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RESUMO

A desordem no consumo de &lcool etilico (etanol) é um dos principais fatores
de risco no desenvolvimento de transtornos neuropsicoldgicos. O
desenvolvimento parcial e incompleto do sistema nervoso central na
adolescéncia, especialmente do cortex pré-frontal (CPF), agrava o
comportamento de consumo pesado e episédico de etanol, ou uso em binge.
As areas do CPF trabalham de maneira articulada para coordenar funcdes de
alta complexidade como a memdria operacional. A memoria operacional
funciona como um mecanismo que guarda informacdes temporariamente para
modula-las, no intuito de executar tarefas complexas como processamento da
linguagem, aprendizagem e raciocinio. Sendo assim, este estudo é dedicado a
compreender efeitos do consumo abusivo de etanol na memdria operacional
espacial de ratos, através do labirinto radial de oito bracos (LR-8). Os animais
foram primeiramente treinados no LR-8 para a realizagdo das tarefas. Ao final
das fases de treinamento, os animais que atingiram O ou 1 erro ao longo de
trés sessbes seguidas estavam aptos para o inicio do tratamento. Foram assim
divididos em dois grupos de acordo com o regime de tratamento, binge agudo
ou crénico, e subdivididos em quatro grupos de acordo com as doses de etanol
recebidas: controle (Agua destilada), 3g/kg, 6g/kg e 9g/kg de etanol por peso do
animal via gavage intragastrica. Assim que o tratamento foi finalizado, os
animais foram conduzidos para realizar os pré- e poés-retardos de 1h, e o
namero de erros em cada sessdo foi analisado. No regime agudo, apenas o
grupo que recebeu etanol em 6g/kg teve um prejuizo significante na tarefa de
pos-retardo de 1h. J& no regime crénico, o grupo que recebeu 3g/kg de etanol
apresentou significante reducdo no desempenho no pré-retardo de 1h
comparado ao grupo controle, enquanto no poés-retardo, todos 0s grupos
apresentaram um prejuizo significante comparado ao grupo controle. Os
achados deste estudo revelam que o consumo abusivo de etanol causa
prejuizos na memoria operacional espacial de ratos jovens, especialmente

guando esse consumo é cronico.

Palavras-chave: Alcool em binge; cortex pré-frontal; memoria operacional;

labirinto radial de oito bracos.



ABSTRACT

Disorders in alcohol consumption are one of the main risk factors for the
development of neurological disorders worldwide. The partial and incomplete
full development of the central nervous system during adolescence, especially
of the prefrontal cortex (PFC), aggravates the behaviour of heavy and episodic
(binge) alcohol consumption. The PFC areas work in an articulate and
concurrent way to coordinate highly complex functions, such as working
memory. Working memory is a temporary information storage mechanism
where such information is modulated to accomplish complex tasks like
language processing, learning and reasoning. Therefore, this study is dedicated
to understand the effects caused by binge drinking on the spatial working
memory of rats assessed by the 8-arm radial maze task. The animals were
exposed to the 8-arm radial maze in order to perform the tasks provided for this
test. After passing through all the phases, the animals that reach 0 or 1 error for
three consecutive trials were eligible to start the treatment. They were divided
into two groups according to the treatment schedule, acute or chronic binge,
and subdivided into other four groups according to the dosage of alcohol they
received: control (received water), 3g/kg, 6g/kg and 9g/kg of ethanol per animal
weight via gavage. As soon as the treatment was over, the animals were
conducted to perform the pre- and post-one hour delay tasks and had their
number of errors evaluated in each trial. In the one-hour delay tasks after the
acute treatment, only the group that received 6g/kg of ethanol had a significant
impairment in the post-delay trial. In the pre-delay trials for the chronic
treatment, the group that received 3g/kg had a significant impairment compared
to control, while in the post-delay trials all the groups that received ethanol,
3g/kg, 6g/kg, 9g/kg, had significant performance impairment compared to
control. The findings of this study revealed that binge ethanol consumption,
especially in a chronic pattern, impairs the spatial working memory of juvenile

rats.

Keywords: Binge ethanol; prefrontal cortex; working memory; 8-arm radial

maze.
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INTRODUCAO

Epidemiologia do alcool etilico

A desordem no consumo de alcool é um dos principais fatores de risco para a
totalidade de doencas mundiais, contabilizando de 6% a 9% dos transtornos
mentais, neurolégicos e de drogas de abuso (PATEL et al., 2016). No Brasil, o
consumo de alcool gera graves transtornos de saude publica que, em conjunto
com o tabaco, se posiciona como a droga mais consumida no pais
(GALDUROZ; CAETANO, 2004). Em outro levantamento realizado no pais, foi
constatado que 74,6% dos individuos acima de 12 anos de idade ja haviam
consumido etanol, e que destes, 12,3% ja estdo em algum grau de
dependéncia da substancia (GALDUROZ; CARLINI, 2007).

Apesar da estatistica j& apresentar nimeros alarmantes, existem dois fatores
gue tornam as atencdes ainda mais fortes para a droga: a faixa etaria e a forma
de consumo. O beber em binge, ou “binge drinking”, € a expressao utilizada
para designar um consumo volumoso de alcool etilico em um curto espago de
tempo e de maneira episddica (KUNTSCHE; REHM; GMEL, 2004). Por volta de
16% das pessoas com pelo menos 15 anos de idade ja realizaram esse
consumo pesado e episédico do &lcool (WHO, 2014). Pessoas jovens
consumidoras de alcool, com idade entre 15 e 24 anos, frequentemente
consomem de forma pesada e episddica, com prevaléncia para 0 Sexo
masculino (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018) (FIG. 1).

No Brasil, a estatistica ndo se da de forma diferente, onde mais da metade dos
adolescentes do sexo masculino ja praticaram o “binge drinking” em pelo
menos uma ocasido (PINSKY et al., 2010). Além do consumo de alcool ser
utilizado e visto como um privilégio social, tanto em questées de género quanto
em posi¢cdo socioecondbmica (BLOOMFIELD et al., 2006; KAN; LAU, 2013;
WILSNACK et al., 2009), a dificuldade de controlar o consumo abusivo se

depara também na padronizacéo de doses.



16

P
Percentage (%)

[ <0

- 16.0-20.9
- 30.0-44.0
- 45.0-50.9 l:l Mot applicable o 8w 1o 3,400 Kacmeters
- 260.0 l:l Data not available

Figura 1. Dados de 2016, da prevaléncia (em %) de consumidores de etanol em
binge em meio ao total de consumidores acima de 15 anos de idade. Fonte: Global
Status Report on Acohol and Health (WHO, 2018)

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2010, estabeleceu a dose padréao
para 10g — 12g de alcool puro, o que equivale a uma lata de cerveja (330 mL a
4%), uma dose de destilado (30 mL a 40%) ou uma taca de vinho (100 mL a
12% ou 70 mL a 18%) (FIG. 2). Apesar dessa padronizacdo, muitos paises
ainda ndo modificaram seus parametros nacionais, o que torna mais dificil a
tentativa de controle do consumo abusivo de alcool e na implementacédo de
politicas publicas para esta contencdo. O Japdo e a Austria, por exemplo,
tinham a dose padréo de alcool puro em 20g, e o Brasil em 14 g, ainda no ano
de 2014 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2014).

Essas doses servem de parametro para indicar se o individuo esta consumindo
bebida alcodlica em niveis nocivos, apesar do consumo de qualquer
guantidade ndo ser considerada livre de riscos. Para a OMS, o consumo de 2
doses de alcool puro/dia é o limitrofe deste risco, que pode ser alterado de
acordo com a condicdo de saude de cada individuo. No caso do binge, este
consumo se da em pelo menos 5 a 6 doses de alcool, respeitando o regime
temporal deste tipo de consumo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010,
2018).
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DOSE PADRAO

Organizagao Mundial da Saude (2010)

A dose padrdo de 10 g- 12 g de alcool puro, equivale a:

Cerveja Destilados Vinho

100 mLa 12%
70 mL a 18%

330 mL a 4% 30 mL a 40%

Figura 2. Esquema ilustrativo que apresenta a dose padrao de &lcool puro,
equivalente a quantidade de cada tipo de bebida alcodlica, baseado nos parametros
da OMS (2010). Imagem criada pelo autor.

No Brasil, aproximadamente 2,3 milhbes de pessoas, entre 12 e 65 anos,
preencheram os critérios do DSM-IV para dependéncia de alcool. Isso
representa 1,5% dos individuos da populacédo analisados na pesquisa e 3,5%
dos individuos que consumiram &lcool no ultimo Levantamento Nacional Sobre
0 Uso de Drogas. Observa-se que mais de 80% dos individuos entre 12 e 65
anos considera o consumo de alcool etilico quase que diario em altas doses
(de 4 a 5 doses de bebidas alcodlicas) um risco grave a saude. Entretanto,
apenas metade dos individuos tem a percepcdo de risco grave a saude no
consumo em binge de modo mais esporadico (1 a 2 vezes por semana),
resultado estatisticamente similar aos que consideram este comportamento
como risco leve/moderado a saude (FIG. 3) (BASTOS et al., 2017).
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vezes/semana
M Sem risco M Leve/Moderado M Risco grave

Figura 3. Gréfico representativo da porcentagem de pessoas (12 a 65 anos) /
frequéncia de uso de alcool, segundo a percepcao de risco. No documento oficial, os
dados sobre tabagismo também foram incorporados no mesmo gréfico, por isso a
presenca de dados sobre o consumo de cigarros. Fonte: Ill Levantamento Nacional
Sobre 0 Uso de Drogas (lll LNUD - Fiocruz - 2017).

