenérgicas para o sistema nervoso simpatico (SNS)
(BANGASSER; VALENTINO, 2014; MELLO et al., 2003).

Tanto o eixo HHA e o SNS trabalham em sinergia. A divisdo simpatica do
sistema nervoso autonomo libera catecolaminas, adrenalina pela medula da glandula
adrenal e noradrenalina pelas terminacdes nervosas simpdticas. A liberagcdo de
noradrenalina pelo SNS prepara o organismo para uma rea¢do de fuga ou luta por
promover o aumento da pressdo arterial, disponibilizar acidos graxos facilitando a
obtencdo de energia para os 6rgdos vitais, e além disso, a noradrenalina estimula a
secrecdo de glucagon, promovendo glicogendlise nos musculos e no figado e inibe a
secrecdo de insulina, aumentando a concentracdo de glicose na corrente sanguinea
(HALTER; BEARD; PORTE, 1984). O glucagon também pode potencializar a
liberagdo de catecolaminas e intensificar a secrecdo de glicocorticoides estimulando
a liberagdo do hormonio adrenocorticotropico (ACTH). Assim, o glucagon, de forma
indireta pode aumentar a resposta aguda ao estresse (BERG et al, 2010;
LAWRENCE, 1967; SVOBODA et al., 1994). Por outro lado, o eixo HHA induz a
liberagdo de glicocorticoides pelo cortex da glandula adrenal (Figura 2) (DE
KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; DIEHL, 2009; MARCHETTE, 2013;
MCEWEN, 1998; MUNCK; GUYRE; HOLBROOK, 1984).
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Figura 2- Representacdo esquematica dos sistemas responsaveis pela resposta ao
estresse.
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adrenocorticotrofico, respectivamente.

A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) é uma das principais
vias de resposta a estimulos ambientais. A partir dela o organismo inicia uma série de
respostas adaptativas que consistem em um grande conjunto de reacdes
neuroenddcrinas que visam restabelecer o equilibrio que foi perturbado
(CHROUSOS; GOLD, 1992; LOPEZ et al., 1999). Em situacdes de estresse os
neurénios do nticleo paraventricular (PVN) sintetizam e secretam o hormoénio
liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a hipofise anterior a liberar o
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea. O ACTH, por sua
vez, estimula o cortex das glandulas adrenais a secretar glicocorticoides (GC). Em
humanos o principal glicocorticoide € o cortisol ¢ em roedores ¢ a corticosterona (DE
KLOET etal., 2005).

Os GC podem atuar em dois tipos de receptores: os glicocorticoides (GR) e
os mineralocorticoides (MR) (SAPOLSKY, 2000). Os receptores de GR se destacam
por terem um papel importante no controle da atividade do eixo HHA. Os

glicocorticoides se ligam a esses receptores e, por meio do mecanismo de controle de
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retroalimentagdo negativa, diminuem a liberagdo de CRH pelo hipotalamo e de
ACTH pela hipofise (SAPOLSKY, 2000).

O aumento da concentracdo de GC diminui a liberacdo de CRH pelo nucleo
paraventricular do hipotdlamo, porém induz a liberagdio de CRH na ATV,
aumentando a concentragdo de DA em regides do encéfalo que recebem as proje¢des
da ATV. Esse efeito pode estar relacionado com a ativagdo dos receptores CRH-R1
que estdo presentes nessa regido (VAN PETT et al., 2000).

Além disso, os GC quando se ligam aos receptores GR localizados nos
neur6énios dopaminérgicos da ATV, aumentam a liberagdo de DA no NAc
(HARFSTRAND et al., 1986; PIAZZA; LE MOAL, 1998). Pesquisas com modelos
pré-clinicos e clinicos sobre epigenética evidenciam que a exposi¢cdo precoce ao
estresse, esta associada com alteragdes especificas na expressdao de receptores de
glicocorticoides na regido frontal do hipocampo (HOLMES et al., 2005;
MURGATROYD; SPENGLER, 2011). Assim, a interagdo do CRH e/ou GC com
seus receptores que estdo localizados nas vias de recompensa resulta no aumento do
DA no sistema mesocorticolimbico (CASTRO; ZIGMOND, 2001; DAZZI et al.,
2001; TAKAHASHI et al., 1998).

