Universidade Estadual de Maringa j
9 AN Centro de Ciéncias da Saude c
A Departamento de Farmécia ( F

J\ Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

EFEITOS DA INTOXICACAO E ABSTINENCIA DE ETANOL
SOBRE OS PARAMETROS NEUROINFLAMATORIOS EM
REGIOES MESENCEFALICAS RELACIONADAS A
ANSIEDADE EM RATOS

VIVIAN TACIANY BONASSOLI

Orientadora:
Prof? Dr? Rubia Maria Monteiro Weffort de Oliveira (UEM/DFT)

Maringé, 2014



VIVIAN TACIANY BONASSOLI

EFEITOS DA INTOXICACAO E ABSTINENCIA DE ETANOL SOBRE
OS PARAMETROS NEUROINFLAMATORIOS EM REGIOES
MESENCEFALICAS RELACIONADAS A ANSIEDADE EM RATOS

Tese apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas (Area
de concentragdo - Produtos naturais e
sintéticos biologicamente ativos), da
Universidade Estadual de Maringad, como
requisito para obtencao do titulo de doutora em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora:
Profé. Dr2. Rubia Maria Monteiro Weffort de Oliveira

MARINGA, 2014



Vivian Taciany Bonassoli

EFEITOS DA INTOXICAGAO E ABSTINENCIA DE ETANOL SOBRE OS PARAMETROS
NEUROINFLAMATORIOS EM REGIOES MESENCEFALICAS RELACIONADAS A
ANSIEDADE EM RATOS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas (Area
de concentragdo - Produtos naturais e
sintéticos biologicamente ativos), da
Universidade Estadual de Maringd, como
requisito para obtencéo do titulo de doutora em
Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof? Dr2 Rubia Maria Monteiro Weffort de Oliveira
Universidade Estadual de Maringa (UEM)

Prof? Dr? Vanessa Beijamini Harres
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)

Prof? Dr2 Simone Marques Bolonheis de Campos
Faculdade Inga

Prof2 Dr2 Célia Regina Ambiel Silva
Universidade Estadual de Maringa (UEM)

Prof* Dr? Ciomar aparecida Bessani Amado
Universidade Estadual de Maringa (UEM)



DEDICATORIA

A minha mae,

A minha familia.



AGRADECIMENTOS

Agradecgo, primeiramente, a Deus, por iluminar meu caminho, colocando nele as
pessoas certas e por me guiar com todas as ferramentas necessarias ao meu

desenvolvimento académico e cientifico.

A meus pais Fatima Helena Celloti Bonassoli e Edison Bonassoli, que me deram a
vida e me ensinaram a vivé-la com dignidade, que se doaram inteiros e, muitas vezes,

renunciaram aos seus proprios sonhos para que eu pudesse realizar os meus.

A meu irmdo Edson Thiago Bonassoli, por sua constante amizade e

companheirismo, auxiliando, sempre que podia, na realizac&o deste sonho.

Ao meu namorado, amigo e companheiro Marcelo Boveto Shima, que sempre me
auxilia e me conforta com sua paciéncia, sabedoria e afeto, me apoiando em todas as

decisoes.

As minhas tias Cida, Rosinha e Lenis, que nos momentos mais dificeis assumiram

minhas obrigac6es como filha para que eu pudesse me dedicar a este trabalho.

A professora Dra. Rubia Maria Monteiro Weffort de Oliveira, por ter confiado em
mim, por seus valiosos ensinamentos cientificos e paciéncia ao compartilhar comigo um
pouco do seu conhecimento, por toda sua atencdo, esforco e paciéncia, que tornaram

possivel a realizacao deste trabalho.

Ao professor Dr. Humberto Milani, pelos ensinamentos que me auxiliaram durante a

realizacdo deste trabalho.

A todos os amigos pés-graduandos e graduandos do laboratério: Angélica, Cassia,
Marco Aurélio, Emilene, Ligia, Jacqueline, Janaina, Gislene, Cristiano, Erika, Jéssica,
Leticia, Mbnica, Manuela, pelos bons momentos que passamos juntos e pelo 6timo convivio

durante este tempo.

Ao agora médico, Dr. Ewandro Contardi, por sua colaboragdo na realizacdo dos

experimentos durante seu periodo de graduacao.

Ao técnico Marcos Alberto Trombelli e a auxiliar Solidalva Caruso Fernandes de

Oliveira, pelo apoio técnico e pela amizade.

As secretarias Francisca Helena Mesquita de Carvalho e Erika Gobi dos Santos, por

toda atencéo disponibilizada, dedicacéo e trabalho exemplar.



As Professoras Dr? Vanessa Beijamini Harres, Dr® Simone Marques Bolonheis de
Campos, Dr? Célia Regina Ambiel Silva e Dr® Ciomar Aparecida Bessani Amado, que

aceitaram, gentilmente, compor a banca de defesa desta tese.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste sonho.



LISTA DE FIGURAS, TABELAS E QUADRO

FIGURA 1: Via dopaminérgica mesolimbiCa...............coooeoi i s 18
FIGURA 2: BIOSSINESE A NO ...ttt ettt ettt e e e aaee e e 21
FIGURA 3: Sintese de NO a partir da NNOS...........oooiiiiiiiiccc e anrannes 22
FIGURA 4: Sintese de NO a partir da @NOS...........cooiiiiiiiiiiiiieeiiee e 23
FIGURA 5: Sintese de NO a partir daiNOS............ovviiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 24
FIGURA 6: Diagrama representativo da SCPDL.............oociiiiiiiieiiiiieee e 29
FIGURA 7: Fotografia representativa da caixa claro/escuro............cccoeeeeeeeeeiniii. 42
FIGURA 8: Fotografia representativa do campo aberto...........ccooevieoiiinicniieieei s 42
FIGURA 9: Diagramas representativos das estruturas analisadas..............cccooeeeeeiiieniiiieennns 44
FIGURA 10: Distribuicdo das amostras para dosagem de CitoCiNas...........ccooeveeeveeeeeeeeneenen. 49

FIGURA 11: Efeitos da administracéo sistémica de 1400W sobre a ansiedade induzida pela
abstinéncia de etanol testada na caixa Claro/€SCUIO............ccceeeeviiiiiiiiiiiieeee e 51

FIGURA 12: Efeito da administracdo sistémica de 1400W sobre a atividade locomotora na
abstinéncia testada N0 CAMPO ADEIO............uuuuuuiuiiiiiiiiiiiieitreireirrer et 52

FIGURA 13: Expressdo de OX-42 na SCPDL e NDR de ratos durante a intoxicacdo e
ADSHNENCIA A8 ETANOL. ..o 54

FIGURA 14: Expressédo de iNOS na SCPDL e NDR de ratos durante a intoxicagdo e
ADSHNENCIA 08 ETANOL. ..o 53

FIGURA 15: Efeito da abstinéncia de etanol sobre a ansiedade testada na caixa
(o1 =Y (0 73T o1 1 | (0 T 71

FIGURA 16: Diagramas representativos dos sitios de micro injecdo e fotomicrografias da

FIGURA 17: Efeitos do Carboxi-PTIO administrado na SCPDL de ratos abstinentes de
etanol tesStadoSs NA CAIXA ClATO/ESCUIOD. ........ie e et et e et e e e e e e e e e e et e e e eeeenaeeens 73

FIGURA 18: Efeito da L-NAME e do L-NAME + Sal ou L-Arg administrados na SCPDL de
ratos abstinentes de etanol testados na caixa Claro/€SCUIO..........ouveee i 76

FIGURA 19: Efeitos do TRIM administrado na SCPDL de ratos abstinentes de etanol
tESTAAOS NA CAIXA ClATO/ESCUID. ... eeeee e et eee e e e et e e et e et e e e e e e e e e e e eenns 77

FIGURA 20: Efeitos do 1400W administrado na SCPDL de ratos abstinentes de etanol
1ESTAUOS NA CAIXA ClAIO/ESCUID ... eiiieeeiet ettt et et e et e e e e et e et e et e e e e e et e e eaneeesa s e eeernees 78

TABELA 1: Resultados da quantificacdo dos niveis de citocinas non mesencéfalo de ratos
durante intoxicacao e abstinéncia de etanol...........cccccccvviiivi 55



TABELA 2: Efeitos dos agentes que interagem com NO administrados na SCPDL sobre a
atividade locomotora de ratos abstinentes de etanol testados no campo
=L 01T o (o J PP 74

QUADRO 1: Esquema representativo das andlises realizadas..............ccocvvveeeeeeiiiciiieeneenn. 43



LISTA DE ABREVIATURAS

7-NI — 7-Nitroindazol

ABC — Avidina biotina peroxidase
ADMA - Dimetil L-Arginina

BZD - Benzodiazepinicos

Ca?* - Célcio

Ca/M — Célcio/Calmodulina

CeA - Amigdala central

Cl" - Cloro

COX-2 — Ciclooxigenase tipo 2
CR3 - Receptor C3

CSE - Concentragdo sanguinea de etanol
DA — Dopamina

DNA — Acido desoxirribonucléico
DMC — Complexo vagal dorsal
DOI — Densidade 6ptica integrada

DSM-V — Manual Diagndstico e Estatistico
de Doencgas Mentais - Quinta Edigédo

EPM - Erro padréo da média

Fe - Ferro

eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial
GABA - Acido gama amino butirico
GLU — Glutamato

GM-CSF -  Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor

GMPc — Guanidina monofosfato ciclico
IL — Interleucina

INF y — Interferon gama

iINOS — Oxido nitrico sintase induzida
L-Arg — L-Arginina

LCE — Labirinto em cruz elevado

LPS - Lipopolissacarideo bacteriano
L-NAME — N(g)-nitroarginina metil éster
NAc — Nucleo Accumbens

NADPH-d - Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato — diaforase

NDR — Nucleo dorsal da rafe

NE — norepinefrina

NFkB — Nuclear Factor kappa B

NMDA — N-metil-D-aspartato

nNOS — Oxido nitrico sintase neuronial
NO — Oxido nitrico

NO2 — Nitrito

NOs — Nitrato

NOS — Oxido nitrico sintase

RNAm — Acido ribonucleico mensageiro
SCP — Substancia cinzenta periaquedutal
SNC — Sistema nervoso central

SCPDL - Substancia
periaquedutal dorsolateral

cinzenta

TLR - toll like receptor
TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

5-HT - Serotonina


http://pt.wikipedia.org/wiki/Manual_Diagn%C3%B3stico_e_Estat%C3%ADstico_de_Desordens_Mentais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manual_Diagn%C3%B3stico_e_Estat%C3%ADstico_de_Desordens_Mentais

BONASSOLI, VT 2014. Efeitos da intoxicacdo e abstinéncia de etanol sobre os
parametros neuroinflamatérios em regibes mesencefalicas relacionadas a ansiedade
em ratos. Tese de doutorado, Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringéa. 115p.

Resumo: O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da intoxicacdo e
abstinéncia de etanol sobre paradmetros neuroinflamatérios na substancia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SPCDL) e nucleo dorsal da rafe (NDR) de ratos, bem como
avaliar os efeitos da inibicdo da 6xido nitrico sintase (NOS) sobre a ansiedade decorrente da
abstinéncia. No primeiro capitulo foram investigados os efeitos da intoxicacdo e abstinéncia
de etanol sobre a ativagdo microglial e expressdo de NOS induzida (iNOS) na SCPDL e
NDR, os niveis de citocinas no mesencéfalo e os efeitos da administracdo sistémica do
inibidor seletivo da INOS, diidrocloreto de N-([3-(aminometil) fenil] metil) etanimidamida
(1400W), sobre o comportamento tipo ansioso na abstinéncia de etanol Ratos Wistar
machos receberam uma dieta liquida contendo etanol 6-8 % (v/v) por 15 dias como Unica
fonte de alimento e foram submetidos aos testes comportamentais imediatamente apoés
Ultima exposicao (intoxicado) ou 24 h apds a descontinuagdo do etanol (Abst). O grupo
controle recebeu a mesma dieta sem etanol, mas acrescida de sacarose para o balango
energético. Trés dias antes do fim da exposicao a dieta iniciou-se a administracédo de salina
i.p para os grupos controle e intoxicado; e salina ou 1400W para o0 grupo abstinente que foi
subdividido em 4 subgrupos: Abst+Sal; Abst+1400W 0,75; 1,5 ou 3,0 pg/kg. Os tratamentos
continuaram até o dia dos testes comportamentais os quais foram realizados na caixa
claro/escuro e campo aberto. A expressdo de OX-42, indicador de ativacdo microglial, e de
iINOS foi avaliada na SCPDL e NDR por imunohistoquimica e os niveis de citocinas (IL-1q,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y e GM-CSF) foram dosados no mesencéfalo
pela técnica Luminex™ xMAP. Os animais abstinentes (Abst+Sal) apresentaram um efeito
tipo ansiogénicos comparado com o controle. O tratamento com 1400W 1,5ug/kg diminuiu
os efeitos tipo-ansiogénicos da abstinéncia de etanol. O grupo intoxicado apresentou um
aumento na expressdo de OX-42 e iINOS na SCPDL e NDR; enquanto o grupo Abst+Sal
apresentou aumento apenas de OX-42 nas duas estruturas, quando comparado com o
controle. O tratamento com 1400W ndo alterou a expressao de OX-42 ou iINOS comparado
com o grupo Abst+Sal. Os niveis de citocinas néo foram alterados em nenhum do grupos
experimentais testados. Estes resultados sugerem que a intoxicagdo por etanol induz um
estado inflamatoério na SCPDL e NDR, o que pode estar relacionado com a manifestacdo do
comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia. No segundo capitulo foi investigada
a hipbtese de que o 6xido nitrico (NO) na SCPDL estaria envolvido na expressdao do
comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de etanol. Ratos Wistar machos
receberam uma dieta liquida contendo etanol 6-8 % (v/v) por 15 dias como Unica fonte de
alimento e seis dias antes do fim da exposicdo tiveram uma canula guia implantada
diretamente na SCPDL. Vinte e quatro horas apds o fim da exposi¢cao ao etanol, os animais
receberam  microinjecbes do  sequestrador de NO  2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-
tetrametilimidazol-1-oxil-3-6xido (carboxi-PTIO), do inibidor ndo seletivo da NOS N-G-nitro-L-
arginina metill éster (L-NAME), do inibidor seletivo para NOS neuronial (nNOS) 1-(2-
trifluorometil] fenil) imidazol (TRIM), do inibidor seletivo iINOS, 1400W, ou de salina na
SCPDL. Dez minutos depois 0os animais foram avaliados na caixa claro/escuro e campo
aberto. Carboxi-PTIO (1 nmol), L-NAME (200 nmol), TRIM (20 nmol), e 1400W (0,3 e 1
nmol) diminuiram os efeitos tipo-ansiogénicos da abstinéncia de etanol em ratos avaliados
na caixa claro escuro. O precursor de NO L-Arginina reverteu os efeitos do L-NAME. Estes
resultados indicam que a produc&do de NO na SCPDL desempenha um papel na modulagdo
do comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de etanol em ratos.

Palavras chave: Etanol, intoxicacao, abstinéncia, neuroinflamacao, ansiedade, 6xido nitrico,
ratos.
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Bonassoli, VT 2014. Effects of ethanol intoxication and withdrawal on
neuroinflammatory parameters in anxiety-related midbrain areas in rats. PhD Thesis,
Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de
Maringé. 115p.

Abstract: This study was aimed to investigate the effects of ethanol intoxication and
withdrawal on neuroinflammatory parameters in dorsolateral periaquedutal gray matter
(DLPAG) and dorsal raphe nucleus (DRN) in rats, as well to evaluate the effects of nitric
oxide synthase (NOS) inhibition on ethanol withdrawal-induced anxiety. In the first chapter,
we investigated whether the effects of ethanol intoxication and withdrawal on microglial
activation and NOS inducible (INOS) expression in DLPAG and NDR; cytokines levels in
midbrain and effects of INOS inhibitor, N-([3-(aminomethyl)phenyl] methyl) ethanimidamide
dihydrochloride (1400W) on ethanol withdrawal-induced anxiety-like behaviour. Male Wistar
rats were forced to consume a liquid diet containing ethanol 6-8 % (v/v) for 15 days as their
only source of diet, then their behavior were tested immediately after last exposure
(intoxicated) or 24 h ethanol withdrawal (WD). The control group received the same diet with
sucrose instead ethanol for energetic balance. Three days before diet exposure ends, started
treatment with (Sal) i.p. for intoxicated and control groups; and Sal or 1400W for withdrawn
group (WD), which was subdivided in 4 subgroups: WD+Sal, WD+1400W 0,75; 1,5 or 3,0
po/kg. The treatment persisted until testing day. OX-42 and iNOS expression were evaluated
by immunohistochemistry and cytokines levels (IL-1a, IL-1(3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
TNF-a, IFN-y e GM-CSF) were analyzed by Luminex™ xMAP. Ethanol withdrawal (WD+Sal)
promoted an anxiogenic-like effect compared to control. Treatment with 1400W 1,5 pg/kg
decreased the anxiogenic-like effect induced by ethanol withdrawal. Intoxicated group
showed OX-42 and iINOS expression increased, while WD+Sal showed only OX-42
increased in both regions compared with control. 1400W administration did not alter OX-42
or INOS. Cytokine levels were not altered in any experimental groups. There results suggest
ethanol intoxication promotes an inflammatory state in DLPAG and DRN, which may be
related with ethanol withdrawal-induced anxiety-like behavior. In the second chapter, we
investigated whether nitric oxide (NO) in the DLPAG is involved in the expression of ethanol
withdrawal-induced anxiety-like behaviour. Male Wistar rats were implanted with guide
cannulae aimed at the DLPAG. The animals were forced to consume a liquid diet containing
ethanol 6-8 % (v/v) for 15 days as their only source of diet. Six days after surgery and 24 h
after ethanol discontinuation, the animals received microinjections of the NO scavenger 2-
(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (carboxy-PTIO),
nonselective nitric oxide synthase inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
selective neuronal nitric oxide synthase inhibitor 1-(2-trifluoromethyl]phenyl) imidazole
(TRIM), selective inducible nitric oxide synthase (iNOS) inhibitor N-([3-(aminomethyl)phenyl]
methyl) ethanimidamide dihydrochloride (1400W) or saline into the DL PAG. Ten minutes
later, the animals were tested in the light/dark box and open field. Carboxy-PTIO (1 nmol), L-
NAME (200 nmol), TRIM (20 nmol), and 1400W (0,3 and 1 nmol) decreased the anxiogenic-
like effects of ethanol withdrawal in rats in the light/dark box test. The NO precursor L-
arginine reversed the effects of L-NAME. These results suggest NO production in the
DLPAG may play a role in the modulation of ethanol withdrawal-induced anxiety-like
behavior in rats. Furthermore, INOS-mediated NO synthesis in the DLPAG is predominantly
involved in the behavioral expression of anxiety-like behavior during ethanol withdrawal.

Keywords: Ethanol, intoxication, withdrawal, neuroinflammation, anxiety, nitric oxide, rats.
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Do uso social ao problematico, o etanol é a droga de abuso mais consumida no
mundo. Os primeiros indicios do consumo humano de bebidas alcodlicas advém do inicio da
Histéria, com registros datados de aproximadamente 6.000 anos, no Egito antigo e na
Babilénia (BERMOND II; TOSE, 2000). Segundo os egipcios, o deus Osiris teria ensinado
0s homens a cultivar uvas e cevada para a fabricacao de bebidas capazes de “inspirar a
alma” (FERNANDES; FERNANDES, 2002).

Desde o inicio de seu consumo, os efeitos do etanol sobre o individuo e a sua
capacidade de alterar o comportamento ja eram conhecidos por todas as diferentes
popula¢cdes que o utilizavam. Hoje, ainda que aceito socialmente, o consumo de etanol sofre
restricdes que tentam controlar ou prevenir o seu uso indevido.

A cada ano, cerca de 2 bilhdes de pessoas consomem bebidas alcodlicas, o que
corresponde a aproximadamente 40% da populacdo mundial acima de 15 anos (ANTHONY,
2009). No Brasil, aproximadamente 12% da populacdo tem problemas com o uso indevido
de etanol, o que gera custos para o Estado, além de prejuizos para o préprio individuo e a
sociedade, representando, em termos nacionais, um dos maiores problemas de saulde
publica (CARLINI et al., 2005).

O uso abusivo desta substancia € um dos principais fatores que contribuem para a
diminuicdo da saulde da populacdo mundial, sendo responsavel por 3,2% de todas as
mortes (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Os custos anuais associados a
ingestdo maciga de etanol e os problemas subsequentes foram estimados em 185 bilhdes
de délares nos Estados Unidos, onde esta droga contribui para cerca de 100.000 mortes por
ano (REHM; GNAM; POPOVA, 2007). Estudos estimam que o Brasil gaste, anualmente,
7,3% de seu Produto Interno Bruto (PIB) com consequéncias de problemas relacionados ao
etanol — desde o tratamento das condicbes médicas até a perda da produtividade
decorrentes do seu uso (GALLASSI et al.,, 2008). Desse modo, a prestacdo de servicos
médicos de qualidade é profundamente afetada pelo consumo de etanol, sendo este
responsavel por grande parte dos recursos financeiros dispendidos com a assisténcia a
satde (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os efeitos do etanol no organismo dependem de uma série de fatores, como
guantidade consumida num determinado periodo de tempo, tipo de bebida, sexo, idade,
peso, condicdes fisicas e psiquicas, presenca de alimentos no esttmago, combinagdo com
outras substancias e desenvolvimento de tolerancia (VIEIRA, 2009).