O agravamento deste consumo abusivo de etanol, quando na adolescéncia,
pode se justificar pelo desenvolvimento incompleto do sistema nervoso central
(SNC) nesta faixa etaria (PASCUAL, Maria; MONTESINOS; GUERRI, 2017).
Esse processo de desenvolvimento do SNC na adolescéncia provoca, além de
uma adaptacdo para a vida adulta, permissibilidade para comportamentos de
risco (MERRICK et al.,, 2004). O comportamento de risco pode ser explicado
pelos baixos niveis de ansiedade em relacao ao perigo (HAEGLER et al., 2010;
VAN HAMEL et al., 2007) e mudancas na sensibilidade a recompensa,
consequentes da maturacdo do sistema mesolimbico e frontal (CREWS; HE;
HODGE, 2007; PASCUAL et al., 2009) que regulam a resposta entre motivacao

e acgao.

O consumo abusivo e episodico do alcool pode levar a alteragcbes no
comportamento, estrutura e fisiologia cerebrais (COURTNEY; POLICH, 2009;
HILL et al, 2000; YAN et al, 2015). Comportamento desinibido,
comprometimento cognitivo, diminuicdo dos processos atencionais e da

capacidade de julgamento, além da falta de coordenacdo motora, séo
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caracteristicas causadas pelo consumo pesado e episodico do etanol e que
estdo relacionadas a problemas fisicos e psicossociais (NAIMI et al., 2003).
Estes danos sociais e de saude, causados pelo “binge drinking” em humanos,
foram mais acentuados do que os danos ocasionados pelo consumo continuo e
dependente (MAKELA et al., 2001; MILLER; PLANT; PLANT, 2005).

Sistema de Recompensa Cerebral e a Via Dopaminérgica

Mesolimbocortical

O comportamento humano esta fundamentalmente ligado a reacbes sobre
estimulos externos, que perpassam pelos sentidos, pensamentos, sensacdes e
necessidades. Este conjunto de estimulos alteram as atitudes e motiva¢cdes do
individuo, promovendo uma acao ou reacdo em alcancar um objetivo, que sera
denominado recompensa (CHEN; XU, 2010).

O sistema de recompensa cerebral que € composto principalmente por
circuitarias neuronais que transmitem dopamina (DA) é desenvolvido e
consolidado durante a fase da adolescéncia (GALVAN, 2010). Apesar de a DA
dominar as funcgdes e temas de estudos cientificos sobre a sua relagdo com o
comportamento baseado em recompensa (DI CHIARA; BASSAREO, 2007), o
sistema de recompensa cerebral também ¢€é afetado por outros
neurotransmissores como a serotonina (KRANZ; KASPER; LANZENBERGER,
2010) e 0 GABA (CRUZ et al., 2004; KOOB, 2004), que por sua vez também

apresentam funcéo significante na a¢éo central de drogas como o alcool.

Desde que a dopamina foi descrita como um neurotransmissor central ha mais
de 60 anos (CARLSSON, 1959; MONTAGU, 1957), seu envolvimento com o
controle do movimento foi enfatizado, devido a correlacdo entre a deplecéo
dopaminérgica no striatum e os déficits motores observados na Doenca de
Parkinson (BERNHEIMER; HORNYKIEWICZ, 1965). Apesar de neurbnios
dopaminérgicos serem cerca de 1% do total de neurénios no cérebro (ARIAS-
CARRION; POPPEL, 2007), sdo considerados elementos essenciais para o
sistema de recompensa cerebral e no mecanismo de acdo de varias drogas de
abuso (DI CHIARA; BASSAREO, 2007; ROSS; PESELOW, 2009), e representa
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um efeito extremamente importante no funcionamento do sistema nervoso

central.

Nos processos de aprendizagem e memoria, por exemplo, ocorrem
modificacdes plasticas nas sinapses, devido a atividade de receptores
dopaminérgicos (ARIAS-CARRION; POPPEL, 2007; KANDEL, 2001).
Considerando a aprendizagem uma mudanca de responsividade a estimulos
especificos, enquanto memoéria seria a mudanca em nivel celular que
modularia essa responsividade, evidéncias demonstram o envolvimento da DA
no processo de aprendizagem incentivada por recompensas (PESSIGLIONE et
al., 2007; PESSIGLIONE et al., 2006).

No cérebro adulto, a circuitaria dopaminérgica € formada por um grupo de
células heterogéneas localizadas no mesencéfalo, diencéfalo e bulbo olfatério
(ARIAS-CARRION; POPPEL, 2007; BJORKLUND; DUNNETT, 2007), apesar
da maioria se localizar na regido ventral do mesencéfalo. O sistema
dopaminérgico mesolimbico inclui a area tegmentar ventral (ATV) que projeta
inervacdes principalmente para o nucleus accumbens (NAcc), e também o
tubérculo olfatério que inerva o septo peltcido, a amigdala e o hipocampo. No
caso do sistema mesocortical da circuitaria dopaminérgica, as inervacfes se
dao a partir da ATV, em direcdo aos cértices pré-frontal, cingulado e perirrinal.
Devido a esta convergéncia dos dois sistemas dopaminérgicos na ATV, eles
também sdo chamados coletivamente de sistema mesocorticolimbico (WISE,
2004, 2005) (FIG 4).

A conectividade em série entre NAcc, mesencéfalo e estriado dorsal pode
influenciar na transicAo de comportamentos habituais observados na
progressdo da dependéncia quimica. O estriado dorsal codifica associacdes
entre estimulos relacionados com a droga e respostas comportamentais
(GOODMAN; PACKARD, 2016; JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014).

A dopamina se liga a cinco subtipos de receptores metabotropicos, ou seja,
acoplados a uma proteina G responsavel por sua ativacao, e reunidos em duas

familias agrupadas por suas similaridades estruturais e funcionais: receptores
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dopaminérgicos tipo D1 (subtipos D1 e D5), que sdo mais sensiveis a drogas; e
os do tipo D2 (subtipos D2, D3 e D4), que normalmente funcionam como
inibidores de seus neurdnios-alvo (AYANO, 2016).
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Figura 4. Esquematizacdo das principais vias dopaminérgicas do circuito de
recompensa no cérebro humano. Fonte: Dopaminergic reward system: a short
integrative review (ARIAS-CARRION, Oscar et al., 2010).

Apesar da concentracdo de receptores dopaminérgicos D1 no cortex pré-frontal
ser maior (GOLDMAN-RAKIC; MULY Ill; WILLIAMS, 2000), estudos
demonstram que a modulacdo do desempenho por exemplo de funcdes como
a memoria operacional (que sera detalhada mais a frente) estd mais
relacionada a receptores D2 (KIMBERG; D’ESPOSITO; FARAH, 1997; WANG,;
PICKEL, 2002). Estudos comportamentais também demonstram um papel
importante das proje¢cdes dopaminérgicas ao striatum e CPF na mediacéo dos
efeitos da recompensa no comportamento de aproximagédo e aprendizagem.
Esses resultados foram colhidos através de analise, a partir de lesbes em
diferentes componentes do sistema dopaminérgico, administracao sistémica e
intracerebral de agonistas e antagonistas dopaminérgicos, estimulagéo elétrica,
e autoadministracdo de drogas de abuso como cocaina, anfetaminas, opioides,
nicotina e alcool (SCHULTZ, 2007a, b).
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Estudos de nosso laboratério também corroboram a relacdo da memodria
operacional com os receptores D2. A administrac&do intracortical da sulpirida,
um antagonista de receptores D2, no CPF medial (CPFm) de ratos, neutralizou
os efeitos do alcool sobre a memoéria operacional destes animais. Os animais
que receberam as doses de 0,32 ug e 1,0 ug de sulpirida, antes da
administrac@o de alcool etilico, apresentaram um menor nimero de erros no
desempenho do labirinto radial de oito bragos, ap6s uma laténcia de 15 dias,
sugerindo a interferéncia dos receptores D2 no CPFm (BENEVIDES, 2007).

A liberacdo de dopamina estimula também a procura pela sensacdo de prazer
obtida com o uso da droga, o que faz com que o usuério volte a fazer o uso da
substancia responsavel por essa sensacdo. Dessa forma, quanto maior a
capacidade de inducéo da dependéncia quimica, maiores serdo os esfor¢cos do

usuério para consegui-la novamente (NESTLER, 2001).

Dependéncia quimica € uma condicdo neurobiolégica, causada pelo abuso
repetitivo de substancias que corrompem o sistema de recompensa e
comportamentos adaptativos, que promovem mudancas neuroplasticas
(ARIAS-CARRION et al., 2010). A maioria dos achados indicam que drogas de
abuso compartiham a caracteristica de aumentar o funcionamento
dopaminérgico no mesencéfalo, principalmente nos terminais do NAcc (DI
CHIARA; IMPERATO, 1988; OLIVE et al., 2001). Em contraste, o etanol afeta
primariamente o funcionamento de receptores GABA, que sdo 0s principais
receptores inibitorios do cérebro (KUMAR et al., 2009) e reduzem a atividade
de disparo de neurdnios da substancia nigra (MEREU; GESSA, 1985) (FIG 5).



23

Figura 5. Esquema da circuitaria dopaminérgica mesolimbica de ratos, que explicita
as projegOes entre NAcc (NAc na imagem), ATV (VTA na imagem) e CPF (PFC na
imagem), com suas conexdes glutamatérgicas (azul), dopaminérgicas (vermelho),
GABAérgicas (laranja) e orexinérgicas (verde). Fonte: Synaptic plasticity and addiction
(KAUER; MALENKA, 2007).

Durazzo et al. (2011) demonstraram anormalidades morfoldgicas em regides
de regulacdo/modulacdo das emocgbes, comportamento e processo de
recompensa, em pacientes com transtorno no uso de alcool. Os resultados
indicaram a importancia em examinar a espessura e a area de superficie
corticais para compreender melhor essas anormalidades, como a perda do
volume cortical em dependentes de alcool. Foi identificado que tanto os
dependentes que recairam quanto os abstinentes apresentam uma espessura
cortical menor na regidao relacionada ao sistema de recompensa, comparado
aos individuos controle. Além disso, 0s pacientes que recaiam constantemente
demonstraram uma superficie e um volume mais baixos nas regides do sistema
de recompensa cerebral, como amigdala, hipocampo e no giro frontal superior,
em ambos hemisférios (DURAZZO et al., 2011).