Mas apesar de a ativacdo do eixo HHA ser considerada um mecanismo de
resposta adaptativa as mudancas ambientais, estudos clinicos em humanos mostram
que a secre¢do prolongada de cortisol pode resultar em respostas similares
produzidas pelas catecolaminas no SNS, o que aumenta o risco de desenvolver
diabetes, hipertensdo e doenca arterial. A ativacdo do eixo HHA também pode
suprimir o sistema imune, que se persistir por um longo periodo, pode aumentar a
vulnerabilidade do individuo a infec¢des. Ademais, um estudo realizado por Lupien
et al. (2005), mostrou que os pacientes expostos por longo periodo a altas doses de
glicocorticdides apresentaram uma reducdo de 14% no volume do hipocampo,
demonstrando assim, efeitos neurotoxicos dos glicocorticoides. Assim, a exposicao
cronica a concentracdes elevadas de glicocorticoides pode ser nociva para o
organismo (DERIJK; STERNBERG, 1994; DHABHAR, 2009, LUPIEN et al,,
2005).

Os estudos sugerem que tanto o GC quanto o CRH estdo envolvidos no
processo da dependéncia a substancias de uso abusivo de formas diferentes, pois
enquanto a liberacdo de GC oriundo da ativagdo do eixo HHA pode caracterizar o

comego do uso, o CRH liberado em regides extra hipotaldmicas, pode ser importante
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no desenvolvimento do quadro de abstinéncia (KOOB et al., 1998). Dessa forma,
eventos estressores podem ativar o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico por
meio da atividade do CRH ¢ GC na ATV (HAUGER et al., 2006; WANG et al.,
2005).

Vale ressaltar que a existéncia de diferengas entre os sexos em relagdo ao uso
abusivo de substancias psicoativas parece estar relacionada ao fato de os hormonios
sexuais influenciarem a responsividade do eixo HHA ao estresse. Alguns estudos
mostram que a testosterona tem agdo inibitoria sobre o eixo HHA, enquanto o
estrogeno tem efeito estimulatdrio, pois fémeas liberam mais corticosterona (CORT)
do que os machos em resposta ao estresse (RIVIER, 1993). Além disso, estudos
mostram que as fémeas sdo mais sensiveis a substincias psicoativas, como o etanol,
pelo fato de liberarem mais DA no NAc em resposta ao etanol em relagdo aos

machos (BECKER; MOLENDA; HUMMER, 2001; BLANCHARD et al., 1993).

1.6 Estresse neonatal

A exposi¢do a eventos estressores no inicio da vida tem sido destacada como
um fator que contribui de forma significativa no desenvolvimento de psicopatologias
e dependéncia a substincias psicoativas (GOEDERS, 2003; SINHA, 2001). As
experiéncias traumaticas e a exposicdo a ambientes adversos em periodos precoces
da infancia (CHAMPAGNE; DE KLOET; JOELS, 2009) podem induzir alteragdes
comportamentais e neuroendocrinas na idade adulta, influenciando no aumento da
vulnerabilidade ao uso abusivo de substancias psicoativas tanto em humanos (DUBE
et al, 2001; ENOCH, 2011; JOHNSON et al., 2002) quanto em animais
(CHAMPAGNE; DE KLOET; JOELS, 2009; MEANEY et al., 2002; PLOTSKY et
al., 2005; ROMAN; NYLANDER, 2005). Além disso, exposi¢do precoce ao estresse
pode induzir os animais a recaida no consumo de etanol (FUNK; LI; LE, 20006).