Alguns estudos indicam que o consumo leve a moderado de etanol exerce um efeito
protetor contra doencas cardiovasculares, diminuindo o risco de morte por doencas
coronarianas (CHIVA-BLANCH et al., 2013). No entanto, o consumo de grandes
guantidades esté associado a inUmeras consequéncias sociais e para a saude, que podem
superar o seu beneficio (BRASIL, 2007).
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A transi¢do do beber moderado ao beber problematico ocorre de forma lenta, tendo uma
interface que, em geral, leva varios anos. O consumo excessivo e prolongado de bebidas
alcodlicas leva ao estado de dependéncia conhecida como alcoolismo ou etilismo, que se
caracteriza como um estado fisioldgico de neuroadaptacdo produzido pela administracdo
repetida, exigindo administracdo continua da droga para evitar a ocorréncia de sindrome de
abstinéncia (STAHL, 2006; LEITE, 2014).

Segundo o que a American Psychiatry Association (2013) define no Manual
Diagnostico e Estatistico de Doencas Mentais - Quinta Edicdo (DSM-V), o individuo que
apresentar dois ou mais dos onze sintomas mostrados abaixo, em um periodo de 12 meses,

pode ser diagnosticado como dependente de alcool, de acordo com a seguinte classificacao:

e Dependéncia leve: presenca de dois ou trés dos onze critérios por um periodo de um
ano;

e Dependéncia moderada: presenca de quatro ou cinco dos onze critérios por um
periodo de um ano;

e Dependéncia grave: presenca de mais de seis dos onze critérios por um periodo de

um ano.

Os 11 critérios sao:

1. Consumo da substancia frequentemente em grandes quantidades, ou por periodo
maior do que o intencionado;

2. Um desejo persistente ou esforgco sem sucesso de diminuir ou controlar o uso da
substancia;

3. Grandes periodos de tempo utilizados em atividades necessarias para obter a
substancia, usa-la ou recuperar-se de seus efeitos;

4. Fissura (craving), ou um forte desejo de consumir alcool,

5. Uso recorrente resultando em incapacidade de cumprir obriga¢des importantes no
trabalho, na escola ou em casa;

6.Uso continuado, apesar de problemas sociais e interpessoais persistentes ou
recorrentes, causados ou exacerbados pelos efeitos do alcool.

7. Reducdo ou abandono de atividades sociais, recreacionais ou ocupacionais por
causa do uso da substancia;

8. Utilizacéo recorrente em situacdes de exposicao a risco;

9. Uso continuado da substéncia, apesar do conhecimento de ter um problema fisico
ou psicoldgico recorrente que tenha sido causado ou exacerbado pela mesma;
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10.Tolerancia, definida por qualguer uma das seguintes opcdes:

a) Necessidade de doses cada vez maiores para se obter os efeitos
observados com a dose usada originalmente.

b)Efeito acentuadamente diminuido com o uso continuado da mesma
guantidade de alcool.

11. Abstinéncia, manifestada por qualquer um dos seguintes critérios:
a)Sindrome de abstinéncia caracteristica para alcool;

b)Alcool (ou uma substancia estreitamente relacionada, tal como um
benzodiazepinico) alivia ou evita sintomas de abstinéncia.

Aspectos farmacoldgicos

Apés a administracdo oral, o etanol é rapidamente absorvido no esttmago e no
intestino delgado e se distribui ha agua corporal total (0,5 - 0,7 L/kg). Os niveis sanguineos
maximos ocorrem cerca de 30 minutos apds o0 consumo, gquando ingerido em jejum
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Durante o consumo, esta substancia potencializa a neurotransmisséo inibitéria do
acido gama-amino butirico (GABA) mediada por receptores do tipo GABAa, acoplados a
canais de cloro (CI), aumentando a condutancia deste ion, o que provoca inibicdo pos-
sinaptica por meio da diminuicao transitéria do potencial de membrana.

O efeito do etanol sobre a neurotransmissdo excitatoria ocorre pela inibicdo de
receptores de glutamato (GLU) do tipo N-metil-d-aspartato (NMDA), e cainato, bem como
dos canais de calcio (Ca?') voltagem dependentes. A ativacdo de receptores GABAa e
inibicdo de receptores de GLU resulta em sintomas como sedacdo e diminuicdo do ténus
muscular observados na intoxicacdo alcoodlica (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997).

E esperado que os efeitos do etanol reduzam a excitabilidade neuronial durante o
consumo agudo, entretanto, o consumo cronico aumenta a densidade de receptores NMDA
e canais de Ca?, além de diminuir a funcdo dos receptores GABAa. Assim, essas
mudancas levam ao aumento da excitabilidade pela ativacdo excessiva do receptor NMDA
guando a administracdo da substancia € interrompida, desencadeando os sinais da
sindrome de abstinéncia que podem incluir convulsdes e até 6bito se ndo tratada a tempo.
(FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). Por outro lado, a administragdo de antagonistas
deste receptor durante a abstinéncia, diminuiu o comportamento tipo ansioso apresentado
por ratos abstinentes no labirinto em cruz elevado (LCE). Estes antagonistas sao utilizados
na clinica, sendo indicados na prevencao de recaidas (KOTLINSKA; BOCHENSKI; 2008).
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Em doses baixas, o etanol provoca desinibicéo, euforia, sensacdo de relaxamento e
bem-estar. Esses efeitos sugerem que ele possa interagir com multiplos sistemas de
neurotransmissores, contribuindo para o reforgo positivo para seu consumo (KOOB; LE
MOAL, 1997). O reforco € teoricamente mediado pelo efeito que as mudancas nos sistemas
GABA e GLU exercem sobre a liberacdo de dopamina (DA) na via mesolimbica, que se
projeta da area tegmentar ventral para o nicleo accumbens (NAc) (Figura 1). A liberagéo de
DA nesta via tem sido relacionada a sensac¢éao de prazer obtida com o consumo de etanol ou
outras drogas de abuso (KOOB; NESTLER, 1997; STAHL, 2006).

drea tegmentar
ventral

circuito de recompensa

Figura 1: Via dopaminérgica mesolimbica. Fonte: SILVA; GARBE, 2014.

Estudos demonstram que a serotonina (5-HT) exerce acdo moduladora da atividade
de neurbnios dopaminérgicos que fazem sinapse no NAc. Sabe-se que o consumo repetido
de etanol inibe o clearance de 5-HT, resultando em estimulacdo da atividade serotoninérgica
(DAWS et al., 2006). Neste sentido, varios autores tém descrito o envolvimento da 5-HT no
efeito motivacional do consumo de etanol, uma vez que a inibicdo da recaptacdo deste
neurotransmissor pela fluoxetina leva a diminuicdo no consumo voluntario de etanol por
ratos, enquanto que a destruicdo de neurbnios 5-HT pela 5-7-diidroxitriptamina aumenta o
consumo da substancia (NEVO; HAMON, 1995; WEISS et al., 1996; SIMON et al., 2001;
STAHL, 2006).

O reforgo positivo obtido com o uso do etanol também se deve a indugdo da
liberacao de opidides enddgenos. O bloqueio de receptores opidides com naltrexona em
humanos dependentes faz com que o opidide liberado ndo resulte em prazer, diminuindo
assim a “fissura” pelo etanol (STAHL, 2006; ROSNER, 2010).
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A norepinefrina (NE) também parece estar envolvida na dependéncia e abstinéncia
alcoolica. O consumo agudo de etanol leva a um aumento na sintese de NE e converséo a
epinefrina, sendo este efeito induzido diretamente pelo etanol, ou mediado pelo efeito
estressor geral causado pelo consumo desta substancia. O consumo crénico leva a
hipoatividade de receptores a2-adrenérgicos devido a neuroadaptagdo (down regulation).
Esses receptores controlam, por retroalimentacdo, a liberagcdo de monoaminas na fenda
sindptica, e, se nao funcionam, a liberacdo é excessiva, resultando em manifestacdes
caracteristicas da atividade simpatica, como tremores e taquicardia (ZALENSKI et al., 2004).

Sendo o etanol uma droga capaz de causar dependéncia, a descontinuacéo de seu uso
cronico esta associada a sindrome de abstinéncia, decorrente de alteracGes neurobiol6gicas
nos mesmos sistemas neurotransmissores envolvidos na dependéncia (KOOB; LE MOAL,
1997; UZBAY et al., 1997). A sindrome de abstinéncia alcodlica em humanos tem inicio de 6
a 24 h apos o ultimo consumo e seus sinais e sintomas incluem o anseio pela substancia ou
“fissura”, além de ansiedade, tremor, irritabilidade, nauseas, taquicardia, distor¢cdes da
percepcédo, agitacdo, alucinacdes, convulsbes e delirium tremens (MUNCIE; YASINIAN;
OGE, 2013). Estes sintomas, muitas vezes, fazem com que o individuo volte a usar a
substancia ndo mais pelo prazer que ela proporciona, mas para amenizar os efeitos
aversivos experimentados na abstinéncia, o que constitui um grande obstaculo no
tratamento clinico do alcoolismo, estando associado a recaida de etilistas abstémios
(BRASIL, 2007).

As alteracdes neurobiolégicas ocorridas durante a abstinéncia de etanol incluem
acOes contrarias as observadas com o consumo crénico, como diminuicao de atividade
gabaérgica, aumento de atividade glutamatérgica, e hiperatividade de receptores
adrenérgicos, relacionadas aos sintomas excitatorios. Além disso, uma diminuicdo de DA e
5-HT no NAc também foi observada, o que possivelmente esté relacionada a sintomas como
disforia e aumento da ansiedade, observados durante a abstinéncia (WEISS et al., 1996;
KOOB; LE MOAL, 1997; TSAI et al., 2007).

Além da participacdo de neurotransmissores classicos, o oxido nitrico (NO) também
parece estar envolvido na abstinéncia de etanol e de outras drogas capazes de causar
dependéncia. Estudos utilizando precursores, doadores e/ou inibidores de sua enzima de
sintese tém reforcado esta hipotese (ADAMS; CICERO, 1997; UZBAY et al., 1997; UZBAY;
OGLESBY, 2001; UZABY; ERDEN, 2003; TODA et al., 2009).
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Oxido nitrico

O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas. Esta
molécula é encontrada na forma gasosa a temperatura ambiente, e possui um elétron
desemparelhado, facilitando sua reacdo com o oxigénio molecular (O2), radical superoxido,
ou metais de transicdo (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Sua estrutura quimica é
extremamente labil, apresentando meia vida de 1 a 10 segundos antes de ser convertido a
nitrito (NO?) e nitrato (NO3) pela acdo do oxigénio e da agua (SNYDER; BREDT, 1992).
Por ser pouco soluvel em agua e muito sollivel em solventes apolares, esta molécula tende
a dissolver-se nas membranas e fases lipidicas das células e se encontra dissolvida em
soluc&o na maioria dos sistemas biol6gicos (LUNDBERG et al., 1995).

O NO estd envolvido em muitos processos fisioldgicos, sendo sintetizado pelas
células endoteliais, células de defesa e certos grupos neuroniais. Entre as diversas fungdes
exercidas pelo NO no organismo, destaca-se seu papel no sistema nervoso central (SNC),
onde influencia a atividade comportamental, a formagcdo da memdria e intensifica respostas
a estimulos de dor (INEC, 2014).

No SNC, o NO é considerado um neurotransmissor atipico (OVTSCHAROFF et al.,
2002), uma vez que se difunde para fora de um neurdnio e para dentro de outro, e um
candidato a receptor foi identificado, o Ferro (Fe) no sitio ativo da guanilato ciclase.
Adicionalmente, o NO difere dos demais neurotransmissores, pois ndo é armazenado em
vesiculas, ndo é liberado por exocitose e ndo age sobre receptores protéicos nas
membranas neuroniais (UZBAY; OGLESBY, 2001).

Sintese do NO

Nos mamiferos, o NO pode ser gerado por trés isoformas diferentes de
da enzima NO sintase (NOS), sendo duas isoformas constitutivas e uma induzida por
estimulo imunolégico. A primeira NOS constitutiva foi descoberta no endotélio vascular,
sendo chamada de NOS endotelial (eNOS), ao passo que a isoforma encontrada no SNC e
no sistema nervoso periférico passou a ser chamada de NOS neuronial (nNOS). A forma
induzida por estimulo imunolégico ou inflamatério € conhecida como NOS induzida (iNOS)
(BREDT, 1991; QUEIROZ; BATISTA, 1999).

A sintese de NO compreende duas etapas: na primeira, seu precursor, L-arginina (L-
Arg) sofre oxidacdo sendo convertido em Ng-hidréxido-arginina, que € posteriormente
oxidado gerando NO e citrulina, com a participacdo da calmodulina (CaM) e oxigénio

molecular (O2). A nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) atua como doador
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de elétrons nesta reacdo (MAYER et al., 1991, UZBAY et al., 2001; FORSTERMANN;
SESSA, 2011) (Figura 2).

" 0,. Ca**/CaM o — Citrulina
L-arginina » OH-Arginina >+
oS O./NADPH NO

Figura 2: Biossintese de NO (Ca?/CaM = calcio/calmodulina; NADPH= nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato; NOS= éxido nitrico sintase; NO= éxido nitrico). Modificado de Uzbay; Oglesby,
(2001).

A nNOS e a eNOS s&o enzimas calcio/CaM (Ca?*/CaM)-dependentes constitutivas
(BREDT et al. , 1991). Na presenca de altas concentracdes de Ca?*, a CaM se liga a estas
NOSs ativando-as. J4& a ligagdo da iINOS a CaM ocorre mesmo em baixissimas
concentracdes intracelulares de Ca?", sendo sua atividade induzida por estimulos
imunoldégicos ou inflamatérios, como lipopolissacarideo bacteriano - LPS e/ou citocinas que
estimulam sua sintese (HENEKA et al., 2000). A ativacao das isoformas constitutivas nNOS
e eNOS produzem NO em quantidades nanomolares por curto periodo de tempo (segundos
e minutos) (NATHAN et al., 1992), enquanto a induc¢éo da iINOS catalisa altos niveis de NO
na ordem de micromolar, por longos periodos de tempo (NATHAN; XIE, 1994, QUEIROZ;
BATISTA, 1999). O NO formado pelas NOSs pode atuar sobre diversos alvos protéicos,
sendo a ativagdo da gualilato ciclase sollvel e a geracdo de guanidina monofosfato ciclico
(GMPc), um de seus papéis fisiologicos mais importantes (KNOWLES et al.,, 1989;
GARTHWAITE, 1991).

No cérebro, as trés isoformas da enzima NOS s&do expressas e, embora cada
isoforma possa desempenhar um discreto papel fisiolégico, o NO gerado pode atuar tanto
em processos fisiolégicos como patolégicos (DUNCAN; HEALES, 2005).

A producdo de NO pela nNOS ocorre em sinapses glutamatérgica, onde, apos
estimulo do neurdnio pré-sinéptico, ocorre liberagdo de GLU que vai se ligar aos receptores
NMDA pés-sinapticos. Enquanto persistir esta unido (glutamato/receptor NMDA), o Ca?
sera capaz de entrar no citoplasma do neurénio pés-sinaptico se ligando a CaM, o que gera
a ativacdo da nNOS e a producdo de NO. O NO produzido pode atuar como mensageiro
retrégrado, estimulando a producdo de GMPc, que podera promover a fosforilacdo de
proteinas, abertura de canais ibnicos e/ou liberacdo de outros neurotransmissores
(QUEIROZ; BATISTA, 1999) (Figura 3).
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Assim, no SNC, a nNOS medeia a regulacdo do long-term potentiation (IZUMI;
CLIFFORD; ZORUMSKI, 1992). A comunicacao retrograda mediada pela nNOS tem sido
implicada na modulacao de processos neurofisioldgicos como, aprendizado, formacédo de
memoria e neurogénese, e a administracdo de inibidores desta isoforma tem mostrado um
prejuizo destas funcbes (ZHOU; ZHU, 2009).

mensagem retrégrada
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Figura 3: Sintese de 6xido nitrico (NO) a partir da ativagao da enzima NO sintase neuronal (nNOS) e
seu mecanismo de atuagdo como mensageiro retrégrado. sCG: Guanilato ciclase soluvel, cGMP:
guanidina monofosfato ciclico (Fonte: INEC, 2009).

A eNOS é expressa principalmente em células endoteliais. No entanto, esta
isoformas também tem sido detectada em midcitos cardiacos, plaquetas e certos neurdnios
do cérebro (FORSTERMANN, 2000). Além da ativagdo dependente de Ca?* intracelular, a
eNOS também pode ser ativada por estimulos que ndo produzem aumento sustentado
deste ion, e ainda assim induzem uma liberacdo de NO pela fosforilagdo da enzima pela
proteina quinase ativada (FULTON et al., 1999; FLEMING; BUSSE, 2003).

O NO produzido no endotélio vascular via eNOS, independente do estimulo, ativa a
guanilato ciclase levando ao aumento de producédo de GMPc, que induz a musculatura lisa
adjacente ao relaxamento (Figura 4), causando vasodilatacdo, com consequente aumento
do fluxo sanguineo e diminuicdo da presséo arterial (RAPOPORT; RAZNIN; MURAD, 1983).
No SNC, o NO é um poderoso vasodilatador, mantendo o fluxo sanguineo cerebral basal e

levando a aumento desse fluxo sob atividade neuronial intensa.
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Figura 4: Sintese de oxido nitrico (NO) a partir da enzima NO sintase endotelial (eNOS) e sua
atuacdo sobre o relaxamento muscular. L-Arg: L-Arginina, sCG: Guanilato ciclase solavel, GTP:
Guanosina trifosfato, cGMP: guanidina monofosfato ciclico. (Fonte: Elaborada pela autora).

A INOS ndo € comumente expressa em condi¢des fisiolégicas, mas pode ser
induzida por estimulos como lipopolissacarideo bacteriano-LPS, citocinas, e até drogas de
abuso como o etanol. Uma vez expressa, sua ativagdo se mantém independente da
concentracdo de Ca?* intracelular.

Esta isoforma foi identificada primeiramente em macrofagos, mas no SNC tem sido
descrita em microglias e astrocitos durante a manifestacdo de respostas imunes inatas
(SAGIN et al.,, 2004). O controle da expressdo da iINOS ocorre em nivel de transcri¢cao.
Embora o mecanismo de indugcédo ainda ndo esteja completamente esclarecido, o fator de
transcricao nuclear kB (NF-kB) parece estar relacionado com a inducdo desta isoforma da
NOS em resposta a infecgdes e leséo tecidual.

A INOS, quando induzida em macrofagos, produz grandes quantidades de NO, que
representam o principio citotoxico destas células. Devido a alta afinidade pelo Fe, o NO
pode inibir enzimas que contém este metal em seus centros cataliticos (Figura 5). Além
disto, altas concentracBes de NO podem interferir com o DNA de células alvo, provocando
ruptura e fragmentacéo de seus filamentos. A combinacdo destes efeitos forma a base da
atividade citostética e citotoxica do NO sobre microorganismos, certos parasitas e células
tumorais (FORSTERMANN; SESSA, 2011) (Figura 5).
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Altos niveis de NO, além de serem tOxicos para microorganismo, parasitas e células
tumorais, quando liberados em locais errados, também podem prejudicar células saudaveis.
A grande maioria de doencas inflamatdrias e auto-imunes é caracterizada por uma
abundéancia de macréfagos e neutrofilos ativados, com quantidades significativas de NO
secretadas por estas células, levando a danos no tecido adjacente (FORSTERMANN;
SESSA, 2011).

No SNC, a iNOS pode ser considerada um componente chave no processo
inflamatério e na resposta a injaria tecidual. No cérebro, a neurodegeneracédo inflamatoria
contribui para um grande numero de doencas cerebrais. Os mecanismos pelos quais
micréglias e astrocitos matam neurdnios incluem a ativacdo microglial e expressado de iNOS
por células da glia, mecanismos estes, que combinados levam a apoptose via producéo de
ONOO’, e o aumento de NO por esta via resulta em liberacdo de glutamato e

excitotoxicidade.
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Figura 5: Sintese de O6xido nitrico (NO) a partir da enzima NO sintase induzida (iINOS) e seu
mecanismo de citotoxicidade. L-Arg: L-Arginina, Fe: Ferro. (Fonte: Elaborada pela propria autora)

NO e drogas de abuso

Substancias de abuso como anfetaminas, cocaina e outros psicoestimulantes sao

utilizadas por sua capacidade de causar estimulacdo motora e euforia. Evidéncias

24



experimentais indicam que o NO participa das manifestacbes motoras e comportamentais
durante o consumo de drogas de abuso. Varios trabalhos tém mostrado que a administracéo
do inibidor ndo seletivo da NOS, N(G)-nitroarginina metil éster (L- NAME) e do seletivo para
nNOS 7-Nitroindazol (7NI), por si sO, afetam a atividade locomotora de camundongos e
ratos (CELIK; ZAGLY; UZBAY, 1999). Estes inibidores, quando administrados durante o
tratamento com psicoestimulantes, reduzem a hiperatividade locomotora induzida pelos
Ultimos. Por outro lado, a administracdo de doadores de NO parece potencializar essa
atividade (CELIK; ZAGLY; UZBAY, 1999; UZBAY; OGLESBY, 2001).