O Lobo Frontal e o Cortex Pré-Frontal

Anatomicamente, o lobo frontal (FIG. 6) compreende a porgcdo anterior do
hemisfério cerebral; estende-se do polo frontal ao sulco central e € limitado

inferiormente pelo sulco lateral ou fissura de Sylvius (ADAMS; VICTOR,;
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ROPPER, 1997; ERHART, 1972). Sua relacdo com as func¢des intelectuais e
cognitivas sdo datadas desde a Grécia antiga, com um pensamento que se
perpetua pelo Renascimento e periodo lluminista (DUFFY; CAMPBELL, 1994).

A citoarquitetura do lobo frontal pode ser dividida em trés porcdes, os cortices
motor e pré-motor, com localizacdo mais posterior e responsaveis pela funcéo
motora (movimento) e em cortex pré-frontal (CPF), situado mais rostralmente,
anterior ao sulco pré-central, que ao ser estimulado eletricamente, ndo produz
movimento ou sensacdes sensoriais (ADAMS; VICTOR; ROPPER, 1997;
KOLB, 1984). Outra forma de se dividir as regides do lobo frontal &€ de acordo
com o0 mapa citoarquitetbnico de Brodmann (1909). Segundo esta
classificacdo, a area 4 do mapa, o giro pré-central, é a &rea motora primaria. A
area 6 e a parte posterior da area 8 compdem a area pré-motora. As areas 44 e
45, conhecidas como “area da Broca” sdo consideradas partes da area pré-
motora (JOUANDET; GAZZANIGA, 1979). Lesbes na regido da “area da broca”
podem causar afasia motora, isto €, perda da habilidade para efetuar os
movimentos coordenados necessarios a fala (ERHART, 1972). A parte anterior
da &rea 8 representa os campos visuais frontais e esta envolvida nos reflexos
visuais como dilatacdo e constricdo da pupila. As demais areas do lobo frontal
formam o cortex pré-frontal (STUSS; BENSON, 1984).

FRONTAL LOBE FREUOTOR  MOTOR  Seesinl | Miide Seeesitde
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Figura 6. Duas imans esquematicas de vista lateral do cérebro humano. A
esquerda, a regido designada como lobo frontal esta destacada. A direita, a divisdo do
cérebro humano de acordo com sua morfofuncionalidade, tendo o lobo frontal
sudividido em cortex motor, cortex pré-motor, cortex pré-frontal (CPF) e &rea de Broca.
Fonte: Atlas Colorido de Anatomia Humana (McMinn, 1990) (esquerda); Guyton AC.
Neurociéncia Basica: Anatomia e Fisiologia, 22Ed. Guanabara Koogan ®, 1993
(direita).
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O CPF é uma area do cérebro ligada a um conjunto de processos
neuropsicolégicos, relacionados a aquisicdo de conhecimento e compreensao,
que vao desde lembrancas, julgamento e solucdo de problemas, até
linguagem, aprendizagem e planejamento (FUSTER, 2001; NAKAMURA-
PALACIOS; LEVIN, 2011; WOOD; GRAFMAN, 2003). A medida que a filogenia
se aproxima a espécie Homo sapiens, € identificado um aumento do volume do
CPF. Em primatas ndo-humanos, a estrutura do CPF constitui cerca de 11% a
17% da regido cortical, enquanto em humanos esta proporcdo esta em torno de
29%. Este aumento relativo do tamanho do CPF em humanos indica-o como

um substrato para as fungdes cognitivas de ordem superior (FUSTER, 2008).

Historicamente, o CPF foi ganhando importancia a medida que suas funcoes e
participacdes no sistema nervoso central foram descobertas. Desde a funcao
de supervisdo e controle das demais areas do cérebro, como uma unidade
integrativa (LURIA, 1981), aliada a um planejamento da execugao de
movimentos e fatores afetivos (DAMASIO et al., 1994), o CPF culmina como
uma regido responsavel por monitorar ndo sé as informacdes corticais internas,
quanto informacgfes extra-sensoriais, que permitem esta “consciéncia” como
uma percepcdo da prépria existéncia em relacdo ao meio externo
(NAKAMURA-PALACIOS; LEVIN, 2011).

O cortex pré-frontal de roedores ndo pode ser definido pelas mesmas
caracteristicas neuromorfolégicas de primatas. Por muito tempo foi considerada
a inexisténcia dessa regido cortical em mamiferos ndo-primatas, devido a
auséncia de um cortex granular nesses animais (UYLINGS, Harry B.M.;
GROENEWEGEN; KOLB, 2003). Porém, mesmo com a caracteristica
agranular do cértex desses animais, uma projecdo robusta do nucleo
mediodorsal do tAlamo (NMDT) para o CPF corresponde como algo em comum
entre diversas espécies de mamiferos de pequeno, médio e grande porte.
Sendo assim, foi proposto que o CPF de roedores corresponderia a esta regiao
comum (ROSE; WOOLSEY, 1948; UYLINGS, Harry B.M.; GROENEWEGEN;
KOLB, 2003).
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Apos o0 refinamento de técnicas e levantamento de informacdes
morfofuncionais, um maior detalhamento das estruturas corticais de roedores
foi feito. Andlise das caracteristicas de conexdes especificas, propriedades
eletrofisiolégicas, ontogenia, presenca e distribuicdo de receptores para
neurotransmissores e caracteristicas comportamentais, permitiu que o CPF de
roedores fosse subdividido comparativamente com o de primatas. Portanto, em
roedores, o CPF pode ser subdividido em &reas infralimbica (IL), pré-limbica
(PrL), cingulado anterior, ventral e dorsal (ACg ou Cgl, ACd e Cg2); area pre-

central (Fr2 ou PrC), area orbital (medial - MO, ventral - VO, ventrolateral- VLO

e lateral - LO); e em area agranular insular ventral e dorsal (AIV e AID) que
compde o cortex gustatorio (FIG. 7) (DALLEY; CARDINAL; ROBBINS, 2004,
UYLINGS; GROENEWEGEN; KOLB, 2003; VERTES, 2002).

medial
i ventral
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Figura 7. Sub-regifes do cértex pré-frontal (CPF) de roedores. a) Seccao sagital: 0,9
mm da linha média. b) Secg¢do coronal unilateral: 3,5 mm anterior ao bregma. As
diferentes hachuras indicam as principais divisdes do CPF de roedores (medial, ventral
e lateral). Abreviaturas: ACg (cértex cingulado anterior), AID (cértex agranular insular
dorsal), AIV (cértex agranular insular ventral), AOM (nucleo olfatério anterior medial),
AQV (nucleo olfatério anterior ventral), cc (corpo caloso), Cg2 (area 2 do cértex
cingulado), gcc (joelho do corpo caloso), IL (cortex infralimbico), LO (cortex orbital
lateral), M1 (area motora primaria), MO (cértex orbital medial), OB (bulbo olfatério), PrL
(cortex pré-limbico), PrC (cortex pré-central), VLO (cértex orbital ventrolateral), VO
(cortex orbital ventral). Fonte: Prefrontal executive and cognitive functions in rodents:
neural and neurochemical substrates (DALLEY; CARDINAL; ROBBINS, 2004).
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Outras caracteristicas comuns entre 0 CPF de roedorese de primatas sdo as
amplas conexdes com os coOrtex pré-motor, somatossensorial, auditivo, visual,
olfatério, gustativo e regido limbica, que indicam um envolvimento em diversas

funcdes e aspectos do comportamento (UYLINGS; EDEN, 1990).

A porcdo medial do coértex pré-frontal (CPFm) de roedores faz parte de uma
rede de interconexdes neuronais denominada de circuitaria de recompensa (ou
gratificacéo), com funcdo no processo de consumo e dependéncia de drogas
(GARDNER, 2005). Outra funcdo designada a esta porcdo do CPF é a de
processos de retardo na memoria, ou seja, de analises de interposicdes
temporais durante a execugdo de uma tarefa cognitiva (DELATOUR,
GISQUEST-VERRIER, 1999). Em uma analise comparativa, a parede medial
do CPF de roedores é uma porcao nao-diferenciada que estaria relacionada a
funcBes executivas encontradas no coértex pré-frontal dorsolateral (CPFdI) de
primatas, como a memaria operacional, processos atencionais, de raciocinio e
julgamento, além da deteccdo de novos estimulos ambientais e organizacao
temporal do comportamento (BROWN; BOWMAN, 2002). Caracteristicas das
subareas Fr2 e parte do ACg do CPFm de roedores sofreram um
desenvolvimento evolutivo correspondente as areas 6, 8, 9, 10 e 46 do coértex
de primatas, que indicam o CPFdI dos ultimos (UYLINGS; EDEN, 1990) (FIG.
8).
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Figura 8. Imagens das divisdes do CPF de acordo com o mapeamento de Brodmann
(1909), nas orientagbes lateral (A), medial (B) e orbital (C). Nesta imagem pode-se
observar as sub-regides do CPF como a area oculomotora (area 8 de Brodmann), area
dorsolateral (areas 9 e 10), area orbitofrontal lateral (area 10), e cingulado anterior ou
cortex pré-frontal medial (CPFm) (drea 24 de Brodmann). Fonte: Neurocognitive
mechanisms of cognitive control: The role of prefrontal cortex in action selection,
response inhibition, performance monitoring, and reward based learning (Ridderinkhof
et al., 2004).