Nos primeiros dias de vida dos mamiferos o sistema nervoso ainda nio
completou o seu desenvolvimento e por isso encontra-se sensivel a estimulos
ambientais (LEVINE, 1957, KOEHL et al, 2002; NEWPORT; STOWE;
NEMEROFF, 2002; SANCHEZ; LADD; PLOTSKY, 2001). Em roedores, a fase de
maior plasticidade do SNC compreende as trés primeiras semanas de vida, se

estendendo até o fim da adolescéncia, por volta dos 42 dias de vida (MOLET et al.,
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2014; SAPOLSKY; MEANEY, 1986; SPEAR, 2000). Em humanos o processo de
maturagdo do encéfalo esta parcialmente concluido ao nascimento, prosseguindo seu
desenvolvimento até o final da adolescéncia, entre 12 a 18 anos (PACE et al., 2006;
SHAMSEDDEEN et al., 2011; SPEAR, 2000). Neste contexto, a adolescéncia pode
ser considerada uma fase vulneravel por se tratar de um periodo em que maturagdo
do SNC ainda esta ocorrendo (SPEAR; VARLINSKAYA, 2010; WITT, 2007) ¢ o
consumo de etanol nesse periodo pode aumentar o risco de desenvolver dependéncia
etilica na idade adulta (GRANT; DAWSON, 1997).

A exposicdo ao estresse por um periodo prolongado no inicio da vida
promove efeitos nocivos ao SNC (KRATZ, 2013; NEWPORT; STOWE;
NEMEROFF, 2002, MILLER; O’CALLAGHAN, 2002; RENARD; RIVAROLA;
SUAREZ, 2007). Isso se deve ao fato de o estimulo estressor elevar a concentragio
plasmatica de glicocorticoides e gerar efeitos severos sobre a formacdo do sistema
nervoso, causando distirbios na divisdo neuronal, no desenvolvimento dos dendritos,
no metabolismo neuronal, bem como na inibi¢do do crescimento encefalico
(MEANEY, et al., 1993; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). Além disso, essas
alteracdes podem estar relacionadas a desregulagdo dos sistemas neuroendocrino e
imunoldgico em resposta a eventos adversos, o que causa efeitos neurotoxicos que
afetam o desenvolvimento encefalico (ANDERSEN, 2003; GANGULY;
BRENHOUSE, 2015; LUPIEN et al., 2009).

Existem mecanismos protetores e adaptativos que tendem a limitar a resposta
ao estresse a fim de prevenir seus efeitos nocivos ao SNC. Nos primeiros dias de
vida, o eixo HHA encontra-se quiescente. Essa fase ¢ conhecida como periodo
hiporresponsivo ao estresse (SHRP, do inglés stress-hyporesponsive period), pois o
SNC ainda esta imaturo (SMITH et al., 1997). Esse periodo compreende as trés
primeiras semanas de vida em ratos e até os trés primeiros anos de vida em humanos
(DE KLOET et al., 1986; SMITH et al., 1997). Portanto, durante o SHRP, o eixo
HHA normalmente apresenta uma baixa responsividade ao estresse, isto é, pouca ou
nenhuma resposta adrenocortical ¢ observada frente a estimulos estressores a fim de

manter a integridade das atividades encefalicas (DE KLOET et al., 1986).
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1.7 Modelos animais de estresse neonatal

O desenvolvimento adequado de muitas espécies depende da relacdo estavel
entre a mae e os seus filhotes. Os estudos mostram uma importante interacdo entre a
progenitora e a prole no inicio da vida, por ser a mae a principal fonte de nutricao
dos filhotes. No entanto, essa relagdo ¢ um pouco mais complexa e vai além de suprir
as necessidades nutricionais da prole. A mae fornece estimulos térmicos e
somatossensoriais como os olfatorios, visuais e auditivos, que sdo essenciais durante
parte do desenvolvimento pds-natal. Dessa forma, qualquer deficiéncia destes
cuidados durante esse periodo produz algumas alteracdes, tanto em animais quanto
no ser humano, deixando o infante mais suscetivel a doengas e problemas sociais na
idade adulta (DE BELLIS et al., 1999; PRYCE; FELDON, 2003; TEICHER, 2000).