Além da participacdo na atividade locomotora durante o uso, o NO também parece
estar envolvido na sindrome de abstinéncia provocada pela interrupcdo do uso de
psicoestimulantes. Em 2000, Loftis e Janowsky demonstraram uma supra-regulacdo
momentanea da nNOS em regifes corticais, evidenciada durante a abstinéncia de 24 h de
cocaina, utilizando técnica de imunohistoquimica para detec¢do desta isoforma. De acordo,
Nasif e colaboradores (2010) mostraram que a inibicdo da nNOS preveniu a sensibilizacao
motora e excitabilidade de células piramidais de ratos durante a abstinéncia de cocaina. A
administracao do inibidor ndo seletivo da NOS N-G-nitro-L-arginina metill éster (L-NAME),
também atenuou os sinais de abstinéncia de cocaina e de agonista opioide (WIN 55212-2),
evidenciada pela diminuicdo da taxa de locomocéo de planéarias, mostrando que sistemas
opioides também podem ser influenciados pelo NO (RAWLS et al., 2006).

A ativacao de receptores opidides p induz a expressao de nNOS, mediada por canais
NMDA via influxo de Ca? intracelular (GARZON; RODRIGUEZ-MUNOZ; SANCHEZ-
BLAZQUEZ, 2012). Estudos sugerem que o aumento de NO por esta via esta relacionado a
dependéncia e abstinéncia de opidides como a morfina. A administracao subcrénica de 7-NI
atenuou a tolerancia ao efeito analgésico da morfina em ratos (SANTAMARTA; ULIBARRYI,
PINEDA, 2005). Karami e colaboradores (2014) mostraram que a administragcdo do
precursor de NO, L-Arg, na amigdala central potencializa os sinais de abstinéncia de morfina
como dog shaking e grooming em ratos; enquanto o tratamento com os inibidores NO-
MICRON-nitro-L-arginina-p-nitroanilina (LNAPNA) ou 7-NI, no lécus coeruleus, ou na medula
espinal, reduz os sinais da abstinéncia, reforcando a participacdo do NO neste processo
(JAVELLE et al., 2002; LIU; QIAN, 2012). Como o mecanismo de a¢do da nicotina também
envolve a ativacao de receptores opidides, o papel do NO nos processos de dependéncia e
abstinéncia desta substancia parece ser semelhante ao observado com agentes opidides.
Um aumento na expressao de NOS, foi observado no nucleo dorsal da rafe (NDR) e locus
coeruleus de ratos expostos a nicotina (OKERE; WATERHOUSE' 2013), enquanto a
administracao de inibidores de nNOS atenuou os sinais de abstinéncia a esta substancia,
sugerindo a possivel utilizacdo destes inibidores no tratamento do tabagismo (MALIN et al.,
1998; JAIN; MUKHERJEE; MOHAN, 2008).
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A sindrome de abstinéncia de etanol também parece ser influenciada pela agcédo do
NO. Em 2003, Uzbay e Erder avaliaram o efeito da L-Arg durante a abstinéncia de etanol em
ratos, utilizando uma escala de parametros comportamentais que incluiu itens como postura
e marcha anormal, agitacdo, e rigidez da cauda, e observaram um aumento dos sinais de
abstinéncia com a administracao do precursor do NO.

Além disso, a administragdo do doador de NO, dinitrato de isosorbida, aumentou a
severidade de alguns sinais da sindrome de abstinéncia de etanol em ratos, como a
diminuicdo do tempo de duracdo do reflexo no teste de reflexo de endireitamento. A
avaliacdo deste mesmo parametro apdés a administracdo do inibidor da NOS, L-NAME,
verificou um aumento do tempo de duracéo e diminuicdo da perda de reflexo induzida pela
abstinéncia de etanol (ADAMS; CICERO, 1995; ADAMS et al., 1997). A administragdo do
mesmo inibidor resultou ainda em diminui¢do de alguns sinais de abstinéncia como tremor,
rigidez da cauda e hiperatividade em ratos (ADAMS; CICERO, 1997, UZBAY et al., 1997).

Estudos utilizando técnicas indiretas também tém mostrado a participacdo do NO na
abstinéncia de etanol. Em 2001, Goéren e colaboradores mostram um aumento na
concentracao de L-citrulina no corpo estriado de ratos submetidos a abstinéncia de etanol, a
partir da primeira hora apés o fim do consumo. Estudos em humanos também mostraram o
possivel aumento do NO durante a abstinéncia alcodlica, evidenciado pelo aumento de NOy»
INOz™ no sangue de pacientes alcollatras em abstinéncia, comparado com o controle, ndo
alcoolicos (YUKSEL et al., 2005).

Dentre os trabalhos que mostram o aumento do NO durante a abstinéncia de etanal,
o envolvimento da iINOS também tem sido descrito. Um aumento na expressdo desta
isoforma da NOS e da ciclooxigenase tipo 2 (COX-2) foi observado no hipocampo e
cerebelo de ratos 24 h ap6s a descontinuacéo do consumo crénico de etanol (PASCUAL et
al., 2007). Recentemente, Abdel-Zaher e colaboradores (2013) mostraram que
camundongos tratados com timoquinona, uma substancia presente no 6leo essencial das
sementes de Nigella sativa e descrita como inibidora da iNOS (EL-MAHMOUDY et al.,
2002), apresentaram uma diminuicdo dos sinais de abstinéncia a morfina como jumping,
rearing, tremor de patas e bater de dentes, sendo este efeito revertido pela administracdo
concomitante de L-Arg.

O aumento de NO durante a exposicdo e abstinéncia de etanol parece ser
acompanhado de alteracao de outros mediadores inflamatérios como citocinas e de COX-2
(VALLES et al., 2004; FERNANDEZ-LIZARBE; PASCUAL; GUERRI, 2009), sugerindo a

ocorréncia de resposta inflamatéria neste processo.
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Dependéncia de etanol e neuroinflamacéo

Além dos efeitos sobre os diversos neurotransmissores, 0 consumo cronico de etanol
tem sido relacionado a inflamagéo no SNC. Evidéncias apontam que a exposi¢ao ao etanol
pode alterar niveis de mediadores inflamatérios como as citocinas, a expressao de iNOS e
COX-2 (VALLES et al., 2004; FERNANDEZ-LIZARBE; PASCUAL; GUERRI, 2009), além de
provocar modificagbes microgliais (HE; CREWS, 2008), sugerindo o envolvimento da
resposta imune inata nesse processo.

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa contra patégenos e nao
requer exposicao prévia a antigenos estranhos para ser acionada. No SNC, as microglias
sdo as principais células efetoras deste tipo de resposta (KOFLER; WILEY, 2011; SOSA;
FORSTHUBER, 2011). Em condi¢Bes normais, as microglias desempenham vérias fungées
homeostéaticas e estdo envolvidas na plasticidade sinaptica e neurotransmissdo. Em
situacfes patoldgicas estas células sdo ativadas, e liberam uma variedade de mediadores
pré-inflamatorios, tais como citocinas, espécies reativas de oxigénio, e 6xido nitrico, os quais
devem, eventualmente, causar destruicdo neuronial, o que € observada em vérias doencas
do SNC (STOLL; JANDER, 1999; WEITZ; TOWN, 2012; CHUNG et al., 2013).

Evidéncias indicam que a exposicdo as drogas de abuso, como o etanol, leva a
ativacdo microglial, com consequente ativacao do fator de transcricdo NF-kB e aumento da
expressao de genes da imunidade inata, como citocinas, INOS e COX-2 (CREWS et al.,
2006; HE; CREWS, 2008; ZOU; CREWS, 2010).

Além do componente celular, representado principalmente pelas microglias, a
resposta inata cerebral inclui componentes moleculares como as citocinas. As citocinas sédo
polipeptidios ou glicoproteinas extracelulares hidrossolUveis produzidas por diversos tipos
de células por meio da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitdgenos. Estes
mediadores quimicos, com frequéncia, sdo formados em cascata, ou seja, uma citocina
estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas que podem atuar por mecanismos
paracrinos (em células vizinhas) ou autdcrinos (nas proprias células produtoras) (LIN;
CALVANO; LOWRY, 2000; SOMMER; WHITE, 2010).

Diferentes tipos de células podem secretar a mesma citocina, € uma Unica citocina
pode agir em diversos tipos de células, fendbmeno este denominado pleiotropia. Além disso,
estes mediadores podem ser redundantes em suas atividades, ou seja, acbes semelhantes
podem ser desencadeadas por diferentes citocinas (ZHANG, 2007). Estas a¢bes se dao por
meio de ligacBes a receptores especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam
a transcricdo génica. Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciacao, a
proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica, além de regular a producdo de outras

citocinas, que podem aumentar (proinflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a resposta
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inflamatoria. Dentre as principais citocinas consideradas proinflamatérias, destacam-se
interleucinas (IL) 1 alfa e beta (IL-1a e IL-1B), IL-2, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a); e as anti-inflamatorias IL-4, e IL-10 (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997;
SOMMER; WHITE, 2010).

O estado neuroinflamatério evidenciado por ativacdo microglial, aumento dos niveis
de citocinas e da expressdo de INOS e COX-2, tem sido relacionado as alteracbes
comportamentais observadas durante o consumo e abstinéncia de etanol. Injecdes
intracerebrais de citocinas aumentam o comportamento tipo ansioso induzido pela
abstinéncia de etanol em ratos submetidos ao teste de interacdo social (BREESE et al.,
2008; KNAPP et al., 2011). Alguns autores mostraram ainda que enguanto o consumo de
etanol induziu genes da imunidade inata no cérebro, como TNFa, IL-18, IL-6, INOS e COX-
2, a inibicdo de citocinas proinflamatorias, diminui a sensibilidade para neurotoxicidade
glutamatérgica e o comportamento tipo ansioso durante a abstinéncia (KNAPP; CREWS,
1999; ZOU; CREWS, 2010; CREWS; ZOU; QIN, 2011). Além disto, o tratamento com o anti-
inflamatorio indometacina reduziu a inducéo de INOS e COX-2, e preveniu o déficit cognitivo
e motor induzido pela exposi¢céo crénica ao etanol (PASCUAL et al., 2007).

Recentemente, Freeman e colaboradores (2012) demonstraram em ratos, 48 h apés
a retirada do etanol, um aumento na expressdao de RNAmM de TNF-a e iNOS no nucleo
central da amigdala (CeA) e complexo vagal dorsal (DVC), dois nlcleos anatomicamente
conectados e com papel viscerosensorial importante. Estes resultados sugerem que sinais
inflamatérios estdo presentes em regibes cerebrais associadas com a instabilidade
emocional e autondémica durante a abstinéncia de etanol.

Além da CeA e DVC, estudos neuroanatbmicos tém mostrado que regides
mesencefalicas como a substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL) e NDR
também estdo associadas ao comportamento ansioso tipico da abstinéncia. A ativacao
neuronial destas duas regifes foi observada em ratos durante abstinéncia de 24 e 48 h, a
gual foi acompanhada de aumento de ansiedade evidenciado pela diminuicdo da distancia
percorrida no campo aberto (BONASSOLI; MILANI, DE OLIVEIRA, 2011).

Substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral e abstinéncia de etanol

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) é uma regido que circunda o aqueduto
cerebral e compreende cerca de 10% do mesencéfalo de mamiferos como, o homem, o gato
e o0 rato. Sua localizacdo, entre o romboencéfalo e o diencéfalo, lhe proporciona uma
posi¢cdo privilegiada para participar dos diversos sistemas através de uma rede de conexdes

ascendentes e descendentes. E uma das partes do encéfalo que menos sofreu mudancas
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no curso evolutivo sugerindo que a mesma esteja envolvida em importantes funcdes de
protecdo ou regulagdo homeostatica que requerem essa aparente estabilidade (BEITZ,
1982; CARRIVE, 1993). Foi demonstrado que a estimulacdo elétrica do teto mesencefalico
do homem produz o0 mesmo padrao de respostas somaticas e afetivas relativas ao medo e
ansiedade que a estimulacdo desta mesma regido em animais de laboratério, suportando a
idéia de que esta estrutura participaria ativamente na expressdo destes comportamentos
(NASHOLD et al., 1969).

Bandler e colaboradores (1991), em estudos anatdmicos com tracadores retrogrados
e anterégrados e mapeamento funcional com microinjecdo de aminoacidos excitatdrios,
dividiram a SCP em colunas com nitidas diferenc¢as funcionais entre as mesmas. Entre elas,
destaca-se a regido dorsolateral (SCPDL), que € ativada em situacdes que provocam
reacdes de confronto ou a fuga do estimulo estressor (KEAY; BANDLER, 2001).

Neurdnios nitrérgicos foram observados por técnicas imunohistoquimicas na SCPDL,
onde formam uma coluna orientada longitudinalmente (ONSTOTT; MAYER; BEITZ, 1993)
(Figura 6). A grande quantidade de neurbnios nitrérgicos localizados nesta regido sugere o
envolvimento do NO em fun¢cbes mediadas por esta estrutura, como a manifestacdo da

ansiedade, por exemplo.
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Figura 6: Diagrama representativo da substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL) (A).
Fotomicrografia de seccdo coronal (40pum) da SCPDL de ratos (B). Nota-se a presenca de neurénios
NADPH-diaforase positivos que delimitam a coluna dorsal da SCPDL. Aq: Aqueduto de Sylvius.
(Fonte: Elaborado pela propria autora, modificado do Atlas Paxinos e Watson (1997).

De fato, varios estudos reforcam a participacdo do NO nas reacdes de medo e
ansiedade mediadas pela SCPDL. Estes trabalhos mostram uma diminuicdo da ansiedade
ap6s administracdo de inibidores da NOS diretamente nesta regido cerebral (AGUIAR,;
GUIMARAES, 2009; TONETTO et al., 2009). Além disso, a administracdo de doadores de

NO diretamente nesta estrutura causa um aumento nas reacfes de defesa, caracterizadas
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por reacdo de fuga (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000; BRAGA; AGUIAR;
GUIMARAES, 2009).

Estudos classicos ja citavam a SCP como uma via final a respostas defensivas.
Estes estudos mostraram que a estimulacdo elétrica de estruturas como amigdala e
hipotalamo medial podem induzir respostas defensivas como, comportamento de fuga e
congelamento, as quais sdo permanentemente abolidas apdés lesdes na SCP
(HUNSPERGER, 1963; GRAEFF, 1994). O contrario nao € verdadeiro, pois, nem lesdes no
telencéfalo, nem no hipotdlamo bloqueiam respostas defensivas provocadas pela
estimulacdo da SCP (HUNSPERGER, 1963, TOMAZ et al., 1988).

Alteracdes comportamentais e somaticas semelhantes as obtidas através da
estimulacao elétrica da SCP foram observadas durante o estado de abstinéncia a drogas de
abuso, como o etanol (BRANDAO et al., 1999; VIANNA et al., 2001). Experimentos
utilizando a estimulagéo elétrica in vivo diretamente na SCPDL demonstram que animais
submetidos a abstinéncia de etanol por 48 h apresentam diminuicdo do limiar de
congelamento e fuga (CABRAL et al., 2006). A técnica de estimulacdo elétrica aplicada a
neurbnios da SCP in vitro, obtidos de ratos em abstinéncia de etanol, também mostrou
diminuicdo do limiar de estimulacdo necessario para desencadear um potencial de acao
(YANG et al., 2002). Além disto, a microinje¢cdo de acido DL-2-amino-7-fosfonoheptandico,
um antagonista de receptores NMDA, na porcao ventrolateral da SCP de ratos durante a
abstinéncia de etanol bloqueou a susceptibilidade a convulsées audiogénicas, indicando que
esta regido desempenha um papel chave na excitabilidade neuronial, durante a abstinéncia
ao etanol (YANG et al., 2003).

Nucleo dorsal da rafe e abstinéncia de etanol

O NDR é uma porcao do nucleo da rafe (NR) localizada na por¢do anteroinferior do
mesenceéfalo. Andlises anatdmicas demonstram que o NDR envia proje¢des para a SCPDL
e as colunas laterais e dorsomedial da SCP emitem projecdes preferencialmente para a
regido caudal do nucleo da rafe (KALEN et al., 1985; HERMANN et al., 1997). O NDR
também envia projecdes serotoninérgicas excitatérias para a amigdala e cortex pré-frontal.
Por outro lado, esta estrutura recebe projecdes glutamatérgicas de varias regiées do SNC,
tais como o cértex pré-frontal e nacleos do hipotalamo; projecdes gabérgicas da SCPDL;
projecbes dopaminérgicas da area tegmentar ventral; e projecdes noradrenérgicas do locus
coerulus (LEE et al., 2003).

Embora esta estrutura, contenha a maior concentracdo de neurdnios

serotoninérgicos no cérebro, pelo menos 50% séao células sdo nao-serotoninérgicas (nao-5-
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HT) (STEINBUSCH et al., 1980; DESCARRIES et al., 1982). Um dos principais fenétipos
ndo-5-HT presentes sdo as células que expressam NOS (JOHNSON; MA, 1993). Os
neurdnios que contém esta enzima apresentam uma distribuicdo topografica nica em todo
o0 NDR (VASUDEVA et al., 2011).

A presenca de NO nesta estrutura tem sido implicada na modulacéo de respostas de
ansiedade a estimulos diversos incluindo a abstinéncia de etanol (BATISTELA, 2009). Um
aumento da ativacdo de neurdnios nitrérgicos, evidenciado pelo aumento de células
duplamente marcadas (c-Fos + NADPH-d positivas), foi observado no NDR de ratos apos
exposicdo ao LCE (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). O mesmo padrdo de ativacido foi
observado por Bonassoli e colaboradores (2011), 24 e 48 h ap6s a descontinuacdo do
consumo cronico de etanol. Em 2008, Spiacci Jr e colaboradores mostraram que a
administracdo de inibidores da NOS, ndo seletivo, L-NAME e seletivo para nNOS, 7-NI,
diretamente do NDR diminuiu 0 comportamento tipo ansioso de ratos avaliados no LCE. E
no ano seguinte, Batistela e colaboradores (2009) observaram que a administracdo de L-
NAME na mesma estrutura resultou em diminuicdo dos sinais da ansiedade em ratos
avaliados no LCE, 48 h ap06s a descontinuacdo do consumo cronico de etanol. O mesmo
nao foi observado com a administracdo de 7-NI, no mesmo periodo, mostrando o possivel

envolvimento de outras isoformas da NOS neste processo (BATISTELA, 2009).
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Justificativa

A complexidade dos mecanismos de acdo do etanol e o crescente interesse da
comunidade cientifica no estudo do envolvimento de sistemas de neurotransmissdo central
levam ao surgimento, cada vez maior, de novos estudos e teorias sobre a relagdo destes
sistemas com os efeitos do consumo e abstinéncia de etanol. Apesar disto, ainda ha
dificuldades em estabelecer uma terapia mais eficaz para o tratamento da dependéncia que,
s6 serdo sanadas, com o melhor entendimento das estruturas cerebrais, sistemas de
neurotransmissores e fendmenos de neuroadaptacdo envolvidos no consumo de etanol.

Os atuais tratamentos da dependéncia alcodlica incluem programas sociais como, 0S
Alcodlicos Anbénimos (AA), comunidades terapéuticas, acompanhamento psicolégico e
tratamentos farmacol6gicos. Quando necessério, a intervencdo é feita principalmente com
drogas aversivas como o dissulfiram ou drogas capazes de reduzir o desejo intenso de
beber como naltrexona e o acamprosato. Estes dois ultimos, quando combinados, vao atuar
sobre diferentes aspectos do uso de etanol, sendo a naltrexona responsavel por diminuir o
consumo e o acamprosato por estabilizar a abstinéncia (KAMKOONG, 2006)

N&ao ha evidéncias de que estes medicamentos desenvolvam tolerancia ou sintomas
de abstinéncia quando cessado o tratamento, mas, apesar de seus beneficios, podem
causar efeitos hepatotoxicos, principalmente para individuos com doencas hepaticas
clinicamente significantes, como a cirrose.

Na tentativa de amenizar sintomas excitatorios da abstinéncia de etanol, varios
psicofarmacos séo utilizados, sendo os benzodiazepinicos (BZD) a medicacao de primeira
escolha, administrados conforme a intensidade dos sintomas de agitacéo e convulsées. Esta
classe de medicamentos atua como depressora do SNC e sua eficicia na abstinéncia esta
baseada na tolerancia farmacoldgica cruzada com o etanol.

Apesar da eficacia, o uso de BZD no tratamento da dependéncia/abstinéncia, esta
associado a elevada incidéncia de tolerancia, dependéncia e a ocorréncia da sindrome de
abstinéncia quando se interrompe ou diminui o seu uso (BRAZ, 2003). Estas caracteristicas,
somadas a possibilidade de abuso dessas drogas durante a detoxificacdo alcodlica e efeitos
colaterais desses compostos, como a inibicdo cognitiva e a sedacao, limitam seu uso na
clinica. Além dos BZD, outros depressores como 0s barbitdricos, e antipsicéticos como o
haloperidol, também podem ser utilizados para controlar as manifestagfes excitatorias e
alucinagdes, respectivamente (LARANJEIRA, 2000).

Semelhante ao que se observa com BZD, os barbitlricos também levam ao quadro
de tolerancia e dependéncia, seguidas de sindrome de abstinéncia, quando seu uso é
interrompido. A desvantagem desse grupo em relagdo aos BZD se deve ao fato de que a

acdo inibitéria desta classe de drogas, ao contrario dos BZD, ocorre de maneira

32



independente de GABA enddgeno, o que aumenta o risco em casos de abuso (SILVA,
2010).

Devido aos inconvenientes observados com os tratamentos atuais, como toleréncia,
dependéncia e até sindrome de abstinéncia medicamentosa, novas terapias visando uma
melhoria no tratamento da dependéncia de etanol, constituem uma necessidade urgente.

