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RESUMO

O alcool é a droga mais consumida em todo 0 mundo e, nos circulos sociais de adolescentes e
jovens, sua forma de consumo mais consolidada é em binge. O consumo de alcool em binge se
da pela sua ingestao episddica, em alta quantidade e em um curto periodo de tempo. Essa forma
de consumo contribui para possiveis rea¢fes neurotdxicas, podendo causar déficits cognitivos.
Além disso, essa forma de consumo de etanol é capaz de provocar prejuizos hepaticos
relacionados ao estresse oxidativo e ativacdo de mecanismos inflamatorios nesse 6rgdo. A N-
acetilcisteina (NAC) tem sido apresentada como uma droga promissora no tratamento e
reversao de efeitos causados por vérias drogas de abuso, dentre elas o alcool. Neste estudo,
ratos Wistar machos, adolescentes, foram divididos em seis grupos (SAL/H20, NAC/H:0,
SAL/EtOH 3 g/kg, NAC/EtOH 3 g/kg, SAL/EtOH 6 g/kg e NAC/EtOH 6 g/kg) e foram
submetidos a um regime em binge crénico, com trés dias de tratamento por semana ao longo
de quatro semanas. Foram observados os possiveis efeitos da administracdo prévia de NAC
sobre 0s danos na memoria de curto e longo prazo e os prejuizos hepéticos causados pelo
consumo de alcool em binge na adolescéncia, através de uma avaliagdo comportamental pelo
Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) e de Localizagdo de Objetos (TLO) e de andlises
bioquimicas no CPF, HPC e EST. Para funcéo hepéatica TGO e TGP foram dosados no soro e
analises histoldgicas do tecido hepético foram realizadas. Os resultados demonstraram que a
NAC inibiu os prejuizos que o alcool provocou ha memoria de reconhecimento e de localizacdo
de curto e longo prazo, apesar disso, o regime de alcool em binge crbnico parece ndo ter
provocado estresse oxidativo nas regides cerebrais estudadas. Com relagdo ao figado, a NAC
protegeu a funcdo hepatica contra os danos que o alcool provocou em ambas as doses. Com
isso, os resultados desse estudo podem reforcar 0s possiveis efeitos protetores da NAC sobre a
funcdo cognitiva e danos ao figado, auxiliando na consolidagdo do conhecimento do potencial

desse farmaco como um adjuvante no tratamento do abuso do alcool.

Palavras-chave: Alcool. Adolescéncia. Binge. Figado. N-acetilcisteina. Memdria.



ABSTRACT

Alcohol is the most consumed drug in the world and, in the social circles of adolescents and
young people, its most consolidated form of consumption is binge. The consumption of alcohol
in binge is characterized by its episodic ingestion, in high amounts and in a short period of time.
This form of consumption contributes to possible neurotoxic reactions, which can cause
cognitive deficits. Furthermore, this form of ethanol consumption is capable of causing liver
damage related to oxidative stress and activation of inflammatory mechanisms in this organ. N-
acetylcysteine (NAC) has been presented as a promising drug in the treatment and reversal of
effects caused by various drugs of abuse, including alcohol. In this study, adolescent male
Wistar rats were divided into six groups (SAL/H20, NAC/H20, SAL/EtOH 3 g/kg, NAC/EtOH
3 g/kg, SAL/EtOH 6 g/kg e NAC/EtOH 6 g/kg) and were subjected to a regimen in chronic
binge, with three days of treatment per week over four weeks. The possible effects of previous
NAC administration on short- and long-term memory damage and liver damage caused by
binge drinking during adolescence were observed, through a behavioral assessment using the
Object Recognition Test (TRO) and Object Location (TLO), and through biochemical in the
CPF, HPC and EST. Liver function was assessed through quantification of serum TGO and
TGP and through histological analyses of liver tissue. The results showed that NAC prevented
the damage that alcohol caused in short- and long-term recognition and location memory,
despite this, the chronic binge drinking regimen seems not to have provoked oxidative stress in
the brain regions studied. NAC also protected liver function against the damage that alcohol
caused in both doses. Thus, the results of this study can reinforce the possible protective effects
of NAC on cognitive function and liver damage, helping to consolidate knowledge of the

potential of this drug as an adjuvant in the treatment of alcohol abuse.

Keywords: Alcohol. Adolescence. Binge. Liver. N-acetylcysteine. Memory.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — O consumo de alcool

As bebidas alcoolicas estdo fortemente ligadas a sociedade humana, pois seu consumo €
adaptado em diversas culturas e eventos (CAETANO et al., 2011). O consumo de alcool € um
habito antigo do ser humano, com registros historicos datados a aproximadamente 6000 a.C.
apresentando indicios de que essa droga ja era utilizada, reconhecida muitas vezes como uma
substancia divina, e isso pode ser um dos fatores que levaram o consumo de etanol prevalecer

ao longo do tempo (“Livreto Informativo sobre Drogas Psicotropicas - CEBRID,” [s.d.]).

O uso de etanol é muito comum em todo o mundo, e estima-se que anualmente cerca de 2
bilhdes de pessoas utilizam esta droga nas mais diversas ocasifes. No Brasil, o alcool gera
problemas graves na salde publica, sendo uma das drogas mais consumidas no pais
(GALDUROZ; CAETANO, 2004). De acordo com o 11l Levantamento Nacional sobre o Uso
de Drogas pela Populacdo Brasileira (2017), cerca de 66,4% da populacdo ja consumiu alcool
na vida, incluindo os adolescentes; apesar disso, é preciso se atentar também para a forma de

consumo desta droga.
1.2 — O consumo de alcool em binge por adolescentes

A ingestdo excessiva do etanol (EtOH) ou alcool etilico ou simplesmente alcool por
adolescentes tem sido uma preocupagdo de salde publica, pois 0s deixa expostos a
comportamentos de risco, como dirigir embriagados, envolvimentos em brigas e mudancas de
comportamento social (MENDONCA et al., 2018). Estas mudancas comportamentais
provocadas pelo uso de alcool estéo relacionadas ao fato de que o cérebro adolescente ainda se
encontra em processo de maturagdo, que envolve mudancas estruturais e funcionais na
plasticidade sinadptica e considerando isto, o cérebro em desenvolvimento possui uma
vulnerabilidade aos efeitos prejudiciais do alcool, e por isso esse efeitos podem ser
potencializados nesses individuos, podendo levar a um impacto significativo no cérebro adulto
(GUERRI; PASCUAL, 2010; LEES et al., 2020).
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A avaliacdo das consequéncias do consumo de alcool deve considerar ndo somente a frequéncia
do uso, mas, também, o padréo binge — termo utilizado para caracterizar 0 consumo excessivo
de alcool em um curto intervalo de tempo (2 horas). Esse padrdo de uso esta associado a
problemas relacionados ao consumo de alcool (BEDENDO et al., 2017), pois esta droga tem
efeitos prejudiciais principalmente nestes individuos (adolescentes) em longo prazo, afetando
regibes importantes no processo cognitivo, como Cortex Pré-Frontal (CPF) e o hipocampo
(HPC) (MCCLINTICK et al., 2018).

No dltimo Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (Lenad II), realizado em 2012,
observou-se que cerca de 78% dos adolescentes (entre 14 e 17 anos de idade) bebem até 4 doses
e 22% bebem 5 doses ou mais (em uma mesma ocasido em um intervalo de 2 horas), que
corresponde a aproximadamente 2 litros de cerveja ou 1 garrafa de vinho (Figura 1), e essas
quantidades sao consideradas consumo em binge (LENAD, 2012). Em contrapartida, no Gltimo
Levantamento Nacional Sobre o Uso de Drogas pela Populacdo Brasileira (2017), entre os
adolescentes de 12 a 17 anos entrevistados, 5% (correspondente a um milhdo de adolescentes)
relatou o consumo de alcool em binge, e 34,3% (aproximadamente sete milhdes) dos individuos
menores de 18 anos afirmaram ja ter ingerido bebida alcodlica na vida. Em ratos, objeto de
estudo do presente trabalho, essa faixa etaria (12 a 18 anos) corresponde ao intervalo entre 25
e 42 dias pos-natal aproximadamente (SPEAR, 2015).

Quantidades correspondente a 1 dose de alcool
1 dose = 14 g de alcool

| == =
9 — —
|
R
i 50 ml de destilad
S50 du Galvan 150 ml de vinho ribanggr g
com oerca de rca de 12% de alcool (cacheca, gin;
5% de &lcool s ° tequila, vodka, etc)

Figura 1 - Quantidades correspondentes a 1 dose de alcool. O "beber em binge" é caracterizado por 4 doses ou
mais para mulheres e 5 doses ou mais para homens, em um intervalo de 2 horas. Fonte: adaptado de (“Relatorio
Global sobre Alcool e Saude - 2018,” [s.d.])
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1.3 — A farmacocinética do alcool

O etanol ¢ absorvido por todo trato gastrointestinal e distribuido para todos os tecidos atraves
do sangue, e as concentracdes de alcool em um tecido podem variar, de acordo com o conteido
de 4gua, fluxo sanguineo e a massa desse tecido (BODE, Christiane; BODE, 2003;
CEDERBAUM, 2012). Seu metabolismo inicia-se no estdmago, onde parte do alcool ingerido
reage a enzima alcool desidrogenase gastrica, e 0 restante segue para O intestino e
posteriormente é distribuido para os outros sistemas fisioldgicos (CEDERBAUM, 2012;
MATSUMOTO; FUKUI, 2002). Assim, a eficiéncia do metabolismo de primeira passagem do
alcool determina a sua biodisponibilidade e pode ser retardado ou nao dependendo do nivel do
esvaziamento gastrico (HENDRIKS, 2020). No intestino, o etanol pode provocar disbiose
(interrupcdo da homeostase da microbiota intestinal), o que contribui para a liberagdo de
endotoxinas, e estas, juntamente ao alcool, sdo entregues ao figado, e em seguida inicia-se 0
metabolismo (ENGEN et al., 2015; LOWE et al., 2018).

No figado o alcool é metabolizado em acetaldeido, um metabdlito tdxico, e entdo em acetato
pela acdo das enzimas alcool desidrogenase (AD) hepética e aldeido desidrogenase (ALD)
hepatica que reduzem o cofator NAD"a NADH, como esta representado na figura 2 (LIEBER,
1997; ROCCO et al., 2014; SALASPURO et al.,, 1999). Em concentracdes elevadas
(concentragdes plasmaticas em torno de 100 Mm), o sistema de oxidacao microssomal do etanol
(MEOQS) é ativado e intensifica a transformagéo de alcool em acetaldeido através da agdo da
enzima citocromo P450, ou CYP2E1 (CEDERBAUM, 2012; JIANG et al., 2020).
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Figura 2 - Sistema enzimatico de metabolizagéo do &lcool. Fonte: Compilagdo do autor.

O aumento da concentracao de acetaldeido provocado pelo MEOS e a presenca de endotoxinas,
contribuem para 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e danos hepaticos (BODE,
C.; KUGLER; BODE, 1987; KOLOTA et al., 2020, LOUVET; MATHURIN, 2015;
TESCHKE, 2018).

1.4 — Estresse oxidativo e danos hepaticos

Como resultado do aumento da transformacdo de alcool em acetaldeido, mais NADH é
utilizado, e isso requer guantidades adicionais de oxigénio (molécula utilizada no processo de
reducdo de NAD™) o que desencadeia em hipoxia nos hepatdcitos. Como consequéncia, ha a
formagéo de EROs, moléculas instaveis e que em excesso Sao responsaveis por provocar danos
hepéticos, danos estes denominados de estresse oxidativo, decorrentes do desequilibrio entre as
EROs e a capacidade de atuacdo dos sistemas de defesa antioxidantes (BARRA et al., 2010;
ROCCO etal., 2014; WU; CEDERBAUM, 2003).

Além disto, 0 aumento da concentracdo de acetaldeido e das endotoxinas entregues ao figado
juntamente do alcool também contribuem para induzir a producéo de EROs (sendo as principais
o0 superéxido, peroxido, peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila) e como resultado, temos
0 estresse oxidativo (WU; CEDERBAUM, 2003) e uma atividade pro-inflamatoria gerada pela

liberacdo de citocinas inflamatdrias como a IL-6 e a TNF-a e o recrutamento de neutréfilos, o
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que contribui para a peroxidacao lipidica (e consequentemente acimulo de gordura) relacionada
com o dano hepatico (CAPEK; ROUSAR, 2021; ROCCO et al., 2014). Toda essa cascata pode
levar ao desenvolvimento da Doenca Hepatica Alcodlica (DHA), que inclui em sua patogénese
0s estagios de figado gorduroso, hepatite alcodlica, fibrose e cirrose, podendo em casos mais
graves, provocar um carcinoma hepatocelular (DUNN; SHAH, 2016; HK et al., 2018;
TESCHKE, 2019; WILLIAMS; DING, 2020).