Para melhor compreender as consequéncias da separacdo materna sobre o
comportamento e a reatividade ao estresse na adolescéncia e idade adulta tem-se
utilizado modelos animais, principalmente com roedores (ANDERSEN; TEICHER,
2008; LEVINE et al., 2012; MOFFET et al., 2007; NYLANDER; ROMAN, 2013).
Dentre estes modelos destacam-se o de separacdo materna breve e prolongada, que
sdo utilizados como paradigmas experimentais de estresse psicossocial nos primeiros
dias de vida (LIU et al., 1997, 2000).

De maneira geral, o modelo de separacdo materna breve, consiste na
separacdo da mae e dos filhotes por intervalos de 3 a 15 minutos nas primeiras duas
semanas de vida (LEVINI, 1957; LEVINI; LEWIS, 1959; NEWPORT; STOWE;
NEMEROFF, 2002; PRYCE; BETTSCHEN; FELDON, 2001). Esse breve periodo
de separacdo ¢ considerado uma forma branda e benéfica de estresse, pois no
ambiente natural os roedores possuem o habito regular de sair do ninho para
forragear durante um periodo que pode durar de 10 minutos a uma hora, dependendo
da idade dos filhotes (GROTA; ADER, 1969).

A exposicdo a separagdo materna breve tem sido associada a diminuicao da
responsividade do eixo HHA a eventos estressores na idade adulta, o que configura
uma espécie de adaptagio ao estresse (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1991;
MEANEY et al., 1991; NEWPORT; STOWE; NEMEROFF, 2002). Como resultado,
os animais submetidos a este procedimento apresentam diminuicdo dos
comportamentos de ansiedade, das respostas bioldgicas ao estresse e maior

capacidade de lidar com eventos estressores ao longo da vida (COSTELA et al.,
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1995; MEANEY et al., 1996). Estudos sugerem que essas respostas adaptativas
estejam relacionadas ao aumento do cuidado materno que ocorre apds breves
periodos de separacdo da mae de seus filhotes NEWPORT; STOWE; NEMEROFF,
2002). Foi observado que as maes das ninhadas que passaram pelo procedimento de
separacdo materna breve, ao retornarem ao ninho tendem a lamber mais seus filhotes
em comparagdo as maes de filhotes que ndo passaram por qualquer procedimento de
privacdo materna (DIEHL, 2009; PRYCE; BETTSCHEN; FELDON, 2001; RANA
et al, 2015). E importante mencionar que em estudos de separagdo materna
prolongado, o emprego de um grupo submetido a separagdo materna breve ¢
frequentemente utilizado como um controle, pois estes animais simulam
naturalmente as condi¢des de criagdo, diferente dos grupos controle convencionais,
que vivem em condicoes consideradas de empobrecimento ambiental, visto que a
made permanece no ninho quase todo o periodo da lactagdo (HUOT et al., 2002).