Dada a importancia da sindrome de abstinéncia de etanol como agente causador de
recaidas em etilistas abstémios, uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos
neste processo pode auxiliar a pesquisa de novos tratamentos e, assim, contribuir para a
recuperacao dos dependentes. Neste sentido, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os
efeitos da intoxicacdo e abstinéncia de etanol sobre os parametros neuroinflamatérios em
estruturas cerebrais relacionadas a ansiedade, bem como avaliar os efeitos da inibicdo da

NOS sobre o comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de etanol.
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EFEITOS DA IN]’OXICA(}AO E ABSTINENCIA DE ETANOL SOBRE
PARAMETROS,NEUROINFLAMATORIOS‘EM REGIOES
MESENCEFALICAS RELACIONADAS A ANSIEDADE
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1 INTRODUCAO

A relagcdo entre consumo cronico de etanol e a abstinéncia é complexa e de
interesse devido a grande incidéncia de abuso desta substancia, a dependéncia por ela
causada e ao impacto potencial sobre a saude neurolégica e emocional (KELLEY;
DANTZER, 2011). A falta de terapias farmacologicas eficazes para o tratamento da
dependéncia alcodlica torna ainda mais urgente o entendimento dos mecanismos
neurobiol6gicos envolvidos nesta condicao.

Embora inUmeros fatores ja tenham sido implicados no inicio e sustentacdo do
abuso de etanol e dependéncia, a desregulagdo no sistema neuroimune tem ganhado
destaque (VALLES et al., 2003; PASCUAL et al., 2007; BREESE et al., 2008; HE; CREWS,
2008; QIN et al., 2008; ALFONSO-LOECHES et al., 2010; CREWS et al., 2011; KNAPP et
al.,, 2011; PASCUAL et al.,, 2011; CREWS et al.,, 2013). Evidéncias apontam que a
exposicao ao etanol pode alterar mediadores inflamatérios como citocinas e 6xido nitrico
(NO) (VALLES et al., 2004; FERNANDEZ-LIZARBE; PASCUAL; GUERRI, 2009), além de
provocar modificagdes microgliais (HE; CREWS, 2008), sugerindo o envolvimento da
resposta imune inata nesse processo.

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa contra patégenos e nao
requer exposicdo prévia a antigenos estranhos para ser acionada. No sistema nervoso
central (SNC), a principal func@o da resposta imune inata é realizada pela microglia, célula
residente que, quando ativada, apresenta atividade fagocitica, apresentadora de antigeno e
secretora de mediadores inflamatérios (KOFLER; WILEY, 2011; SOSA; FORSTHUBER,
2011). Em condi¢des patoldgicas, astrécitos (FLOREANI et al., 2010), células endoteliais
(YU et al., 2011) neurdnios (YU et al., 2011) e até leucécitos infiltrados (THIBEAULT et al.,
2001; KASSNER et al., 2009), podem também contribuir para a manifestacdo da resposta
imune.

O cérebro saudavel contém microglias ramificadas nao ativadas, conhecidas por
sustentar o tecido cerebral e regular as sinapses (GRAEBER, 2010). Estas células
apresentam um baixo limiar de ativacdo, podendo ser estimuladas por diversos fatores tais
como, estresse, infec¢do, exposicdo ao etanol e outras drogas de abuso (SHPARGEL et al.,
2008). A ativacdo microglial leva a alteracdo de sua morfologia, evidenciada por
alargamento celular, associado a ativacdo do fator de transcricdo kB (NF-kB, do inglés
nuclear factor kappa B).

Varios estudos mostram que o etanol induz a transcricdo génica mediada por NF-kB.
Um aumento na atividade de NF-kB no cérebro de ratos foi descrito por Ward e
colaboradores (1996), 30 min apdés a administracdo intraperitoneal de etanol. Crews e

colaboradores (2006), mostraram um aumento da ligacdo NF-kB-DNA no cérebro de ratos
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tratados com altas doses de etanol por um periodo de 4 dias (CREWS et al., 2006); o
mesmo aumento foi observado em culturas de células hipocampais humanas obtidas de
alcodlatras postmortem (ZOU; CREWS, 2006). Um aumento nos produtos da transcricdo de
genes alvo do NF-kB, como as interleucinas 1 (IL-1B) e 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a
(TNFa, do inglés tumor necrosis factor a), além de enzimas como a 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) foi observado em cultura de células do hipocampo de ratos submetidos ao
consumo crénico de etanol (ZOU; CREWS, 2010), enquanto um aumento nos niveis das
citocinas TNF-a e IL-18 bem como de iINOS e COX-2 também foi observado em cultura de
microéglias e de astrécitos de ratos submetidos a exposicéo crbnica ao etanol (VALLES et al.,
2004; FERNANDEZ-LIZARBE et al.,, 2009). O aumento destes mediadores inflamatérios
estimula a transcricdo de NF-kB pela propria célula que o secretou e por células proximas,
indicando que a ativagdo do NF-kB desencadeada pela exposi¢cdo ao etanol se mantém por
meio de alcas de sinalizacdo autdcrina e paracrina, que levam a um aumento persistente
destes mediadores (QIN et al., 2008; ZOU; CREWS, 2010; CREWS; ZOU; QIN, 2011).

Embora muitos trabalhos mostrem que a exposi¢édo crbnica ao etanol ativa processos
neuroinflamatorios inatos (CREWS, 2006; BREESE et al., 2008; CREWS et al., 2011; ZOU;
CREWS, 2010), os mecanismos pelos quais a neuroinflamacdo pode influenciar o
comportamento dos individuos expostos a intoxicacdo e abstinéncia de etanol, sdo pouco
entendidos.

O aumento da INOS, bem como de outros marcadores de neuroinflamacdo durante
o consumo de etanol tem sido relacionado a alteragBes comportamentais caracteristicas da
dependéncia e retirada. Em 2008, Breese e colaboradores, mostraram que injecbes
cerebrais de citocinas, aumentam a ansiedade induzida pela dependéncia de drogas de
abuso durante a abstinéncia. Liu e colaboradores (2000) observaram que a administracéo
de naloxona, um antagonista opibide utilizado no tratamento da dependéncia, também
bloqueia a ativagdo microglial e a indug&o de genes da resposta imune inata em cultura de
células mesencefélicas obtidas de ratos abstinentes de etanol. Tal constatacdo sugere a
participacdo deste bloqueio na manifestacdo do efeito terapéutico da naloxona. Uma
diminuicdo dos sinais de ansiedade também foi observada em ratos abstinentes tratados
com o inibidor de receptores de citocinas préinflamatérias, SL327, e avaliados no teste de
interacdo social (KNAPP; CREWS, 1999).

A interrupcdo do consumo de etanol apés um periodo longo de exposicado, leva a
sindrome de abstinéncia, evidenciada por uma instabilidade emocional e autondmica,
caracterizadas por ansiedade, agitacdo, delirio e sinais simpaticos, como elevacdo da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial. Estes sinais parecem estar relacionados com o

estado neuroinflamatorio; entretanto, os mecanismos que explicam esta relagdo ndo sdo
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bem compreendidos (JOCHUM et al., 2010; MONTE et al, 2010; SHIRAFUJI et al, 2010;
EYER etal., 2011).

O gque se pensava no inicio era que a remog¢ao do etanol promovesse resolucdo de
gualquer estado préinflamatério resultante da exposicdo crbnica, levando a recuperacao. No
entanto, ha evidéncias que sugerem que o oposto pode ocorrer. Assim, a interrupcdo do
consumo de etanol, ao invés de causar uma diminuicdo, causaria, por sua vez, uma
exacerbacao do estresse oxidativo a nivel celular e neuroinflamagdo (BROWN et al., 2009).
De acordo, Qin e colaboradores (2008), observaram um aumento de citocinas
préinflamatérias, bem como um aumento na ativacdo microglial induzidos por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) no cérebro de camundongos, 24 h apés a
descontinuacdo do consumo crénico de etanol. Com o mesmo tempo de abstinéncia,
Pascual et al. (2007) também constataram um aumento nos niveis de iINOS no neocoértex,
hipocampo, e cerebelo de ratos. Os mesmos autores mostraram ainda que o tratamento
com o anti-inflamatorio indometacina foi capaz de reverter o aumento de iINOS e prevenir 0s
déficits de memoria e aprendizado, bem como a diminuigdo da atividade motora, induzidos
pela exposicao cronica ao etanol.

Recentemente, Freeman e colaboradores (2012) demonstraram um aumento na
expressao de RNAm de citocinas como TNF-a, e de proteinas como iINOS, 48 h apos a
retirada do etanol no nucleo central da amigdala (CeA) e complexo vagal dorsal (CVD), dois
ndcleos anatomicamente conectados e com papel viscerosensorial importante. Estes
resultados sugerem que sinais inflamatérios estdo presentes em regides cerebrais
associadas com a instabilidade emocional e autondmica durante a abstinéncia de etanol.

Além da CeA e CVD, regides mesencefdlicas como a substancia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SCPDL) e o nlcleo dorsal da rafe (NDR) tém sido associadas ao
comportamento ansioso tipico da abstinéncia de etanol (CABRAL et al., 2006; BATISTELA,
2009; BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011). A ativacdo neuronial destas duas
regides foi observada em ratos durante abstinéncia de 24 e 48 h. Além disso, um aumento
da ativacdo de neurbnios nitrérgicos acompanhado de comportamento tipo ansioso,
evidenciado pela diminuicdo da distancia percorrida no campo aberto, foram observados em
ratos 24h apdés a descontinuacao de etanol (BONASSOL; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011).

Cabral e colaboradores (2006) mostraram que a abstinéncia de etanol foi capaz de
diminuir os limiares de resposta de congelamento e de fuga observados durante a
estimulacdo elétrica na SCPDL. Esta estrutura possui conexfes reciprocas com demais
estruturas cerebrais relacionadas a expressdo do comportamento ansioso, como o
hipotalamo (SHIPHEY et al., 1991; VEENING et al., 1991) e o complexo amigdaléide (RIZVI
et al., 1991; SHIPLEY et al., 1991; LEITE-PANISSI et al., 2001). Durante a expressado da
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ansiedade, a ativacdo destas estruturas ocorre de maneira conjunta, onde cada uma é
capaz de influenciar o output das outras (GRAY; MCNAUGHTON, 2000).

Analises anatdbmicas demonstraram que a SCPDL recebe projecdo do NDR
(VERTES et al, 1991) e as colunas laterais e dorsomedial da substancia cinzenta
periaquedutal emitem projecées preferencialmente para o nicleo caudal da rafe (KALEN et
al., 1985; VERTES et al.,, 1991; HERMANN et al.,, 1997). Estas estruturas tém sido
implicadas na regulagdo da ansiedade em diferentes situagbes que envolvem estimulos
aversivos como analgesia, estresse e abstinéncia de etanol (BASBAUM; FIELDS, 1984,
AMAT at al., 2005; MAIER; WATKINS, 2005; CABRAL et al., 2006; BONASSOLI; MILANI;
DE OLIVEIRA, 2011; BONASSOLI et a., 2013, MAGUIRE et al., 2014).

Uma alta densidade de neurdnios nitrérgicos tem sido descrita no NDR, e injecfes
do inibidor ndo seletivo da NOS, N-G-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) nesta regido
diminui os sinais de ansiedade ap0s a descontinuacdo do consumo crénico de etanol. J4 a
administracdo do inibidor seletivo da nNOS 7-nitroindazol (7-NI), na mesma estrutura nao
apresenta efeito algum sobre a ansiedade induzida pela abstinéncia de etanol (BATISTELA,
2009). Estes dados sugerem que outras isoformas da NOS, que ndo a nNOS possam estar
envolvidas na manifestacdo do comportamento observado.

Dada a importancia da SCPDL e do NDR na manifestacdo comportamental da
ansiedade durante a abstinéncia de etanol, e evidéncias de que a neuroinflamacado pode
estar envolvida neste processo, consideramos a hipétese de que a neuroinflamagéo nestas
estruturas poderia estar relacionada ao comportamento tipo ansioso observado na
abstinéncia. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi: i) avaliar a ativagdo microglial
pela expressdo de OX-42 e a expressdao de INOS na SCPDL e no NDR durante a
intoxicacdo e abstinéncia de etanol, ii) quantificar os niveis de citocinas no mesencéfalo
durante a intoxicacdo e abstinéncia de etanol, iii) investigar os efeitos do inibidor da iNOS,
1400W sobre os parametros neuroinflamatorios e sobre o comportamento tipo ansioso

induzido pela abstinéncia de etanol.
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2 MATERIAIS E METODO

2.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando 250-300g, provenientes do
biotério central da Universidade Estadual de Maringa, foram mantidos em grupos de trés por
caixa, sob ciclo claro/escuro de 12/12-h (claro as 7:00 AM) e temperatura de 23+1°C, com
livre acesso a agua. Os procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento para o Cuidado e Uso de animais
de Laboratério e aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal local (CEAE

031/2010). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

2.2 ADMINISTRACAO CRONICA DE ETANOL

O consumo crbnico de etanol se deu por um procedimento forcado de auto-
administracdo de dieta liquida contendo etanol (BONASSOLI et al., 2011). Os animais
passaram um periodo de 3 dias de adaptacdo ao ambiente do biotério local e, nos dois dias
subsequentes foi disponibilizada uma garrafa contendo somente uma base dietética,
composta por Sustagen M® sabor chocolate (Mead Johnson, Evansville USA) (17,11g de
Sustagen/60mL de agua por rato/dia). A dieta oferecida constitui uma formulacéo
nutricionalmente completa que forneceu proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais
minerais necessarios a manutengcdo da saude dos animais, com valor calorico
correspondente a 1,1 kcal/mL (BOND; Di GISTO, 1976).

A dieta liquida foi a Unica fonte de alimento disponivel para os animais, e foi
preparada e oferecida diariamente ho mesmo horario (14:00 horas). Os animais receberam
a dieta composta por Sustagem e agua (grupo Controle) ou etanol (grupos Intoxicado e
Abstinente), durante 15 dias, e ap6s foram submetidos aos testes comportamentais,
conforme divisdo de grupos mostrada adiante.

Para os animais que receberam etanol, a dieta foi acrescida de diferentes
concentracdes de etanol (CHsCHOH), sendo de 6% (vol/vol) nos 2 primeiros dias e
aumentada para 8% (vol/vol) até o final do tratamento (3° ao 15° dia). No 16° dia, o grupo
Abstinente consumiu base dietética sem etanol.

Para o grupo controle, foi disponibilizada a base dietética sem etanol, sendo as
calorias do etanol compensadas pela adicdo de sacarose, 4,979 de sacarose/60 mL de
bebida nos dois primeiros dias (6% de etanol), e 6,63 g / 60mL (8% de etanol) nos demais
dias (KNAPP et al.,, 1998). No 16° dia, os animais consumiram a base dietética sem
sacarose.

O consumo de etanol foi verificado a cada trés dias, por meio da sobra das garrafas

gue continham a bebida, e calculado em gramas de etanol/Kg de peso corporal do animal.

39



Os pesos dos animais foram determinados semanalmente durante todo o tratamento.

2.3 AVALICAO DAS CONCENTRACOES SANGUINEAS DE ETANOL

As concentragdes sanguineas de etanol (CSE) foram determinadas para verificar se
a dieta liquida oferecida resultaria em CSE confiavel durante o periodo de exposicéo cronica
e para confirmar o clearance de etanol durante o periodo de abstinéncia. Dois grupos
experimentais foram testados, onde a coleta de sangue foi realizada imediatamente apés a
Gltima exposicéo (grupo Intoxicado) ou 24h apés o fim do tratamento (grupo Abstinente).

As amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior dos animais
anestesiados com tiopental sodico (0,4 mg/kg, i.p.), utilizando seringas heparinizadas. As
dosagens de etanol foram realizadas em um cromatégrafo a gas Varian CP3380, equipado
com um detector de ionizacdo de chama (Varian 1177, Palo Alto, CA) e uma coluna capilar
de silica fundida Carbowax (30 m 0,25 milimetros i.d.; espessura, 0,25 mm) (Chrompack,
Middelburg, Holanda). Injecbes da amostra foram realizadas utilizando um amostrador
automatico (CombiPAL, CTC Analytics, Zwingen, Suica), seguindo o procedimento descrito
por De Martinis et al (2006). Em resumo, 1mL da amostra de sangue contendo fluoreto de
sbédio como conservante foi colocado em um compartimento (vial headspace), com 1mL de
agua destilada, 1g de NaCl, e isobutano (100 mg/dL) como padrao interno. O compartimento
foi fechado com silicone politetrafluoretiieno e uma tampa de aco. As amostras foram
incubadas a 80°C durante 10 min antes de serem injetadas no orificio de entrada do sistema
capilar do cromatdgrafo gasoso. Estas andlises foram realizadas em parceria com o
Departamento de Quimica da Universidade de S&o Paulo, em Ribeirdo Preto, sob
responsabilidade do professor Dr. Bruno Spinosa De Martinis.

Os resultados foram apresentados como médiazerro padrdo da média (S.E.M.) da
CSE em mg%.

2.4 DROGA

A droga utilizada nos experimentos foi o inibidor seletivo da INOS, N-(3-
[Aminometillbenzil)acetamidina (1400W, Sigma, St. Louis, MO, USA) diluido em salina e
administrado sistemicamente (i.p.) nas doses de 0,75 pg/kg, 1,5 pg/kg e 3,0 pg/kg
(MONTEZUMA et al., 2012).

2.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Inicialmente, os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais:
i) Controle: animais que receberam a dieta liquida sem etanol (com sacarose) por 15

dias e foram testados 24 horas depois;

40



i) Intoxicado: animais que receberam a dieta contendo etanol e os testes foram
realizados imediatamente apds a Ultima exposicdo ao etanol, ainda durante o periodo de
intoxicacao e;

iii) Abstinente: animais que receberam a dieta contendo etanol por 15 dias e foram
testados 24 horas depois.

Trés dias antes do fim do periodo de exposi¢do ao etanol, iniciou-se o tratamento com o
1400W ou salina. Para esta etapa, o grupo de animais abstinentes foi novamente
subdividido de acordo com o tratamento farmacologico, totalizando 6 grupos:

i) Controle + salina (Controle)

i) Intoxicado + salina (Intoxicado)

iii) Abstinente + salina (Abst + Sal)

iv) Abstinente + 1400W 0,75 pg/kg (Abst + 1400W 0,75 pg/kg)
v) Abstinente + 1400W 1,5 pg/kg (Abst + 1400W 1,5 pg/kg)
vi) Abstinente + 1400W 3,0 pg/kg (Abst + 1400W 3,0 pg/kg)

2.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

No dia dos testes, os animais foram transportados para uma sala pouco iluminada
(40 lux), com atenuacao de ruidos e temperatura controlada (23+1°C) onde permaneceram
em repouso por, pelo menos, 1 h antes do teste.

Trinta min apd6s a ultima administragdo de 1400W ou salina, os animais foram
individualmente avaliados na caixa claro/escuro (5 min) e, em seguida, no teste do campo
aberto (10 min). Depois de cada teste, a caixa claro/escuro e o campo aberto eram limpos
com solucédo de etanol 70%. Todas as sessGes comportamentais foram conduzidas durante
o periodo diurno (entre 8:00 e 12:00 horas) e filmadas para analises posteriores utilizando o

software de analise de imagem ANY-maze (version 1.9; Stoelting, Wood Dale, USA).

2.6.1 Caixa claro/escuro

O aparato utilizado foi uma caixa de madeira (80x40x20 cm) dividida em dois lados
iguais (40x40x20 cm) por uma barreira que apresenta uma abertura de (8x12 cm), por onde
0S animais passam para transitar entre os dois lados a caixa. Um dos compartimentos é
preto e escuro, e 0 outro branco e bem iluminado (Figura 7). Os animais foram colocados no
meio do compartimento claro, de frente para o lado escuro, e foi permitido explorar
livremente o aparato por 5 min. A laténcia (em segundos) para entrar no compartimento
escuro com as 4 patas, e a porcentagem do tempo total gasto no lado claro foram avaliadas.
O compartimento claro representa um ambiente aversivo a roedores, que preferem o escuro.
Assim, um aumento nestes parametros sugere um efeito ansiolitico do tratamento testado,

ao passo que uma diminuicdo reflete um efeito ansiogénico. O nimero de transicdes entre
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os lados do caixa (cruzamentos) também foi observado. A diminuicdo do numero de
cruzamentos pode indicar uma diminuicdo do comportamento voluntario e ser interpretada

como efeito ansiogénicos.

Figura 7: Fotografia representativa da caixa claro/escuro. Foto: Vivian T. Bonassoli.

2.6.2 Campo aberto

ApOs o teste da caixa claro/escuro, cada animal foi imediatamente avaliado por 10
min no campo aberto, que consiste de uma caixa preta de madeira (80x80x50 cm) (Figura
8). O software ANYMAZE® detectou a posi¢do do animal no aparato e calculou a distancia

percorrida (em metros), que neste teste é proporcional a atividade locomotora.

2008/08/22

Figura 8: Fotografia representativa do campo aberto. Foto: Vivian T. Bonassoli.
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Apés os testes comportamentais (grupos Controle e Abstinente) ou ap6s a Ultima
exposicao ao etanol (grupo Intoxicado), cada grupo experimental foi aleatoriamente dividido,
sendo a metade dos animais destinada a perfusdo para fixacdo e coleta de tecido cerebral
para realizacdo de imunohistoquimica para deteccao de OX-42 e de iNOS, e, o restante dos
animais, destinado a coleta de tecido cerebral a fresco, para dosagem de citocinas.