Dados de estudos funcionais por tomografia e ressonancia magnética, sugerem
qgque o CPF é organizado de acordo com o tipo de informacéo processada,
sendo que a informacdo espacial é processada mais dorsalmente que a
informacdo das caracteristicas da imagem, por exemplo (SMITH; JONIDES,
1999). A éarea do CPFdl em humanos também estd envolvida com os
processos de atencdo e mobilidade. Lesdes nessa regido levaram a uma perda
na espontaneidade, além da dificuldade em iniciar movimentos e de
comunicacdo (CUMMINGS, 1993; VERFAELLIE; HEILMAN, 1987). Individuos
com essas lesdes, assim como no cortex cingulado anterior, apresentam um
guadro de apatia generalizada, desinteresse pelo ambiente e dificuldade em

desempenhar em testes cognitivo-comportamentais (FUSTER, 2001).
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Estudos realizados em nosso laboratério demonstram a relacdo do CPFdl com
0 processo de consumo e abuso de drogas. Pacientes dependentes de alcool
foram submetidos & técnica ndo-invasiva de estimulacdo transcraniana por
corrente elétrica de baixa intensidade (tDCS) na regidao do CPFdI esquerdo, e
apresentaram uma reducdo dos comportamentos de procura e ansia pelo
consumo da droga, descrito como craving (DA SILVA et al., 2013). O
comportamento de craving por crack induzido por imagem também foi reduzido,
quando o CPFdI foi estimulado bilateralmente por tDCS (CONTI; NAKAMURA-
PALACIOS, 2014).

O CPFdI, portanto, estd envolvido na regulacdo do comportamento e no
controle das respostas aos estimulos ambientais, mantendo conexdes
reciprocas com areas como ganglios da base, cortex pré-motor, cingulado e
parietal (WOOD; GRAFMAN, 2003).

Apesar de as subareas do CPF parecerem ter funcbes estritamente
delimitadas, em verdade elas funcionam de forma concomitante e articulada, a
fim de coordenar multiplas funcbes de alta complexidade, como o caso da
memoria operacional (NAKAMURA-PALACIOS; LEVIN, 2011). Sendo assim, o
CPF funciona como um gerenciador de todos os processos mentais de nivel
superior, com objetivos de curto ou longo prazo, por regular o comportamento
iminente e planejar as a¢des futuras, e controlando quais informacfes sao

necessarias para o cumprimento deste planejamento (WANG, 2005).

O desenvolvimento e amadurecimento do CPF na espécie Homo sapiens se
dao de forma tardia (HUTTENLOCHER; DABHOLKAR, 1997). A maturacao de
todo o cortex humano ocorre em sentido caudal-rostral, da porcdo medial para
a lateral, sendo o CPF a ultima area a ser contemplada neste processo,
podendo atingir sua maturacao total até os 30 anos de idade (SOWELL et al.,
1999). Essa inclusive € uma caracteristica que pode estar relacionada a
melhora progressiva das habilidades cognitivas complexas em funcéo da idade
(FUSTER, 2001).
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Um estudo realizado com criangas e adolescentes analisou o desenvolvimento
cortical mediante o tempo, por escaneamento de ressonancia magnética (FIG.
9). Os resultados apontam um amadurecimento mais tardio das &reas corticais
de ordem superior, comparadas aos cortices somatossensorial e visual,
inferindo que areas com caracteristicas mais primitivas amadurecem mais

rapido que as de caracteristicas mais derivadas (GOGTAY et al., 2004).
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Figura 9. Imagens de ressonancia magnética de cérebro humano, nas orientagbes
lateral direita e superior, que exibe a gradual maturagdo da substancia cinzenta na
superficie cortical dos 5 aos 20 anos de idade. A barra lateral representa, em cores, as
unidades de volume de substancia cinzenta. Fonte: Dynamic mapping of human
cortical development during childhood through early adulthood (GOGTAY et al., 2004)

Sendo assim, um dano ou alteracéo atribuida a funcdo do CPF poderia afetar o
processo de tomada de decisbes e escolhas, levando o individuo a optar por
comportamentos de ganho imediato (como o ato de consumir uma droga de
abuso), em contrapartida de uma andlise das consequéncias futuras de suas
acOes (BECHARA et al., 2001).

Memoria Operacional
Memoria operacional, de trabalho ou, do inglés, “working memory”, € um

mecanismo de armazenamento temporario de informagdes que sdo moduladas

para o cumprimento de tarefas complexas que incluem compreensdao da
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linguagem, aprendizagem e raciocinio (BADDELEY, 1983; BADDELEY; LOGIE,
1999). O termo € utilizado para um tipo de memoria que é ativa durante um
delimitado periodo de tempo, como por exemplo, a0 se memaorizar um numero
de telefone até a realizacdo do telefonema, que é quando esta informacéao
deixa de ser relevante. A memdria de trabalho pode ser analogicamente
comparada a um caderno de rascunhos mental, que se diferencia das
alteracOes duradouras de aprendizagem em outros processos de consolidacéo
de memoria (GOLDMAN-RAKIC, 1995).

Proposta inicialmente por Miller et al., em 1960, sofreu adequagbes e
complementagbes até que, em 1968, Atkinson & Shiffrin afirmaram que a
memoria operacional seria um sistema unico e de duracéo breve (BADDELEY,
2002). Em seguida, Baddeley & Hitch, em 1974, conceituaram-na como um
sistema multiplo, subdividido pelas seguintes funcdes: executivo central,
responsavel pelo controle da atencdo, tomada de decisbes, planejamento de
estratégias e raciocinio; alca fonoldgica, com informacfes acusticas e verbais;
alca visuoespacial, com informacdes visuais e espaciais; e o buffer episddico,
proposto apenas em 2001, que funciona como um amparo mnemaonico que se
utiliza de momentos ou episodios, para auxiliar a funcionalidade do executivo
central (BADDELEY, 1996; BADDELEY, 2002).

O CPF, em conjunto com outras areas do cérebro, mantém um circuito de
reverberacdo de informacdes durante o processamento da memobria
operacional (FUSTER, 2002). Estudos de neuroimagem demonstraram uma
participacdo mais especifica do CPFdI (areas 9 e 46 de Brodmann), durante a
tarefa da working memory (D’ESPOSITO et al., 1998; MOTTAGHY et al., 2000;
SAUSENG et al., 2004).

Na neurociéncia comportamental e estudos de comportamento animal, o termo
“memoria operacional” esta associado ao paradigma do labirinto radial (SHAH;
MYIAKE, 1996). Neste contexto, a memoria de trabalho participa da localizagéao
do animal no espaco, através da lembranca de onde ele esteve anteriormente,
designando assim a memoéria operacional espacial (GAGLIARDO; MAZZOTTO;
DIVAC, 1997; OLTON, 1979).
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Em 1976, Olton & Samuelson, propuseram o modelo de labirinto radial que
pode ser utilizado em diversos protocolos comportamentais que avaliariam
funcdes cognitivas distintas, incluindo a memoaria operacional. Neste caso, 0
modelo avaliaria a funcéo visuoespacial da working memory, através do
fundamento da aprendizagem espacial. Para executar o protocolo, o animal,
em privacdo parcial de alimento, € treinado a alcancgar o reforgo presente no
final de cada braco do labirinto. Passadas algumas sessdes, um intervalo de
retencdo do animal (retardo) € feito entre um ndmero definido de bracos
visitados. Este procedimento caracteriza o estudo como teste com retardo
(delayed task), retardo ndo-pareado a amostra (delayed nonmatching to sample
— DNMS), ou ganho na mudanca de resposta com retardo (delayed spatial win
shift) (AUJLA; BENINGER, 2001; PHILLIPS; AHN; FLORESCO, 2004). Neste
procedimento o animal deverd evitar, ap0s o retardo, a entrada em bracos ja
visitados, pois se o fizer incorrerdA em erro de desempenho e
consequentemente em prejuizo de memadria operacional. Nesse contexto, a
memoria operacional se refere a capacidade do animal em reter informacdes
numa dada sesséo de teste. As informacdes, entretanto, ndo sao relevantes
em sessoOes seguintes (OLTON; BECKER; HANDELMANN, 1980).

Além da memoria operacional, a memoéria de referéncia, ou de procedimento,
também ¢é avaliada no contexto do labirinto radial. E uma espécie de memoria
de longo prazo caracterizada pelo armazenamento de informagdes
desconectadas de um contexto, que necessita da utilizacdo de regras para uma
execucdo plena da tarefa. Seus mecanismos sado distintos da memoria de
trabalho, mas atuam em consonancia para a execucado da tarefa do labirinto
radial (OLTON; COLLISON; WERZ, 1977). Aléem disso, varios estudos tem
demonstrado o labirinto radial de oito bracos como um modelo eficaz para a
avaliacao do efeito de drogas psicoativas e de lesdes cerebrais sobre a working
memory (MIZUMORI et al., 1987; NAKAMURA-PALACIOS; ROELKE, 1997;
NAKAMURA et al., 1991; PENNA et al, 1998; RODRIGUES; CONTI;
NAKAMURA-PALACIOS, 2011).



33

Justificativa

O consumo abusivo de élcool se destaca como um dos principais problemas no
uso de drogas em ambito mundial, e recebe grande atencdo por parte das
organizacdes nacionais e mundial de saude. O consumo de éalcool abusivo e
episodico, descrito como binge, aumenta mais este alerta, por estar ligado a
um prejuizo mais acentuado a diferentes fun¢fes do sistema nervoso central. O
consumo em binge tem aumentado ao longo dos dltimos anos, e
principalmente, em um publico adolescente e de jovens adultos. A preocupacéo
com estes grupos se da no ainda incompleto desenvolvimento do sistema
nervoso central, em especial na area do CPF, que se relaciona com a
execucdo de memorias ligadas a tomada de decisbes e circuito de
recompensa. Este estudo, portanto, se dedica a entender os efeitos causados
pelo consumo de alcool em binge na memdéria operacional de ratos, que
passaram por um treinamento no labirinto radial de oito bracos durante a
adolescéncia. Espera-se gque os resultados do mesmo, possam contribuir para
uma melhor fundamentacdo e compreensdo dos efeitos neurotdoxicos e
comportamentais do éalcool, além de auxiliar na composicdo de métodos e
praticas a serem utilizados pelo conhecimento comum, cientifico e de politicas

publicas, nas problematicas envolvidas com o abuso da droga.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar os efeitos do etanol sobre a memadria operacional espacial de ratos

adolescentes e jovens adultos submetidos a um modelo de consumo em binge.