Por conta dos danos celulares ocasionados por toda a cascata inflamatdria dita anteriormente,
0s niveis séricos das transaminases aumentam, tanto de transaminase oxalacética (TGO)
também conhecida como aspartato aminotransferase (AST), quanto de transaminase piravica
(TGP) ou alanina aminotransferase (ALT), pois ambas (TGO e TGP) se apresentam em alta
concentracdo no figado por ser o local de producdo dessas enzimas (sendo a TGP produzida
exclusivamente no figado), e apds a lesdo acabam sendo liberadas de forma mais intensa no
sangue, por isso sdo Vvistos como potenciais biomarcadores relacionados a funcdo hepética
(MONTEIRO etal., 2017; T, 1997; TORRUELLAS; FRENCH; MEDICI, 2014; WANG et al.,
2012a). Nao so o figado ¢ afetado por todo esse processo metabélico, mas também o cérebro,
principal local de ac¢éo do etanol (SCIVOLETTO, 2008).

1.5 — Efeitos do alcool no sistema nervoso central (SNC)

Em quantidades baixas ou moderadas, 0 alcool alivia
a ansiedade e pode causar uma sensacgdo de euforia, porém, em doses mais altas essa bebida
pode causar riscos a salde e danos ao cérebro, principalmente nos lobos frontais (GILMAN;
HARDMAN; LIMBIRD, 2005; MASTERS, 2014). Seu consumo afeta regides importantes
para a formagdo de memoria, como o CPF, uma éarea de maturacdo tardia, tendo em vista que o
amadurecimento cortical ocorre em sentido caudal-rostral, e da por¢do medial para a lateral
(PELICAO et al., 2016; SOWELL et al., 1999).

O consumo de alcool em longo prazo pode influenciar de forma direta a satde fisica e mental
do adolescente, provocando também a diminui¢do do rendimento escolar (este, tambem est
relacionado com o consumo em curto prazo), e comportamentos de risco para a salde, como
dirigir sob efeito do alcool e comportamentos sexuais de risco (TRINDADE; CORREIA, 1995).
Esses comportamentos podem estar relacionados com a perda do controle inibitério no CPF —
regido relacionada a tomada de decisdo — (KING et al., 2020; MCCLINTICK et al., 2018), e
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com a tolerancia aumentada do individuo ao alcool, que por sua vez, esta diretamente ligada
com a dependéncia — uma vez que 0 organismo necessita de doses maiores para obter os
mesmos efeitos iniciais (ROZIN; PALMIRA; ZAGONEL, 2012).

O efeito depressor do alcool no Sistema Nervoso Central (SNC) esta diretamente ligado aos
niveis desta droga no plasma sanguineo, que estd relacionado com parametros
farmacocinéticos, como a quantidade e velocidade de ingestdo (MATSUMOTO; FUKUI,
2002). Essa propriedade também se associa com 0 aumento da neurotransmissdo inibitoria e
inibicdo da neurotransmissdo excitatdria, pois ele estimula o &cido gama-aminobutirico
(GABA) e inibe o glutamato (COSTARDI et al., 2015; TESCHKE, 2018). Assim, o alcool
potencializa os efeitos de GABA através da sua atuacao receptores GABAérgicos, aumentando
seus efeitos inibitdrios, como sedacdo, perda de inibicdo e relaxamento (FLEMING; MIHIC;
HARRIS, 2005). A inibicdo dos efeitos excitatorios do glutamato pelo etanol também provoca
um efeito depressor no SNC, devido ao aumento de célcio no meio intracelular, que pode
desencadear déficit de atencdo e uma regulacédo deficiente do sono-vigilia (COSTARDI et al.,
2015).

O consumo abusivo e episodico do alcool pode levar a alteracdes no comportamento, estrutura
e fisiologia cerebrais (COURTNEY; POLICH, 2009; HILL et al., 2000; YAN et al., 2015), e
essas alteracdes estdo muito relacionadas ao sistema de recompensa cerebral, o que pode
contribuir para o processo de dependéncia (CLARKE; ADERMARK, 2015).

1.6 — Sistema de recompensa cerebral

Esse circuito estd envolvido na modulacdo de respostas que envolvem uma recompensa,
regulando-as através de estimulos que gerem uma sensacao de prazer (HY MAN; MALENKA,
2001), e é constituido pela area tegumentar ventral (ATV), nlcleo accumbens (NAC) e cortex
pré-frontal (CPF) (Figura 3), além de outras regides importantes como hipocampo (HPC),
estriado (EST) e amigdala basolateral, sendo essa uma neurocircuitaria envolvida no
desenvolvimento e manutencdo da dependéncia quimica (COSTARDI et al., 2015; JOFFE;
GRUETER; GRUETER, 2014). Esse processo esta relacionado ao aumento do desejo que
consequentemente leva a diminuicdo do prazer a estimulos previamente experimentados,
forcando o individuo a consumir doses maiores de alcool (BURNETT; CHANDLER;
TRANTHAM-DAVIDSON, 2016; GRIFFIN et al., 2015).
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O sistema de recompensa cerebral que é 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 funcdes e temas de estudos cientificos sobre a
sua relagdo com o comportamento baseado em recompensa (DI CHIARA, Gaetano;
BASSAREO, 2007), o sistema de recompensa cerebral também é afetado por outros
neurotransmissores como a serotonina e 0 GABA, entre outros que também estdo envolvidos
no reforco do alcool como glutamato, peptideos opioides, colinérgicos e noradrenérgicos
(CRUZ et al., 2004; KOOB, G. F. et al., 1994; KOOB, George F., 2004; KRANZ; KASPER;
LANZENBERGER, 2010; TOMKINS D. M; SELLERS E. M, 2001), que de maneira geral,
auxiliam na liberacdo de dopamina no NAc. A liberacdo de dopamina estimula a procura pela
sensacdo de prazer obtida com o uso da droga, o que faz com que o usuario volte a fazer o uso
da substancia responsavel por essa sensacdo. Dessa forma, quanto maior a capacidade de
inducdo da dependéncia quimica, maiores serdo os esforcos do usuério para consegui-la
novamente (NESTLER, 2001).

Dependéncia quimica é wuma condicdo neurobiologica, causada pelo abuso
repetitivo de substancias que corrompem o sistema de recompensa e comportamentos
adaptativos, que promovem mudancas neuropléasticas (ARIAS-CARRIAN et al., 2010). A
maioria dos achados indicam que drogas de abuso compartilhnam a caracteristica de aumentar o
funcionamento dopaminérgico no mesencéfalo, principalmente nos terminais do NAc (DI
CHIARA, G.; 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 durante a abstinéncia,
ocorre 0 aumento nos niveis extracelulares de glutamato, e consequentemente, o desejo pela
droga € elevado (BURNETT; CHANDLER; TRANTHAM-DAVIDSON, 2016).

As principais alteragbes na neurotransmissdo glutamatérgica envolvidas nesses processos
ocorrem no EST, HPC, ATV, CPF e principalmente no NAc (GRIFFIN et al., 2015). A
manutenc¢do de glutamato no NAc € um fator importante para o aumento do desejo pelo etanol
e entre 0s varios processos envolvidos para tal regulacdo, os transportadores de aminoacidos
derivados de células astrogliais (EAAT1 e EAAT2) sdo os mais fartos. O primeiro atua

removendo glutamato extracelular e o segundo promove a troca de cisteina extracelular por
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glutamato intracelular. Além desses transportadores, o sistema antiporter cisteina-glutamato
(xCT) também favorece essa regulacdo, da mesma forma que o EAAT2 (DING et al., 2013; J
etal., 2015; TRANTHAM-DAVIDSON et al., 2012).

Estudos apontam que apds a exposicdo repetida de etanol, a atividade de EAATL1 se apresenta
reduzida, o que diminui a recaptacdo de glutamato e favorece a elevacéao os niveis de glutamato
no NAC, isto auxilia no efeito do desejo pela droga e a recaida no periodo de abstinéncia, além
de desencadear prejuizos cognitivos, como a perda do controle inibitorio sobre o
comportamento e danos na memaria e aprendizado (BURNETT; CHANDLER; TRANTHAM-
DAVIDSON, 2016; GRIFFIN et al., 2015; LEES et al., 2020).

Cortex
Pré-frontal

Nucleo
accumbens

Area tegmentar
ventral

Figura 3 - Representacdo de um corte sagital médio do encéfalo humano com a marcacéo das principais areas do
sistema de recompensa cerebral. A neurotransmissdo dopaminérgica esta representada nas setas verde (para o
NAc) e azul (para o CPF). Fonte: Compilacdo do autor.

1.7 — Efeitos do alcool na memoéria

Hé& décadas que se sabe que o uso cronico do alcool também afeta a formagéo e armazenamento
da memoria, processo que passa por varios estagios, iniciando com a memdria sensorial (que
dura apenas alguns segundos), passando pela memoria de curto prazo (que dura minutos se a
memoria for ensaiada), até seu armazenamento na memdria de longo prazo (ATKINSON;

SHIFFRIN, 1968). O alcool parece influenciar na maior parte desse processo, porém, tem seu
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efeito primério na transferéncia de informacéo da memaria de curto para longo prazo (WHITE,
2003). Individuos intoxicados pelo alcool sdo capazes de se lembrar de eventos ou informacoes
apos a sua apresentacdo e até armazena-las na memaria de curto prazo por alguns minutos se
ndo forem distraidos. No entanto, com o0 aumento das doses, eles comegam a apresentar
deficiéncia na capacidade de transferéncia de informacé&o para armazenamento em longo prazo.
Em casos de intoxicacdo mais grave, apos voltar a sobriedade, o sujeito ndo consegue se lembrar
de eventos que ocorreram enquanto estava intoxicado (ACHESON; STEIN;
SWARTZWELDER, 1998; WHITE, 2003).

A memdria é composta por multiplos sistemas separados, apoiados por estruturas cerebrais que
podem ou ndo se comunicar entre si, de acordo com o tipo de memoria ativada (SQUIRE, 2004).

Neste trabalho daremos énfase as memorias de reconhecimento e localizacédo (ou espacial).

A memodria de reconhecimento esta relacionada a capacidade de julgar a ocorréncia prévia de
estimulos, e por isso, € fundamental para o registro de eventos e para aprendizagem (BARKER,;
WARBURTON, 2011). Através desses estimulos podemos avaliar a capacidade de julgamento
a diferentes tipos de informacéo. Por exemplo, pode ser analisado se um determinado individuo
é novo ou familiar, e/ou associar um item a um local ou contexto especifico ou até mesmo a
outro objeto. Esse julgamento pode ser feito usando a familiaridade de um individuo a um
determinado item. As principais regides cerebrais envolvidas nas tarefas da memdria de
reconhecimento sdo o Cortex Pré-Frontal (CPF) e Hipocampo (HPC) (WARBURTON;
BROWN, 2015).

A memodria de localizagdo consiste em mdultiplos mecanismos especificos para codificar,
armazenar e recuperar informagoes sobre rotas, configuracdes e localizagdes espaciais, e 0o HPC
esta seletivamente envolvido nesse tipo de memodria, e se associa com outras regides como o
EST e CPF (EPSTEIN et al., 2017; JOHNSON et al., 2016; SOLARI; HANGYA, 2018).

O CPF estd envolvido em processos mentais relacionados a aprendizagem, concentracao,
memoria, julgamento, entre outras fungdes de alta complexidade que envolve raciocinio e
planejamento (NAKAMURA-PALACIQOS, 2011). Em ratos, essa regido pode ser dividida em
CPF medial, lateral e ventral (PELICAO, 2014). Estudos mostram que lesdes nessa regido pode

afetar o julgamento do animal entre um objeto “mais novo” € um “mais antigo”, fazendo com
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que eles prefiram explorar o objeto j& familiarizado, sugerindo seu envolvimento na memaria
de reconhecimento (MORICI; BEKINSCHTEIN; WEISSTAUB, 2015).