Um dos cuidados maternos importantes para o desenvolvimento da ninhada ¢
o ato de lamber os filhotes com frequéncia e posicionar a arcada dorsal sobre seus
filhos como postura de nutrigio e fornecimento de calor (CZEH et al., 2015;
MARCH, 2011; STERN; JOHNSON, 1990). Alguns estudos mostram que
comportamento de lamber os filhotes no sentido anogenital pode inibir a secregdo de
ACTH, e a frequéncia da amamentagdo controla a concentra¢do de corticosterona,
mantendo-a reduzida (LEVINE, 2001; MEANEY, 1993). Dessa forma, experiéncias
positivas no inicio da vida estdo associadas ao desenvolvimento de uma resisténcia
frente aos desafios durante a idade adulta, contribuindo para uma boa saude fisica e
mental (BALDINI et al.,, 2013). Exemplificando, os ratos submetidos ao
procedimento de separacdo materna breve mostram baixo consumo voluntario de
etanol, o que reflete uma resposta de adaptacdo ao estresse (HILAKIVI-CLARKE,
1991; NYLANDER; ROMAN, 2013; ROMAN et al., 2003, 2005). Além disso,
estudos realizados com bebés prematuros ou recém-nascidos de baixo peso tém
revelado que o contato direto e continuo com as maes reduz a morbidade e
mortalidade (CALDIJI; DIORIO; MEANEY, 2000; CONDE-AGUDELO;
BELIZAN; DIAZ-ROSSELLO, 2012).

Existe uma diferenga no impacto provocado por periodos breves (também
descrito por alguns pesquisadores como manuseio neonatal) e prolongados de
separacdo materna. O modelo de separacdo materna prolongada propriamente dito,

consiste na separacao dos filhotes da sua mae por periodos mais longos que o tempo
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de afastamento de seu habitat natural, o que pode variar de 60 minutos até 24 horas.
Ademais, o protocolo também pode variar de uma separacdo Unica, geralmente de 24
horas, (LLORENTE et al., 2007; MARKOVIC et al., 2014; VIVEROS et al., 2010) a
uma separagdo periodica durante o periodo pods-natal, que pode ser realizada nos
primeiros 10, 14 ou 21 dias de vida (JAIME et al., 2016; MARCO et al., 2015;
MARIN; CRUZ; PLANETA, 2007; PLOTSKY; MEANEY, 1993; WIGGER;
NEUMANN, 1999). Desse modo, os filhotes sdo privados dos cuidados maternos por
esse periodo de tempo e estdo expostos as consequéncias das alteragdes no
comportamento materno decorrentes da separacdo (LADD et al., 2000; NEWPORT;
STOWE; NEMEROFF, 2002; PRYCE; BETTSCHEN; FELDON, 2001; PRYCE;
FELDON, 2003; SCHMIDT et al., 2004). Esse modelo animal mimetiza situacdes
humanas de negligéncia fisica e emocional por parte dos pais (HEIM; NEMEROFF,
2001; SHAMSEDDEEN et al., 2011).

Em animais, as variagdes dos cuidados maternos com a prole durante os
primeiros dias de vida tém impacto sobre a regulagdo génica, numero de neurdnios,
concentracdo de neurotransmissores € na fun¢do neuroenddcrina em resposta ao
estresse (DE KLOET et al., 1986), o que pode provocar perturbagdes persistentes no
comportamento dos filhotes (TEICHER, 2000). Essas consequéncias sdo similares as
observadas nas doengas relacionadas ao estresse em seres humanos (NEWPORT;
STOWE; NEMEROFF, 2002).

A separacdo materna prolongada pode aumentar tanto a concentracdo de
CRH, como a expressdo de seus receptores, o que poderia explicar os efeitos deste
modelo de estresse sobre o consumo e a sensibilizagdo comportamental ao etanol.
Como o estresse altera a concentracdo de GCs e de CRH, como consequéncia, pode
aumentar a transmissdo dopaminérgica nas vias de recompensa modulando as
respostas comportamentais as substancias de uso abusivo, modificando assim, a

responsividade do eixo HHA (AISA et al., 2008; PLOTSKY et al., 2005).

