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RESUMO

O consumo pesado episodico (binge) de &lcool durante a adolescéncia pode trazer sérias
consequéncias neurotdxicas, especialmente para areas cerebrais como o cortex pré-frontal
(CPF), de amadurecimento tardio e envolvido no abuso e dependéncia de drogas e em
processos cognitivos, e o hipocampo, relacionado a memoria declarativa. O sistema
endocanabindide parece estar relacionado a neuroprote¢cdo, uma vez que muitos estudos
demonstram que a ativacdo de seus receptores diminui 0s 0 estresse oxidativo e a resposta
inflamatéria em doencas do sistema nervoso central. Considerando a hipétese que os
endocanabindides podem proteger o cérebro dos prejuizos causados pelo consumo de
etanol em binge, esse estudo investigou o efeito do inibidor da enzima de metabolizacdo do
endocanabindide anandamida (hidrolase amida de acidos graxos — FAAH), o URB597, no
estresse oxidativo e neuroinflamagé&o induzidos pelo consumo de alcool em binge agudo ou
cronico por ratos adolescentes. Para tanto os animais foram submetidos a administragcédo
Intraperitonial (IP) de URB597 (0.3 mg/kg) ou veiculo seguidos, apés 40 minutos, da
administracdo Intragastrica (IG) de etanol (3 e 6 g/kg) ou agua destilada em 3 sessdes
consecutivas (binge agudo) ou 3 sessdes consecutivas durante 4 semanas (binge croénico).
Os animais dos grupos binge agudo e cronico também foram submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos. Os resultados demonstram que o alcool em binge agudo nas
doses de 3 e 6 g/kg e crénico na dose de 6 g/kg induziu estresse oxidativo no CPF, e o
tratamento prévio com URB597 reduziu esse efeito. O consumo de alcool em binge crénico
nas doses de 3 e 6 g/kg aumentou os niveis da neurotrofina BDNF e da citocina proé-
inflamatorias TNF-a no CPF e hipocampo de ratos adolescentes. O tratamento prévio com o
URB597 foi capaz de reduzir os niveis de BDNF e TNF-a. O alcool em binge cronico
também aumentou os niveis da citocina IL-10 nas doses de 3 e 6 g/kg no CPF de ratos
adolescentes. O tratamento prévio com o URB597 foi capaz de reduzir esse aumento. O
consumo de alcool em binge agudo na dose de 3 g/kg prejudicou a meméria de longo prazo
(24 h) de ratos adolescentes na tarefa de reconhecimento de objetos, e o tratamento prévio
com o URB597 reduziu esse prejuizo. Para o binge crénico o consumo de alcool na dose de
6 g/kg prejudicou a memoria de longo prazo na tarefa de reconhecimento de objetos.
Entretanto a administracdo prévia de URB597 ndo foi capaz de reduzir esse efeito de
prejuizo. Em sintese, os resultados deste estudo apontam para o envolvimento do sistema
endocanabindide na neuroprotecdo contra a neurotoxicidade causada pelo consumo de

alcool em binge por ratos adolescentes.



ABSTRACT

The heavy episodic drinking or binge drinking of alcohol during adolescence may bring
serious neurotoxic consequences, especially to cerebral areas such as the prefrontal
cortex (PFC), late maturing and involvement in the abuse and drug dependence in
cognitive processes, and the hippocampus, related to declarative memory. The
endocannabinoid system seems to be related to neuroprotection, since many studies
demonstrate that the activation of its receptors reduces the oxidative stress and the
inflammatory response in central nervous system diseases. Considering the hypotheses
that the endocannabinoids may protect the brain from damage caused by the
consumption of ethanol in binge drinking, this study investigated the effect of the
metabolic enzyme of the anandamida endocannabinoid (fatty acid amide hydrolase —
FAAH) inhibitor, the URB597, in the oxidative stress and neuroinflammation induced by
the consumption of alcohol in acute or chronic binge drinking in adolescent rats. Each of
the animals were submitted to the Intraperitoneal injection (IP) of URB597 (0.3 mg/kg) or
also followed by, after 40 minutes, the Intragastric injection (IG) of ethanol (3 and 6 g/kg)
or distilled water in 3 consecutive sessions (acute binging), or 3 consecutive sessions
during a 4 week period (chronic binging). The animals of the acute and chronic binging
groups were also submitted to object recognition tests. The results demonstrated that the
alcohol in acute binge drinking in 3 and 6 g/kg doses and chronic binge drinking in 6 g/kg
doses induced oxidative stress in the PFC, and the pretreatment with URB597 reduced
this effect. The consumption of alcohol in chronic binge drinking in 3 and 6 g/kg doses
raised the levels of neurotrophin BDNF and the proinflammatory cytokines TNF-a in the
PFC and hippocampus of the adolescent rats. The pretreatment with URB597 was able
to decrease the levels of BDNF and TNF-a. The consumption of alcohol in binge drinking
in 3 g/hg doses impaired the long-term memory (24 h) of adolescent rats in relation to
recognizing objects, and the pretreatment with URB597 reduced this loss. The chronic
binge drinking of alcohol in 6 g/kg doses impaired the long-term memory in relation to
object recognition testing, but the pretreatment with URB597 was unable to decrease the
effect of the impairment. In summary, the results of this study indicate the involvement of
the endocannabinoid system in the neuroprotection against neurotoxicity caused by the