Um fato importante sobre o CPF é que essa regido se desenvolve tardiamente, pois a maturacdo
cortical ocorre em sentido caudal-rostral. Assim, o CPF é a Ultima regido a sofrer maturacéo,
tendo seu desenvolvimento completo por volta dos 30 anos nos seres humanos — em ratos
observa-se que a maturacdo dessa regido ocorre na fase adulta, o que equivale a
aproximadamente 15 semanas (SOWELL et al., 1999; PELICAOQ, 2014; CHOI et al., 2015;
MENGLER et al., 2014). Isso é muito importante no abuso de drogas, principalmente entre
adolescentes (PASCUAL et al., 2007), que ainda ndo possuem esta regido em plena maturagédo
e sendo essa uma area cerebral envolvida no processo neural de dependéncia de droga e
comportamento, lesdes nessa regido poderiam ndo s6 afetar o desenvolvimento de suas
estruturas, mas também, suas funcdes cognitivas (THOMPSON et al., 2004; PELICAO, 2014).

O hipocampo se localiza na por¢do medial do lobo temporal e é uma estrutura em forma de C.
Esta é uma area importante para a memoria de curto e longo prazo, além de estar envolvida no
processo de aprendizagem (WARBURTON; BROWN, 2015; PELICAO, 2014). Esta é uma
regido essencial na memoria de reconhecimento e espacial. Estudos mostraram que lesGes nessa
area podem afetar os processos da meméria, principalmente em tarefas de reconhecimento. Por
outro lado, se a tarefa envolver a discriminacdo de algo por familiaridade, essas lesdes ndo terdo
efeito (WARBURTON; BROWN, 2015; CLARK; ZOLA; SQUIRE, 2000).

Juntamente do cdrtex pré-frontal e do hipocampo, temos o estriado, regido que também auxilia
nos processos de memoria e aprendizagem, e possui um papel importantissimo no planejamento
motor e na selecdo de agdes. Sua disfuncdo esta ndo s6 associada ao déficit de aprendizagem
como também a dependéncia (DO et al., 2013; PUIGHERMANAL et al., 2020).

Os dois tipos de memoria avaliados nesse trabalho podem ser mais afetados negativamente apos
uma exposicdo prolongada ao alcool, por conta do advento de processos inflamatorios
principalmente nas regides citadas anteriormente, que estdo relacionadas a formacdo de
memoria e outros processos cognitivos (KING et al., 2020; TERASAKI; SCHWARZ, 2017).
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1.8 — Efeitos prejudiciais do alcool no cérebro

Os produtos gerados no metabolismo do alcool, incluindo endotoxinas do Iimen do intestino,
caem na circulacdo sistémica e atingem o SNC, e assim, também auxiliam na inducéo de
estresse oxidativo e na ativacdo da resposta neuroinflamatoria (DUMITRESCU et al., 2018;
LOWE et al., 2018; SALIM, 2017).

O consumo de alcool em binge provoca efeitos neurotoxicos, o que pode danificar regides como
0 CPF, HPC e EST, através de um processo inflamatorio, e isso acaba prejudicando as funcdes
cognitivas como memoria e aprendizado (MARSHALL; GEIL; NIXON, 2016). Entretanto, 0s
mecanismos subjacentes aos danos cerebrais induzidos por esta droga ainda sdo pouco
conhecidos, mas, pesquisas mostraram que ha mediadores inflamatdrios (liberados devido a
intoxicacdo pelo alcool) no cérebro que ativam células gliais, como a microglia — também

conhecida como macréfago cerebral (PASCUAL et al., 2007).

A microglia é a principal célula imune do Sistema Nervoso Central (SNC). Sua morfologia é
alterada de acordo com o seu estado de ativacdo e o fenotipo expresso por ela (M1 ou M2)
(MARSHALL et al., 2013). Quando ela estd em estado de repouso, sua morfologia apresenta
varias ramificacdes, partindo do seu corpo celular, e ao entrar em estado reativo, essas
ramificagbes diminuem, caracterizando o primeiro fenétipo expresso (M1) e o aumento da
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e de Iba-1 (marcador microglial expresso em todos 0s
estados de ativacdo) (MARSHALL et al., 2013; MARSHALL; GEIL; NIXON, 2016).

O estado de ativagdo M2 é também conhecido como estado fagocitico ou anti-inflamatério
(SASAKI, 2016), onde a microglia adquire uma morfologia ameboide. O mecanismo de
ativacdo da micrdglia pelo alcool ainda ndo é esclarecido, mas estudos relataram, em um
modelo de neuroinflamacéo induzida pelo alcool, que todas as microglias ativadas eram pro-
inflamatorias (M1), enquanto que em um modelo de neurodegeneracdo, observou-se um baixo
nivel de microglia fagocitica (M2) (MARSHALL; GEIL; NIXON, 2016; MARSHALL et al.,
2013; SASAKI, 2016).

Esta célula inicia um processo inflamatorio através da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
ao ser ativada, mas ainda nao esta claro se a ativacdo microglial associada a ingestéo de alcool

¢ a causa ou consequéncia da neuroinflamacao causada por essa droga e dos danos gerados no
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CPF,HPC e EST (BARTON etal., 2017; KANE; DREW, 2016; PASCUAL et al., 2007). Sabe-
se que ao ser ativada (fenotipo M1), ela libera mediadores inflamatorios, como a
ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e citocinas pré-inflamatorias,
como o Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a)), a Interleucina-1p (IL-1P) e IL-6. Elas
(principalmente o TNF-a) iniciam uma cascata de ativacdo de outras citocinas e fatores troficos
(AKHTAR et al., 2017; KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006), comecando assim,
um processo neuroinflamatério, que prejudica a funcdo cognitiva (ZHAO et al., 2013).
Concomitantemente, EROs também se apresentam como um fator importante no
desenvolvimento da neuroinflamacéo, o que torna o estresse oxidativo, uma condicéo adicional
gue também pode estar relacionada com os danos cognitivos, pois tem grande influéncia na

cascata inflamatdria desenvolvida pela microglia (HENRIQUES et al., 2018).

Um mecanismo que protege contra a evolucdo do estresse oxidativo estd relacionado a
glutationa reduzida (GSH), que constitui o sistema antioxidante ndo enzimatico mais abundante
no nosso organismo e desempenha um papel muito importante na eliminacdo das espécies
reativas no tecido cerebral. A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo, formado por glicina,
glutamato e cisteina, - com grupo tiol livre - que pode doar elétrons para a reducédo de perdxidos,
formando a glutationa oxidada (GSSG). A GSH desempenha uma de suas func@es antioxidantes
por meio da doacdo de elétrons para a reducdo de perdxidos na reacdo com a glutationa
peroxidase (GPXx). Por esse motivo, acredita-se que essa pode ser uma via para tratamento contra
os danos relacionados ao alcool (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979; SALIM, 2017,
SAMARGHANDIAN et al., 2017).

1.9 — Tratamentos contra os transtornos relacionados ao uso de alcool

Medidas de tratamento contra os transtornos relacionados ao uso de alcool ja existem, a maioria
delas aplicadas para a manutencao da abstinéncia (LITTEN et al., 2016), como por exemplo, 0
disulfiram, natrexona e acamprosato, que mesmo agindo por mecanismos diferentes, seus
efeitos promovem a redugdo no consumo de &lcool (SKINNER et al., 2014). Além destes,
outros medicamentos alternativos vém sendo utilizados off-label (termo utilizado para drogas
farmacéuticas empregadas em condicOes que ndo séo as indicadas para ela) na clinica, como
anticonvulsivantes (topiramato, gabapentina e pregabalina) e antipsicéticos (quetiapina e

aripripazol), todos com o efeito em comum de manutencdo da abstinéncia, mas sem relatos de
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efeitos positivos em relacdo aos danos cognitivos e hepéaticos provocados pelo uso de alcool
(AKBAR et al., 2018).

1.10 — A N-acetilcisteina como estratégia terapéutica contra transtornos relacionados ao

uso de alcool

A N-acetilcisteina (NAC) é considerada um farmaco seguro e bem tolerado que possui diversas
indicacdes clinicas, tais como: tratamento de hepatotoxicidade por intoxicacdo com
paracetamol, bronquite, fibrose cistica, doenca pulmonar obstrutiva crénica, dentre outras
(HEARD, 2008; MILLEA, 2009). A NAC ¢é uma substancia quimicamente semelhante a
cisteina. Em comparacdo a cisteina, a NAC é menos toxica e menos propensa a oxidacao (e
dimerizacdo) e é mais solGvel em agua, por isso é preferivel (BONANOMI; GAZZANIGA,
1980). Individuos que receberam suplementacdo com a NAC obtiveram efeito antioxidante e
anti-inflamatorio (ERIC et al., 2011), e ela também tem demonstrado ser eficaz no tratamento
da esquizofrenia e na manutencdo da abstinéncia de um nimero de drogas como maconha,
cocaina, metanfetaminas e nicotina (MOLLER et al., 2013; SQUEGLIA et al., 2016).

A NAC parece exercer um efeito direto nos macrofagos cerebrais (micréglia) através da
regulacdo neuronal e suas propriedades antioxidantes. E em linhagens de células de macréfagos
ativados por lipopolissacarideos (LPS) ela é capaz de inibir as citocinas pro-inflamatérias
citadas anteriormente (MINARINI et al., 2017). Estudos mostram que a NAC pode inibir a alta
producdo de TNF-a no cérebro em casos de lesdes agudas causadas por lipopolissacarideos
(SURY etal., 2006). Além disso, segundo Akhtar et al. (2017), a NAC estimula a liberacdo de

citocinas anti-inflamatorias e conduz a microglia a um fenétipo M2 (anti-inflamatorio).

A NAC ¢é um pré-farmaco, que age no interior da célula auxiliando na sintese de glutationa
(GSH), um agente antioxidante que neutraliza espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
promovendo uma defesa contra o estresse oxidativo e regulando a resposta imune
(DEEPMALA et al., 2015). Ao entrar na célula ela é hidrolisada, liberando cisteina, um
precursor de GSH, que sofrera acdo da glutamato-cisteina ligase, que promove a ligacdo da
cisteina com o glutamato, formando a y-glutamilcisteina, essa por sua vez dara origem a
glutationa, ao passar pela acdo da GSH sintetase (BAVARSAD SHAHRIPOUR; HARRIGAN;
ALEXANDROV, 2014). GSH pode ser mantido em sua forma tiol no interior da célula, ate
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sofrer acdo da GSH redutase, que utiliza NADPH, como pode ser observado na figura 4 (SEN,
1997; SIES; BERNDT; JONES, 2017).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo da N-acetilcisteina (DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011).

Assim, ela ird atuar na protecdo contra estresse oxidativo e na diminuicdo de citocinas
inflamatdrias, de forma enzimatica e ndo enzimatica. A glutationa envia um feedback negativo
para inibir a acdo da glutamato-cisteina ligase (BAVARSAD SHAHRIPOUR; HARRIGAN;
ALEXANDROV, 2014; DEEPMALA et al., 2015).

Além de seus efeitos antioxidante e antinflamatério, observa-se um efeito positivo na
manutenc¢do da abstinéncia de drogas como cocaina, maconha e élcool, e sugere-se que a NAC
auxilie na manutencdo das concentracdes de glutamato no nicleo accumbens (que se apresenta
elevada durante a escassez da droga) nos individuos dependentes, e isso reduz a motivacéo e a
busca pela droga (LEBOURGEOIS et al., 2019). Esse mecanismo ocorre porque a NAC ativa
0 sistema antiporte Xc- no astrocito (Figura 5), que promove a troca de cisteina extracelular por
glutamato intracelular, e com isso as concentracfes de glutamato extra-sinaptico aumentam, o

que promove feedback negativo ativando receptores pré-sinapticos mGlu 2/3 (receptores
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acoplados a proteina Gi) inibindo assim a secre¢do de glutamato no nucleo accumbens
(DRESSMAN et al., 2016; ISRAEL et al., 2019; LEBOURGEOIS et al., 2019b).
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ligado ao receptor mGlu 2/3

Q
AN

Neuronio Pos-sinaptico 2=z ..
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Figura 5 - Ativacdo do sistema antiporte Xc no nucleo accumbens, realizado pela NAC. Fonte: Compila¢do do
autor.
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2 - JUSTIFICATIVA

Em todo o mundo, o consumo abusivo e episodico de alcool é encarado como um dos principais
problemas relacionado ao uso de drogas, pois essa forma de consumo (descrita como binge)
esta relacionada ao desenvolvimento de prejuizos em diferentes fun¢es no SNC e no figado, e
por isso tem grande relevancia no &mbito da saude publica. O consumo de alcool em binge por
adolescentes, tem aumentado cada vez mais, e isso é um fator preocupante principalmente
porgue 0 SNC e as fungbes cognitivas desse publico ndo estdo completamente desenvolvidas
(em especial, o CPF), o que torna a busca por tratamentos que atendam esse problema
necessaria. Tendo em vista que a NAC se apresenta como uma droga promissora com efeitos
positivos no tratamento de transtornos por uso de substancias, esse estudo apresenta uma
relevancia na busca de estratégias de tratamentos sobre os efeitos deletérios do alcool, que pode
refletir na sociedade e complementar uma série de outras pesquisas envolvidas na busca por

farmacos que possam auxiliar no tratamento da dependéncia ao alcool.