Especificos

1. Avaliar os efeitos do etanol sobre a memaria operacional espacial de

ratos expostos a um modelo de consumo em binge agudo.

2. Avaliar os efeitos do etanol sobre a memoaria operacional de ratos

expostos a um modelo de consumo em binge cronico.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos, jovens, 30 dias de vida, com peso
inicial entre 120 e 150 g, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (24° C £ 2), num ciclo
claro-escuro artificial de 12 h, umidade controlada, com &agua ad libitum. Os
animais permaneceram em regime de privacao alimentar, respeitando uma
margem de 80% a 85% de seu peso inicial, ajustado ao crescimento. Neste
estudo foram respeitados os principios éticos do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que estd em conformidade
com normas internacionais de pesquisa envolvendo animais. Este projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do CCS/UFES
sob o numero 015/2011.

Drogas

O alcool etilico (EtOH) foi a droga utilizada para o tratamento e consequente
avaliacdo de seus efeitos. O EtOH absoluto pro-analise (Jand Quimica, S&o
Paulo, SP) foi diluido em &gua destilada, nas concentracdes 10%, 20% e 30%
(m/v) e administrado por gavage (IG) nas doses de 3g/kg, 6g/kg e 9g/kg,
respectivamente, num volume de 3 mL para cada 100 g/de massa corporal do
animal. A concentracdo do etanol nas solucdes para as doses de 3g/kg, 6g/kg
e 9 g/kg foram distintas, para que nédo houvesse uma alteracdo no volume
administrado para cada grupo, evitando assim um viés de dilatacdo gastrica

para 0s grupos que receberiam mais alcool.
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Paradigma de avaliacdo da Memoria Operacional Espacial — o labirinto

radial de oito bracos (LR-8)

A avaliacdo da memoria operacional espacial dos animais foi realizada a partir
de testes no Labirinto Radial de Oito Bracos (LR-8). Originalmente, esse
paradigma foi proposto por Olton e Samuelson (1976) com o objetivo de
apenas avaliar a memoria operacional espacial de animais (OLTON, 1979), e
posteriormente, passou a ser utilizado adicionalmente para investigar os efeitos
de drogas de abuso sobre a funcionalidade da memoaria operacional espacial
(DE MELO et al., 2005; NAKAMURA-PALACIOS; ROELKE, 1997; NAKAMURA
et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1990; RODRIGUES; CONTI; NAKAMURA-
PALACIOS, 2011).

O LR-8 (FIG. 10) é constituido de uma arena central octagonal (33 cm de
didmetro) de onde se projetam oito corredores (bracos) simétricos e removiveis
(70 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes com 4 cm de altura). Nas
margens da plataforma, paredes de 30 cm de altura formam as aberturas para
0s oito bracos, com divisérias em portas verticais deslizantes, similares a uma
guilhotina. No final de cada corredor existe um receptaculo (10 cm de largura e
3 cm de profundidade) de cor preta, onde eram depositados os refor¢os (cerca
de ¥4 de grdo de amendoim) para as tarefas de exploracdo e aprendizado.
Além disso, outras paredes (20 cm de altura) ficam dispostas nos segmentos
iniciais de cada brago, com o intuito de impedir a passagem do animal de um
corredor para o outro sem antes retornar ao centro do labirinto. Todos os
elementos supracitados séo feitos de acrilico resistente, e se encaixam em
uma estrutura de madeira totalmente revestida por férmica de cor branca,

sustentada por um suporte metalico a 100 cm do chéo.
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Figura 10. Fotografia do Labirinto Radial de Oito Bracos (LR8) utilizado nos

experimentos comportamentais de memdaria operacional espacial.

A sala onde foram executados os testes de memdria operacional possuia
algumas adaptac6es e condi¢bes para garantir um resultado confiavel. A luz
era adaptada (luz vermelha) para ndo irritar a visdo dos animais, com
temperatura controlada (24°C + 2), e objetos pendurados pelos flancos da sala,

para servirem de pista visual durante a exploracéo e aprendizado do teste.

Para a aquisicdo da tarefa do LR-8, os animais foram submetidos a cinco
sessOes de treinamento por semana (segunda a sexta), uma sessdo ao dia,
gue duravam dez minutos, no maximo, e que seguia um protocolo das fases a

seqguir:

Fase la) Os animais foram postos no centro do labirinto, que por sua vez, tinha
todas as portas abertas e receptaculos vazios, sem nenhum refor¢co. O periodo
de exploracdo e adaptacdo se dava em dez minutos ao longo de trés dias

consecutivos.
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Fase 1b) O reforco (amendoim) foi adicionado no receptaculo de cada brago do
labirinto, para que os animais aprendessem a localiza-lo, e assim repetido o

protocolo da fase l1a. Essa fase durou cerca de cinco dias.

Fase 2) Apos os animais terem aprendido a localizar os receptaculos na fase
anterior, eles retornaram ao LR-8 no dia seguinte, para explorar os bracos
totalmente abertos a partir da arena central. A diferenga desta fase para a
anterior se da no fechamento da porta que da acesso ao braco que o animal
acabou de entrar. Assim que fechada, os animais permaneceram no corredor
durante 10 segundos, e foram realocados na arena central novamente. Foi
considerado que o animal aprendeu a tarefa, nesta fase, quando ele conseguiu

entrar nos oito bracos em um tempo menor ou igual a cinco minutos.

Fase 3) Os animais foram novamente postos no centro da plataforma, com
todas as portas abertas, permitindo acesso a qualquer um dos corredores.
Apoés entrada em algum dos bracos, a porta era fechada, e assim que o reforgo
era recolhido, o animal era realocado ao centro. Diferente da fase anterior, a
porta do braco escolhido era reaberta para que o animal pudesse escolhé-lo
novamente. No entanto, escolher o retorno a um brago previamente visitado
era considerado um erro de desempenho e, deste modo, os animais deveriam
aprender a nao repetir as escolhas, caracterizando a aquisicdo da tarefa do LR-
8 propriamente dita. Os animais foram treinados para atingir O ou 1 erro por
sessdo durante trés sessfes consecutivas. Foram necesséarias cerca de 10

sessfes para que 0s animais atingissem o critério.

Fase 4) Nesta fase as sessOes foram divididas em duas partes, separadas por
um intervalo de retencédo, também chamado de retardo. Na primeira parte da
sessdo (pré-retardo) quatro portas eram abertas aleatoriamente em cada
sessdo para que os animais alcancassem o reforco. Apos visitar o ultimo dos
bracos abertos, o animal era recolhido a sua gaiola, onde permanecia por 5
segundos. Na segunda parte (pos-retardo), os animais eram realocados na
arena central, e desta vez, com todas as portas abertas, eles deveriam entrar
nos outros quatro bracos que ndo estavam disponiveis na primeira parte da

sessdo. Os animais foram treinados a atingir, novamente, 0 ou 1 erro por
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sessdo durante 3 sessdes consecutivas, tanto no pré-retardo quanto no poés-
retardo. Foram necessérias cerca de seis sessdes para que todos os animais

atingissem o critério e finalizassem o teste.

Somente aqueles animais que atingiram o critério de aprendizagem foram
submetidos ao tratamento em regime de binge agudo ou crénico e ainda,
somente aqueles que mantiveram esse critério ao longo do tratamento foram

submetidos a testes com retardo de 1 h no LR-8.

Desenho experimental

AplOs o treinamento no labirinto radial de oito bracos (LR-8), os animais
experimentais foram divididos nos seguintes grupos de tratamento, respeitando
uma escolha randomizada para grupos independentes:

e Controle (recebeu administracdo de agua destilada pela via 1G);

e 3g/kg (recebeu administracdo de EtOH 10% p/v, pela via 1G);

e 69g/kg (recebeu administracdo de EtOH 20% p/v, pela via 1G);

e 9g/kg (recebeu administracdo de EtOH 30% p/v, pela via IG).

Os regimes de administracdo de etanol em binge foram divididos entre agudo e
cronico. O regime de consumo em binge agudo se da pela administracao de
etanol via gavage por trés dias consecutivos, e no regime em binge cronico,
esse mesmo consumo se da por trés dias e se repete ao longo de quatro
semanas consecutivas. O volume de etanol a ser administrado a cada animal
foi dividido respeitando um intervalo de 20 min, a fim de respeitar as normas do
CONCEA e néao resultar em agressdo ao trato digestivo do animal. Para o
grupo controle (CON) foi utilizada &gua destilada, seguindo os mesmos
padrées de volume e administragcdo do EtOH. Importante ressaltar que os
animais permaneciam em jejum de alimento e agua por cerca de uma hora
antes do inicio do tratamento, para evitar regurgitacdo, ja que o volume
administrado é relativamente alto. Ao final do tempo de tratamento no regime
em binge agudo e crénico, os animais foram submetidos a testes de memoria
operacional espacial com retardo de uma hora no LR-8. Importante destacar

gue durante o tratamento em binge cronico todos o0s animais eram submetidos
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a uma sessao de treinamento no LR-8, dois dias ap6s a ultima administracéo
daquela semana, para avaliar a manutencgdo do critério de aprendizagem (0 a 1
erro no pré- e pos-retardo). Ao final dos experimentos os animais foram
eutanasiados e tiveram sua destinacdo final de acordo com as normas

sanitarias vigentes (FIG. 11).

DESENHO EXPERIMENTAL ‘

O,
——

3 agudo
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Treinamentono LR-8 [ pivicaq dos grupos de £ -
cronico
tratamento
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v v
Aprendizado da tarefa Tratamento com | Pré-retardo ‘ ‘ Pés-retarda

etanol nas doses de 3,
6e 9a/ks

@ Periodo de tratamento por trés dias consecutivos.

Periodo de tratamento por trés dias consecutivos, repetido ao longo de quatro semanas. Em cada
semana, o animal era avaliado novamente no LR-8, dois dias apos a ultima administracao.

Figura 11. Fluxograma representativo do desenho experimental, que indica cada fase

do protocolo em um ponto de vista temporal. Imagem criada pelo autor.