consumption of binge drinking alcohol in adolescent rats.
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1 INTRODUCAO
1.1 O consumo de alcool no Brasil e no mundo

O consumo de bebidas alcodlicas é um comportamento adaptado a maioria das
culturas e é associado a celebracgdes, situacdes de negocio e sociais, cerimonias

religiosas e eventos culturais (Meloni & Laranjeira, 2004).

Entretanto, muitos problemas sociais e de saude estdo relacionados ao consumo de
alcool em quase todos os paises em que seu uso é socialmente aceito (REHM et al.,
2009), sendo a causa de mais de 60 tipos de doencas e levando a aproximadamente
2,5 milhdes de mortes por ano (WHO, 2011). Dados da Organizacdo Mundial da
Saude também apontam que 4% de todas as mortes do mundo em 2011 foram
atribuidas ao alcool, e estima-se que ele seja a causa de 20 a 50% dos casos de
cirrose hepatica, epilepsia, intoxicacdo, acidentes rodoviarios, violéncia e a varios
tipos de cancer (LARENJEIRA, 2007).

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, as bebidas alcodlicas sdo um dos
principais fatores de doenca e mortalidade, com seu impacto deletério sendo
considerado entre 8% e 14,9% do total de problemas de salude dessas nacdes
(LARANJEIRA, 2004; ORT, 2002).

Juntamente com o tabaco, o alcool é a droga mais consumida no Brasil e gera
graves transtornos de saude publica (GALDUROZ; CAETANO, 2004). Em estudo
envolvendo as 108 maiores cidades do pais, considerando individuos acima de 12
anos, constatou-se que 74,6% da populacao ja haviam utilizado alcool na vida e que
12,3% eram dependentes dessa substancia (GALDUROZ; CARLINI, 2007).

Atualmente, os pesquisadores direcionam sua atencdo sobre os comportamentos
relacionados ao consumo de alcool, como, por exemplo, a regularidade, a
quantidade e a frequéncia. O beber em binge é o termo empregado para definir o
uso pesado episddico do alcool e tem sido alvo de preocupacbes nas esferas
governamentais, civis e na comunidade cientifica (KUNTSCHE; REHM; GMEL,
2004), pois significa consumir grandes volumes de bebidas alcodlicas num curto
espaco de tempo. A definicdo do beber em binge foi estabelecida por inUmeros
estudos em cinco doses para homens e quatro doses para mulheres em uma soO

ocasidao (BREWER; SWAHN, 2005). Uma dose corresponde, em meédia, a uma lata
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de cerveja ou chope de 350 ml, uma taca de vinho de 90 ml, uma dose de destilado
de 30 ml, uma lata ou uma garrafa pequena de qualquer bebida “ice”. Cada dose
contém cerca de 10-12 g de alcool. (Il LENAD, 2013).

\ 7 A 4 =7
—t ‘\.J‘ j
€ 3 - y—
Cerveja/chopp Vinho Destilados g?::o?:i?;;
oms* 330 mi 100 ml 30 ml 10-12g
NIAAA*™* 355 mi 150 ml 45 mi 14¢g
Figura 1 — Definicho de dose padrdo de é&lcool. (CISA, 2014). Fonte:

http://www.cisa.org.br/artigo/4429/relatorio-global-sobre-alcool-saude-2014.php (acesso em
13/08/2014).