32

3-OBJETIVOS

3.1 - Geral

Investigar os efeitos protetores da NAC contra os possiveis danos no cérebro e no figado

provocados pelo consumo de alcool em binge cronico na adolescéncia.

3.2 — Especificos

Avaliar os possiveis danos na memoria de reconhecimento e localizacdo
provocados pelo consumo de alcool em binge crdnico na adolescéncia.
Estimar niveis de estresse oxidativo no CPF, HPC e EST nos ratos adolescentes
submetidos ao tratamento de alcool em binge crénico.

Investigar danos no figado relacionados ao consumo de alcool em binge
cronico na adolescéncia

Analisar os efeitos da NAC na memoria de reconhecimento e localizagdo,
assim como nos parametros de estresse oxidativo em ratos adolescentes
submetidos ao tratamento de alcool em binge cronico.

Examinar os efeitos da NAC contra os possiveis danos hepaticos associados a

ingestdo de alcool em binge nos ratos adolescentes.
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4 - MATERIAL E METODOS
4.1 — Animais

Foram utilizados 132 ratos Wistar machos (22 animais por grupo), jovens (30 dias), pesando
entre 220 g e 270 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude (CCS),
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas com
controle de temperatura (22° C + 2) e umidade, num ciclo claro-escuro artificial de 12 h, com
agua e alimento ad libitum. Os experimentos foram realizados conforme as orientacdes da
Sociedade Brasileira de Biologia Experimental, utilizando métodos experimentais aprovados
pela Comissdo de Etica no uso de animais do CCS/UFES (Protocolos n°. 12/2017 e 46/2018).

4.2 — Drogas

Foram utilizados para tratamento o alcool etilico (EtOH) e Nacetilcisteina (NAC). O EtOH
absoluto pro-anélise (Jand Quimica, Sdo Paulo, SP) foi diluido em &gua destilada, na
concentra¢do maxima de 10% na dose de 3 g/kg e 20% na dose de 6 g/kg (m/v) e administrado
por via intragastrica (IG), num volume de 3 mL para cada 100 g de animal. A N-acetilcisteina
(Sigma Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP) foi diluida em salina estéril para administracdes
intraperitoneais (IP) na dose de 150mg/kg, num volume de 0,15ml da solu¢éo para cada 100g
do animal. As solucdes controle foram &gua destilada — H>O (para o alcool) e salina estéril —
SAL (para a NAC).

4.3 — Desenho experimental

Os animais receberam uma dose de SAL ou NAC 150 mg/kg, ambos via IP, e 30 minutos depois
H20 ou EtOH 3 g/kg ou 6 g/kg, 1G. As doses por via IG foram divididas em duas administragdes
para evitar regurgitacdo e possiveis danos ao animal. O tratamento foi feito durante trés dias
consecutivos ao longo de um més, caracterizando o que chamamos de binge cronico. Os animais
foram divididos, portanto, em seis grupos de tratamento independentes: (1) SAL seguida de
H20, (2) NAC seguido de H20, (3) SAL seguido de EtOH (3 g/kg), (4) SAL seguido de EtOH
(6 g/kg), (5) NAC seguido de EtOH (3 g/kg) e (6) NAC seguido de EtOH (6 g/kg) (Figura 6).
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Figura 6 - Delineamento experimental.

4.4 — Teste de reconhecimento de objetos

Foram realizadas sessdes com o Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), seguindo um
modelo adaptado (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). A caixa de teste é confeccionada em
acrilico transparente, nas dimensdes 600mm x 600mm x 450mm, recoberta com papel adesivo
preto nas laterais e no piso. As sessdes foram gravadas utilizando o software ANY-maze Video
Tracking System para analise posterior.

Esse teste € amplamente utilizado para avaliar a capacidade de memorizar e reconhecer objetos
novos (Figura 7). No primeiro dia, considerado o dia de habituacdo, o animal foi posto na caixa,
sem nenhum objeto, para que explorasse e se habituasse ao ambiente por um periodo de 10

minutos.

Apbs 24 horas, na sessdo treino, o animal foi reconduzido a caixa, com dois objetos exatamente
iguais (Al e Al). Os objetos estavam equidistantes na caixa, a 15 cm das paredes laterais. A

sessao teve tempo total de 5 minutos para que o animal explorasse o ambiente livremente.

Uma hora e 30 minutos apos término da sessao treino, foi avaliada a memoria de curto prazo
(MCP). O animal foi novamente posto na caixa com dois objetos (Al e B1), de material
semelhante (plastico), porém de formas distintas. O tempo total dessa sessdo também foi de 5

minutos.
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Para testar a memdria de longo prazo (MLP) o animal retornou a caixa, 24 horas apos a sesséo
treino, com dois objetos (Al e C1). Nessa sessao o animal também teve 5 minutos para explorar

0 ambiente. Para a analise dos dados foi utilizado o indice de reconhecimento, calculado pela

TN
(TA+TN)

formula IR = x100, onde TN é o tempo gasto para explorar o objeto novo e TA é 0

tempo gasto para explorar o objeto j& familiar ao animal. Os objetos utilizados nesse teste sdo

apresentados na Figura 9A
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Figura 7 - (A) demonstragdo da sessdo treino em que o0s objetos eram semelhantes, descritos na figura como Al;
(B) demonstragdo da aplicacéo do teste de Memdria de Curto Prazo, em que Al aparece como objeto conhecido e
B1 como objeto novo; (C) demonstracédo da aplicagdo do teste de Memdria de Longo Prazo, em que Al representa
0 objeto conhecido e C1 o segundo objeto novo. Todas as demonstracfes em questdo tiveram duracdo de 300
segundos de exposicdo e monitoramento.

4.5 — Teste de localizacéo de objetos

Sessdes com o Teste de Localizacdo de Objetos (TLO) também foram realizadas, utilizando
animais diferentes do teste anterior, seguindo um modelo adaptado de (ENNACEUR; NEAVE;
AGGLETON, 1997). A caixa de teste foi a mesma utilizada no TRO, e o teste iniciava da
mesma forma, com o animal sendo submetido a uma sessao de habituacdo por 10 minutos na
caixa sem objetos (Figura 8). As sessdes foram gravadas utilizando o software ANY-maze

Video Tracking System para analise posterior.



36

Apo6s 24 horas, na sessdo de treino, o animal foi recolocado na caixa, com dois objetos
exatamente iguais (Al e Al). Os objetos estavam equidistantes na caixa, a 15 cm das paredes
laterais. A sessdo durou um tempo total de 5 minutos para que o animal explorasse o ambiente

livremente.

Uma hora e 30 minutos ap6s término da sessdo treino, foi avaliada a memoria de localizagdo
de curto prazo (MCP). O animal foi novamente posto na caixa com o0s dois objetos iguais (Al
e Al), porém um deles se encontrava em outro canto adjacente (chamamos o objeto em nova

localizacdo de A2). O tempo total dessa sessdo também foi de 5 minutos.

Para testar a memoria de localizacdo de longa duracdo (MLP) o animal retornou a caixa, 24
horas ap0s a sesséo treino, com 0s mesmos dois objetos, mas dessa vez, o objeto A2 foi posto
em uma localizacdo diferente da sessdo anterior, uma terceira localizacao (passamos a chama-

lo de objeto A3). Nessa sessdo o animal tambem teve 5 minutos para explorar o novo local.

Os dados foram analisados da mesma forma do TRO, utilizando desta vez o indice de

TN

localizag&o, calculado pela formula IL = ———
(TA+TN)

x 100, onde TN é o tempo gasto para explorar

0 objeto no novo local e TA é o tempo gasto para explorar o objeto no local ja familiar ao

animal. Os objetos utilizados nesse teste sdo apresentados na Figura 9B
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Figura 8 - (A) demonstracdo da aplicacdo da fase de treino, em que o0s objetos sdo semelhantes, descritos na figura
como Al; (B) demonstracdo da aplicacdo do teste de Memoria de Curto Prazo, em que Al e A2 sdo objetos
conhecidos, porém A2 aparece em uma nova localizacdo em relacdo a fase de treino; (C) demonstracdo da
aplicacéo do teste de Memoria de Longo Prazo, em que Al apresenta-se na mesma localizacdo e A3 se encontra
em uma nova localizagdo em relacdo a fase de treino e ao teste de Meméria de Curto Prazo.

4.6 — Critérios de exploracao de objetos

O tempo gasto em cada objeto foi cronometrado durante os 5 minutos dos testes de curto e
longo prazo, tanto do TRO quanto do TLO, para isso, foram considerados comportamentos
exploratorios direcionar o nariz a uma distancia < 2 centimetros, posicionar as patas e 0 nariz
sobre os objetos. Virar-se ou acomodar-se ao lado dos objetos ndo foi considerado como

exploracdo. Os critérios descritos foram adaptados de Ennaceur e Delacour (1988).
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Figura 9 - (A) Objetos do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO). (B) Objetos do Teste de Localizagéo de
Obijetos (TLO).

4.7 — Ensaios bioquimicos

Dois dias apo6s o final do tratamento, ao encerrar a Gltima sessdo dos testes comportamentais,
os animais foram decapitados para a coleta de sangue da regido cervical e a remogéo do cérebro,
seguida da dissecagdo cuidadosa do CPF, HPC, EST (figura 10), que foram colocados em tubos
Eppendorf previamente rotulados, em seguida congelados em gelo seco, e posteriormente

armazenados a - 80 ° C em um freezer.

Figura 10 — Em verde é a regido do CPF, e azul representa as regiGes de HPC e EST. Corte frontal foi feito para
a retirada do CPF, seguido de um corte sagital para a retirada do HPC e EST. Fonte: Compilacdo do autor.
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4.8 — Preparacao do tecido e dosagem de proteina para ensaios de estresse oxidativo

As estruturas cerebrais foram pesadas e homogeneizadas com solucgéo salina tamponada com
fosfato 0,01 M (PBS), pH 7,4, contendo cloreto de potassio 140 mM. Aproximadamente 400
pl de homogenato de cada amostra foram centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sedimento foi descartado e o sobrenadante foi imediatamente separado e utilizado para a
determinacédo de produtos avancados da oxidacdo proteica (AOPP) e dosagem de proteina. A
proteina foi medida pelo método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino como
padrdo. Uma outra por¢do de homogenato foi utilizada para o ensaio de glutationa reduzida
(GSH) e substancias reativas a acidos tiobarbituricos.

4.9 — Determinacdo de produtos avangados da oxidacdo proteica

Os produtos avancados de oxidacao de proteinas (AOPPs) foram medidos conforme descrito
por (WITKO-SARSAT et al., 1998) por espectrofotometria em um leitor de microplacas
(modelo Varioskan® Flash). O ensaio foi calibrado com solucdes de cloramina-T que, na
presenca de potassio iodeto, é absorvida a 340 nm. 200 microlitros de sobrenadante diluido 1/5
em PBS ou solugédo padréo de cloramina-T (0 a 100 uM) em triplicata foram colocados em cada
poco numa placa de microtitulagdo de 96 pocos. Foram adicionados dez microlitros de 1,16 M
de iodeto de potassio, seguidos pela adicao de 20 pl de 4cido acético. A absorbancia da mistura
de reacdo foi lida imediatamente a 340 nm no leitor de microplacas contra um branco contendo
200 pl de PBS, 10 pl de iodeto de potassio e 20 pl de acido acético. A absorbancia dos padrdes
de cloramina-T a 340 nm foi linear na faixa de 0 a 100 uM. Os AOPPs foram determinados
quando o coeficiente de correlacdo foi maior que 0,95. As concentracdes foram expressas em

pumol de Cloramina-T/mg de proteina total.