Anélise estatistica

Para anélise de desempenho no labirinto radial de 8 bragos foram observados
0 numero de erros cometidos e o tempo gasto em cada braco visitado numa

sessado de treinamento ou de teste.

A analise do nimero de erros cometidos foi realizada através da entrada em

bracos ja visitados numa mesma sesséo de treinamento, enquanto a analise de
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tempo gasto em cada braco foi avaliada pela relacdo entre tempo total de

permanéncia no labirinto (em segundos) e o numero de bracos visitados.

Para a avaliacdo de erros cometidos e de tempo gasto na aquisicdo da tarefa
foi empregada analise de variancia (ANOVA) de uma via para medidas
repetidas (entre sessdes de treinamento) seguida de teste de Tukey e
regressao exponencial, tanto para a fase 3 da aquisicao da tarefa quanto para

a fase 4, no pré- e no pos-retardo de 5 s.

Para as curvas dose-efeito no binge agudo e binge crénico foram considerados
0 numero de erros cometidos e o tempo gasto em cada braco tanto no pré-
como no pos-retardo de 1 h. Para essas andlises foi realizada ANOVA de uma

via para amostras independentes seguida de teste de Tukey.

Tanto os dados de desempenho como os de tempo de permanéncia nos
bracos foram representados pela média + erro padrédo da média (e.p.m.). Para
todas as analises estatisticas foi empregado um nivel de significancia para p <
0,05.

O programa GraphPad Prism verséo 8.0 foi utilizado para a analise estatistica e

representacédo gréfica.
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RESULTADOS

Aquisicao da tarefa
Antes da introducéo dos retardos de 5 s (fase 3)

Os animais apresentaram uma melhora do desempenho no labirinto radial ao
longo das sessodes, representada por uma reducédo gradual do niumero de erros
ao longo das 10 sessdes do treinamento, atingindo o critério de 0 a 1 erro por

sesséo ao longo de trés sessdes consecutivas (FIG. 12).
A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou uma diferenca
estatisticamente significante na comparacdo do numero de erros cometidos

pelos animais ao longo de 10 sessdes de treinamento [F (5,321, 519,7) =
157,5; p < 0,0001].

Aquisicéo da Tarefa (Fase 3)

8- *kkk

Média de erros

Sessoes

Figura 12. Desempenho (média de erros) dos animais (n = 96) nas dez Ultimas
sessOes de treinamento na fase lll de aquisicdo da tarefa no labirinto radial de oito

bracos. **** p < 0,0001 comparado as trés primeiras sessoes.
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De um modo geral, o teste de Tukey mostrou que as quatro ultimas sessfes
apresentaram significativamente (p < 0,0001) menor nimero de erros em

relacao as trés primeiras sessdes (FIG. 12).

A andlise de regressdo exponencial também mostrou uma reducao
estatisticamente significante do numero de erros com a progressao das
sessOes de treinamento [R? = 0,9715; SS = 0,6431; Sy.x = 0,3031].

O tempo gasto em cada braco visitado na fase de aquisi¢do da tarefa antes do
intervalo de retencao de 5 s (fase 3) estd demonstrado na Tabela I. Houve uma
diminuicao progressiva do tempo gasto em cada braco visitado com a evolugéo

dos treinos.

Tabela I. Média + e.p.m. do tempo gasto (em segundos) em cada braco visitado na

aquisicdo da tarefa no labirinto radial de oito bracos (n = 96)

Tempo gasto (em segundos) em cada brago

Sessdes Média Sessodes Média

1 40,84 + 1,15 6 19,68 + 0,35 ****
2 34,14+ 1,24 7 17,97 + 0,27 ****
3 27,20 £ 0,74 **** 8 16,39 + 0,25 ****
4 23,35 £ 0,83 **** 9 15,55 + 0,20 ****
5 21,30 £ 0,49 **** 10 14,81 + 0,19 ****

*% p < 0,0001 em relagdo as sessdes 1 e 2

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas
estatisticamente significantes no tempo gasto em cada bragco no decorrer das
10 sessodes de treinamento [F (2,948, 286) = 124,8; p < 0,0001].

O teste de Tukey mostrou que as sessbes de 3 a 10 apresentaram menor

tempo gasto (p < 0,0001) em relagéo as duas primeiras sessdes (TAB. ).



44

A anadlise de regressdo exponencial também demonstrou uma reducéo
progressiva estatisticamente significante ao longo das sessdes [R? = 0,9967;
SS =2,222; Sy.x = 0,5635].

Os resultados apresentados estdo em concordancia com a melhora
progressiva do desempenho dos animais no labirinto radial de oito bragos, o

que é esperado no processo de aprendizagem.

ApoOs aintroducéo dos retardos de 5 s (fase 4)

Nesta fase, apO0s a introducdo do intervalo de retencdo (retardo) de 5 s,
também foi observada uma melhora progressiva do desempenho dos animais

no labirinto radial ao longo de seis sessdes de treinamento (FIG. 13).

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas
estatisticamente significantes no nimero de erros cometidos tanto no pré-
[F(2,781, 264,2) = 21,67; P < 0,0001] quanto no poés-retardo [F (2,790, 265,1) =
67,97; P <0,0001] (FIG. 13).

O teste de Tukey detectou que o numero de erros nas quatro Ultimas sessfes
foi significativamente menor (p < 0,0001) no pré-retardo, e nas cinco ultimas do
pés-retardos de 5 s, ambas comparadas as primeiras sessfes (FIG. 13). A
analise de regressao exponencial também mostrou que houve uma diminuicéo
estatisticamente significante no nimero de erros cometidos pelos animais no
pré- [R2 = 0,9916; SS = 0,002386; Sy.x = 0,02820]. e pos-retardo [R2 = 0,9940;
SS =0,01701; Sy.x = 0,07529].
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Figura 13. Desempenho (média de erros) do pré- (grafico a esquerda) e pés-retardo
(gréfico a direita) de 5 s de animais (n = 96) na fase 4 do treinamento no labirinto radial

de 8 bragos. **** p < 0,0001 comparados a primeira sessao.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas também detectou diferencas
estatisticamente significantes tanto no pré- [F (3,471, 329,8) = 45,34; p <
0,0001] quanto no pos-retardo [F (1,814, 172,3) = 4,756; p < 0,05] de 5 s com

relacdo ao tempo gasto em cada braco visitado (TAB. II).

O teste de Tukey demonstrou que 0s animais apresentaram menor tempo
gasto (p < 0,0001) nas cinco Ultimas sessdes comparadas a primeira no pré-
retardo de cinco segundos, e no pdls-retardo, apenas nas sessbes 4 e 5. A
ltima sesséao de treino no pés-retardo ndo apresentou diferenca significativa (p
= 0,46) na média de tempo gasto em cada braco, comparada a primeira sesséo
(TAB. II).

A diminuicdo do numero de erros e tempo gasto em cada braco visitado no
labirinto radial antes e ap0ds a introducao dos retardos de 5 s sugere aquisicao
de aprendizagem satisfatoria pelos animais no labirinto radial de 8 bragos, o

gue esta de acordo com a literatura acerca deste paradigma experimental.
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Tabela Il. Média + e.p.m. do tempo gasto (em segundos) em cada braco
visitado no desempenho do pré- e do pos-retardo de 5 s, na fase de
aprendizagem (n = 96).

Tempo gasto (segundos) em cada braco

pré-retardo pés-retardo
Sessfes Média Média

1 19,81 + 0,28 16,40 + 0,24
2 17,01 £ 0,20 **** 15,04 £ 0,21 *
3 16,14 + 0,18 **** 15,00 + 0,20 **
4 14,87 + 0,21 **** 13,43 + 0,15 ****
5 14,33 £ 0,21 **** 14,24 + 0,29 ****
6 14,09 + 0,52 **+* 14,57 £ 0,20

*kx n < 0,0001; ** p < 0,01; * p < 0,05

Desempenho no labirinto radial de oito bracos apos tratamento em binge

agudo e cronico (retardo de 1 h)

Binge agudo

O desempenho (média de erros + e.p.m.) dos animais na realizacédo dos testes
com retardos de 1h no labirinto radial de oito bracos, apds um tratamento com
etanol em binge agudo (trés dias consecutivos de tratamento), administrado via

gavage, pode ser observado na figura 14.

O etanol em binge agudo nao afetou de forma significativa o desempenho dos
animais em todos os grupos de tratamento no pré-retardo de 1h. JA no pos-
retardo de 1h, a ANOVA de uma via para amostras independentes detectou
uma diferenca significante entre os grupos de tratamento [F (2,580, 34,40) =
5,308; p < 0,01].

O teste de Tukey detectou um significativo aumento no namero de erros (p <
0,05), apenas no grupo que recebeu etanol em binge na dose de 6g/kg (EtOH

6) comparado ao grupo controle (FIG. 14).
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Figura 14. Efeitos da administracdo aguda via intragastrica de etanol em binge nas
doses de 3 (n=12), 6 (n = 11) e 9g/kg (n = 9), sobre o desempenho (média de erros +
e.p.m.) de animais no pré- e pos-retardo de 1h no labirinto radial de oito bragos,
comparados aos grupo controle (n = 12). ANOVA de uma via pra amostras
independentes *p < 0,05 na comparagao entre grupos.

O ANOVA de uma via para amostras independentes ndo detectou uma
diferenca significante do tempo gasto em cada braco no pré-retardo, porém, no
pos-retardo de 1h, esta diferenca foi detectada [F (1,212, 11,72) = 6,622; p <
0,05].

O teste de Tukey, por sua vez, detectou uma diferenca entre grupos, tanto no
pré-, quanto no pés-retardo (p < 0,05; p < 0,01; respectivamente), ambos nos
grupos que receberam o tratamento com etanol na dose de 6g/kg comparado
ao grupo controle (EtOH 6) (TAB. IlI).
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Tabela Ill. Efeitos do etanol em binge agudo nas diferentes doses sobre o tempo gasto

(segundos) em cada braco visitado no pré- e pés-retardo de 1h (n = 44).