1.8 Modelos animais de exposi¢cdo ao etanol

Devido a questdes éticas e a complexidade de realizagdo de estudos em
humanos, varios modelos animais tém sido desenvolvidos para estudar os aspectos

comportamentais e alteracdes neuronais relacionadas a dependéncia, utilizando
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principalmente mamiferos, como primatas ndo-humano e roedores, tornando-se
instrumentos de grande importancia para a saude publica (SPANAGEL, 2000). No
entanto, a dependéncia ¢ uma desordem humana complexa que ndo pode ser
“modelada” como um todo em um unico modelo animal, pois nenhum deles podem
representar todos os aspectos biopsicossocial intrinsecos ao ser humano
(SPANAGEL, 2009). Contudo, alguns modelos animais foram desenvolvidos para
investigar diversos aspectos, como o padrdo de consumo, fatores que motivam a
busca do uso de etanol, avalicdo dos danos causados a 6rgdos em detrimento do
consumo abusivo e comportamentos relacionados a dependéncia, sindrome de
abstinéncia ¢ recaida (TABAKOFF; HOFFMAN, 2000).

Todas as substancias de uso abusivo funcionam como reforgadores positivos,
pois possuem propriedades que causam efeitos euforizantes e prazerosos, motivando
a repeticdo de seu consumo ou busca. Assim, alguns modelos animais podem ser
utilizados para avaliar as propriedades reforcadoras de uma determinada substancia
psicoativa. O etanol pode exercer seus efeitos reforcadores em varias vias de
administracdo, sendo mais usual a via oral, intragastrica, intraperitonial e inalatéria
(GILLIAM; PHILLIPS; DUDEK, 1985; PLANETA, 2013). Mas um dos modelos
animais mais utilizado para analisar os efeitos reforcadores positivos do etanol sao os
modelos de autoadministracdo e consumo oral, que se aproximam do comportamento
humano, mimetizando a comportamento de busca.

De forma simplicada, os modelos de autoadministracdo sdo baseados no
condicionamento operante de Skinner. Nesse modelo, o animal ¢ colocado em uma
caixa que possui em seu interior uma alavanca. Sempre que o animal pressiona
voluntariamente essa alavanca (acdo), ele tem acesso a determinada quantidade de
etanol como recompensa (refor¢o). Assim, o animal associa a necessidade da acdo
para a obtencdo da recompensa (AUGIER, 2017; DOHERTY, J. M.; GONZALES,
2015; MEISCH; WAHLSTROM; PICKENS, 1970; MEISCH; THOMPSON, 1972;
PAUTASSI; MIRANDA-MORALES; NIZHNIKOV, 2015).

No modelo de consumo voluntario de etanol os animais podem escolher
livremente entre dois ou mais bebedouros, sendo que um deles contém agua e os
demais possuem solugdes de etanol em diferentes concentragdes (CAMARINI;
HODGE, 2004; FACHIN-SCHEIT et al., 2006; RAEDER et al., 2008; SAMSON et
al., 1998). Desse modo, o modelo de consumo por livre escolha permite determinar a

preferéncia dos animais pelo etanol (CUNNINGHAM et al., 2000; MORAIS-SILVA
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et al., 2016; SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006). Os protocolos de consumo
voluntario, dependendo da finalidade do estudo, podem variar quanto ao tempo de
acesso dos animais aos bebedouros de etanol, podendo ser de acesso restrito
(algumas horas por dia), intermitente (em dias alternados) ou continuo (o etanol esta
sempre disponivel) (BLEDNOV et al., 2005; LESSOV et al., 2001). Além disso,
existe também outro modelo de consumo que avalia os efeitos cronicos do etanol.
Nesse modelo, para indugdo da dependéncia alcodlica sdo ofertados apenas dois
bebedouros (um com etanol e outro com agua) por um periodo prolongado de tempo,
que pode durar até meses (CARRARATINASCIMENTO, 2013; GREEN;
GRAHAME, 2008;). Dentre os sinais observados apds a suspensdo cronica do
consumo de etanol destacam-se os comportamentos relacionados a ansiedade, que
caracterizam a sindrome de abstinéncia nesses animais (CAMARIN; HODGE, 2004;
GETACHEW et al., 2008; KOOB, 2009).