Uma vez que resultados comportamentais significativos foram obtidos para o grupo
Abst + 1400W 1,5 pg/Kg, apenas este grupo teve seus cérebros processados para
imunohistoquimica e dosagem de citocinas. Um esquema representativo das analises

realizadas e dos grupos experimentais envolvidos em cada etapa do experimento é descrito

no quadro 1.
GRUPOS TESTES EXPRESSAO| EXPRESSAO | DOSAGEM
EXPERIMENTAIS COMPORTAMENTAIS DE DE DE
OX-42 INOS CITOCINAS
Controle Sim Sim Sim Sim
Intoxicado -- Sim Sim Sim
Abstinente + Salina Sim Sim Sim Sim
Abstinente + 1400W 0,75 Sim - - -
Abstinente + 1400W 1,5 Sim Sim Sim Sim
Abstinente + 1400W 3,0 Sim -- -- --

Quadro 1: Esquema representativo das andlises realizadas e dos grupos experimentais envolvidos em
cada etapa do experimento. As doses de 1400W equivalem a pg/kg.

2.7 PERFUSAO

Apoés a Ultima exposicdo ao etanol (grupo Intoxicado) e a realizacdo dos testes
comportamentais (grupos Abst e Controle), os animais destinados a imunohistoquimica
foram anestesiados profundamente com uma overdose de tiopental sédico (Thiopentax®,
Cristalia, Itapira, S8o Paulo) e perfundidos transcardiacamente com solucdo tampao de
fosfato de sodio (PBS) 0,01M (fosfato monossédico 0,01M em cloreto de sddio 0,9%),
seguida de solucédo fixadora de paraformaldeido 4% em PBS 0,01M. Os cérebros foram
retirados e pos-fixados na mesma solugdo por 2 horas. Entdo, foram mergulhados em

solu¢do de sacarose 30% em PBS 0,01M por um periodo de 4-7 dias para crioprotec¢ao,
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depois do qual foram congelados. ApoOs este periodo, os cérebros foram congelados em

nitrogénio liquido e mantidos em freezer -80° C até o momento da realiza¢do dos cortes.

2.8 IMUNOHISTOQUIMICA

As reacbes imunohistoquimicas permitem localizar antigenos (proteinas) em uma
amostra de tecido e manter seu contexto anatdémico. Essa técnica explora o principio de
ligacdes especificas entre antigenos e anticorpos especificos, e apresenta vantagens como
sensibilidade e especificidade significantes, ampla aplicabilidade e facil correlacdo com
parametros fisicos tradicionais (BASSOTTI et al., 2007).

As analises imunohistoquimicas foram processadas nas secc¢fes coletadas de animais
dos grupos Controle, Intoxicado, Abst + Sal e, Abst + 1400W 1,5 ug/kg.

2.8.1 Estruturas cerebrais analisadas

Foram realizados cortes coronais em criostato Leica (CM 1850, Alemanha), obtendo-se
secgbes de 40pm ao longo da extenséo rostro-caudal da SCPDL e NDR. Todos os animais
foram submetidos ao mesmo procedimento, de modo que as andlises histol6gicas fossem
realizadas em seccbes comparaveis ao longo de cada estrutura.

A nomenclatura e o limite anatémico das estruturas analisadas foram baseados em
fotografias e figuras representativas do atlas de cérebro de rato (PAXINOS;
WATSON,1997). As estruturas analisadas e suas coordenadas anteroposteriores (AP) a

partir do bregma foram as seguintes (Figura 9):

e Substéancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL) (AP: -6,04 & -6,80 mm);
e Ndcleo dorsal da rafe (NDR) (AP: -7,30 a -8.00 mm).

NDR

Figura 9: Diagramas representativos das estruturas analisadas (modificado de Paxinos e Watson
(1997). Substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL), e nucleo dorsal da rafe (NDR).
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2.8.2 Técnica

O anticorpo OX-42 reconhece receptores C3 (CR3) do sistema complemento em
fagdcitos mononucleares como micréglias e é utilizado como um marcador especifico de
hiperativacdo destas células. Em condicdes de estresse, ocorre ativacdo de vias de
sinalizagdo intracelular, com consequente aumento da expressdo destes receptores,
caracterizando o estado de ativagédo da microglia (LING et al., 1990).

O anticorpo anti INOS se liga a isoforma induzida da NOS, expressa por microglias e
astr@citos, células residentes responsaveis pela resposta imune no cérebro

A realizacdo da técnica teve inicio com a recuperacdo antigénica, onde as seccdes
foram aquecidas em solucéo citrato de sédio com pH 6.0 em banho Maria a 50°C durante 30
min e, em seguida, arrefecidas por mais 30 min. Terminada a recuperacdo, as seccbes
foram lavadas (3 X de 5 minutos) com PBS 0,01M, contendo 0,15% de Triton X-100 (PBST)
para, por meio de sua atividade detergente, tornar a membrana celular permeavel,
melhorando o acesso do anticorpo ao antigeno. O bloqueio dos sitios de ligacdo
inespecificos foi realizado em solugdo de albumina de soro bovino 2% em PBST (BSA -
Sigma Chemicals, St. Louis, MO) por 2 horas e, em seguida, as sec¢des foram incubadas
com anticorpo primario overnight.

Para avaliar a ativacdo microglial, o anticorpo primario utilizado foi OX-42, produzido
em camundongo (1:500, mouse OX-42, Santa Cruz Biotechnology). No dia seguinte, as
seccOes foram lavadas (3 X de 5 minutos) e, em seguida, foi realizada a incubacdo com
anticorpo secundario anti-camundongo produzido em coelho (1:500, rabbit anti-mouse IgG,
Santa Cruz Biotechnology) por 2 h.

Para avaliar a expresséo da iINOS, as sec¢Oes foram incubadas (anticorpo policlonal
de coelho anti INOS (1:1000, rabbit anti INOS, Abcam®). No dia seguinte a incubacéo, as
seccOes foram lavadas (3 x de 5 minutos) e, entdo, incubadas em anticorpo secundario
biotinilado anti-coelho (1:500, mouse anti rabbit, Santa Cruz Biotechnology) também por 2 h.

Para aumentar a visualizacao da ligacdo foi empregada a revelagdo com marcadores
enzimaticos ou método de marcacao indireta onde, o anticorpo secundario carrega um
marcador, nesse caso, a biotina. Em seguida, os tecidos foram incubados durante 2 horas
em solucdo com o complexo avidina - peroxidase biotinilada (solucdo A e B, Kit ABC,
Vectastain, Vector Laboratories®), onde a avidina se liga as moléculas de biotina do
anticorpo secundario. Esta solugédo foi preparada 30 min antes do uso para permitir a
formacdo do complexo. Apds a incubagdo com ABC, as seccdes foram lavadas em PBST
(1 X de 5 minutos), e em Trisma Base 0,25 M, pH 7,4 (TB) (3 X de 5 minutos). Apos as
lavagens, a atividade da enzima peroxidase foi revelada por adicdo do cromoégeno

tetrahidrocloreto de 3,3 diamino-benzidina 10mg (DAB) contendo 3l peréxido de hidrogénio
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(H20,) 30V (diluidos em 20ml de TB 0,1M, pH7,4), durante aproximadamente 10 minutos.
Esta revelacdo ocorre por uma reagdo de oxidacdo, formando um composto insollvel
fortemente corado em marrom-réseo e eletrodenso, que se precipita, marcando assim o sitio
do complexo antigeno — anticorpo.

As reacBes imunohistoquimicas para OX-42 e INOS foram reveladas utilizando o
realgcador cromogeno sulfato de niquel. Este, adicionado & DAB + H,O, forma um composto
insoluvel fortemente corado em preto-azulado e eletrodenso (HOFFMAN et al., 2008).
Depois de revelada a reacdo, as seccdes foram lavadas (3 X de 5 minutos) em TB, e
finalmente, as seccBes foram distendidas em laminas previamente gelatinizadas, onde
permaneceram secando por trés dias. Depois de secas, as laminas foram desidratadas
através de uma série de alcoois (70%, 80%, 90% e 100%, 3 minutos cada), clareadas no

xilol (3 X de 3 minutos) e cobertas com Permount ® e laminulas.

2.8.3 Quantificacao

A presenca de CR3 evidenciada pela marcacéo de OX-42 ocorreu em toda extenséo
da célula, incluindo o corpo celular e seus numerosos prolongamentos. A caracteristica
difusa da imunorreatividade a OX-42 (OX-42-IR) impossibilitou a quantificacdo manual do
numero de células positivas. Assim, a técnica utilizada para quantificacdo deste marcador foi
a andlise da densidade optica integrada (DOI). Para tal, as secc¢des processadas foram
fotomicrografadas e analisadas quantitativamente por DOI das marcagfes positivas de OX-
42. Para isso, todo processo imunohistoquimico seguiu regras de padronizacdo e todas as
revelacdes, de cada anticorpo, foram realizadas no mesmo ensaio, durante 0 mesmo tempo,
e a partir da mesma solucéo reveladora.

As fotomicrografias foram realizadas utilizando um microscopio 6ptico (Leica DM
2500, Alemanha), equipado com uma camera (Leica Camera Diagnostics, Alemanha)
acoplada a um sistema computadorizado de captura e analise de imagem (Leica Application
Suite 4.3, Alemanha). O aparelho permite captura de imagens de qualidade, sem perda de
informagdes importantes para validagéo dos dados.

A gualidade das imagens capturadas permitiu a analise de resultados precisos e
reprodutiveis, pois todos os padrées de luminosidade, foco e objetiva (40x) utilizada foram
previamente estabelecidos e mantidos em todas as capturas. As imagens obtidas foram
analisadas pelo software ImageJ v1.46r que permitiu a avaliacdo por DOI. Para analise das
estruturas de interesse, SCPDL e NDR, foram delimitadas areas pré-definidas, de forma que
abrangessem toda a regido em questdo. Para a SCPDL, estrutura de ocorréncia bilateral, a
média dos valores dos dois hemisférios foi calculada. O software utilizado transformou cada

imagem para escala de cinza, o background foi descontado, e a DOI foi obtida.
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Os resultados foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM) de 3
seccgOes por estrutura, por animal.

A imunorreatividade a proteina INOS (iNOS-IR) foi visualizada como coloragéo
escura no citoplasma e prolongamentos principais das células que expressaram esta
proteina, permitindo a visualizacdo de cada célula marcada individualmente. A caracteristica
mais localizada deste tipo de marcacédo possibilitou a quantificacdo manual do niamero de
células INOS-IR positivas, com o auxilio do software ImageJ®.

As seccdes foram fotomicrografadas utilizando-se um microscépio 6ptico (Olympus
BX41, America Inc., Estados Unidos), equipado com uma camera de video (Olympus Q-
Color 3, America Inc., Estaodos Unidos) acoplada a um sistema de captura e analise de
imagem computadorizado (Image ProPlus). As regides de interesse foram quantificadas em
areas pré-estabelecidas (as mesmas utilizadas para a analise da OX-42-IR). Os resultados
foram apresentados como numero de células INOS-IR por area (0,1 mm?). Para a

guantificacéo foi utilizada a objetiva de 40 X.

2.9 DOSAGEM DE CITOCINAS

A dosagem das citocinas foi realizada por meio da metodologia Luminex™ xMAP
(MAP = Perfil de Mdltiplos Analitos), utilizando kit Milliplex (Millipore). Para a leitura, foi
utilizado o leitor MagPix (MagPix Analyser) com software Xponente versdo 4.2 / Analis
(LUMINEX CORPORATION, 2011).

A Tecnologia Luminex™ xMAP envolve um processo que cora microesferas
de poliestireno com dois fluoroforos. Utilizando propor¢cdes precisas destes dois fluoroforos,
podem ser criados diferentes conjuntos de microesferas — cada uma delas com uma
assinatura baseada em “codigo de cores” e que podem ser identificadas pelo instrumento
Luminex (LUMINEX CORPORATION, 2011).

Os kits MILLIPLEX™ contem estas microesferas e se fundamentam no
imunoensaio. Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados nas
microesferas através de ligacdes covalentes ndo reversiveis. Depois que 0 analito (amostra)
se liga aos anticorpos de captura localizados na superficie das microesferas, a deteccao
final é feita através de um terceiro marcador fluorescente, Estreptavidina-Ficoeritrina (PE)
ligado ao anticorpo de detecc¢do. O resultado final € um ensaio “sanduiche” realizado através
de microesferas. O equipamento Luminex movimenta estas esferas em fila Gnica através de
feixes de dois lasers diferentes em um citdmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta
(classifica) a microesfera (o cédigo de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal
em cada microesfera (LUMINEX CORPORATION, 2011).
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O kit utilizado foi adquirido pronto para uso, e continha todos os componentes
necessarios (incluindo padrées, controles de qualidade, microesferas exclusivas conjugadas
a anticorpos, anticorpos de detecc¢do, tampao de ensaio e tampdao de lavagem) para ensaio
de 96 pocos em microplaca de titulacao.

Devido a impossibilidade da dissec¢do da SCPDL e NDR separadamente, por serem
estruturas muito pequenas nos ratos e estarem anatomicamente ligadas as regibes
adjacentes, as dosagens de citocinas foram realizadas no mesencéfalo, menor regido
cerebral possivel de ser dissecada que inclui a SCPDL e o NDR.

Foram quantificados os niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias na regido
mesencefalica de animais dos grupos Controle, Intoxicado, Abst + Sal e, Abst + 1400W 1,5

ug/kg.

2.9.1 Coleta da amostra

Apoés a realizacdo da andlise comportamental ou Ultima exposicdo ao etanol, os
animais foram anestesiados profundamente com uma overdose de tiopental sdédico,
sacrificados por decaptagdo e submetidos a sangria. Em seguida, o tecido cerebral foi
dissecado e a regido mesencefalicas foi coletada, congelada em nitrogénio liquido (—200°C)
e armazenada a temperatura — 80°C, para posterior andlise de citocinas.

Neste trabalho, as concentracdes de dez citocinas foram determinadas: interleucina
1 alfa (IL-1a), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina 6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (IL-12), intérferon gama (IFN vy),
fator de necrose tumoral alfa (TNFa, do inglés: tumor necrosis factor alpha) e fator
estimulante de coldnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF, do inglés: granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor).

2.9.2. Técnica

A técnica teve inicio com a adicdo de 25uL de solucdo de esferas contendo
anticorpos e 200yl de tampao de lavagem (TL) em cada poc¢o da placa. O passo seguinte foi
aguardar 30 segundos sem o0 suporte magnético, colocar a placa no suporte por 60
segundos e virar 0 conjunto (placa + suporte) para baixo, para que o contetdo dos pocos
escoasse. Este passo foi repetido entre cada uma das etapas descritas. Em seguida, a
placa foi lavada 2 vezes com 200 pL de TL em cada poco, e entdo foi adicionado 50 uL
tampéo de incubacdo em todos 0s pocos.

Seguindo a descricdo da Figura 10, adicionou-se 100 pL do branco ou dos padrbes
diluidos nos pocos indicados; e 50 pL de diluente de ensaio nos pogos restante (colunas 3 a
12), que foram completados com 50 pL de cada amostra. A placa foi mantida no escuro sob

agitacao (1000 rpm) por 2 horas e, em seguida, foi lavada com 200uL de TL, 2 vezes.
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Adicionou-se 50 pl da solugdo de anticorpo biotinilado em cada poco, e a placa foi
novamente mantida no escuro sob agitacdo por 1 h e, em seguida, lavada com 200uL TL 2
vezes. O passo seguinte foi adicionar 50 pL da solucéo de streptavidina em cada poco da
placa que foi mantida no escuro, sob agitacdo, por 1 hora e, entdo, lavada 3 vezes com
200pL de TL. Para finalizar, foi adicionado 125 uL do TL, a placa foi agitada por 3 minutos e

levada ao aparelho MagPix para leitura.

1 (2 [3]4a]5 |6 [7 8 [8 ]9 [11]12
B |B
P7 | P7
P6 | P6
P5 | P5
P4 | P4
P3| P3
P2 | P2
P1|P1

Figura 10: Representacdo da distribuicdo das amostras na placa de 96 pocos. B: branco (diluente de
ensaio); P7: padrdo de concentracdo mais baixa; P1: padrdo de concentracdo mais alta. Os pogos
restantes foram utilizados para as amostras em estudo.

Os resultados das citocinas foram expressos em picogramas /mL (pg/mL), sendo que

todos os valores negativos ou abaixo dos limites detectaveis foram considerados como zero.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliagdo do peso dos animais e consumo de etanol, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de medidas repetidas. O fator independente foi “grupo” (Controle,
Intoxicado, Abst + Sal, Abst + 1400W 0,75, 1,5 ou 3,0 ug/kg), e o fator “dias” (1° a 15° dias)
foi considerado a medida repetida.

Os resultados dos testes comportamentais, imunohistoquimicas e dosagem de
citocinas foram analisados através da analise de variancia de uma via (ONEWAY ANOVA),
seguida do teste de comparacbes multiplas de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Valores de p<0,1, foram considerados

tendéncia estatistica.
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3 RESULTADOS

3.1 CONSUMO DE ETANOL

A ANOVA de medidas repetidas mostrou que ndo houve diferenca significativa no
consumo total de etanol entre 0s grupos experimentais, ao longo do tratamento (Fa449=1,03;
p>0,05). O consumo de etanol na dieta foi de 5,9 a 12,1 g/kg/dia ao longo dos 15 dias de
exposicao. A ingestdo da dieta liquida aumentou progressivamente a partir do 1° dia, até o
consumo total do volume oferecido, a partir do 7° dia, até o final do tratamento. O consumo
da dieta liquida pelos animais do grupo Controle foi de 100% do volume oferecido

(60mL/animal/dia), durante todo o periodo de exposicao.

3.2 PESO CORPORAL

O peso corporal dos animais variou de 270,5 a 321,5 g no comeco do tratamento e
de 291,5 & 352,0 g no final. Considerando a variacdo de peso dos animais, estes foram
divididos de forma que n&o se observou diferenca entre as médias de peso dos grupos

experimentais durante o periodo de exposi¢ado a dieta liquida (Fa449=1,33; p>0,05).

3.3 DOSAGENS DAS CONCENTRAQOES SANGUINEAS DE ETANOL

As CSEs dos animais que receberam etanol foram de 62+2 mg% durante o periodo
de exposi¢do (grupo Intoxicado). Para os grupos Abst, os niveis observados foram de
6,0+0,2 mg%.

3.4 EFEITOS COMPORTAMENTAIS

A analise de variancia de uma via, ANOVA, mostrou que o0 grupo Abst + Sal
apresentou uma diminuicdo significativa do tempo de permanéncia no lado claro da caixa
claro/escuro, comparado com o grupo Controle, mostrando a validade do protocolo utilizado
em induzir a ansiedade apds exposicao cronica ao etanol, seguida por abstinéncia por 24h.
O tratamento com o inibidor seletivo da iINOS, 1400W, na dose de 1,5 pg/kg (Abst + 1400W
1,5 pg/kg) aumentou significativamente a porcentagem de tempo gasto no lado claro
comparado com o grupo Abst + Sal (Fa49=4,24, p<0,01) (Figura 11 A). A laténcia para
primeira entrada no lado escuro néo foi diferente para nenhum dos grupos experimentais
(F4,49=0,71, p>0,05) (Figura 11 B). Por outro lado, quando analisamos o numero de
cruzamentos entre os lados da caixa claro-escuro, observamos uma diminuicdo significativa
nos grupos Abst + Sal e Abst + 1400W 3,0 ug/kg comparados ao grupo Controle (Figura 11
C).

Em relacdo a distancia percorrida no teste do campo aberto, nenhuma diferenca

significativa entre os grupos experimentais foi observada (F449=1,11; p>0,05) (Figura 12).
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Figura 11: Efeitos da administracdo de 1400W (0,75-3,0 pug/kg i.p.) sobre o tempo de permanéncia no
lado claro (A), laténcia para primeira entrada no lado escuro (B), € nimero de cruzamentos entre 0s
lados da caixa claro-escuro (C), em ratos submetidos a abstinéncia de etanol por 24 h. As colunas
representam as médias + EPMs (8-13 animais por grupo) *p<0,05 e **p<0,01, comparados com o
grupo Controle, #p<0,05 comparado ao grupo Abst + Sal. ANOVA seguida por teste de Tukey.
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Figura 12: Efeito da administracdo de 1400W (0,75 - 3,0 pg/kg, i.p.) sobre a distancia percorrida
pelos animais no campo aberto por 5 min. As colunas representam as médias + EPMs (8-13 animais

por grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. ANOVA seguida por
teste de Tukey.

3.5 IMUNOHISTOQUIMICA

ANOVA detectou uma variagdo na OX-42-IR na SCPDL, evidenciada pelo aumento
da DOI observado nos grupos Intoxicado e Abst + Sal, comparados com o grupo Controle
(F319=3,57; p<0,05) (Figura 13 A e B). Uma variacdo quantitativa também pode ser
visualmente observada, pelo aumento no tamanho das células e formato irregular,
consistente com mudancas morfolégicas observadas em micréglias ativadas. O grupo Abst+
1400W 1.5 ug/kg, nao foi estatisticamente diferente de nenhum dos outros grupos
experimentais (P>0,05) (Figura 13 A).

No NDR, uma tendéncia de aumento na OX-42-IR foi observada entre os grupos
Intoxicado e Abst + Sal e Abst + 1400W, comparados com o Controle (Fs19=1,25; p<0,1)
(Figura 13 C).