O uso pesado episddico de alcool geralmente esta relacionado a uma série de
problemas fisicos, sociais e mentais, uma vez que importantes modificacbes
neurofisiolégicas, tais como desinibicAo comportamental, comprometimento
cognitivo, diminuicdo da atencéo, piora da capacidade de julgamento e diminuicéo
da coordenacdo motora (NAIMI et al., 2003).

Esse padrdo de consumo rapido e pesado pode desencadear intoxicacdes
frequentemente associadas a muitos problemas. Em quase todos os paises onde
esse fendmeno foi estudado, o beber em binge, mesmo que esporadico, causa
maiores custos sociais e de salide do que o uso continuo e dependente (MAKELA et
al., 2001; MILLER; PLANT; PLANT, 2005).

Os principais problemas decorrentes do uso em binge do alcool sdo os acidentes
(automobilisticos, quedas, atropelamentos e afogamentos) e a violéncia (homicidios,
roubo, violéncia domeéstica, agressoes fisicas, violéncia sexual) (BREWER; SWAHN,
2005).

No Brasil, segundo dados do Il Lenad realizado em 2013, o nUmero de pessoas que
consumiu alcool pelo menos uma vez no ano caiu de 65% para 62% em relacéo a
2006. Em contrapartida, 59% dos individuos adultos beberam pelo menos uma vez
em binge no ano de 2012. Isso quer dizer um aumento de 31,1% em relacdo ao ano
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de 2006 e que os 20% dos adultos que mais bebem ingeriram 56% do total de &lcool
consumido por todos participantes do estudo. Isso demonstra que o padrdo de

consumo do alcool no pais se torna, a cada ano, mais pesado e prejudicial.

1.2 Uso de alcool na adolescéncia

A adolescéncia € a fase da vida compreendida entre a infancia e a fase adulta e
corresponde ao periodo dos 10 aos 19 anos (WHO, 1986) e no Brasil, o alcool é a
primeira droga experimentada nessa faixa etaria (FERIGOLO et al.,, 2004,
GALDUROZ; CAETANO, 2004) e também a droga mais consumida por esse grupo
de individuos (FERIGOLO et al., 2004; GALDUROZ; CAETANO, 2004; GALDUROZ;
CARLINI, 2007; SOUZA; SILVEIRA FILHO, 2007; TAVARES, 2001).

Dentre os prejuizos causados pelo consumo de &lcool na adolescéncia, destacam-
se: acidentes de transito (DUAILIBI; LARANJEIRA, 2007; STOLLE; SACK;
THOMASIUS, 2009; WINDLE, 2003), violéncia (DUAILIBI; LARANJEIRA, 2007,
MCCOY et al.,, 2010; STOLLE; SACK; THOMASIUS, 2009), baixo rendimento
escolar (O'MALLEY; JOHNSTON; BACHMAN, 1998; SILVEIRA et al.,, 2008;
SOLDERA et al., 2004; STRAUCH et al., 2009; ZANOTI-JERONYMO; CARVALHO,
2005) e comportamento sexual de risco (BERTONI et al., 2009; SCIVOLETTO et al.,
1999; STOLLE; SACK; THOMASIUS, 2009; VIEIRA et al.,, 2007; ZANOTI-
JERONYMO; CARVALHO, 2005).

Um estudo realizado com adolescentes de 14 a 19 anos demonstrou que 11,3%
apresentaram um comportamento de abuso e/ou dependéncia e a prevaléncia do
consumo de alcool em binge era de 5,4% no udltimo ano (MADRUGA et al., 2012).
Outro estudo demonstrou que fatores soécio-demograficos como género, renda
familiar, situacdo da familia e nivel escolar contribuem para o aumento do consumo
de alcool e que a cerveja é o tipo de bebida preferida entre adolescentes e jovens no
Brasil (PINSKY et al., 2010).

1.3 Acdao e Efeitos do alcool no sistema nervoso central (SNC)

Os efeitos do alcool no SNC séo diretamente proporcionais aos niveis plasmaticos

dessa droga que correspondem a quantidade ingerida e velocidade de ingestao.
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Apos a administracdo pela via oral ocorre o metabolismo de primeira passagem no
estbmago de parte desse alcool pela enzima élcool desidrogenase gastrica, sendo o
restante absorvido pelo intestino delgado e distribuido amplamente por todos os
sistemas fisiol6gicos (CABALLERIA, 2003; MATSUMOTO; FUKUI, 2002).