4.10 — Analise de glutationa reduzida

Para o ensaio de glutationa reduzida (GSH) foram separados 100 ul de homogenenato e diluidos
em 70 pL de PBS 1x e 200 pL de acido tricloroacético (TCA 12,5%). As amostras foram
centrifugadas por 15 min/ 3000 RPM a 4°C. Entdo foram pipetados em triplicata 60 pL do
sobrenadante para microplaca de 96 pocos, juntamente com 200uL de TRIS-HCL 0,4 M e 20uL.
de DTNB (3,95 mg/mL). Foi pipetado também uma curva padrdo de GSH nas concentracGes
de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,01 mg/mL. A placa foi entdo incubada ao abrigo de luz
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por 50 min e em seguida a leitura foi realizada em comprimento de onda de 415 nandmetros, e
o calculo de concentracgéo foi realizado utilizando-se a curva padrdao de GSH (DA COSTA et
al., 2019).

4.11 — Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram determinados pelo ensaio espectrofotométrico de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), com base na rea¢do entre malondialdeido
(MDA) e éacido triobarbiturico (TBA), conforme descrito por Leal et al. (2015).
Resumidamente, uma por¢do do homogenato foi diluida com 4&cido tricloroacético e
hidroxitolueno butilado. Apds o vortex, as amostras foram colocadas em banho seco e depois
centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos a 4°C. A fase superior foi diluida com é&cido
triobarbitdrico e colocada em banho seco por 30 min, e posteriormente foi lida a 532 nm em
triplicata usando um espectrofotdbmetro. As concentragdes foram expressas em pmol de
MDA/mg de proteina total.

4.12 — Histologia do figado

Durante a eutanéasia o figado foi removido e fixado em PF4% -PBS pH 7,4 durante 24-48 h a
temperatura ambiente. Apos a fixacdo, os tecidos foram desidratados em uma série graduada
de etanol, clarificados em xilol, embebidos em parafina a 60 ° C e posteriormente seccionados
em fatias de 5 um. As sec¢des foram coradas com picrosirius red (fibras colagenas) e alcian
blue (mastocitos) (PENZA et al., 2011).

Todas as anélises histomorfométricas foram realizadas de maneira cega e examinadas sob um
microscopio optico convencional (Olympus BX51; Olympus Latin America-Inc. SP, Brasil), e
cada uma dessas se¢des foi usada para obter 20 fotomicrografias com objetiva de 40 X (DA
COSTA, Charles S. et al., 2019).

4.13 — Avaliagéo das trasaminases

Amostras de sangue da regido cervical foram coletadas durante a eutanasia em tubos sem
anticoagulante, em seguida foram centrifugadas a 3800 rota¢fes por minuto (2324 g), a 4 °C
durante 15 minutos, para se obter o soro, que foi acondicionado a -20°C para analise posterior
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das transaminases. A transaminase oxalacética (TGO) e a transaminase piravica (TGP) foram
determinadas utilizando kits colorimétricos de acordo com os protocolos do fabricante (Bioclin,
K034 e K035).

4.14 — Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + e.p.m. Todos os dados foram submetidos ao
teste de normalidade de D’ Agostino e Pearson. Para avaliagdo das memdrias de reconhecimento
e localizacdo, foi utilizado o indice de reconhecimento e de localizacdo, e foi utilizada analise
de variancia (ANOVA) de duas vias para medidas independentes, seguida de teste de Tukey,
sendo considerado um nivel de significancia para p < 0,05. O mesmo foi realizado para as
analises bioquimicas de AOPP, TBARS, GSH, TGO e TGP e analises histoldgicas. O Software

utilizado para as analises e elaboracdo dos graficos foi o GraphPad Prism (versao 7).
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5- RESULTADOS

4.1 — Teste de reconhecimento de objetos

Para a analise do TRO os resultados apresentaram um efeito significativo na memoria de curto
prazo com relacdo a variavel tratamento com alcool (EtOH) [F (2, 60) = 12,54, p < 0,0001].
Especificamente, essa diferenca foi observada nas doses de EtOH 3g/kg (p = 0,021) e EtOH
69/kg (p < 0,0001), que tiveram um desempenho inferior aos animais do grupo H.O. Foi
observada também uma interacdo entre as varidveis tratamento com EtOH e NAC [F (2, 60) =
16,18, p < 0,0001], em que observamos um efeito inibitério da NAC com relacdo aos déficits
na memoria de curto prazo causados pelo EtOH em ambas as doses (p < 0,0001; Figura 11).
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Figura 11 - Avaliagdo da memoria de reconhecimento de curto prazo (% de reconhecimento) de animais
submetidos ao tratamento de EtOH em binge crénico e NAC (n = 11 por grupo). (****) p < 0,0001. ANOVA de
duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

J& na avaliacdo da memodria de longo prazo, houve uma diferenca significante da variavel
tratamento com EtOH [F (2,60) = 8.011, p < 0,001], e essa diferenca foi observada em ambas
as doses de EtOH em comparacdo com o tratamento com H2O (p < 0,001). Essa anélise ainda
demonstrou uma interacdo entre as drogas NAC e alcool [F (2,60) = 7.028, p = 0,0018] e esse

efeito foi observado exclusivamente no EtOH 6 g/kg, em que o tratamento com NAC preveniu
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o desenvolvimento dos prejuizos na meméria de longo prazo causados pelo EtOH na dose de
6 g/kg (p < 0,001; Figura 12).
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Figura 12 - Avaliacdo da memdria de reconhecimento de longo prazo (% de reconhecimento) de animais
submetidos ao tratamento de EtOH em binge crénico e NAC (h = 11 por grupo). (***) p < 0,001. ANOVA de duas
vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

4.2 — Teste de localizacéo de objetos

Para a andlise do TLO os resultados apresentaram diferencas estatisticamente significantes na
memo@ria de curto prazo para o modelo de binge crénico de alcool [F (1,55) =28.41, p < 0,0001],
e essa diferenca foi observada nas doses de alcool 3g/kg e alcool 6g/kg, em comparagdo com 0
tratamento com H2O (p < 0,05). O estudo ainda demonstrou uma interacdo entre as drogas NAC
e alcool [F (1,55) = 28,41, p < 0,0001], em que foi possivel observar um efeito inibitdrio do
tratamento com NAC, que preveniu o déficit na memoria de curto prazo provocado pelo EtOH

em ambas doses (p < 0,001; Figura 13).



44

Mem Oria de curto prazo

I * |
I 1

80+

— * k%
S T -|- Bl sALINA
1 % ]
o ' T ' NAC
SR
O
(1]
N
©
o 40
o
(]
©
© 20+
°
©
£
0= T T ]

H20 EtOH 3 EtOH 6

Tratamento em binge

Figura 13 - Gréfico de avaliacdo da memoria de localizacdo de curto prazo (% de localizacdo) de animais
submetidos ao tratamento de EtOH em binge crénico e NAC (n = 11 por grupo). (***) p < 0,001, (*) p < 0,05.
ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

Na memoria de longo prazo, houve diferenca significativa na variavel tratamento com EtOH [F
(1,54) = 20.74, p < 0,0001], e essa diferenca foi observada tanto na dose de alcool 6g/kg como
na dose de alcool 3g/kg, que apresentaram um pior desempenho quando comparados ao grupo
H>0 (p < 0.05). Essa analise ainda demonstrou interacéo entre as drogas NAC e élcool [F (2,54)
= 5.03, p<0.01], onde o tratamento com NAC preveniu o desenvolvimento dos déficits na

memoria de longo prazo causados pelo EtOH em ambas as doses (p < 0.05; Figura 14).
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Figura 14 - Grafico de avaliacdo da memoria de localizacdo de longo prazo (% de localizagdo) de animais
submetidos ao tratamento de EtOH em binge crénico e NAC (n = 11 por grupo). (***) p < 0,0001, (*) p < 0,05).
ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

4.3 — Parametros de estresse oxidativo

4.3.1 — Determinacdo dos produtos avancados de oxidacao proteica (AOPP)

Nas analises de oxidacdo proteica (AOPP) realizadas no CPF ndo houve diferenca estatistica
com relacdo a varavel tratamento com alcool [F (2, 42) = 1,490, p = 0,2370] nos niveis de
AOPP, em comparacdo com o controle. Porém, foi identificado uma interacdo entre as drogas
EtOH e NAC [F (2, 42) = 5,176, p = 0,0098]. Especificamente, o grupo tratado somente com
EtOH 3 g/kg apresentou niveis significativamente elevados em comparagdo com 0 grupo
NAC/EtOH 3 (p < 0,05), sugerindo que a NAC foi capaz de inibir o desenvolvimento da

oxidacdo proteina no CPF causados pelo consumo de alcool na dose de 3g/kg, apenas.

No HPC, ndo identificamos um efeito significativo nos tratamentos com alcool [F (2, 42) =
0,08324, p =0,9203]. Da mesma forma, ndo foi encontrada uma interacéo entre as drogas NAC
e EtOH [AOPP; F (2, 42) = 0,2917, p = 0,7485].

Quanto ao EST, observamos um efeito significativo da variavel tratamento com NAC [F (1, 30)

= 5,632, p = 0,0242], onde foi identificado uma diminuicéo significativa nos niveis de AOPP
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nos grupos tratados com NAC previamente ao &lcool (em ambas as doses) em comparagao com
o controle (SAL/H20 x NAC/EtOH 3, p < 0,005; SAL/H20 x NAC/EtOH 6, p < 0,0001). A
analise também indicou um efeito significativo da variavel tratamento com EtOH [F (2, 30) =
18,35, p < 0,0001], observado apenas na dose de 6 g/kg, que apresentou uma diminuicdo
significativa dos niveis de AOPP em comparacdo com o grupo SAL/H>O (p < 0,001). Porém,
ndo foi identificado uma interacédo entre as drogas NAC e EtOH [F (2, 30) = 0,2660, p = 0,7683].
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Figura 15 — Efeito dos tratamentos sobre os niveis de produtos avancados de oxidacéo proteica (AOPP) no cortex
pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado (EST) (n = 8 por grupo). Os dados foram expressos em umol de
Cloramina-T/mg de proteina total. (****) p < 0,0001, (***) p < 0,001, (**) p < 0,01 (*) p < 0,05. ANOVA de
duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

4.3.2 — Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Algo semelhante foi observado nas andlises de peroxidacéo lipidica (TBARS) (Figura 16) no
CPF, que ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos tratados ou ndo com NAC [F (1,
41) = 0,1544, p = 0,6964]. E do mesmo modo, ndo ouve diferenca entre as doses de alcool [F
(2,41) = 2,381, p = 0,1051]. Também ndo foi observada uma interacéo entre as drogas NAC e
alcool [F (2,41) =1,177, p = 0,3185].
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No HPC, ndo houve diferenca para a variavel tratamento com NAC [F (1, 42) = 0,08642, p =
0,7702]. Do mesmo modo ndo observamos efeito significativo da variavel alcool [F (2, 42) =
0,2679, p = 0,7663] e nao foi identificado uma interacdo entre as drogas NAC e EtOH [F (2,
42) =0,09102, p = 0,9132].

Sobre 0 EST, no ensaio de TBARS observamos um efeito significativo da variavel tratamento
com NAC [F (1, 30) = 4,804, p < 0,05]. Os grupos tratados com NAC previamente ao alcool
(em ambas as doses) uma diminuicdo significativa nos niveis de TBARS em compara¢do com
o controle (SAL/H20 x NAC/EtOH 3, p < 0,001; SAL/H>0 x NAC/EtOH 6, p < 0,005). Um
efeito significativo da variavel tratamento com EtOH também foi identificamos, e essa
diferenca € observada especialmente no grupo tratado com alcool 6 g/kg, que apresentou uma
diminuicdo significativa em comparacdo com o grupo controle (p < 0,005). Mas ndo houve
interacdo entre as drogas [F (2, 30) =0,5322 p = 0,5928].
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Figura 16 — Efeito dos tratamentos sobre os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no cortex
pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado (EST) (n = 8 por grupo). Os dados foram expressos em pmol de
MDA/mg de proteina total. (***) p < 0,001, (**) p < 0,01 (*) p < 0,05. ANOVA de duas vias para medidas

independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

4.3.3 — Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Também foi avaliado os niveis de glutationa reduzida (GSH) em cada regido citada
anteriormente (Figura 17). No CPF os grupos tratados somente com alcool em ambas as doses
apresentaram uma diminuic¢do de GSH [F (2, 30) = 20,04, p < 0,0001] quando comparados ao
grupo controle (p < 0,05) e a NAC na dose de 150 mg/kg néo conseguiu inibir este efeito. O
grupo que recebeu somente a NAC apresentou um aumento significativo de GSH quando
comparado aos grupos tratados com &lcool, tendo esses recebido administracdo previa de NAC

ou ndo (p <0,05). N&o foi observado interacdo entre as drogas [F (2, 30) = 0,01932, p = 0,9809].