Em relacdo a expressédo de iNOS, o grupo Intoxicado apresentou um aumento no
namero de células marcadas na SCPDL (F319=5,49; p<0,05), bem como no NDR (F319=3,34;
p<0,05), comparados com o grupo Controle (e respectivamente). Nos grupos Abst + Sal e
Abst + 1400W 1,5 pg/kg, nenhuma alteracéo foi observada (Figura 14 A e C)
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Figura 13: Expressdo de densidade oOptica integrada de OX-42-IR na substdncia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SCPDL) (A) e no ndcleo dorsal da rafe (NDR) (C), de ratos durante a
intoxicacdo (Intoxicado), abstinéncia de etanol com administragcdo de salina (Abst + Sal) ou 1400W
1,5 ug/kg (Abst + 1400W). As colunas representam as médias + EPMs de 4-6 animais. + p<0,1 e
*p<0,05 comparado com o Controle (A e C). Fotomicrografias representativas de secc¢des coronais
(40um) da SCPDL (B) e NDR (D). Aqueduto de Sylvius (Aq). Barras horizontais=150um (B e D)
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Figura 14: Expressdo de iNOS-IR na substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL) (A) e
no nicleo dorsal da rafe (NDR) (C), de animais intoxicados (Intoxicado), abstinentes ao etanol
tratados com salina (Abst + Sal) ou 1400W 1,5 ug/kg (Abst + 1400W). As colunas representam as
médias + EPMs de 4-6 animais. *p<0,05 comparado com o Controle (A e C). Fotomicrografias
representativas de secgbes coronais (40um) da SCPDL (B) e NDR (D). Aqueduto de Sylvius (AQ).
Barras horizontais=150um (B e D).
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3.6 CITOCINAS

A fim de testar o efeito da intoxicagdo e abstinéncia de etanol sobre mais um
parametro de avaliacdo da neuroinflamacédo, os niveis de citocinas anti e proinflamatérias
foram dosados no mesencéfalo. ANOVA mostrou que ndo houve variacao significativa nos

niveis de nenhuma das citocinas estudadas. Os resultados estdo sumarizados na tabela 1.

Citocina Controle Intoxicado Abstinente
Salina 1400W 1,5ug/kg

IL -1a

36,09+2,08 34,75+0,71 35,86+2,74 35,54+9,28
IL-1B Nd Nd Nd Nd
IL-2 309,2+5,96 267,9+0,00  289,2+15,66 290,2+76,92
IL-4 0,75+0,03 0,67+0,03 0,79+0,07 0,85+0,24
IL-6 118,745,82 103,4+5,08 110,6%8,25 104,6+34,29
IL-10 1349+61,12 1589+66,12 1482+93,76 1630+£202,6
IL-12 122+8,02 105,5+3,86 125,7+11,11 142,2+37,03
TNF a 8,73+0,61 5,19+0,72 13,48+1,93 12,88+6,91
INF y Nd Nd 1,42+1,42 4,41+4,41
GM-CSF 69,47+1,90 59,46+3,36 66,57+4,11 55,90+20,14

Tabela 1: Niveis de citocinas (ug/mL) detectados do mesencéfalo de ratos durante a intoxicacéo e
abstinéncia de etanol. nd = nivel abaixo do limite detectavel. Dados expressos como médiatEPM. Nao
houve diferen¢a entre os grupos experimentais para henhuma das citocinas testadas, p>0,05, ANOVA
seguida do Teste de Tukey.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho confirmou que a retirada abrupta do etanol (abstinéncia) resultou
em efeitos tipo-ansiogénicos detectados pela diminuicdo no tempo dispendido no lado claro,
bem como no ndmero de cruzamentos na caixa claro-escuro. Estes efeitos parecem ser
independentes da atividade locomotora dos animais, uma vez que ndo foram detectadas
alteracGes na distancia percorrida dos mesmos no campo aberto. O tratamento sistémico
com o inibidor da iINOS, 1400W 1,5 ug/kg, aumentou o tempo gasto pelos animais no lado
claro da caixa claro/escuro em relacdo aos animais abstinentes, o que indica um efeito tipo-
ansiolitico do tratamento. Em animais intoxicados com etanol, observou-se um significativo
aumento na expressdo de OX-42 e iINOS na SCPDL, bem como uma tendéncia de aumento
de OX-42 e um aumento significativo de INOS no NDR, indicando ativagdo microglial e
producdo de NO local, respectivamente. Animais abstinentes apresentaram também
significativo aumento na imunoreatividade para OX-42 na SCPDL e uma tendéncia no NDR.
Nenhum efeito significativo foi detectado sobre a expressdo de OX-42 e iINOS em animais
tratados com o inibidor da iINOS, 1400W, quando comparados ao grupo Abst + Sal. Da
mesma forma, nenhuma alteracdo foi detectada nos niveis de citocinas durante a
intoxicacao, abstinéncia ou tratamento de animais abstinentes com 1400W 1,5 ug/kg. Estes
resultados indicam que a intoxicacdo pelo etanol leva a ativacdo microglial na SCPDL e
NDR, a qual se manteve elevada 24 horas apOs a retirada de etanol. JA a expressao
aumentada da iINOS prevaleceu apenas durante a intoxicag&o nas estruturas avaliadas.

Dentre os diversos testes que detectam os niveis de ansiedade e o possivel efeito de
drogas ansioliticas/ansiogénicas, o teste do claro-escuro tem sido considerado um teste
adequado para se avaliar efeitos da retirada ou abstinéncia ao etanol (KLIETHERMES,
2005). Uma diminui¢cdo no tempo dispendido no lado claro e no nimero de cruzamentos da
caixa claro-escuro pode indicar efeito tipo-ansiogénico decorrente da abstinéncia de etanol
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980; KLIETHERMES, 2005). De acordo, no presente estudo,
animais abstinentes de etanol apresentaram diminuicdo em ambos os parametros acima
citados, reforcando a validade do teste escolhido para se avaliar 0 comportamento tipo-
ansioso. A administracdo de 1400W na dose de 1,5 ug/kg, preveniu os efeitos tipo-
ansiogénicos detectados em animais abstinentes, indicando o envolvimento da INOS na
modulacdo da ansiedade induzida pela abstinéncia de etanol. No entanto, o efeito do 1400W
foi modesto e limitado a dose de 1,5 pg/kg, sendo que doses de 0,75 e 3,0 mg/kg de 1400W,
foram ineficazes para alterar o comportamento dos animais. Este perfil de efeitos
farmacoldgicos do 1400W, isto €, uma curva dose-resposta em forma de “U invertido”, ou
mesmo, efeito bifasico ou dual, é frequentemente observado com compostos que interferem

com a neurotransmissao nitrérgica em diversos modelos animais de ansiedade, depresséao e
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atividade locomotora (GUIMARAES et al., 1994; CZECH et al., 2003; MASOQOD et al., 2003,
DEL BEL et al., 2005). Por exemplo, administracdo de inibidores da NOS sistémica ou
diretamente na SCPDL ou amigdala medial, pode resultar em efeitos tipo-ansioliticos
(GUIMARAES et al.,, 1994; FARIA et al., 1997; VOLKE et al., 1997, 2003; FORESTIERO et
al., 2006) ou efeitos tipo-ansiogénicos (QUOCK; NGUYEN, 1992; DE OLIVEIRA et al., 1997,
MONZON et al., 2001) em ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado (para revisdo ver
DE OLIVEIRA et al., 2001). No tocante aos efeitos dos inibidores da NOS na intoxicagao e
abstinéncia ao etanol, a administracdo sistémica de L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS)
e do 7-NI (inibidor seletivo da nNOS), diminuiram a gravidade dos sintomas de retirada,
inibiram a hiperatividade locomotora e reduziram o desenvolvimento de convulsdes
audiogénicas em ratos abstinentes (ADAMS et al., 1995; UZBAY et al., 1997). Estes efeitos
foram revertidos pela administracao prévia do precursor L-Arg. No entanto, foi demonstrado
que o 7-NI (20 mg/kg) atenuou os sinais da retirada (tremor e convulsdes) somente quando
administrado imediatamente apds o término da exposicdo crénica ao etanol (18 dias de
inalagdo de vapor), mas ndo apresentaram qualquer efeito quando administrado 6,5 h apos
a retirada (VASSILJEV et al., 1998). Ainda, a administracédo de 7-NI resultou em aumento do
sono em camundongos intoxicados com etanol, o que foi atribuido a um possivel efeito
farmacocinético deste composto, diminuindo o clearence de etanol (POKK et al., 2011). No
Gltimo estudo, os autores concluiram que a inibicdo da producdo de NO teria efeitos
depressores aditivos com etanol quando administrado durante a intoxicagdo, mas n&o
causaria efeitos comportamentais significativos durante a abstinéncia.

No presente estudo, testamos a hipétese de que a intoxicacdo e abstinéncia ao
etanol resultaria em aumento de producao de NO, através da inducao da iINOS, e o0 uso de
inibidores da iINOS poderiam resultar em efeitos tipo-ansiolitico. De fato, observamos efeitos
tipo-ansioliticos com a administracdo de 1400W 24 h apds a retirada do etanol, o que
concorda com evidéncias do envolvimento do NO na expressao dos sintomas da abstinéncia
de drogas de abuso. Liu e colaboradores (2012) mostraram que a administracdo intratecal
do inibidor seletivo da iNOS, aminoguanidina, diminuiu os sinais de abstinéncia a morfina,
atenuando a alodinia (sensacdo dolorosa por estimulos que naturalmente nao
desencadeiam dor) e a expressdo da proteina FOS na medula espinal. Recentemente
Abdel-Zaher e colaboradores (2013), mostraram que camundongos tratados com
timoquinona, uma substancia presente no 6leo essencial das sementes de Nigella sativa,
gque apresenta atividade inibidora da INOS, apresentaram diminuicdo dos sinais de
abstinéncia a morfina como jumping, rearing, tremor de patas e bater de dentes, sendo este
efeito revertido pela administragcdo concomitante de L-Arg. Juntos, estes resultados indicam
gue o NO participa na expressdo da ansiedade desencadeada pela abstinéncia a drogas de

abuso.
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A administragdo de 1400W resultou em efeitos tipo-ansioliticos apenas com a dose
de 1,5 pg/kg. As razdes para a ocorréncia destes efeitos sdo desconhecidas. Sabe-se que
as concentracdes de NO podem variar de acordo com o estado funcional dos neurdnios e a
composi¢cdo do liquido extracelular (CONTESTABILE, 2000). Em altas concentragoes,
inibidores da NOS podem ser convertidos a L-Arg (HECKER et al., 1990) ou interferir com a
eNOS (ESPLUGUES, 2002). Além disto, altas concentracdes de NO podem facilitar a
liberacdo de diferentes neurotransmissores. Por exemplo, enquanto baixos niveis de NO
estdo relacionados com a facilitagédo, altos niveis podem resultar em reducdo da liberacao
de dopamina no estriado. O aumento de NO durante intoxicacdo e abstinéncia de etanol,
poderia, assim, modular sinapses excitatérias e contribuir para o quadro de ansiedade
aumentada observado na abstinéncia (SEGIETH et al., 2000; CHAPARRO-HUERTA et al.,
1997).

Evidéncias experimentais sugerem que a exposi¢ao cronica ao etanol altera a funcao
imune inata, gerando um estado proinflamatério no SNC (CREWS et al., 2011). Aumentos
na expressao de iINOS, COX-2, e IL-1B foram detectados em culturas de astrécitos obtidos
de cortex cerebral de ratos intoxicados com etanol. Em adicdo, a exposi¢cdo ao etanol
provocou um aumento tempo-dependente na inducdo de TNF-a e IL-B em cultura de
microglia (FERNANDEZ et al., 2009). Recentemente, tem sido demonstrado que o estado
neuroinflamatério induzido pela exposicdo ao etanol é mesmo exacerbado durante a
abstinéncia. Freeman e colaboradores (2012) observaram uma expressdo aumentada de
citocinas e iINOS nos nlcleos CeA e DVC 48 h apés a retirada de etanol. Os autores
relacionaram estes efeitos aos sinais autonémicos e comportamentais observados na
abstinéncia. No presente estudo, observamos que durante a abstinéncia, medida 24 h apd6s
a retirada do etanol, apenas a expressdo de OX-42 manteve-se aumentada. Nenhuma
alteracdo significativa foi detectada na expressédo da iINOS na SCPDL ou NDR de animais
abstinentes ou de animais abstinentes tratados com 1400W (Abst + 1400W).

Vérios trabalhos tém confirmado ativacao microglial durante o consumo e abstinéncia
de etanol (PASCUAL et al., 2007; PASCUAL et al., 2014). Esta ativacdo foi acompanhada
de aumento na expressdo de citocinas inflamatérias, detectadas no cortex parietal, cortex
entorrinal, hipocampo e cerebelo de ratos ap0s o tratamento crénico e intermitente com
etanol (RIIKONEN et al., 2002; ZHAO et al., 2013). A ativacdo microglial induzida por etanol
tem sido relacionada a ativacdo de receptores tool-like (TLR). Em 2010, Alfonso-Loeches e
colaboradores demonstraram que, enquanto a ingestdo crbénica de etanol regula
positivamente a ativacdo de micrdglia e astrocitos, INOS, COX-2 e citocinas, a deficiéncia de
TLR4 em ratas knockout, protege contra a ativagdo glial e a inducdo de mediadores
inflamatorios. A ativagcdo de receptores TLR2 e TLR4 pelo etanol ainda foi capaz de supra

regular a expressdo dos mesmos em microglias, levando a ativacdo destas células e com
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consequente aumento da produgdo de citocinas (BLANCO et al.; 2008; FERNANDEZ-
LIZARBE et al.,, 2008; FERNANDEZ-LIZARBE; MONTESINOS; GUERRI, 2013). Neste
sentido, a administracdo do inibidor da ativagdo microglial, minociclina, impediu a sedacgéo
induzida pelo consumo agudo de etanol e reduziu o consumo da substancia por
camundongos submetidos ao modelo de dependéncia por livre escolha (AGRAWAL et al.,
2001; WU et al.,, 2011), indicando o envolvimento da ativagcdo microglial com as alteracdes
comportamentais induzidas pelo consumo de etanol.

A ativacdo microglial foi acompanhada pelo aumento na expressdo de iNOS na
SCPDL e no NDR durante a intoxicacdo. Resultados semelhantes foram descritos por Valles
e colaboradores (2004), que também mostraram um aumento nos niveis de iINOS e COX-2
em ratos submetidos a exposicdo cronica ao éalcool. Recentemente, Alfonso-Loeches,
Pacual e Guerri (2013), mostraram um aumento nos niveis desta enzima no coértex cerebral
de camundongos machos e fémeas apés o consumo cronico de etanol por 5 meses.
Estudos em cérebro humano post mortem também mostraram um aumento na expressao de
marcadores para ativacdo microglial em vérias regides cerebrais, incluindo o mesencéfalo
de alcodlatras (HE; CREWS, 2008).

Ainda que ndo observado no presente estudo, varios autores tém mostrado um
aumento da INOS também durante a abstinéncia de etanol. Em 2007, Pascual e
colaboradores mostraram um aumento da expressao desta isoforma no neocdértex,
hipocampo e cerebelo de camundongos adolescentes 24 h apds a interrup¢cdo do consumo
crbnico de etanol. Freeman e colaboradores (2012), observaram ainda um aumento na
expressao da iINOS no complexo vagal dorsal, e nucleo central da amigdala de ratos, 48h
apo6s a descontinuagdo da exposicao crénica, por 35 dias, a dieta liquida contendo etanol. A
razdo das discrepancias observadas entre o presente estudo e 0s outros acima citados, é
desconhecida, mas pode envolver os diferentes métodos de inducdo de abstinéncia de
etanol, bem como as medidas de citocinas.

Apesar do aumento na ativacdo microglial da expressdo de iINOS terem sido
observados na intoxicacdo, a dosagem das 10 citocinas analisadas no mesencéfalo néo
mostrou alteracdo em nenhum dos grupos experimentais quando comparados com o0
controle, em nenhum dos periodos observados. Estes resultados, embora inesperados,
estdo de acordo com outros estudos, que ndo descreveram alteracdo em nenhuma das 7
citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-13 e MCP-1), determinadas no soro, figado ou
cérebro de ratos adultos tratados com etanol 25% etanol por 4 dias e avaliados 4 e 24 h
apo6s a ultima administracdo (ZAHR et al., 2010). Além de ndo observarem um aumento,
Seo e colaboradores (2004) mostraram ainda que a exposi¢ao intermitente ao etanol por 5
dias inibiu 0 aumento de TNF-a e IL-6 induzido por lipopolissacarideo bacteriano-LPS, no

hipotalamo e hipofise de ratos. Qin e colaboradores (2008) avaliaram os niveis de TNF-q,
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proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1), e IL-18 no cérebro, figado e soro de
camundongos, e observaram que o consumo crdnico foi capaz de aumentar os niveis de
TNF-a e MCP-1 no cérebro, porém o consumo agudo, por si s6, ndo aumentou 0s niveis de
citocinas em nenhum dos tecidos estudados. Além disso, tanto o consumo agudo como
crbnico foram capazes de aumentar os niveis dos trés marcadores induzidos pela
administracdo prévia de LPS. Evidéncias de aumento nos niveis de citocinas durante a
abstinéncia também foram observadas por Valles e colaboradores (2004), que mostraram
um aumento nos niveis de IL-1B e iINOS no cortex cerebral de ratos tratados com etanol por
5 meses, e em cultura de astrdcitos exposta & mesma substancia por 7 dias; e Whitman e
colaboradores (2013), observaram ainda um aumento no RNAm de TNF-a, MCP- e IL-1B em
ratos apos consumo cronico de dieta liquida contendo etanol por 15 dias, seguida por 24h
de abstinéncia. No mesmo periodo se observou ainda um aumento no RNAm de TRL4, mas
nao de NF-kB que, apesar disso, mostrou um aumento de ligagdo ao DNA. O consumo
agudo ou exposicdo cronica sem abstinéncia também foram avaliados pelos autores, porém
ndo apresentaram variacdo nos parametros analisados.

A divergéncia entre os resultados mostrados nos diversos trabalhos pode ser
atribuida a diferencas na regiao (cérebro, figado, soro, etc) e material analisados (tecido ou
cultura de células), protocolo de exposicdo e abstinéncia de etanol, bem como a espécie
animal utilizada no estudo. Camundongos podem ser mais susceptiveis a expressao de
TNF-a que ratos, uma administracao diaria pode ser percebida como exposig¢ao intermitente,
dado o intervalo de 24h entre as doses, e a andlise do todo o cérebro pode néo ser fiel em
revelar uma varia¢do sutil nos niveis de citocinas em nucleos cerebrais especificos. A falta
de significAncia estatistica nas analises pode ainda ser atribuida a uma limitagdo do estudo
em relacdo ao nimero de animais (n= 4 a 6 por grupo) que, embora tenha sido semelhante
a outros estudos (n=4, QIN et al., 2008; n=6 VALLES et al.,, 2004), pode nao ter sido
suficiente para detectar a variacdo neste caso. Adicionalmente, a escolha de apenas uma
estrutura, no caso o mesencéfalo, pode ter reduzido a chance de se detectar determinadas
variacbes nos niveis das citocinas avaliadas, possivelmente pela quantidade de material
analisado e, em alguns casos, apresentar niveis menores que os limites de deteccdo da
técnica. E por fim, a MCP-1, citocina chave previamente descrita como responsiva ao etanol
em estudos com humanos e animais, néao foi quantificada neste estudo (HE; CREWS, 2008).
Assim, os niveis de citocinas observados no mesencéfalo nédo foram alterados, porém estes
resultados ndo descartam a participacado destes mediadores na neuroinflamacéo induzida
por etanol. E possivel que outras citocinas em outras regides do cérebro ndo avaliadas,
tenham tido seus niveis aumentados. Futuros estudos ampliando as regides de avaliagédo e

avaliando outras citocinas serdo necessarios para esclarecer estas questdes.
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Por fim, os resultados discutidos mostram que a exposi¢ao crénica ao etanol induziu
a ativacdo de micréglias e aumentou a expressdo de iINOS em regibes cerebrais
relacionadas a elaboracdo de respostas aversivas, reforcando evidéncias da
neuroinflamacdo durante a intoxicacdo, e mostrando que estas regides sdo, de fato,
afetadas por este processo. Um aumento na ansiedade foi observado em animais
abstinentes, o que foi revertido pela administracdo do inibidor seletivo da iNOS, mostrando
uma possivel relacdo entre 0 aumento da expressdo desta enzima na intoxicacdo e
alteragbes comportamentais observadas na abstinéncia. Os niveis de citocinas observados
no mesencéfalo ndo foram alterados, porém estes resultados ndo descartam a participacao
destes mediadores na neuroinflamacéo induzida por etanol. E possivel que outras citocinas
em outras regibes do cérebro ndo avaliadas, tenham tido seus niveis aumentados. Futuros
estudos ampliando as regibes de avaliacdo e incluindo a analise de outras citocinas sdo

necessarios para esclarecer estas questoes.
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CAPITULO I

EFEITOS DA INIBICAO DA OXIDO NITRICO SINTASE NA
SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSOLATERAL
SOBRE O COMPORTAMENTO TIPO ANSIOSO INDUZIDO PELA
ABSTINENCIA DE ETANOL EM RATOS
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1 INTRODUCAO

A substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL) é parte de um sistema
neural envolvida em inameros processos fisioldgicos incluindo regulagcdo cardiovascular,
modulacdo da dor e respostas comportamentais a estimulos aversivos (BANDLER;
SHIPLEY, 1994). A estimulagéo elétrica desta regido em humanos produz ansiedade, terror,
desejo de fuga, palpitacdo e hiperventilacdo (NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969,
AMANO et al., 1978). Além disso, a estimulacéo elétrica ou quimica desta mesma estrutura
cerebral em gatos e roedores resulta em respostas autonbmicas, somaticas e
comportamentais caracterizadas como reacfes de defesa (BANDLER; CARRIVE 1988;
BITTENCOURT et al., 2005). Estas respostas se assemelham muito aos efeitos observados
durante a abstinéncia de etanol em ratos (KLIETHERMES, 2005; CABRAL et al., 2006). A
SCPDL também esta envolvida em efeitos ansioliticos de diferentes classes de drogas,
incluindo benzodiazepinicos (SCHENBERG; GRAEFF, 1978; RUSSO et al., 1993), que séo
clinicamente usados para aliviar os sintomas da abstinéncia ao etanol (CHICK; NUTT, 2012;
CLAPP, 2012).