Média de tempo gasto (s) £ e.p.m.

Doses Etanol

(g/kg) Pré-retardo Pés-retardo
Controle 13,61 +£ 0,16 15,54 + 0,13
EtOH 3 14,32+ 0,2 16,71+ 0,12
EtOH 6 15,58 + 0,18* 18,12 + 0,13**
EtOH 9 15,01+ 0,2 17,71 + 0,25

**p<0,01;*p<0,05

Binge crdnico

O desempenho (média de erros + e.p.m.) dos animais na realizacdo dos testes
com retardos de 1h no labirinto radial de oito bracos, apds um tratamento com
etanol em binge cronico (trés dias consecutivos de tratamento ao longo de

guatro semanas), administrado por gavage, pode ser observada na figura 15.

O ANOVA de uma via para amostras independentes detectou diferencas no
desempenho dos animais dos grupos tratados tanto no pré- [F (2,088, 26,45) =
3,483; p < 0,05], quanto no pés-retardo [F (2,252, 20,27) = 7,825; p < 0,01] de

1h, para a quantidade de erros cometidos.

O teste de Tukey detectou que tanto no pré- quanto no poés-retardo de 1h
houve diferenca significativa entre grupos (p < 0,05). No pré-retardo de 1h,
apenas 0 grupo que consumiu a dose de 3g/kg (EtOH 3) teve um prejuizo
significante comparado ao grupo controle. No poés-retardo de 1h, todos os
grupos tratados com etanol em binge (doses de 3, 6 e 9 g/kg) apresentaram
aumento significativo (p < 0,05) no numero de erros no labirinto radial de oito

bracos comparados ao grupo controle (FIG. 15).
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Figura 15. Efeitos da administracdo crbnica via intragastrica de etanol em binge nas
doses de 3 (n = 11), 6 (n = 10) e 9g/kg (n = 9), sobre o0 desempenho (média de erros +
e.p.m.) de animais no pré- e pos-retardo de 1h no labirinto radial de oito bragos,
comparados aos grupo controle (n = 12). ANOVA de uma via para amostras
independentes * p < 0,05 comparado ao grupo controle.

A ANOVA de uma via para amostras independentes nédo detectou diferencas
estatisticamente significantes no tempo gasto em cada braco visitado, tanto no
pré- gquanto no poés-retardo, na comparacao todos 0s grupos que receberam

etanol em binge crénico nas diferentes doses (TAB. V).

Tabela IV. Efeitos do etanol em binge cronico nas diferentes doses sobre o tempo

gasto (segundos) em cada braco visitado no pré- e pos-retardo de 1h (n = 42).

Média de tempo gasto (s) £ e.p.m.

Doses Etanol

(a/kg) Pré-retardo Pés-retardo
Controle 13,87+ 0,12 14,69 + 0,09
EtOH 3 14,30+ 0,17 14,55+ 0,11
EtOH 6 13,98+ 0,14 14,32 + 0,15

EtOH 9 14,92 + 0,15 15,25+ 0,12
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DISCUSSAO

Todos o0s animais utilizados no experimento atingiram o critério de
aprendizagem da tarefa do LR8, antes que fossem iniciados os tratamentos
com o etanol. Nossos resultados indicam que o consumo de alcool etilico em
binge agudo e croénico prejudica a memoria operacional espacial de ratos
jovens na tarefa do LR8. No regime agudo de administragcdo, apenas 0s
animais que receberam EtOH na dose de 6g/kg tiveram um prejuizo
significante no desempenho do pés-retardo de 1h. Ja nos grupos que
receberam alcool etilico em binge crénico a memaoria operacional espacial foi
prejudicada em comparacdo ao grupo controle, tanto no pré- quanto no pés-
retardo. Na fase de pré-retardo de 1h, apenas o grupo que recebeu EtOH na
dose de 3g/kg apresentou um prejuizo significante comparado ao grupo
controle, diferente da fase de pos-retardo 1h, em que todos os grupos tratados
(3, 6 e 9g/kg) apresentaram aumento significante no nimero de erros.

Alcool Etilico e Prejuizo Cognitivo

Estudos mostram que o consumo pesado e episddico bem como o consumo
cronico do alcool etilico causam danos na citoarquitetura e fisiologia cerebral
com consequéncias importantes sobre 0S processos cognitivos, como
percepcao, aprendizagem e memodria (OSCAR-BERMAN et al., 1997). Com o
aumento do consumo de bebidas alcodlicas em nivel mundial, além da
popularizacdo do consumo pesado e episodico (binge) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018), a preocupacdo em como o etanol age nos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos do sistema nervoso central e seus

efeitos na cognicao se torna cada vez mais evidente e necessaria.

Em Campanella et al. (2013) n&o foi detectada uma diferenca na avaliagdo da
memoria operacional espacial de individuos que consumiram etanol em binge,
comparada aos individuos do grupo controle. Apesar de ndo haver diferencas,
0S pacientes que consumiam alcool em binge obtiveram um maior nivel de
atividade cerebral durante o desempenho do teste de n-back, comparado aos

pacientes-controle. Além de um aumento na atividade bilateral da 4rea motora
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pré-suplementar do cortex, os pacientes que consumiam alcool em binge
apresentaram uma correlagdo positiva entre o nimero de doses de etanol
consumidas por ocasido com um aumento da atividade do cortex pré-frontal
dorsomedial. Essa resposta de mais intensa atividade pode ser interpretada
COmo um mecanismo compensatorio do cérebro dos consumidores de alcool
etilico em binge, que por sua vez, pode ser considerada como um fator de risco
para o desenvolvimento de desordens no uso de substancias (CAMPANELLA
et al., 2013).

O estudo de George et al. (2012) com ratos Wistar machos, demonstrou que
durante um periodo de abstinéncia apds consumo abusivo e crénico de etanol,
o recrutamento de interneurdnios especificos entre 0 CPFm e o ndcleo central
da amigdala causam um prejuizo no controle executivo sobre o comportamento
de motivacdo. Esta mesma desregulacdo no CPFm é o que pode desenvolver
prejuizos cognitivos e um processo de dependéncia de alcool etilico (GEORGE
et al., 2012). Além disso, CPFm ndo estd sO envolvido no circuito de
recompensa, como também esta presente no processamento da memoria
operacional (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012).

O prejuizo cognitivo causado pelo consumo abusivo do &lcool pode estar
relacionado a dois eventos bioquimicos que desequilibram a funcionalidade de
uma célula e/ou tecido: o estresse oxidativo e a inflamacdo (COLLINS;
NEAFSEY, 2012). O estresse oxidativo se da quando o nivel de agentes pro-
oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (EROs) por exemplo, estédo
em maior abundancia que agentes antioxidantes naquele microambiente (WU;
CEDERBAUM, 2003). Este aumento nas EROs é derivado de reacdes
provocadas por agentes celulares presentes no tecido, na tentativa de
neutralizar os efeitos téxicos causados pelo etanol (BLANCO et al., 2004).
Estas reacOes e acOes celulares presentes no processo inflamatorio produzem
e sdo moduladas por substancias de sinalizacdo celular chamadas de citocinas
pré- ou anti-inflamatérias (CREWS et al., 2006). Como o CPF € uma regido
estritamente vinculada aos processos cognitivos de julgamento, atencao,
aprendizagem e memdaria operacional, além de ser participante ativo do circuito

de recompensa cerebral, um dano a funcionalidade do tecido provocaria um
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prejuizo na execucdo dos processos previamente citados (CREWS et al., 2000;
NAKAMURA-PALACIOS; LUGON, 2017; ORSINI et al., 2018; OTT; NIEDER,
2019; RAGOZZINO; DETRICK; KESNER, 2002).

Estudos do nosso laboratorio j& demonstraram a capacidade do beber em
binge em ocasionar danos oxidativos e inflamatérios em nivel celular. Animais
tratados com etanol em binge tiveram um aumento nos niveis de espécies
reativas de oxigénio no CPF, quando avaliados através do dihidroetidio (DHE),
um marcador de anion superoxido. Os grupos dos regimes agudo, nas doses
de 3g/kg e 6g/kg, e cronico, na dose de 6g/kg apresentaram um aumento
significante de anion superéxido comparado aos grupos-controle (PELICAO et
al., 2016). Na avaliacao dos niveis inflamatérios, todos os grupos tratados com
alcool em binge apresentaram aumento nas citocinas pro-inflamatorias. Os
grupos que receberam etanol nas doses 3g/kg e 6g/kg obtiveram uma elevacéao
nos niveis de INF-y e TNF-a nos tecidos do CPF e hipocampo, tanto no regime
agudo quanto no cronico de tratamento (BELLOZI et al., 2019). Os dois
estudos corroboram dados da literatura, que fundamentam estes efeitos
oxidativos e pro-inflamatorios que o alcool etilico em binge produz em regides
cerebrais relacionadas intimamente a cognicdo (ALFONSO-LOECHES et al.,
2010; BLANCO et al.,, 2005; FERNANDEZ-LIZARBE; PASCUAL; GUERRI,
2009; MANSOURI et al., 2001; MCCLAIN et al., 1997; PASCUAL, Maria et al.,
2014; SCOLARO et al., 2012).

O presente estudo se utilizou do mesmo modelo de consumo de alcool etilico,
no que concerne a dosagem, concentracdo da solugdo, modo e regime de
administracdo dos estudos prévios do laboratério. A partir dos resultados
obtidos pelos nossos estudos e literatura, confiamos que este modelo de
consumo de alcool em binge causa prejuizos oxidativos e inflamatorios no
tecido do CPF, restando a avaliagdo de respostas comportamentais e

cognitivas apés o tratamento.