No figado o alcool é metabolizado em aldeido, um metabdlito téxico, e entdo a
acetato pela acdo das enzimas alcool desidrogenase (AD) hepatica e aldeido
desidrogenase (ALD) hepatica que reduzem o cofator NAD* a NADH (LIEBER, 1997,
SALASPURO et al., 1999).

Ha outro mecanismo de oxidacédo do etanol a aldeido que ocorre através da enzima
citocromo P450 2E1 (CYP2E1) pela reducdo do NAD*. Em baixas concentracdes
plasmaticas de etanol (abaixo de 10 mM) a CYP2E1 é pouco demandada, porém h&
um aumento de sua atividade decorrente de uma grande ingesta de é&lcool. Em
concentracfes plasmaticas em torno de 100 mM a CYP2ELl pode contribuir com
50% do total da metabolizacdo do etanol (MATSUMOTO; FUJIMIYA; FUKUI, 1994).
Com o uso cronico de élcool, ocorre um aumento na transcricdo da enzima CYP2EL1,

favorecendo o metabolismo pelo sistema microssomico (BADGER et al., 1993).

Tanto a AD quanto a ALD possuem varias isoformas que apresentam metabolizacao
variada do &lcool ou acetaldeido e estdo associadas a suscetibilidade dos efeitos
desagradaveis e ao risco de desenvolver a dependéncia (CABALLERIA, 2003;
MATSUMOTO; FUKUI, 2002). Abaixo € mostrado um esquema da metabolizacdo do

etanol pelo sistema enzimatico (Figura 2).

Peroxisomes
H,0, H;0

Catalase

ion

(1]
ADH ALDH2 .
Ethanol == Acetaldehyde ————==—>- Acetate
m - Ha NAD NADH ™
NAD* o, NADH
e Cytosol *8_/ Mitochondria

Circulati

CYP2ET Result:

@ Acetaldehyde adducts formation
@ Increase ROS formation
Microsomes @ |ncrease NADH:NAD® ratio

NADPH + H* + 0, NADP*+ 2 H,0

Figura 2 — Sistema enzimatico de metabolizagdo do alcool. Fonte:

http://mentedesperta.com/wp-content/uploads/2009/10/29_4 pathways.gif
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O etanol é uma droga que apresenta baixa poténcia, pois o inicio dos seus efeitos
ocorre em concentracdes plasmaticas a partir de 5 a 10 mM/L (DAVIES et al., 2002).
Em concentracbes mais baixas o alcool tem efeito semelhante ao de drogas
estimulantes pela inibicdo de sinapses inibitorias, o0 que gera desinibicdo, excitacédo
e euforia, podendo culminar com agitacao e agressividade. Com a continuidade do
uso, apresenta seu efeito depressor: diminuicdo do equilibrio, da concentracdo e
aumento do tempo de resposta. Doses mais elevadas levam progressivamente a
ataxia, dificuldade na articulacdo das palavras, prejuizo motor e cognitivo, perda dos
sentidos, coma e morte por parada respiratoria (POHORECKY; BRICK, 1988).

Tais efeitos ocorrem porque o etanol é capaz de interferir na acdo dos principais
sistemas de neurotransmissores. Seu efeito inicialmente excitatdrio e posteriormente
depressor esta ligado a sua afinidade a receptores GABAa. Este receptor esta
presente em mais de 20% dos neurdnios cerebrais e € responsavel pela inibicdo
sinaptica mediada pelo neurotransmissor acido Y-aminobutirico (GABA), principal
neurotransmissor inibitério do SNC (KOOB, 2004).

Posteriormente foi descoberta a interagdo do etanol com receptores do glutamato,
principal neurotransmissor excitatério do SNC (CURTIS; JOHNSTON, 1974), que

também patrticipa do efeito ambiguo (excitatério/inibitorio) do alcool.

A acao agonista nos receptores opidides indica o provavel alvo do refor¢co positivo
do etanol, uma vez que os antagonistas opibdides, como a naltrexona, inibem a
necessidade de consumo ou reduzem a fissura pelo alcool (ROBERTS et al., 2000).
Sua acdo estaria mais relacionada aos mecanismos de dependéncia, fissura e
sindrome de abstinéncia, que também sdo acompanhados por alteracdes
comportamentais como agitacdo, agressividade ou depressdo (GILPIN; KOOB,
2008).