A abstinéncia ao etanol representa um agente estressor capaz de promover
respostas incondicionadas e ativacdo de varias estruturas cerebrais, em particular aquelas
envolvidas na modulacdo e expressdo de comportamentos defensivos e ansiedade tais
como o hipotadlamo, amigdala e SCPDL (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001;
KNAPP et al., 2007; VILPOUX et al.,, 2009; BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011).
Ratos submetidos a estimulacdo elétrica da SCPDL durante a abstinéncia de etanol
exibiram reducdo do limiar de estimulagdo necessario para desencadear respostas de
“‘congelamento” e fuga, bem como diminuicdo do numero e duragcdo de vocalizagdes
ultrassénicas (CABRAL et al., 2006). Neste contexto, a SCPDL tem sido reconhecida como
o gatilho mesencefalico para a expressédo de ansiedade incondicionada desencadeada por
situacdes aversivas como a abstinéncia ao etanol (BRANDAO et al., 1999; LEITE; NOBRE,
2012).

A SCPDL tem uma densa conexdo com uma rede de subnucleos hipotalamicos
como os nucleos hipotalamicos anterior e ventromedial e nucleo paramamilar dorsal, os
guais influenciam as respostas defensivas (CANTERAS; SWANSON, 1992; CAMERON et
al.,, 1995). A SCPDL também compartilha conexdes diretas e reciprocas com o0 nucleo
central da amigdala (CeA) (RIZVI et al., 1991), o qual parece mediar comportamentos
relacionados a abstinéncia ao etanol (GILPIN, 2012). O CeA envia projecdes inibitérias para
0 hipotdlamo e substancia cinzenta periaquedutal, o que poderia explicar o aumento da

ansiedade observada em ratos abstinentes ao etanol.
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Evidéncias sugerem que um aumento na neurotransmissdo glutamatérgica deve
contribuir para a excitabilidade neuronal na SCPDL durante a abstinéncia de etanol.
Antagonistas de receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) ou &cido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico ~ administrados na  SCPDL  bloquearam a
susceptibilidade de ratos desenvolverem convulsGes audiogénicas durante abstinéncia ao
etanol (YANG et al., 2003; LONG et al., 2007) e diminuiram o consumo voluntario de etanol
em ratos abstinentes (LEITE; NOBRE, 2012).

A ativacdo de receptores NMDA pelo glutamanto esta relacionada a producédo de
oxido nitrico (NO) (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). Esta molécula é
sintetizada por enzimas dependentes de nicotina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
denominadas NO sintases (NOSs, do inglés nitric oxide synthase), que catalisam a
conversdo de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina e NO (BREDT; SNYDER, 1994). As acdes
fisiologicas do NO sdo mediadas principalmente pela estimulacdo da guanilato ciclase
solavel que, por sua vez, aumenta 0s niveis de guanosina-3', 5'-monofosfato (cGMP)
(SCHUMAN; MADISON, 1991). As NOSs existem em trés isoformas: NOS neuronal (nNOS),
NOS induzivel (iINOS) e NOS endotelial (eNOS) (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990;
MURPHY et al., 1993; FORSTERMANN et al., 1995; GUIX et al., 2005). As isoformas nNOS
e eNOS séo caracterizadas como constitutivas, e suas atividades dependem da Ca?" —
calmodulina. J& a INOS é uma enzima independente de Ca?-calmodulina que tem sua
atividade regulada pela sua sintese, que é induzida por estimulagdo imunolégica ou
inflamatéria (LYONS; ORLOFF; CUNNINGHAM, 1992; ZHOU et al., 2009).

Estudos funcionais indicam um aumento na producédo de NO e na atividade da NOS
durante a abstinéncia de etanol. A administracdo sistémica de NG-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), um inibidor ndo especifico da NOS (MONCADA; HIGGS; FURCHGOTT,
1997), atenua muitos sinais de abstinéncia de etanol e diminui a ingestao da substancia por
ratos dependentes de etanol (ADAMS et al., 1995; UZBAY et al., 1997; 2000). Além disso,
o pré-tratamento com L-NAME bloqueia o aumento das concentragcdes de L-citrulina no
estriado de ratos durante a abstinéncia de etanol (GOREN et al., 2001). A intoxicagdo e
abstinéncia de etanol também induzem processos inflamatérios no cérebro por meio de
estimulacéo de vias de sinalizac&o intracelular que desencadeiam a inducéo de citocinas e
ciclooxigenase-2 (COX-2) e expresséao de iNOS (PASCUAL et al., 2007).

A SCPDL tem sido histologicamente caracterizada pela presenca de uma populacdo
bem delimitada de neurdnios NOS positivos (VINCENT; KIMURA, 1992; ONSTOTT,
MAYER; BEITZ, 1993). O NO, nesta regido cerebral, parece estar sistematicamente
envolvido na modulacio de comportamento tipo ansioso em roedores (GUIMARAES et al.,
2005). InjecBes intra-SCPDL de inibidores da NOS (GUIMARAES et al., 1994), inibidores da
guanilato ciclase (DE OLIVEIRA; GUIMARAES, 1999; GUIMARAES et al., 2005; AGUIAR;
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MOREIRA; GUIMARAES, 2006), e sequestrantes de NO (AGUIAR; MOREIRA;
GUIMARAES, 2006) exerceram efeito ansiolitico, enquanto a administracdo de doadores
de NO na mesma estrutura produziram comportamento de fuga e reacdes defensivas em
ratos (DE OLIVEIRA et al., 2000a). Adicionalmente, a expressdo e atividade de NOS
aumentou na SCPDL de ratos submetidos ao estresse por contencédo (KISHIMOTO et al.,
1996; DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000b, 2001; SMALLS; OKERE, 2012) e de
ratos que expressam respostas de medo frente um predador (CHIAVEGATTO; SCAVONE;
CANTERAS, 1998). Recentemente, Bonassoli e colaboradores (2011) mostraram que
neurbnios NADPH-d positivos na SCPDL foram ativados 24 e 48 horas apds a
descontinuacdo do etanol. Estes autores sugerem que o NO nesta estrutura deve estar
envolvido no desenvolvimento e expresséo da ansiedade induzida por abstinéncia ao etanol.

Experimentos utilizando a administragdo de compostos que interferem com o NO
diretamente na SCPDL durante a abstinéncia de etanol ainda ndo foram descritos. Dado que
0 comportamento relacionado a ansiedade deve estar associado com um aumento na
transmiss@o de NO na SCPDL, nés consideramos a hip6tese de que este aumento durante
a abstinéncia provocaria um aumento da ansiedade.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi testar a hipétese de que o NO na SCPDL
estaria envolvido na expressdo de comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de
etanol em ratos. Considerando que a producdo de NO pode ocorrer pela atividade tanto da
isoforma constitutiva, nNOS, como da induzida, iINOS, nds testamos os efeitos de inibidores
seletivos da nNOS 1-(2-[trifluorometillfenil) imidazol (TRIM), e da INOS, dihidrocloreto de N-
([3-(aminometil)fenil] metil) etanimidamida (1400W), injetados diretamente na SCPDL de

ratos durante a abstinéncia ao etanol.
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2 MATERIAIS E METODO

2.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando 250-300 g, foram mantidos em
grupos de trés por caixa, sob ciclo claro/escuro de 12/12-h (claro as 7:00 AM) e temperatura
de 23+1°C, com livre acesso a agua. Os procedimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento para o Cuidado e Uso
de animais de Laborat6rio e aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal
local (CEAE 031/2010).

2.2 DROGAS

As seguintes drogas e doses foram usadas:

o O sequestrador de NO, 2-(4- carboxifenil)-4, 4, 5, 5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-
oxido (Carboxi-PTIO; 1, 3, e 10 nmol) (AGUIAR; MOREIRA; GUIMARAES,
2006 etal., 2006; GUALDA et al., 2011);

e O precursor de NO, L-Arg (100 nmol) (FORESTIERO et al., 2006; SPIACCI et
al., 2008);

¢ O inibidor ndo seletivo da NOS, L-NAME (50, 100, e 200 nmol) (CALIXTO et
al., 2008);

¢ O inibidor seletivo da nNOS, 1-(2-trifluorometilfenil)-imidazol (TRIM) (40, 80 e
160 nmol) (HALL; BEHBEHANI, 1998);

e O inibidor seletivo da iNOS, dihidroclorato de N-([3-(aminometil)fenillmetil)
etanimidamida (1400W) (0,1, 0,3, e 1,0 nmol) (KALINCHUK et al., 2006).

Todas as drogas foram adquiridas da Sigma (St. Louis, MO, USA) e dissolvidas em
salina estéril imediatamente antes do uso. As doses selecionadas foram baseadas em

estudos prévios que utilizaram inje¢des intracerebrais.

2.3 ADMINISTRACAO CRONICA DE ETANOL

O consumo crénico de etanol se deu por um procedimento forcado de auto
administracdo de dieta liquida contendo etanol (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES,
2001; CABRAL et al., 2006; BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011). Os animais
tiveram acesso as garrafas (aproximadamente 180ml cada, i.e. 17,1g de Sustagem por
60mL de agua por rato por dia) que continham a dieta basica composta por Sustagem M

(sabor chocolate: Mead Johnson, Sdo Paulo, Brasil). Esta dieta constitui uma formulacéo

66



nutricionalmente completa que fornece proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais
minerais, que correspondem a 1.1 kcal/mL. A dieta liquida foi a Unica fonte de alimento
disponivel diariamente para os animais, e foi preparada e oferecida diariamente no mesmo
horéario (14:00 h). Inicialmente, a dieta liquida sem etanol foi disponibilizada para os ratos
por 2 dias.

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos experimentais: Controle e
Abstinentes ao etanol. Para o grupo de animais controle, a dieta liquida sem etanol,
acrescida de sacarose, foi oferecida até o final do tratamento. Para os grupos abstinentes ao
etanol, nos primeiros dois dias de tratamento, a concentracdo de etanol foi de 6% (vol/vol), a
gual foi aumentada para 8% (vol/vol) até o final do tratamento. Os animais receberam etanol
por 15 dias consecutivos, seguidos por 24 h de abstinéncia, em que o etanol foi retirado na
dieta por substituicdo desta pela dieta sem o etanol.

Este método de administracdo de etanol resulta em concentragdes sanguineas de
etanol (CSE) de 80 a 132 mg% durante o consumo de etanol (BALDWIN et al.,, 1991;
CABRAL et al., 2006). Usando o mesmo protocolo, nés também detectamos previamente
CSE de 80+14 mg% em ratos tratados com etanol e quantidades muito baixas 24 h apés a
retirada (42 mg%) (BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011). O peso dos animais foi
verificado a cada 2 dias e o volume ingerido foi medido diariamente e expresso em gramas

por quilo de animal.

2.4 CIRURGIA E ADMINISTRACAO DE DROGAS

Seis dias antes do teste comportamental, os animais foram anestesiados com
45mg/kg de tiopental i.p. (Thiopentax; Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) e imobilizados em
aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, CA, USA). Uma canula guia de aco inoxidavel
(diametro externo de 0.7 mm) foi implantada diretamente na SCPDL de cada animal, tendo o
bregma como referéncia para cada plano estereotaxico (anterior/posterior, 1.7 mm;
medial/lateral, 0.7 mm; dorsal/ventral, 4.5 mm), de acordo com o atlas de Painhos & Watson
(1997). A ponta da canula guia foi posicionada 1 mm acima da SCPDL e fixada ao cranio
com resina acrilica e dois parafusos de aco inoxidavel. Em seguida, foi introduzido um
mandril dentro da cénula guia para reduzir a incidéncia de oclusédo. Ao fim da cirurgia, os
animais receberam uma dose de antibidtico intramuscular (Pentabiético, 1 mg/kg; Fort
Dodge, Sao Paulo, Brazil) para prevenir possiveis infeccdes.

As injecOes intracerebrais foram realizadas utilizando agulhas dentais (didmetro
externo de 0,3 mm) 1 mm mais longas que a canula guia, € no momento da administracao,
foram conectadas a uma micro seringa de 2uL (7002H, Hamilton, Reno, NV, USA). Cada
agulha foi cuidadosamente introduzida na canula guia e um volume de 0,3 yL foi injetado,

utiizando a micro seringa controlada por uma bomba de infusdo (BI200 Insight
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Equipamento, Ribeirdo Preto, Brazil). Um cateter de polietileno foi interposto entre a
extremidade superior de cada agulha dental e a microseringa. Para tratamentos
combinados, os animais receberam a primeira microinje¢cdo de salina ou L-NAME (200

nmol), seguida por uma segunda micro injecdo de L-Arg (100 nmol) ou salina 10 min depois.

2.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os animais foram divididos em diferentes grupos experimentais de acordo com o
tratamento farmacol6gico. Seis dias apos a cirurgia e 24 h apds a retirada do etanol, os
animais foram transportados para uma sala pouco iluminada (40 lux), com atenuacéo de
ruidos e temperatura controlada (23+1 °C) onde permaneceram em repouso por pelo menos
1 h antes do teste. Eles foram enté@o individualmente avaliados na caixa claro/escuro e, em
seguida, no teste do campo aberto 10 min ap6s a administracdo da droga. Depois de cada
teste, a caixa claro/escuro e o campo aberto foram limpos com solugéo de alcool 70%.

Para confirmar os efeitos comportamentais da abstinéncia de etanol, dois grupos
experimentais ndo operados adicionais foram incluidos: (1) grupo controle ndo operado que
recebeu dieta liquida sem etanol e (2) um grupo em abstinéncia ao etanol ndo operado que
recebeu uma dieta liquida com etanol. Todos os procedimentos comportamentais foram
idénticos aos conduzidos para ratos operados na SCPDL.

Todas as sessbes comportamentais foram conduzidas durante o periodo diurno
(entre 8:00 e 12:00 h) e filmadas para analises posteriores utilizando um software de andlise

de imagem (ANY-maze version 1.9; Stoelting, Wood Dale, USA).

2.5.1 Caixa claro/escuro

O aparato consistiu de uma caixa de madeira (80x40x20 cm) dividida em dois lados
iguais (40x40x20 cm) por uma barreira com uma porta de (8x12 cm). Um dos
compartimentos era preto e escuro, e o outro branco e bem iluminado. Os animais foram
colocados no meio do compartimento claro, de frente para o lado escuro, e foi permitido
explorar livremente a caixa por 5 min. A laténcia (em segundos) para entrar no
compartimento escuro com as 4 patas, nimero de transicdes entre os lados do aparato, e

tempo (em segundos) gasto no lado claro foram manualmente contados.

2.5.2 Campo aberto

ApoOs o teste da caixa claro/escuro, cada animal foi imediatamente exposto ao
aparato do campo aberto que consistiu de uma caixa preta de madeira (80x80x50 cm), por
10 min. O software detectou a posicdo do animal no campo aberto e calculou a distancia

percorrida (em metros).
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2.6 HISTOLOGIA

ApOs os testes comportamentais, os ratos foram anestesiados com uma overdose de
tiopental (Thiopentax; Cristdlia, Sdo Paulo, Brazil) e transcardiacamente perfundidos com
salina seguida por uma solu¢cdo de formaldeido 10%. Os cérebros foram removidos e
imersos na mesma solucdo de formaldeido 10% por no minimo 3 dias. Utilizando um
micrétomo criostato, os cérebros foram cortados e foram obtidas sec¢des coronais de 40um
(Criocut CM 1850; Leica, Bensheim, Germany). As sec¢des foram montadas em laminas
previamente gelatinizadas e coradas com corante de Nissl. Em algumas secgoes
adjacentes, foi realizada histoquimica para NADPH-diaforase para visualizar a expressao de
neurdnios nitrérgicos. Os sitios de injecdo foram identificados utilizando o atlas Paxinos e
Watson (1997).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médiaterro padréo da média (EPM). As diferencgas
de peso e consumo de etanol entre os grupos foram analisadas usando andlise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas, sendo o grupo a variavel independente e dias (1 a 15)
como medida repetida. Os dados obtidos na caixa claro/escuro e no teste do campo aberto
foram analisados por teste T de Student's ou ANOVA de uma via. Testes post hoc foram
realizados utilizando teste de Tukey para compara¢gfes multiplas. Valores de p<0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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3 RESULTADOS

3.1 CONSUMO DE ETANOL E PESO

A ingestdo diaria de etanol variou de 6,4 — 12,6 g/kg/dia ao longo dos 15 dias de
tratamento. O peso corporal dos animais variou de 262,5 a 282,79 no inicio do tratamento a
304,5 — 323,0g apés a retirada do etanol. Nenhuma diferenca nos pesos corporais foi
observada entre os grupos comportamentais (Fis4,149=1,33, p=0,19). Foi observada uma
interacdo grupos X dias (Fi4,149=1,79, p<0,001). A partir do 7° dia, todos os grupos

experimentais apresentaram um ganho de peso comparado ao primeiro dia.

3.2 PADRONIZACAO DO MODELO COMPORTAMENTAL

Como mostrado na figura 15, a abstinéncia de etanol diminuiu a laténcia (t16=2,57;
p<0,05) e porcentagem de tempo no lado claro (t16=5,33, p<0,01) da caixa claro/escuro
comparado com o controle. Uma diminuicdo no nimero de cruzamentos entre os dois lados
da caixa também foi observada nos animais abstinentes comparado com o controle, embora
esta diferenca ndo seja estatisticamente significante (t16=1,74; p=0,10). Uma diferenca
significativa na distancia percorrida no campo aberto também foi observada nos animais em
abstinéncia comparados com os controles (t16=2,79; p=0,02) (Tabela 2). A figura 16 mostra
diagramas representativos e fotomicrografias dos sitios de injecdo na SCPDL. Os animais

gue receberam injecdes fora da SCPDL foram excluidos da andlise estatistica.
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Figura 15: Efeitos da abstinéncia de etanol sobre a porcentagem de tempo no lado claro, laténcia
para entrar no lado escuro e numero de cruzamentos na caixa claro/escuro. Os dados estao
expressos como médiatEPM (n=6/grupo).*p<0,05, *p<0,01 comparado com o controle, Teste t de
Student.
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Figura 16: Diagrama representativo da substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPDL),
modificado do Atlas Paxinos e Watson (1997) (A). Fotomicrografias de sec¢des coronais (40um) de
cérebro de ratos com a canula guia implantada na SCPDL. Nota-se a presenca de neurénios NADPH-
diaforase positivos que delimitam a coluna dorsal da SCPDL (B e C) Ag: Agqueduto de Sylvius.
Diagramas representativos mostrando a localizagdo dos sitios de micro injecdo dentro (circulos
pretos) e fora da SCPDL (circulos brancos) (D). Os nimeros em cada seccéo indicam a distancia a
partir do bregma (PAXINOS; WATSON, 1997).

3.3 EFEITOS COMPORTAMENTAIS DE DROGAS QUE ATUAM NOS SISTEMAS
NITRERGICOS

3.3.1 Carboxi-PTIO

A andlise estatistica revelou que o sequestrador de NO Carboxi-PTIO (1 nmol)
aumentou a laténcia para primeira entrada no lado escuro da caixa (F343=2,91; p=0,05) e a
porcentagem de tempo gasto no lado claro da caixa claro/escuro (Fs43=2,72; p=0,05)
comparado com o grupo salina (Figura 17), indicando que este tratamento diminuiu o
comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de etanol em ratos. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos experimentais em relagdo ao nimero
de cruzamentos entre os lados da caixa claro escuro ou distancia percorrida no teste do

campo aberto (Tabela 2).
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Figura 17: Efeitos do Carboxi-PTIO (1nmol) injetado na SCPDL de ratos testados na caixa
claro/escuro. Dados est@o expressos como médias + EPM (n=8-15 por grupo). Ratos que receberam
injecdes de Carboxi-PTIO fora da SCPDL (n=7) estdo representados com grupo “Fora”. *p<0,05
comparado com o grupo salina (Sal), ANOVA seguida de teste de Tukey.
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Grupo Experimental

Distancia percorrida (metros) no
campo aberto (média = EPM)

Controle n&o operado 46,90 + 2,36
Abstinente ndo operado 20,25 +£5,87 *
Salina 21,08 +1,51
Carboxi-PTIO (1 nmol) 14,57 + 3,47
Carboxi-PTIO (3 nmol) 15,62 +2,11
Carboxi-PTIO (10 nmol) 15,13+ 3,12
Fora 15,11 + 1,60
L-NAME (50 nmol) 16,92 + 2,40
L-NAME (100 nmol) 22,58 +2,24
L-NAME (200 nmol) 23,74 + 4,85
Fora 22,49 + 4,39
Salina + Salina 19,24 + 2,10
L-NAME (200 nmol) + Salina 18,98 + 3,22
Salina + L-Arg (100 nmol) 18,04 £ 3,06
L-NAME (200 nmol) + L-Arg (100 nmol) 14,23 +2,18
Fora 17,27 + 3,81
TRIM (20 nmol) 24,38 £ 1,78
TRIM (40 nmol) 19,39 + 2,81
TRIM (80 nmol) 17,98 + 2,20
Fora 29,74 £ 5,52
1400W (0,1nmol) 17,81+ 2,53
1400W (0,3 nmol) 23,85 + 4,00
1400W (10 nmol) 23,21 +2,98
Fora 19,93 + 2,09

Tabela 2: Efeitos do Carboxi-PTIO (1-10 nmol), L-NAME (50-200 nmol), TRIM (20-80 nmol), 1400W
(0,2-1,0 nmol), e L-NAME (200nmol) + L-Arg (100nmol) administrados na SCPDL de ratos testados
no campo aberto. Os dados estdo expressos como médiatEPM (n=6-15). Ratos que receberam
injecdes de compostos ativos fora da SCPDL estdo representados nos grupos “Fora” *p<0,05
comparado com o controle ndo operado, Teste t de Student.