Apesar dos achados apontarem um efeito neurotoxico e neuroinflamatério do
etanol, os testes com viés cognitivo-comportamental realizados por nosso

grupo, até entdo, ndo apresentaram evidéncias de uma acao prejudicial. No
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estudo de Bellozi et al. (2019), por exemplo, 0s animais realizaram o teste de
reconhecimento de objetos (TRO) no intuito de avaliar a memoria de
reconhecimento (um tipo de memoria episédica) de objetos ja explorados e dos
ainda a serem explorados, apés periodos curto e longo de retencdo do animal
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988). Os resultados ndo s&do conclusivos em
relacdo a um prejuizo neste tipo de memadria nos grupos tratados, apesar de
indicarem certa tendéncia a este prejuizo apenas nas tarefas de longo prazo. A
tendéncia a este prejuizo nas tarefas de longo prazo pode estar relacionada
com os efeitos do etanol na consolidacdo da memdéria, que dependem de
sinteses proteicas e processos de neuroplasticidade (MYSKIW et al., 2008;
ROSSATO et al., 2007). Ainda em Bellozi et al. (2019), os niveis do Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) foram avaliados e indicaram essa
tendéncia a um prejuizo de longo prazo. Os niveis de BDNF em um consumo
agudo de etanol foram mais elevados, indicando uma medida neuroprotetiva na
ocorréncia de uma inflamacdo (LIN et al., 2011), enquanto os niveis em
animais que receberam um tratamento crénico foram reduzidos, consequentes
de processos neuroplasticos anormais que interferem no desenvolvimento de
um cérebro saudavel e em funcdes cognitivas (BERNIER; WHITAKER;
MORIKAWA, 2011; LOGRIP; JANAK; RON, 2009; THOMPSON et al., 2004,
WHITE, 2003).

Diferente dos resultados apresentados na avaliacdio da memoria de
reconhecimento (TRO), os animais no presente estudo apresentaram um déficit
na execucdo da tarefa do LR8, o que aponta um prejuizo na memobria
operacional espacial dos animais tratados com EtOH em binge. Resultados de
estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que animais que
receberam doses de 100 e 180ug de etanol por via intracortical, bilateralmente
na regido do CPFm, apresentaram um prejuizo de desempenho do LR8 no
pos- retardo de 1h e de 5s, respectivamente (DE OLIVEIRA; NAKAMURA-
PALACIOS, 2003). Este prejuizo encontrado, também corrobora com outros
dados previamente encontrados na literatura (BENEVIDES, 2007; WEST;
MAYNARD; LEASURE, 2018). O diferencial do nosso estudo se da na
utilizacdo de um modelo de consumo de alcool em binge, administrado por

gavage, em doses crescentes e em regimes agudo e crdnico, o que permitiu
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uma avaliacdo mais abrangente dos efeitos do etanol em animais jovens
baseadas no tempo de exposicdo e quantidade de etanol consumidas,

reproduzindo o consumo de final de semana, de forma aguda ou cronica.

Prejuizo Cognitivo na Adolescéncia e Juventude

Além do aumento no consumo abusivo do alcool etilico na populacdo geral, o
significante aumento na faixa etaria da adolescéncia torna esses dados ainda
mais preocupantes, ja que em algumas regides (Ameéricas, Europa e Pacifico
Oeste) a razdo de consumo entre a populagdo adulta e a adolescente é quase
de 1:1 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Baseado nessas
estatisticas e nesse iminente problema de saude publica, o presente estudo
utiliza um modelo animal com ratos adolescentes e jovens adultos, para avaliar
0 prejuizo cognitivo j& nesta faixa etaria. Como o CPF ainda néo atingiu plena
maturidade nesta idade, os danos causados a essa regido cerebral durante
este periodo causam prejuizos cognitivos que podem se perdurar ao longo de
sua maturacdo (CREWS et al., 2000).

Adolescentes dos 16 aos 19 anos de idade, que consumiam etanol em binge,
foram avaliados através de ressonancia magnética durante a execuc¢ao de um
teste que envolvia a memdéria operacional espacial. Os resultados indicaram
que existe uma correlacdo género-especifica com os prejuizos do beber em
binge na adolescéncia, ja que os individuos do sexo masculino que consumiam
etanol apresentaram um melhor desempenho que os individuos controle,
enquanto as consumidoras de etanol em binge obtiveram um desempenho
prejudicado comparadas aos controle. Apesar dos indicativos, estudos que
envolvam essa correlacdo género-especifica precisam ser melhor avaliados em
outras faixas etarias (SQUEGLIA et al., 2011).

Estudos que avaliaram os efeitos do consumo de etanol em binge em jovens
adultos, ainda néo levantam conclusbes definitivas sobre seus efeitos
deletérios no SNC nestas faixas etarias, apesar dos indicativos. Resultados
eletrofisiol6gicos apontam que estudantes universitarios que consumiam alcool

em binge apresentam um maior esforco atencional para executar algumas
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tarefas envolvendo a memoria operacional. No mesmo estudo, o0s
consumidores em binge também apresentaram dificuldade em discernir
informacdes Uteis e inUteis para a realizagdo da tarefa (CREGO et al., 2009).
Um estudo mais recente envolvendo também jovens universitarios, nao
detectou uma diferenca eletrofisiolégica significante na execucdo de uma tarefa
que envolvia a memoaria operacional espacial, mas apontou que os resultados
podem ser consideravelmente influenciados pela idade e pelo tempo em que o

individuo iniciou o consumo pesado e episodico de etanol (PARK; KIM, 2018).

Ratos adolescentes que foram expostos a um modelo de consumo de etanol
em binge cronico também apresentaram um déficit na execucdo de uma tarefa
gue envolvia a utilizacdo da memadria operacional. Os animais foram expostos a
uma camara de inalacdo de etanol durante 3 dias por semana, ao longo de
quatro semanas, e foram avaliados no labirinto aquéatico de Morris. Os animais
que consumiram &lcool etilico tiveram um desempenho prejudicado comparado
aos controle, de 10 a 15 dias depois do ultimo dia de tratamento (SCHULTEIS
et al., 2008). Além de estar em acordo com os resultados encontrados por
Schulteis et al. (2008), o presente estudo também avalia este possivel prejuizo
em regime agudo de administragdo, com maior variacdo nas doses e

administracdo via gavage intragastrica, que julgamos ser mais realista.

O presente estudo identificou um prejuizo na memoéria operacional espacial dos
animais tratados, principalmente nas avaliacdes apos o periodo de retencéo.
No caso dos grupos tratados em regime agudo, a sua avaliacdo ainda se deu
enguanto os animais estavam na faixa etaria considerada adolescéncia. Ja nos
grupos tratados no regime crbénico, os animais sO puderam ser avaliados
guando ja tinham passado pela adolescéncia e seriam considerados jovens
adultos. Os resultados obtidos corroboram com os prejuizos jA encontrados
pela literatura, na relagdo consumo de etanol em binge na adolescéncia e
juventude. Além disso, o regime de consumo ja foi utilizado pelos trabalhos do
laboratério previamente citados (BELLOZI et al., 2019; PELICAO et al., 2016),
indicando uma consisténcia para que este modelo de administracao de etanol

seja mantido para estudos seguintes.
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Limitacdes do Estudo

Um dos contrapontos deste estudo € a diferengca do numero amostral entre os
grupos, principalmente os grupos que receberam etanol nas doses de 9g/kg,
devido a mortalidade destes animais. Este fator, inclusive, foi determinante
para que excluissemos este grupo de tratamento em estudos posteriores em
nosso laboratério (BELLOZI et al., 2019; PELICAO et al., 2016), ja que foi
possivel encontrar um equilibrio do efeito prejudicial do alcool etilico, porém
sem alta taxa de mortalidade nos grupos que receberam as doses de 3g/kg e
69//kg.

Outro ponto discutivel do presente estudo é o tempo de espera entre o
tratamento e a avaliacdo cognitiva no LR8. Em nosso estudo, 0s animais eram
levados ao LR8 para os testes de memoria operacional somente dois dias apos
0 ultimo dia de tratamento com etanol, na tentativa de minimizar efeito da
abstinéncia aguda do etanol, ou “ressaca”, causada pelo beber em binge no
desempenho dos animais. Apesar dos comportamentos relacionados a
ansiedade induzida pela “ressaca” se abrandarem apds cerca de 24h em
roedores machos, o0s estudos relacionados aos efeitos da “ressaca’
administravam doses Unicas de etanol em binge (GAUVIN; YOUNGBLOOD,;
HOLLOWAY, 1992; KARADAYIAN; BUSTAMANTE; LORES-ARNAIZ, 2016;
VARLINSKAYA; SPEAR, 2004). Nosso trabalho expunha os animais a trés
dias seguidos de administracdo de alcool em binge, o que poderia ser um fator
de prolongamento desse prejuizo de curto prazo causado pela abstinéncia.
Uma avaliacdo dos mesmos parametros cognitivos feita em um periodo mais
distante do fim do tratamento poderia acarretar em diferentes resultados, como
o abrandamento dos efeitos no tratamento agudo, mas uma manutencédo do

prejuizo em regime crbénico de consumo.

Por fim, a avaliacdo cognitiva ficou restrita para este periodo breve apds a
intoxicacdo com alcool, sem saber se posteriormente, como por exemplo,
semanas ou até meses depois, este prejuizo na memoria operacional se
manteria. O trabalho de Schulteis et al. (2008), também trabalhou com um

modelo similar de regime de administracao e fez a avaliacao cognitiva de 10 a
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15 dias apds o ultimo dia de tratamento. Talvez uma avaliacdo apos um longo
periodo de exposi¢cdo a droga, possa ser realizado a posteriori pra avaliar a

duracdo destes prejuizos.
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CONCLUSAO

e O presente estudo demonstrou efeitos prejudiciais do consumo agudo de
alcool etilico em binge sobre a memaria operacional espacial de duracao

prolongada de ratos adolescentes na dose de 6g/kg.

e O consumo crénico de etanol em binge prejudicou a memoria
operacional espacial de longa duracdo de ratos jovens adultos em todos

0s grupos tratados (doses de 3, 6 e 9g/kg).

e O consumo pesado e episbdico do etanol na adolescéncia causa efeitos
prejudiciais em processos cognitivo-comportamentais na propria

adolescéncia e no adulto jovem.
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