Ademais, estudos mostram que no protocolo de consumo crénico intermitente
ha aumento do consumo quando o acesso ao etanol ¢ restabelecido, assemelhando-se
ao consumo excessivo de etanol em humanos. Entretanto, esse comportamento nao
foi observado quando os animais foram submetidos ao protocolo de acesso continuo
ao etanol (GEORGE et al., 2012; SIMMS et al., 2008). Assim, segundo as defini¢des
do manual DSM-V sobre os transtornos de uso abusivo e dependéncia, no protocolo
de acesso intermitente a solugdo de etanol simula o padrdo de consumo “binge”,
sendo considerado como um comportamento de risco para o desenvolvimento de
dependéncia alcoolica (GEORGE et al., 2012).

Como o etanol possui um sabor aversivo € pouco consumido pelos animais.
Raramente eles consomem mais do que 2 g dessa substancia por dia, o que dificulta
atingir a alcoolemia necessaria para desenvolver um quadro de dependéncia e para
desencadear sintomas da sindrome de abstinéncia quando a solugdo de etanol ¢
retirada (HEILIG; EGLI, 2006; HEILIG; KOOB, 2007). Dessa forma, foram
desenvolvidas estratégias para tornar o etanol mais palatavel e aumentar o seu
consumo. Uma delas ¢ ofertar solugdes de etanol em concentragdes baixas, misturar
substancias adocicadas na solugdo ou aumentar as concentragdoes das solucdes de
etanol gradualmente ao logo do experimento, reduzindo assim, o emprego de
substancias adocicadas (CUNNINGHAM et al., 2000; SIMMS et al, 2010; VILLAS

BOAS et al, 2012). A oferta de varios bebedouros com concentragdes diferentes de
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etanol ao invés de apenas um bebedouro também pode contribuir para o aumento
consumo (BELL et al., 2006).

Outro modelo animal, o de Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL), ¢
utilizado para avaliar os comportamentos relacionados a dependéncia. Esse modelo ¢
bastante utilizado para estudar as propriedades refor¢adoras positivas de substancias
com potencial de uso abusivo e baseia-se no condicionamento classico proposto por
Ivan Pavlov (1927). Esse condicionamento consiste na associagdo entre o
pareamento continuo da administragdo de uma substancia de uso abusivo durante o
periodo em que o animal ¢ confinado a um ambiente, enquanto em outro ambiente,
que possui caracteristicas sensoriais distintas, ¢ administrado uma substancia veiculo,
como por exemplo a salina. Quando o animal escolhe permanecer a maior parte do
tempo no ambiente pareado a substancia de uso abusivo, interpreta-se como uma
medida indireta do efeito reforcador positivo da droga (SHIPPENBERG; KOOB,
2002). Importante ressaltar que todas as substincias com potencial para causar
dependéncia em humanos também induzem em modelos animais o comportamento
de procura pelo ambiente pareado a droga no procedimento de PCL (ROBINSON;
BERRIDGE, 2003). Um estudo recente revelou que fatores ambientais, como a

exposi¢ao ao estresse altera a PCL ao etanol (MOREIRA-SILVA et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O estresse ¢ um grande problema das sociedades modernas. Esse estado emocional
ndo € considerado por si s6 uma doenca ou quadro nosolégico distinto, entretanto, ele
contribui potencialmente para o desenvolvimento de grande nimero de enfermidades, tanto de
ordem psiquica como organica. Varios modelos animais t€ém sido utilizados para o estudo da
neurobiologia do estresse, dentre os quais destacam-se os paradigmas de separagdo materna
breve e prolongada. Estes modelos de estresse neonatal apresentam uma relevancia etologica
significativa pelo fato de apresentarem similaridade com alguns tipos de estresse psicossociais
vivenciados por seres humanos. Nesse aspecto, podem auxiliar na compreensdo de respostas
comportamentais e fisioldgicas associadas ao estresse.