A anélise no hipocampo mostrou uma diminuicéo significativa no grupo tratado com alcool na
dose de 6 g/kg [F (2, 30) =512, p < 0,05], em comparagdo com os grupos controle (p < 0,05),
e a NAC pode inibir este efeito (p < 0,05). Uma andlise de correlacdo de Pearson foi feita com
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esses dados tendo em vista que nos resultados do TRO a NAC inibiu o prejuizo da meméria de
longo prazo apenas nos animais que receberam EtOH6 posteriormente a NAC (Figura 18). Foi
encontrado uma relacédo positiva moderada entre esses dados referente ao grupo NAC/EtOH 6
(r=0,76, p <0,05).

Jad no EST os grupos controle e NAC/H2O apresentaram niveis de GSH elevados em
comparagdo com os grupos tratados com alcool em ambas as doses, tratados ou ndo com NAC
previamente [F (2, 30) =512, p < 0,05].
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Figura 17 - Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (n = 8 por grupo). — = SAL/H,0 e NAC/H,0 comparado
com o0s grupos tratados com alcool (com ou sem administragdo prévia de NAC). (****) p < 0,0001, (***) p <
0,001, (**) p< 0,01 (*) p < 0,05. ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de
Tukey.
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Figura 18 — Anélise de correlacdo (n = 8 por grupo) entre a Memoria de Longo Prazo (MLP) no Teste de
Reconhecimento de Objeto (TRO) do grupo NAC/EtOH 6, e os niveis de Glutationa Reduzida (GSH) no
hipocampo (HPC) do mesmo grupo. r = 0,76, p < 0,05. Andlise de correlagdo de Pearson.

4.4 — Andlise dos niveis das enzimas transaminases

Foi realizada a dosagem das enzimas transaminases oxalacética (TGO) e piravica (TGP) no
soro, enzimas produzidas no figado, sendo a TGP exclusiva deste 6rgdo, por isso, podem ser
sugestivas de dano hepatico (YEH et al., 2017).

Na dosagem de TGO, ndo houve diferenca com relacdo a variavel tratamento com NAC [F (1,
28) = 0,8827, p = 0,3555]. Mas foi encontrada diferenca entre as doses de alcool [F (2, 28) =
3,926, p < 0,05] em que o grupo que recebeu somente o alcool na dose de 3 g/kg apresentou
um aumento significativo nos niveis de TGO, em comparagdo com o grupo controle (p < 0,01).
N&o foi observada essa diferenca no grupo SAL/ETOH 6. Uma interagdo entre as drogas NAC
e EtOH também foi identificado [F (2, 28) = 3,987, p < 0,05] (Figura 19).
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Figura 19 - Avaliagdo dos niveis de TGO (n = 6 por grupo). H-O = 4gua destilada. SAL/ETOH 3 apresentou um
aumento significativo nos niveis de TGO em comparagdo com o grupo SAL/ H2O (controle). (**) p < 0,01.
ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

Com relacdo a dosagem de TGP, ndo houve diferenca significativa para a variavel tratamento
com NAC [F (1, 30) = 0,9998, p = 0,3254], assim como néo foi encontrada diferenca entre as
doses de alcool [F (2, 30) = 1,213, p = 0,3116]. Porém, uma interacdo entre as drogas NAC e
EtOH foi identificada [F (2, 30) = 20,91, p < 0,0001]. O grupo que recebeu somente o alcool
na dose de 3 g/kg apresentou um aumento significativo nos niveis de TGP em comparagao com
0 grupo controle (p <0,05), e o grupo que recebeu NAC previamente ao EtOH 3 g/kg apresentou
uma diminuicao significativa nesses niveis quando comparado ao grupo que recebeu somente
0 EtOH (p < 0,0001). No entanto, as mesmas diferencas ndo foram observadas no grupo que
recebeu a dose maior de alcool (6 g/kg). Além disso, uma comparacdo feita entre 0s grupos
NAC/ETOH 3 e NAC/ETOH 6 mostrou maior eficacia da NAC em diminuir os niveis de TGP
quando administrada previamente a menor dose de EtOH (p < 0,01), como mostra o grafico

abaixo (Figura 20).
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Figura 20 - Avaliacdo dos niveis de TGP (n =6 por grupo). (****) p <0,0001, (**) p<0,01 (*) p<0,05. ANOVA
de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.

4.5 — Analise das fibras colagenas hepéaticas

O tecido hepatico foi corado com Picrosirius Red, uma coloracdo que permite analisar as fibras
colagenas do tecido conjuntivo. Nessa avaliacdo, foi possivel identificar uma diferenca entre os
grupos tratados ou ndo com NAC [F (1, 42) = 59,49, p < 0,0001], assim como entre as doses de
alcool 3 g/kg e 6g/kg [F (2, 42) = 27,17, p < 0,0001], em que ambos 0s grupos tratados somente
com alcool apresentaram um aumento significativo na densidade de colageno em comparagéo
com o grupo controle (p < 0,0001). Além disso, a anélise demonstrou uma interagdo entre as
drogas NAC e EtOH [F (2, 42) = 35,80, p < 0,0001], no qual foi constatado uma reducao
estatisticamente relevante na densidade de colageno nos grupos tratados com NAC previamente
ao alcool (p < 0,0001), nas duas doses deste estudo, quando comparadas aos grupos que

receberam somente o alcool em suas respectivas doses (Figura 21).
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Figura 21 - Avaliacdo das fibras colagenas hepaticas (n = 8 por grupo). (A) Andlise da densidade de colageno no
figado. (****) p < 0,0001. ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey.
(B) Imagem histolégica do figado corado com Picrosirius Red (objetiva: 40x; barra: 50 um).
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4.6 — Analise de mastdcito no figado

A quantificacdo de mastdcitos também foi realizada para avaliacdo de um possivel processo
inflamatdrio no figado. Nessa analise ndo houve diferenca entre os grupos tratados ou ndo com
NAC [F (1, 42) = 1,635, p = 0,2080]. Também n&do houve diferenca entre as doses de alcool [F
(2,42) =2,708 p = 0,0783] e nédo foi encontrada uma interacéo entre as drogas NAC e EtOH [F
(2, 42) =0,6152, p = 0,5453] (Figura 22).
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Figura 22 — Contagem de mastocitos no figado (n = 8 por grupo). (A) Quantificacdo de mastécitos no figado.
ANOVA de duas vias para medidas independentes seguido do teste post hoc de Tukey. (B) Imagem histoldgica
do figado corado com Alcian Blue (objetiva: 40x; barra: 50 um).
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5 - DISCUSSAO

As analises cognitivas demonstraram que o alcool prejudicou a memdria de reconhecimento e
localizacd@o de curto e longo prazo dos animais submetidos ao tratamento de alcool em binge
na adolescéncia, e a NAC administrada previamente parece bloquear esse efeito prejudicial nas
duas doses de &lcool (3g/kg e 6g/kg) utilizadas, na memaria de reconhecimento e de localizagdo
de curto prazo. Porém, na memoria de reconhecimento de longo prazo a NAC preveniu este
efeito apenas na dose de 6g/kg, diferente da memdria de localizacdo, onde a NAC inibiu o

prejuizo em ambas as doses de alcool.

Nas andlises de estresse oxidativo, a avaliagdo de oxidacao proteica (AOPP) no CPF, apontou
um aumento nesses niveis nos grupos tratados somente com alcool 3 g/kg, e a NAC
administrada previamente conseguiu inibir este efeito o que corrobora com as avaliacGes
cognitivas, onde esses grupos obtiveram o menor indice de reconhecimento e localizagdo,
indicando prejuizo na memoria. Porém ndo observamos esse efeito da NAC em diminuir os
niveis de peroxidacdo lipidica no CPF. No HPC ndo houve alteragcbes significativas com o
tratamento entre os grupos. Além disso, a NAC administrada previamente ao alcool (em ambas
doses) diminuiu tanto os niveis de AOPP quanto de TBARS em compara¢do com 0 grupo
controle no EST, e o tratamento com alcool 6 g/kg (grupo SAL/EtOH6) também apresentou

esse efeito.

O GSH se apresentou em niveis baixos nos grupos tratados com alcool em todas as regifes
analisadas, em comparacdo com o controle, e a NAC foi capaz de elevar esses niveis de forma
significativa apenas no hipocampo, quando administrada previamente ao alcool na maior dose
deste estudo (6 g/kg). Este dado parece se relacionar com o0s resultados comportamentais
referentes @ memaria de reconhecimento de longo prazo onde foi observado uma melhora na
fungéo cognitiva apenas dos animais submetidos ao TRO que receberam NAC previamente ao
EtOH 6g/kg, o que sugere que 0s niveis aumentados de glutationa podem ter alguma relacéo
com este efeito, tendo em vista que o hipocampo é uma regido extremamente relevante para
consolidacdo da memoria de reconhecimento de longo prazo e que o GSH é um dos
antioxidantes mais importantes para o cérebro, com potencial neuroprotetor (KINOSHITA,;
AOYAMA, 2021; YONELINAS, 2013). Além disso, uma correlacdo moderadamente positiva

foi encontrada entre estes dados.
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Também avaliamos neste trabalho os niveis de TGO e TGP, enzimas relacionadas a funcao
hepatica. Na dosagem de TGO identificamos apenas que o grupo que recebeu alcool na dose de
3 g/kg apresentou niveis aumentados de TGO em comparagdo com 0 grupo controle, mas a
NAC ndo inibiu esse efeito. J& nas analises de TGP, os animais que receberam somente o lcool
na dose de 3 g/kg apresentaram niveis de TGP significativamente mais elevados em
comparagdo com o grupo controle, e a NAC administrada previamente ao alcool nesta dose foi
capaz de bloquear esse efeito. Esse resultado ndo foi observado nos animais que receberam a
dose maior de alcool (6 g/kg), porém os animais que receberam NAC antes do alcool na menor
dose, parecem ter obtido um efeito mais eficaz em comparagdo com o grupo NAC/EtOHS, ja
que a diminuicdo de TGP no grupo NAC/EtOH 3 foi significativamente maior em comparacao
com o grupo NAC/EtOH 6.

Além disso, analises histologicas do figado foram feitas para investigar processos de danos
hepéticos, para isso, a avaliacdo da deposicao de coldgeno na matriz extracelular e quantificacéo
de mastocitos foram feitas. Nos tecidos corados com picrosirius red para visualizacdo das fibras
de colageno foi possivel observar que os animais que receberam somente o alcool, em ambas
doses, apresentaram densidade aumentada das fibras, e a NAC administrada previamente ao
alcool foi capaz de inibir esse efeito nas duas doses de alcool utilizadas nesse trabalho. Esses
resultados sugerem que as duas doses de alcool utilizadas nesse trabalho podem ter sido capazes
de provocar fibrose no tecido hepatico, e a NAC foi capaz de bloquear esse resultado. Com

relacdo a quantificacdo de mastdcitos, nenhuma diferenca foi encontrada.

Estudos mostram que o consumo pesado e episédico bem como o consumo crénico do alcool
etilico causa danos na fisiologia cerebral, o que desencadeia consequéncias importantes sobre
0S processos cognitivos, como percepcao, aprendizagem e memdaria. Esse consumo também é
capaz de iniciar e agravar processos inflamatorios no figado, que pode resultar na doenca
hepatica alcoolica (OSCAR-BERMAN et al., 1997; WANG et al., 2012). Com o0 aumento do
consumo de bebidas alcodlicas em nivel mundial, além da popularizagdo do consumo pesado e
episddico (binge) (OMS, 2018), a busca pela compreensdo sobre como o etanol age nos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos do sistema nervoso central e seus efeitos na cognicao,
além dos processos hepaticos relacionados aos danos desse 6rgdo, se torna cada vez mais

evidente e necessaria, bem como os possiveis tratamentos para tais prejuizos.
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Além do aumento no consumo abusivo do alcool etilico na populacdo geral, o significante
aumento entre os adolescentes torna esses dados ainda mais preocupantes, tendo em vista que
em algumas regides (Americas, Europa e Pacifico Oeste), segundo a OMS (2018) a proporcéo
de consumo entre a populacdo adulta e a adolescente € praticamente a mesma. Baseado nessas
estatisticas e nesse iminente problema de salde publica, nosso estudo utiliza um modelo animal
com ratos adolescentes e jovens adultos, para avaliar os prejuizos cognitivos e parametros de

estresse oxidativo, e também danos hepaticos ja nesta faixa etaria.