74



3.3.2 L-NAME e L-Arg

Quando L-NAME foi testado, observou-se que a administracdo de 200 nmol
aumentou a laténcia para primeira entrada no lado escuro (Fsz46=3,24; p=0,03) e a
porcentagem de tempo gasto no lado claro da caixa claro/escuro (Fs46=7,93, p<0,001)
comparado com o grupo salina. Uma tendéncia para a diminuicdo do numero de transicbes
na caixa claro/escuro também foi detectada (Fs46=2,24, p=0,10) (Figura 18). Nenhuma
diferenca significativa foi observada na distdncia percorrida no teste do campo aberto
(Tabela 2). O efeito do L-NAME sobre a laténcia e a porcentagem de tempo gasto no lado
claro foi revertido pela administragdo de L-Arg (Fs30=5,45; p=0,005 e F33=4,03; p=0,017,
respectivamente), reforcando o envolvimento do NO nos efeitos observados. Nenhuma
alteracdo foi detectada no ndmero de transigdes e distancia percorrida no teste do campo
aberto.
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Figura 18: Efeitos do L-NAME (50-200nmol) ou L-NAME (200nmol) seguido de salina ou L-Arg
(100nmol) administrados na SCPDL de ratos testados na caixa claro/escuro. Ratos que receberam
injecOes de compostos ativos fora da SCPDL (L-NAME n=6, e grupos de tratamento combinados com
L-NAME n=3) estdo representados como “Fora”. Os dados sido expressos como média + EPM (n=8-
15 por grupo) e analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,001 comparado
com o grupo Sal ou Sal+Sal e #p<0,05, ##p<0,001 comparado com o grupo L-NAME (200nmol) + Sal.
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3.3.3TRIM

O tratamento com o inibidor seletivo da nNOS, TRIM (20 nmol), aumentou a
porcentagem de tempo no lado claro (Fz42=3,19; p=0,034) (Figura 19). Uma tendéncia para
0 aumento no namero de transicdes também foi detectada com a mesma dose (F342=2,58,
p=0,07). ANOVA né&o revelou nenhuma diferenca na laténcia ou distancia percorrida no

campo aberto comparado com o grupo salina.
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Figura 19: Efeitos do TRIM (20-80 nmol) administrado na SCPDL de ratos testados na caixa
claro/escuro. Ratos que receberam injecées de TRIM fora da SCPDL estédo representados no grupo
“Fora”. Os dados estao expressos como médiastEPM (n=8-15 por grupo) e analisados por ANOVA
seguida do teste de Tukey.*p<0,05 comparado com o grupo Sal.
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3.3.4 1400W

O inibidor seletivo da iNOS, 1400W, na dose de 0,3 e 1 nmol aumentou
significativamente a porcentagem de tempo no lado claro da caixa claro/escuro comparado
com o grupo salina (F339=6,26; p=0,002). Nenhuma diferenca foi observada em relacao a
laténcia para primeira entrada no lado escuro, numero de transi¢cfes (Figura 20) ou distancia

percorrida no teste do campo aberto quando comparado com o grupo salina (Tabela 2).
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Figura 20: Efeitos do 1400W (0,1-1,0 nmol) administrado na SCPDL de ratos testados na caixa
claro/escuro. Ratos que receberam injecbes de 1400W fora da SCPDL estdo representados pelo
grupo “Fora”. Os dados estdo expressos como médiatEPM (n=7-15 por grupo).*p<0,05 comparado
com o grupo Sal, ANOVA seguida do teste de Tukey.
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4 DISCUSSAO

A SCPDL tem sido envolvida na expressdo do comportamento tipo ansioso
observado durante a abstinéncia de etanol em ratos (DE OLIVEIRA; DEL BEL;
GUIMARAES, 2001; YANG et al, 2003; CABRAL et al., 2006; LONG et al., 2007;
BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011). Nossos resultados sugerem que estes
comportamentos podem ser atribuidos ao aumento dos niveis de NO na SCPDL. No
presente estudo, a administracdo direta na SCPDL de carboxi-PTIO e L-NAME, um
sequestrante de NO e um inibidor ndo seletivo da NOS, respectivamente, diminuiram o
efeito tipo ansiogénico da abstinéncia ao etanol em ratos submetidos ao teste da caixa
claro/escuro. Considerando que L-Arg, um precursor do NO, reverteu os efeitos do L-NAME,
estes achados reforcam a hipotese de que a producdo de NO na SCPDL desempenha um
papel na modulacdo do comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia de etanol em
ratos. Nossos resultados demonstraram ainda que a sintese de NO mediada pela INOS na
SCPDL esta predominantemente envolvida na expressdo da ansiedade durante a
abstinéncia ao etanol.

A interrupgdo abrupta do consumo de etanol aumenta comportamentos tipicos de
ansiedade em roedores sujeitos a diferentes testes comportamentais, e pode refletir
diferentes aspectos da dependéncia ao etanol em humanos (KLIETHERMES, 2005).
Avaliagbes comportamentais na caixa claro/escuro mostram manifestagdo de ansiedade
aguda de 10 a 48 h apds a descontinuacéo do etanol (COSTALL; KELLY; NAYLOR, 1988;
KLIETHERMES; CRONISE; CRABBE, 2004; KLIETHERMES, 2005). Efeitos tipo-
ansiogénicos tém sido caracterizados por uma diminuicdo da laténcia para entrar no lado
escuro e tempo gasto no lado claro (BOURIN; HASCOET, 2003). O nimero de cruzamentos
entre os lados da caixa claro/escuro tem sido utilizado como indicador de
atividade/exploracdo e, em geral, sendo este parametro diminuido durante a abstinéncia ao
etanol (COSTALL et al., 1993; KLIETHERMES; CRONISE; CRABBE, 2004). Nos
verificamos que ratos abstinentes ao etanol exibiram diminuicdo na laténcia e tempo gasto
no lado claro da caixa claro/escuro 24h ap6s a retirada do etanol comparado com 0s
animais controle. Uma tendéncia estatistica para a diminuicdo da distancia percorrida no
campo aberto também foi detectada em animais abstinentes ao etanol, comparado com
seus controles.

Estes resultados estdo de acordo com resultados prévios (DE OLIVEIRA; DEL BEL;
GUIMARAES, 2001; BONASSOLI; MILANI; DE OLIVEIRA, 2011) mostrando que a
abstinéncia ao etanol diminui significativamente a distancia percorrida pelos animais no teste
do campo aberto. Por outro lado, tendéncias para o aumento do nimero de transicdes na

caixa claro/escuro foram observadas ap6s a administracao diretamente na SCPDL de TRIM
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(20 nmol), L-Arg (100 nmol), ou L-Arg + L-NAME. Este aumento no niumero de transi¢cdes na
caixa claro/escuro deve indicar uma diminuicdo no efeito ansiogénico induzido pela
abstinéncia ao etanol.

Os efeitos do NO na SCPDL parecem ocorrer por meio da liberacdo de mediadores
uma vez que a inibicdo do NO enddégeno pelo sequestrante de NO carboxi-PTIO ou
inibidores das NOS diminuiram o efeito tipo- ansiogénico induzido pela abstinéncia ao
etanol. Curiosamente, dois perfis de efeito distintos de drogas que interferem com o NO,
foram observados em ratos abstinentes ao etanol submetidos a caixa claro/escuro. Os
efeitos do sequestrante de NO, carboxi-PTIO, e TRIM foram evidentes somente nas doses
mais baixas testadas (i.e., 1 e 20 nmol, respectivamente), e o efeito do inibidor néo seletivo
da NOS L-NAME e inibidor seletivo da iNOS 1400W, foram obtidos com altas doses (i.e.,
200 e 0,1-0,3 nmol, respectivamente). As razdes para estas discrepancias ndo estao claras.
A auséncia de efeito de doses altas de TRIM é consistente com estudos prévios que
observaram curva dose respostas em forma de U invertido para inibidores da NOS injetados
na SCPDL (GUIMARAES et al., 1994; TONETTO et al., 2009).

Injecbes locais na SCPDL de carboxi-PTIO (2 nmol) resultaram em efeito tipo
ansiolitico no teste de conflito de Vogel, enquanto um tratamento similar (Carboxi-PTIO, 1 e
3 nmol) falhou em prevenir reacdes defensivas induzidas pela administracdo de NMDA
diretamente na SCPDL (AGUIAR; MOREIRA; GUIMARAES, 2006). Além disso, carboxi-
PTIO, um potente sequestrante de NO, acentua os efeitos do doador de NO, cloridrato de 3-
morfolinosilnomina em cultura de células endoteliais por induzir a formagéo de peroxinitrito
(PFEIFFER et al.,, 1997). O peroxinitrito pode exercer efeitos fisioldgicos semelhantes ao
NO, como o relaxamento de musculo liso vascular (LIU; BECKHAN; KU, 1994), inibicdo da
agregacao plaquetaria (MORO et al., 1994), e estimulacdo de guanidina monofosfato ciclico
(GMPc) solavel (MAYER et al., 1995). Portanto, se um aumento de peroxinitrito induzido por
carboxi-PTIO ocorre na SCPDL de ratos durante a abstinéncia ao etanol, este efeito poderia
neutralizar as propriedades sequestrantes do carboxi-PTIO.

No entanto, ndo podemos excluir a possivel participacdo de outras moléculas na
cascata NO-GMPc e efetores moleculares no comportamento tipo ansioso, induzido pela
abstinéncia de etanol. O GMPc age como um segundo mensageiro, amplificando sinais
recebidos por receptores pos-sinapticos e ativando efetores moleculares que resultam em
mudancas na expressdo génica e respostas neuronais especificas. Estes aspectos
merecem uma investigacdo mais aprofundada e serdo questao de trabalho futuro em nosso
laboratorio.

Efeitos ansioliticos e antidepressivos tém sido largamente atribuidos a inibicao
seletiva da nNOS por 7-NI (YILDIZ et al., 2000), TRIM (VOLKE et al., 2003), e N-propil-L-

arginina (MONTEZUMA et al., 2012). Achados pré-clinicos e clinicos, como o aumento da
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expressao de nNOS em regides limbicas de animais estressados (DE OLIVEIRA; DEL BEL;
GUIMARAES, 2001) e pacientes depressivos (DE OLIVEIRA; GUIMARAES; DEAKIN,
2008), tém também ajudado a relacionar a nNOS com comportamentos tipo ansioso e
fendtipo depressivo em linhagem de ratos Flinders sensiveis (WEGENER; VOLKE, 2010).
Um estudo recente verificou que inibidores da iINOS também induzem um efeito tipo
antidepressivo em camundongos (MONTEZUMA et al., 2012).

Apesar da presenca das 3 isoformas de NOS no cérebro, o papel de eNOS na
ansiedade experimental, incluindo comportamento de ansiedade induzido pela abstinéncia
ao etanol em ratos, ainda néo esta claro. Uma razdo para esta falta de informacdes é a
caréncia de inibidores de alta afinidade para a eNOS no mercado. A seletividade de alguns
inibidores da NNOS tem sido atribuida a presenca de interagcdes entre cargas causadas por
conformacéo estendida da nNOS, enquanto que a seletividade dos inibidores especificos da
INOS, pode ser explicada pela formacdo de um subsitio para ligacdo (OLIVEIRA et al.,
2012). Nossos resultados sugerem que ambas isoformas nNOS e iINOS contribuem para a
acdo do NO, sendo a iNOS a principal fonte de NO na SCPDL durante a abstinéncia ao
etanol. Isto é consistente com a poténcia farmacolégica de ambos TRIM e 1400W em inibir
as isoformas da NOS. TRIM tem sido descrito como um inibidor seletivo da nNOS em
cérebro de ratos sob condi¢des fisioldgicas normais (HANDY et al.,, 1996). No entanto, a
capacidade do TRIM para inibir tanto a isoforma nNOS (Ki = 27 mM) como a iNOS (Ki = 28,2
uM) é equivalente (HANDY et ai. 1995). Ja o 1400W tem sido considerado ser um inibidor
irreversivel e especifico da iINOS (Ki = 7 nM, ou seja, 5.000 e 200 vezes mais potente sobre
INOS que eNOS e nNOS, respectivamente) (GARVEY et al., 1997). No presente estudo,
TRIM foi menos efetivo que o 1400W em diminuir o comportamento de ansiedade induzido
pela abstinéncia ao etanol. No entanto, as acbes de ambos, 1400W e L-NAME em ratos
abstinentes ao etanol, rendeu perfis de comportamento semelhantes, indicando que a
isoforma INOS na SCPDL pode desempenhar um papel predominante na modulacdo da
ansiedade durante a retirada do etanol.

No cérebro, a producédo de NO pode ocorrer como resultado da atividade dominante
das isoformas constitutivas NNOS ou iINOS, e a producdo de NO pode ser induzida por
ambas isoformas sob condicbes de estresse. Em geral, a super-expressdo de iNOS tem
sido associada com a presenca de processos inflamatérios e infecciosos (GUIX et al., 2005;
BROWN, 2007). No entanto, varios estudos tém apontado a expressao constitutiva da iNOS
no cérebro e levantam a possibilidade de que o NO derivado de astrécitos participaria de
processos fisiolégicos (AMITAI, 2010). iNOS foi detectada no hipocampo de ratos jovens e
idosos sob circunstancias basais, em estreita proximidade com células recém formadas
(PINNOCK et al.,, 2007; ADACHI et al., 2010). A expressdo de INOS também tem sido

descrita no neocortex, corpo estriado, amigdala, hipotalamo e tronco cerebral, onde estaria
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envolvida na modulacdo de atividade e transmissdo sindptica (AMITAI, 2010).
Recentemente, Montezuma e colaboradores, (2012) demonstraram que a inibicdo seletiva
da INOS, ou a falta desta enzima em camundongos knockout, resultava em efeito
antidepressivo, 0 que sugeriu que a sintese de NO mediada pela INOS poderia estar
envolvida na modulacdo de efeitos comportamentais induzidos por estresse.
Adicionalmente, niveis aumentados de INOS e COX-2 foram descritos no hipocampo,
coértex e cerebelo de ratos 24 h ap6s a retirada do etanol apds padréo ciclico de exposicao.
Estes achados foram associados com déficits no desenvolvimento cognitivo e motor
(PASCUAL et al.,, 2007). Niveis elevados de glutamato tem sido diretamente associados
com o aumento da expressdo de iINOS e ativacao glial no hipocampo de ratos submetidos
ao modelo de ingestédo aguda de etanol (WARD et al., 2009).

No presente estudo, 1400W administrado diretamente na SCPDL diminuiu o
comportamento tipo ansioso induzido pela abstinéncia ao etanol. Em conjunto, estes
resultados apoiam a hipétese que a producdo de NO na SCPDL estaria envolvida na
modulacdo de ansiedade durante a retirada do etanol. Sinais comportamentais da
abstinéncia de etanol em roedores sdo consequéncias de processos neuroadaptativos
desencadeados pela interrupcdo do consumo apoOs exposicdo prolongada ao etanol
(COWEN; LAWRENCE, 2006; KLIETHERMES, 2005).

Durante a abstinéncia de etanol, a transmissdo excitatéria aumenta na tentativa de
manter a homeostase em resposta ao reforco da inibicdo exercida pelo &cido y-
aminobutirico (GABA) mediado por etanol (DE WITTE et al., 2003; KOOB, 2004). Evidéncias
crescentes sugerem que o receptor de glutamato NMDA é supra regulado durante a
abstinéncia de etanol, o que tem sido relacionado com a ocorréncia de sinais de abstinéncia
ao etanol, como convulsdes e comportamento tipicos de ansiedade (GRANT et al., 1990;
NAGY et al., 2005; KOTLINSKA; BOCHENSKI, 2008).

Um aumento na funcdo glutamatérgica tem sido mostrado durante a abstinéncia ao
etanol em estruturas cerebrais relacionadas ao controle e expressdo da ansiedade, como
hipocampo (WHITTINGTON; LAMBERT; LITTLE, 1995; DAHCHOUR; DE WITTE, 2003),
amigdala basolateral (LACK et al., 2007; McCOOL et al., 2010; CHRISTIAN et al., 2012), e
leito do nucleo da estria terminal (KASH et al.,, 2009). A transmissdo glutamatérgica
aumentada também foi detectada no hipocampo de ratos em abstinéncia de
benzodiazepinicos (VAN SICKLE; XIANG; TIETZ, 2004; DAS et al., 2008). Souza-Pinto e
colaboradores (2007), mostraram que a inibicdo da transmissao glutamatérgica na SCPDL
reduz os efeitos ansiogénicos observados em ratos em abstinéncia de diazepam, um
achado que implicou o envolvimento da transmissao excitatéria na SCPDL na modulacao do
estado aversivo induzido por abstinéncia de benzodiazepinicos. Dada a semelhanca entre o

mecanismo de acdo dos benzodiazepinicos e do etanol, efeitos neuroquimicos semelhantes
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poderiam também ocorrer na SCPDL durante a abstinéncia ao etanol. Contudo, esta
hipétese ainda nao foi investigada.

Os mecanismos pelos quais o NO influencia a fungdo da SCPDL durante a
abstinéncia de etanol sdo desconhecidos. A sinalizacdo intracelular do NO envolve a
ativacdo da guanilato ciclase, mas ele também interage com a proteina quinase ativada por
mitdégenos, proteinas relacionadas a apoptose e cadeia respiratdria mitocondrial (GUIX et
al., 2005). Na SCPDL, interagcdes complexas entre NO e sistemas glutamatérgicos,
gabaérgicos ou serotoninérgicos tém sido relacionadas a modulacdo da ansiedade
(GUIMARAES et al., 2005; MOREIRA et al., 2012), press&o arterial (CHAITOFF et al., 2012;
HALL; BEHBEHANI 1998), e nocicepcao (HAMALAINEN; LOVICK, 1997). Recentemente,
uma interacdo entre o NO e sistema canabindide na SCPDL, atuando na modulagédo do
comportamento defensivo tem sido também proposta (LISBOA; GUIMARAES, 2012).

Dado o importante papel da ansiedade na etiologia da dependéncia ao etanol,
futuros estudos sdo necessarios para desvendar os mecanismos moleculares especificos
através dos quais a transmissdo do NO na SCPDL contribui para a ansiedade durante a
retirada do etanol.

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que a inibicdo da INOS na SCPDL
diminuiu o comportamento de ansiedade induzido pela abstinéncia ao etanol em ratos, uma
observacao que reforca o envolvimento do NO na SCPDL na modulacdo e expressao do

comportamento ansioso.
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O presente trabalho mostrou que a exposicéo cronica ao etanol induziu a ativagéo de
micréglias e aumentou a expressdo de INOS na SCPDL e NDR, estruturas cerebrais
relacionadas a ansiedade, reforcando evidéncias da neuroinflamacédo durante a intoxicagao,
e mostrando que estas regides sdo, de fato, afetadas por este processo. Os niveis de
citocinas analisados no mesencéfalo ndo foram alterados durante a intoxicagdo ou
abstinéncia de etanol, porém estes resultados ndo descartam a participagdo destes
mediadores na neuroinflamacédo induzida por etanol. E possivel que outras citocinas em
outras regides do cérebro ndo avaliadas neste trabalho, tenham tido seus niveis
aumentados. Futuros estudos ampliando as regides de avaliacao e incluindo outras citocinas
serdo necessarios para esclarecer estas questdes.

Um aumento no comportamento tipo ansioso foi observado em animais abstinentes,
0 que foi revertido pela administracdo sistémica do inibidor seletivo da iINOS, mostrando
uma possivel relacdo entre o aumento da expressdo desta enzima na SCPDL e NDR
durante a intoxicacéo e o aumento da ansiedade observado na abstinéncia.

O presente estudo mostrou ainda que a administracdo do sequestrador de NO
carboxi-PTIO, do inibidor ndo seletivo da NOS, L-NAME, do inibidor seletivo da nNOS, TRIM
e da iNOS, 1400w, diretamente na SCPDL, diminuiram o comportamento tipo ansioso
induzido pela abstinéncia de etanol em ratos, e o tratamento concomitante com o precursor
de NO, L-Arg, reverteu o efeito observado com o inibidor ndo seletivo. Apesar de o efeito
ansiolitico ter sido observado com a administracdo de TRIM, este efeito foi mais expressivo
com o tratamento com 1400W. Estes dados reforcam o envolvimento do NO na SCPDL na
modulacdo e expressdo do comportamento tipo ansioso na abstinéncia, e sugerem que,
pelo menos em parte, o efeito ansiolitico observado deve ser mediado pela inibicdo da
iNOS.

Considerando o importante papel da ansiedade na etiologia da dependéncia de
etanol, futuros estudos serdo necessarios para desvendar as estruturas cerebrais envolvidas
e 0s mecanismos moleculares especificos pelos quais a neuroinflamacdo e o sistema

nitrérgico contribuem para a ansiedade observada durante a retirada do etanol.
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