O etanol € uma das principais substancias de uso abusivo consumidas em todo mundo.
A ingestdo cronica e de doses elevadas dessa substancia tem sido associada a varios
problemas de saide em homens e mulheres, incluindo doencas hepaticas, cancer,
cardiomiopatia, entre outros. Alguns estudos apontam diferencas no padrdo de consumo de
etanol entre os sexos e sua associagdo com o risco de desenvolvimento de algumas patologias.
Em seres humanos ¢ dificil quantificar o consumo de etanol e estabelecer parametros
comparativos entre os sexos ¢ a idade dos individuos. Boa parte do conhecimento relacionado
ao consumo e a dependéncia ao etanol em humanos advém de estudos que utilizam
questionarios como instrumento para a coleta de dados, o que esta associado as limitagdes
¢ticas da experimentacdo em seres humanos. Nesse sentido, modelos animais representam
uma excelente oportunidade para estudar a influéncia de fatores ambientais, genéticos,
endocrinos, da idade e do sexo na suscetibilidade, progressdo do uso e na patogénese de
doencas associadas ao etanol.

Alguns estudos mostram que a exposi¢do a periodos breves e prolongados de estresse
no inicio da vida pode influenciar de forma diferenciada a propensdo ao consumo e a exibi¢do
de comportamentos relacionados a dependéncia ao etanol. Entretanto, ndo ha consenso na
literatura sobre as diferengas entre os sexos e a idade. Outra limitagdo sdo os protocolos
utilizados, que apresentam diferencas marcantes entre os laboratérios, o que dificulta a
comparagdo entre eles. Assim, este estudo investigou a influéncia da separa¢do materna breve
e prolongada sobre o consumo de etanol em ratos Wistar adolescentes e adultos, machos e

fémeas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da separagdo materna breve e prolongada sobre o padrdo
de consumo e preferéncia condicionada por lugar ao etanol em ratos Wistar machos e

fémeas, adolescentes e adultos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da exposi¢@o a separagdo materna breve e prolongada sobre:

- Os comportamentos relacionados a ansiedade no teste do labirindo em cruz
elevado (LCE);

- O consumo total de etanol em ratos adolescentes e adultos de ambos 0s sexos;

- A indugdo da preferéncia condicionada por lugar ao etanol em ratos adolescentes e

adultos de ambos 0s sexos.
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ANEXO

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO ATENDIMENTO DE
PENDENCIA DO PROTOCOLO N°. 008/2016

I - Identificacao:

1. Titulo do projeto:

Influéncia do estresse neonatal e pos-natal sobre parametros comportamentais de
ansiedade, depressdao, memoria e dependéncia ao etanol em ratos Wistar.

2. Pesquisador Responsavel:

Vanessa Cristiane de Santana Amaral

3. Unidade/Orgio do pesquisador:
CCET Anapolis

4. Pesquisadores Participantes:

Kamila Souto Leichtweis — mestranda Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Saude
(CAPS) Manuella Machado Godoi — iniciagdo cientifica voluntaria.

5. Unidade onde sera realizado o projeto:

CCET Anapolis

6. Data de apresentacio a CEUA:
28/10/2016

7. Data de Atendimento das Pendéncias:

05/12/2016

II - Parecer da CEUA:

Informamos que a Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da
Universidade Estadual de Goias, ap6s analise das adequagdes solicitadas,
considerou APROVADO, o projeto acima referido, o qual foi considerado em
acordo com os principios éticos vigentes, smj dessa Comissao.
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O pesquisador responsavel devera encaminhar & CEUA/UEG, relatorios da
pesquisa, encerramento, conclusido(des) e publicacdo(des) apds sua conclusdo.
Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a)
pesquisador(a) responsavel deverd encaminhar a CEUA-PrP-UEG o Relatorio
Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagdes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e
Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio ¢ de
até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, prevista para conclusdo em
30/03/2019.

VI - Data da reunido:

Reunido realizada no dia: 13/03/2017

1L ke WW

Prof. Dr. Wa
Dias Junior

Coordenador da
CEUA/UEG
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