Como o CPF ainda néo atingiu plena maturidade nesta idade, os danos causados a essa regido
cerebral durante este periodo causa prejuizos cognitivos que podem se perdurar ao longo de sua
maturacdo (CREWS et al., 2000; GUERRI; PASCUAL, 2010). Swartzwelder et al. (2015)
realizou em seu estudo a tarefa de reconhecimento de objeto espaco-temporal (stOR) em ratos
adolescentes submetidos a exposicdo intermitente de alcool, onde relatou que os animais que
foram expostos ao alcool, passaram mais tempo explorando o objeto antigo, em comparacgéo
com seu grupo controle. Este dado corrobora com o0s apresentados nessa pesquisa. Em outro
estudo, camundongos submetidos ao consumo em binge de etanol na adolescéncia (expostos a
uma dose de 4 g/kg de alcool em um regime intermitente de 2 dias de administracdo e um
intervalo de 2 dias até a proxima exposicdo a droga), apresentaram prejuizos na memoria de
reconhecimento na fase adulta, assim como nos resultados apresentados no presente trabalho.
Além disso, foi relatado reducbes na expressao génica relacionada ao CPF e a mielina,
sugerindo que houve prejuizo no desenvolvimento do cérebro, o que pode ter afetado a funcao
cognitiva destes animais na fase adulta (WOLSTENHOLME et al., 2017).

O comprometimento do CPF pode néo afetar tanto quanto o HPC, as tarefas de reconhecimento
de objeto relacionadas a memdria (BROADBENT et al., 2010; CLARK; ZOLA; SQUIRE,
2000; DEDE et al.,, 2013), o que sugere que 0s nossos achados relacionados aos niveis
aumentados de GSH no HPC (no grupo NAC/EtOH®6), podem realmente estar relacionados com
a prevencgdo contra os danos da memdria de reconhecimento de longo prazo (que podem ser
provocados pelo &lcool). Estudos demonstram a interacéo entre CPF e HPC como sendo mais
relevante para a memoria de localizagdo, juntamente com o EST (AGGLETON; NELSON,
2020; BARKER et al., 2007; FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1997a; REINCKE;
HANGANU-OPATZ, 2017).
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O CPF possui uma importante interacdo com o HPC, inclusive para tarefas de reconhecimento,
sendo responsavel por promover processos de associacdo dos objetos e assim auxiliar na
codificacdo da memoria, e isso torna 0 CPF uma regido relevante a formacao e recuperacao da
MLP (DOLCOS; LABAR; CABEZA, 2004; TYNG et al., 2017). Além dessa interagdo, 0 EST
também se encontra como uma regido envolvida na memdria e na aprendizagem, e a interacdo
entre ele e o CPF é relevante na formacdo da memoria espacial, juntamente com o HPC
(BONELLI; CUMMINGS, 2007; DOLCOS; LABAR; CABEZA, 2004; FLORESCO;
SEAMANS; PHILLIPS, 1997b; TYNG et al., 2017; VOYTEK; KNIGHT, 2010). Com isso,
danos nessas regides podem ocasionar prejuizos na memoria, incluindo a de reconhecimento e
de localizagdo (AGGLETON; NELSON, 2020; BARKER et al., 2007; BURKE; BARNES,
2015).

Os efeitos prejudiciais do alcool sobre a funcéo cognitiva, como aprendizagem e memoria, sao
bastante conhecidos e relatados (GEVINS et al, 2002). Recentemente foi mostrado na literatura
que o uso de alcool promove dano lipidico e proteico, alterando as funcbes neuronais, dentre
elas as cognitivas (TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012). Esse dano tem sido atribuido a
formacdo de espécies reativas (ER) em proporcGes que superam as defesas antioxidantes
enddgenas. Os autores consideram que embora existam diversos mecanismos envolvidos na
toxicidade do alcool, o estresse oxidativo causado pelas ER e a apoptose tem despontado como
0s mais pesquisados atualmente (TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012). Cippitelli et al.
(2010) mostrou que a exposicao a altas doses de alcool provocou morte neuronal no HPC e esse
resultado est& associado aos prejuizos encontrados tanto na memoria de reconhecimento como

na de localizacdo de objetos, assim como observado no presente trabalho.

Outros estudos demonstraram que o alcool estimula a producéo de estresse oxidativo em regiGes
importantes para a memoria como 0 HPC (GONZALEZ; PARIENTE; SALIDO, 2007; LUO,
2014; TEIXEIRA et al., 2014; TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012), o que ¢
parcialmente contraditorio ao nosso estudo, tendo em vista que encontramos niveis elevados
apenas de AOPP no CPF, mas ndo no HPC e no EST, e também ndo observamos niveis
significativamente aumentados de TBARS nos grupos que receberam alcool em ambas as doses

utilizadas no nosso modelo de tratamento intermitente de &lcool em binge.
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Pouco se sabe ainda sobre os prejuizos no EST que podem ser provocados pelo abuso de alcool,
porém, um estudo recente observou que o consumo diario de etanol (a 10% e dose de
aproximadamente 6,3 g/kg) por 2 semanas provocou prejuizos no estriado relacionado a
mecanismos inflamatorios e esse resultado parece estar associado ao prejuizo motor que
também foi identificado (RIVERA et al., 2019), diferentemente do que observamos em nosso
regime de tratamento intermitente de alcool, relacionado aos parametros de estresse oxidativo
no EST.

Além disso, esta estabelecido que o consumo de &lcool por adolescentes pode levar ndo apenas
ao estresse oxidativo, mas também & neuroinflamacéo, caracterizada pela liberacdo de mais
mediadores inflamat6rios como enzimas e citocinas pro-inflamatdrias e por ser mais vulneravel,
0 SNC dos adolescentes é capaz de sofrer mais danos, 0 que parece estar relacionado com
déficits comportamentais (KANE; DREW, 2016). Estudos apontam que a exposi¢do
intermitente ao &lcool em roedores adolescentes provocou aumento da ativacao e proliferacdo
microglial (uma importante célula neuroimune, com papel na neuroinflamacdo) além de
citocinas pré-inflamatorias em regides como cortex e hipocampo (JI et al., 2018; KANE et al.,
2014; LOWE et al., 2020; MCCLAIN et al., 2011; PENG et al., 2017), e outros apontam que
essas alteracOes nestas regides parecem afetar os processos da memoria (CREWS et al., 2016;
SCHWARZ; BILBO, 2011). Esses dados poderiam explicar parcialmente os prejuizos na
memoria de reconhecimento e de localizacdo encontrados em nosso estudo nos animais
submetidos ao regime crénico de alcool, dado que as regides relatadas estdo intimamente
ligadas a formacéo destas memdrias. Dessa forma, tais efeitos parecem influenciar sobre o
comportamento, e podem comprometer a fun¢do de memdaria. Bellozi et al. (2019) apontou que
0 uso de alcool em binge agudo por animais jovens prejudicou a memoria de reconhecimento,
e esse efeito de prejuizo tanto na memdaria de curto quanto de longo prazo estava diretamente
relacionado a inducgéo de estresse oxidativo e processos inflamatdrios em areas envolvidas com
a memoria, como CPF, HPC, diferentemente dos dados encontrados no presente estudo, que se
utilizou de um modelo de tratamento em binge cronico e que apesar de termos observado
prejuizos na memdaria, apenas os niveis de AOPP foram aumentados no CPF, nos animais que
receberam a menor dose de alcool (3 g/kg), mas ndo nas outras regides estudadas. Esses dados
junto com os apresentados na literatura, sugerem que a avaliacdo de mecanismos inflamatorios
como ativagdo microglial e quantificacdo de citocinas nas regides estudadas podem auxiliar no

entendimento do mecanismo pelo qual os prejuizos na memaria podem ocorrer.
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Mas os danos que o alcool em binge provoca nao se restringem apenas ao SNC, o figado, o
principal 6rgdo que metaboliza o alcool também pode ser prejudicado, e estudos apontam que
prejuizos no figado parecem se correlacionar com neuroinflamacdo e défcits cognitivos
provocados pelo alcool (BUTTERWORTH, 2013; HADJIHAMBI et al., 2017; KING et al.,
2020). Os prejuizos no figado podem ir desde uma lesdo reversivel, como esteatose, até algo
mais grave como hepatite, cirrose e até mesmo carcinoma hepatocelular (caracteristicas da
DHA). O estresse oxidativo induzido pelo alcool no figado, entre outros fatores como o
desenvolvimento de processos inflamatérios, parecem ter um importante papel no
desenvolvimento dessas doencas (YANG et al., 2014). Essas alteragdes bioquimicas podem
induzir o progresso da fibrogénese e consequentemente gerar fibrose hepatica (HOSSEINI;
SHOR; SZABO, 2019).

Nosso estudo mostrou que a administracdo de alcool em binge em ratos adolescentes aumentou
significativamente a deposicéo de coldgeno na matriz extracelular, nas duas doses utilizadas
neste trabalho, esse resultado € sugestivo de um quadro de fibrose, dado que a inflamacéo
provocada pelo alcool ativa as células estreladas hepaticas, que se proliferam e produzem
coladgeno e isso contribui para a fibrose hepéatica (HOSSEINI; SHOR; SZABO, 2019;
LOUVET; MATHURIN, 2015).

Também quantificamos mastocitos no tecido hepatico para investigacao de possiveis processos
inflamatdrios, porém nenhuma diferenca foi encontrada. Estas células estdo presentes em varios
tecidos periféricos e participam de processos inflamatorios sintetizando e liberando mediadores
inflamatorios como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, e além disso, parecem se
correlacionar com a fibrose hepética presente na doenca hepatica ndo alcodlica (LOMBARDO
etal., 2019; SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014). Entretanto, Nurmi et al. (2009) mostraram que
0 etanol em altas doses parece diminuir a viabilidade e a proliferagdo de mastocitos in vitro,
além de induzir a apoptose dessas células, e esses resultados podem explicar 0S Nnossos
resultados que ndo apontaram diferencas nos nimeros de mastdcitos no figado nos grupos
tratados com alcool em compara¢do com o controle. Esses resultados juntamente com 0s
apresentados no presente estudo podem sugerir que os danos provocados pelo alcool no figado
e a possivel fibrose que encontramos, podem néo estar diretamente relacionados a ativacao e
proliferacdo de mastocitos, porém, mais estudos precisam ser feitos para uma melhor

compreensdo desse efeito.
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Para a avaliagdo da funcdo hepatica, alguns marcadores bioldgicos séo utilizados, entre eles
estdo o TGO e o TGP, enzimas produzidas pelas células hepaticas que podem se apresentar em
niveis elevados em caso de les6es no figado (COSTA et al., 2021). Em nosso estudo apenas 0s
animais que receberam SAL/EtOH 3 g/kg apresentaram um aumento significativo de TGO,
porém, essa ndo € uma enzima muito especifica para o figado tendo em vista que se apresenta
em uma concentracdo mais elevada no musculo cardiaco (COSTA et al., 2021), e essa talvez
seja a explicacdo para ndo termos encontrado niveis elevados dessa enzima também na dose
maior de alcool apresentada em nosso estudo. Por isso, é necessario a determinacéo simultanea
de TGP, que possui maior atividade no figado, e no presente estudo essa se apresentou em niveis
significativamente elevados em comparagdo com o controle apenas na menor dose de alcool
utilizada (3 g/kg), o que sugere danos hepaticos e pode reforcar os resultados apresentados
anteriormente a respeito do possivel estado de fibrose hepética, que foi encontrada em ambos

grupos tratados somente com alcool.

Nossos dados corroboram os achados de King et al. (2020), que também observou o0 aumento
dos niveis séricos de TGP e além disso, reforca que esse resultado parece se correlacionar com
0s niveis de citocinas inflamatérias no HPC, mas ndo quanto ao déficit na memoria de
reconhecimento que assim como em nosso estudo, também foi relatado. A evidéncia da relacéo
da lesdo hepética com prejuizos em regides importantes para a memaria e déficits cognitivos
provocados pelo abuso de alcool ainda ndo é bem esclarecida, porém, nossos resultados podem
reforcar a possivel relagdo do eixo figado-cérebro como um mediador de prejuizos cognitivos
induzidos pelo alcool, apontada por outros estudos (BUTTERWORTH, 2013; HADJIHAMBI
etal., 2017; KING et al., 2020).

Tendo em vista as evidéncias apresentadas, deve-se considerar a importancia do combate as
EROs e outros mediadores inflamatorios em ambiente cerebral e hepatico, particularmente pelo
elevado consumo de oxigénio (um dos principais promotores de estresse e danos oxidativos)
desses 6rgdos, e tais efeitos danosos podem ser exacerbados pelo uso de drogas psicoativas. Ja
esta estabelecida na literatura a agdo antioxidante da NAC em ambiente intracelular, por induzir
a formacéo de GSH (GHRIB et al, 2011).

O alcool parece exercer um efeito inibitorio sobre a GSH no cérebro, o que pode favorecer o
desenvolvimento de estresse oxidativo (AGAR et al., 1999; DAS et al., 2007; KOLOTA et al.,
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2019), isso explica nossos resultados em que os niveis de GSH se apresentam
significativamente reduzidos no CPF e no EST nos animais tratados somente com alcool em
ambas as doses, esse resultado foi diferente apenas no HPC, onde observamos essa diferenca
apenas nos animais tratado com alcool 6 g/kg. E 0 mecanismo pelo qual essa diminuicdo de
GSH ocorre parece estar relacionada ao transportador neuronal EAAC1 (principal fornecedor
de cisteina) e ao sistema XCT, pois estudos mostram que o alcool é capaz de inibir esses
importantes fornecedores de cisteina (precursora de GSH e essencial para manter a homeostase
redox) o que acaba diminuindo as concentracfes de cisteina intracelular, e consequentemente,
afeta os niveis de GSH (DAS et al., 2007; PATEL et al., 2017; SU et al., 2019).

O aumento das concentracdes de glutamato devido a diminuicdo da sua recaptacdo provocada
apos altas doses de alcool (BURNETT; CHANDLER; TRANTHAM-DAVIDSON, 2016;
GRIFFIN et al., 2015) parece inibir o sistema XCT e colaborar tanto para a diminui¢do de GSH
quanto para a inducdo de estresse oxidativo. Mas é importante ressaltar que esse mecanismo
ndo esta diretamente associado a inibicdo de EAACL, que parece estar mais relacionada a
diminuicdo no nivel transcricional desse transportador, provocada pelo alcool (PATEL et al.,
2017; SU et al., 2019).

Porém, parece que a utilizacdo de NAC, um precursor de cisteina, pode normalizar os niveis de
GSH (ABDEL-WAHAB; MOUSSA, 2019; FARR et al., 2003; HOLMAY et al., 2013; KATZ
et al., 2015; SEN, 1997), e esses dados sdo semelhantes ao encontrado no presente estudo, em
que a NAC administrada previamente ao alcool 6 g/kg aumentou os niveis de GSH no HPC,
mas esse resultado ndo foi observado nas outras regides estudadas (CPF e EST). Estudos
apontam que esse efeito parece estar relacionado ndo somente a liberacao de cisteina oferecida
pela NAC, mas também a capacidade desse pro-farmaco de regular os transportadores EAAC1,
auxiliando na normalizag&o dos niveis de GSH em regides relacionadas a memoria como o HPC
(AOYAMA et al., 2006; CHOI, Bo Young et al., 2014; PATEL et al., 2017).

Schneider et al. (2017), observaram em seu estudo que a NAC foi capaz de inibir 0 aumento
dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e IL-6, e proporcionou um leve aumento
nos niveis de citocinas anti-inflamatdria como a IL-10 no cortex pre-frontal e no hipocampo,
impedindo a resposta neuroinflamatdria nessas regides, nos ratos tratados com alcool. Estes

resultados condizem com os apresentados nesse estudo, tendo em vista que as regides avaliadas
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estdo envolvidas com a memodria, e a protecdo delas pode antagonizar os prejuizos na memoria

gerados pelo alcool.

Outros estudos reforcam o efeito protetor da NAC contra alteragdes comportamentais e
bioquimicas no cérebro em outros tipos de transtornos, tanto psiquiatricos (como autismo,
depressdo e esquizofrenia) quanto a outros relacionados a drogas como a cocaina, por exemplo
(CHOY et al.,, 2010; CORBIT; CHIENG; BALLEINE, 2014; IKONNE et al., 2019;
MINARINI et al., 2017; SCHULTE et al., 2019). E além disso, esta bem estabelecido que a
NAC auxilia no controle da abstinéncia ao alcool e esse efeito parece ser benéfico também
quanto a recuperacdo dos danos provocados pela droga (LEBOURGEOIS et al., 2019;
MORAIS-SILVA; ALVES; MARIN, 2016; SQUEGLIA et al., 2016), mas pouco se sabe ainda
sobre esses efeitos relacionados aos danos comportamentais induzidos pelo consumo de alcool
em binge na fase da adolescéncia e nossos dados agregam nesse sentido, dado que observamos
uma melhora significativa na memoria de reconhecimento e de localizagdo nos animais
submetidos ao tratamento prévio de NAC 150 mg/kg em ambas as doses de alcool utilizadas
em nosso estudo. Porém, o mecanismo subjacente a esse efeito ainda precisa ser mais
investigado, a avaliacdo dos efeitos da NAC na ativagdo da micrdglia e astrocitos, assim como
nos niveis de citocinas pro e anti-inflamatdrias em regifes importantes para a memoria, em um

tratamento de alcool em binge, auxiliaria na elucidacdo desse mecanismos.

A NAC também apresentou efeitos protetores no figado. A administracdo prévia da NAC
diminuiu significativamente a densidade das fibras de colageno em ambas as doses de etanol
utilizadas, e os niveis séricos de TGP apenas na dose de 3 g/kg, sugerindo que ela é capas de
inibir as possiveis lesdes hepaticas e a fibrose que a ingestao excessiva de alcool pode causar.
A NAC ¢ principal terapia para o tratamento da toxicidade do paracetamol por aumentar o0s
niveis de GSH no figado, que auxilia na desintoxicacdo dos produtos formados durante o
metabolismo do paracetamol e assim protege o figado contra as lesdes provocadas (JAMES et
al., 2003).

Quanto aos danos hepaticos provocados pelo alcool, seu efeito parece estar mais relacionado a
inibicdo de estresse oxidativo, importante desencadeador das les6es no figado provocadas pelo
etanol (OZARAS et al., 2003). Estudos apontam que a NAC diminui os niveis de citocinas

inflamatdrias e o estresse oxidativo no figado, e esse efeito parece exercer a protecdo das células
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hepéticas pois, semelhante aos nossos resultados, os niveis de TGP também diminuiram em
comparagdo com o grupo tratado com alcool na dose de 3 g/kg (FERREIRA SEIVA et al.,
2009; RONIS et al., 2005; SETSHEDI et al., 2011). Achados clinicos semelhantes também
corroboram com esses resultados (MORENO et al., 2010).

Os niveis séricos de TGP sdo importantes marcadores biologicos para lesdo hepatica j& que séo
especificas do figado, portanto, a determinacéo dessa enzima fornece uma visdo da viabilidade
celular do figado, dado que o estresse oxidativo e a inflamacdo provocadas pelo alcool
promovem danos celulares, o que acarreta na liberacdo das enzimas citoplasmaticas para o
sangue aumentando 0s seus niveis séricos, por isso fornecem uma relevante evidéncia de dano
celular hepatico (COSTA et al., 2021; NOVELLLI et al., 1997; SILVA, A. M.M. et al., 1999;
SUNDBERG et al., 1994). Além disso, Ronis (2005) também apontou uma diminuicdo
significativa de inflamac&o e necrose no tecido hepatico com o tratamento realizado com NAC,
respostas imunes importantes para o desenvolvimento de fibrose hepética. Ou seja, esses dados
fornecem uma evidéncia do potencial efeito protetor da NAC contra os danos hepaticos
provocados pelo figado, e a inibi¢cdo do aumento da densidade do colageno no tecido hepatica

encontrada em no presente estudo reforca essa sugestao.

Analisando em conjunto os aspectos observados em nosso estudo e as informac6es encontradas
na literatura, entende-se que o alcool provoca prejuizo na memoria de curto e longo prazo (de
reconhecimento e localizacdo) e que a NAC administrada previamente pode bloquear esse
efeito. E isto pode estar relacionado com seus efeitos de auxiliar a sintese de glutationa em
regides importantes para este processo cognitivo como o CPF, HPC e EST, porém no presente
estudo esse efeito foi observado apenas no HPC no grupo NAC/EtOH 6. Esse efeito pode
contribuir para uma inibi¢do do desenvolvimento de estresse oxidativo nestes locais, apesar de
no nosso estudo termos observado esse efeito apenas os niveis de AOPP do CPF nos animais
tratados com a menor dose de etanol utilizada. Nosso regime de administracdo intermitente de
alcool e a dose de NAC utilizadas podem ter sido limitadores em nosso estudo, dado que na
maioria dos estudos revisados, a frequéncia da exposi¢do ao alcool era mais intensa, assim como
a exposicdo a NAC (SCHNEIDER et al., 2015, 2017; SWARTZWELDER et al., 2015;
TEIXEIRA et al., 2014; WOLSTENHOLME et al., 2017), e talvez por isso nossos dados

divergiram parcialmente dos encontrados na literatura relacionado ao estresse oxidativo.
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Além disso, o &lcool provocou fibrose no tecido hepatico e aumentou os niveis de TGP no grupo
tratado somente com alcool 3 g/kg, e a NAC foi capaz de inibir esse efeito que parece estar
associado ao estresse oxidativo e inflamacéo no figado provocados pelo alcool. E além disso,
os efeitos da NAC sobre o TGP parecem ter sido mais eficazes quando administrada
previamente ao EtOH 3 g/kg, em comparagcdo com o grupo NAC/ EtOH 6 g/kg. No entanto,
estudos sobre os efeitos da NAC contra os prejuizos do alcool principalmente relacionados ao
figado ainda sdo escassos, sendo necessarios mais estudos para maiores elucidacdes dos
mecanismo pelo qual a NAC exerce seus efeitos protetores contra os prejuizos provocados pelo
alcool em binge.
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6 — CONCLUSAO

e A administracdo de alcool em binge crénico em ratos adolescentes provocou prejuizo
na memdria de reconhecimento de curto e longo prazo, e a NAC administrada
previamente bloqueou esse efeito em ambas as doses de alcool apenas na memoria de
curto prazo. Na memoria de longo prazo a NAC inibiu o prejuizo provocado pelo élcool
apenas na dose de 6 g/kg.

e A administracdo de alcool em binge crdnico em ratos adolescentes provocou prejuizo
na memoria de localizacdo de curto e longo prazo, e a NAC administrada previamente
bloqueou esse efeito em ambas as doses de alcool.

e Aiingestdo de alcool em binge na dose de 3 g/kg provocou aumento dos niveis de AOPP
apenas no CPF, e a NAC preveniu esse efeito. O mesmo efeito ndo foi observado nas
outras areas cerebrais estudadas, assim como no teste de peroxidacao lipidica (TBARS).

e Porém, no EST, a administracdo de NAC previamente ao alcool (em ambas as doses)
assim como a ingestao de EtOH 6 g/kg, parecem diminuir significativamente os niveis
AOPP e TBARS em comparagao com o controle.

e Aadministracdo de alcool em binge crénico em ratos adolescentes afetou negativamente
0s niveis de GSH no CPF, HPC e EST, e a administracdo prévia de NAC a 150 mg/kg
ndo foi capaz de inibir esse efeito, exceto no HPC quando administrada previamente ao
EtOH 6 g/kg, e esse efeito parece estar moderadamente correlacionado com 0s
resultados referentes a memoria de reconhecimento de longo prazo, em que a NAC
inibiu apenas o prejuizo provocado pelo alcool na dose de 6 g/kg.

e A administracdo de alcool em binge crénico em ratos adolescentes provocou fibrose no
tecido hepatico e aumentou os niveis de TGP no grupo tratado somente com alcool 3
g/kg, e a NAC administrada previamente ao alcool nessa dose foi capaz de blogquear
esse efeito. Além disso, a NAC também mostrou uma eficiéncia maior em reduzir os
niveis desta enzima no grupo NAC/EtOH 3 quando comparado a administragdo prévia
da NAC ao alcool na dose de 6 g/kg (NAC/EtOH 6).
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