Em relacdo ao sistema serotoninérgico, o etanol reduz os niveis de serotonina e
também de suas proje¢des neuronais em embrides de ratas prenhas (SARI; ZHOU,
2004; ZHOU; SARI; POWROZEK, 2005). A exposicao pré-natal ao alcool também
reduz o numero de neurbnios 5-HT e essa reducao persiste até a fase adulta (SARI,;
ZHOU, 2004).
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Como toda droga com risco de dependéncia, o alcool afeta o sistema dopaminérgico
na via mesolimbica elevando os niveis de dopamina no nucleo accumbens (GILPIN;
KOOB, 2008).

1.4 Inducao de estresse oxidativo pelo alcool

Um radical livre (RL) € qualquer espécie quimica capaz de existir de forma
independente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados (Halliwell;
Gutteridge, 1999). O desemparelhamento de elétrons, situacdo energeticamente
instavel, confere alta reatividade a essas espécies. Tal caracteristica permite que a
formacao de radicais livres, por exceléncia um processo continuo e fisiolégico,

cumpra funcdes bioldgicas relevantes durante os processos metabdlicos.

As espécies reativas atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas
varias reacdes bioquimicas e sua producdo, em proporcdes adequadas, possibilita a
geracdo de ATP por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do 6vulo;
ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de
infeccdo. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SHAMI; MOREIRA, 2004).

Esse tipo de dano foi denominado de estresse oxidativo, que ocorre quando a
producdo celular de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas do
nitrogénio (ERNs) excede a capacidade dos antioxidantes naturais de eliminag&o

dessas moléculas.

EROs
RADICALARES NAO RADICALARES
Superodxido, 0," Perdxido de hidrogénio, H,0,
Hidroxil, ‘OH Acido hipocloroso, HOCI
Peroxil, ROy Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil, RO Ozo6nio, O3

Hidroperoxil, HO»

Tabela 1 — Principais EROs (retirado de ROSSO, 2005).
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Dentre as EROs estdo os radicais superéxido (O2'-), hidroxil (OH"), peroxil (RO2"),
hidroperoxil (HROz2") e, ainda, algumas espécies ndo-radicalares como o peroxido de
hidrogénio (H202). As ERNs séo representadas por radicais como o 0xido nitrico
(NO’), o diéxido de nitrogénio (NO2'-), o peroxinitrito (ONOO-) e o Oxido nitrosos
(HNO2-), que contribuem para os mecanismos pré-oxidantes e dano neuronal
(HALLIWELL, 2009). Nas figuras 3 e 4 sdo apresentadas as principais espécies

reativas.
ERNs
RADICALARES NAO RADICALARES
Monoxido de Nitrogénio, NO Acido nitroso, HNO,
Didxido de Nitrogénio, NO, Tridxido de dinitrogénio, N,Os

Diéxido de dinitrogénio N,0,
fon nitrénio, NO,*

Anion nitrénio, NO

Tetroxido de dinitrogénio, N;O4
Peroxinitrito, ONOO"

Acido peroxinitroso, ONOOH

Cloreto de nitrila, NO,Cl

Tabela 2 — Principais ERNs (retirado de ROSSO, 2005).

As EROs e ERNSs sao produtos do metabolismo normal do oxigénio e 0s organismos
aerodbios desenvolveram defesas para o controle dessas espécies reativas (HUANG
et al., 2000). Tais defesas sao constituidas por antioxidantes enzimaticos, como as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
— Fig. 3 - e ndo enzimaticos, como a glutationa (GSH) e as vitaminas A, C e E, além

de elementos tracos como zinco e selénio (JOHANSEN et al., 2005).
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Cat
H202 + Ha0r ey 0, + 2H,0

O H20,
G)D ) GSSG
H,0 G’ A @D NADP
GSH
NADPH

Figura 3 — Sistema antioxidante enzimatico.

Durante o0 estresse oxidativo, espécies reativas podem causar danos em
macromoléculas tais como proteinas, lipides e DNA, causando disfuncdo e morte
celular (DROGE, 2002; MATES, 2000). Ha um crescente corpo de evidéncias
indicando que o estresse oxidativo € o determinante primario de diversas patologias.
Os radicais O2- e OH’, por exemplo, estdo associados a aumentos dos processos
peroxidativos e, quando ligados a baixas concentracbes de antioxidantes, estao

envolvidos em um grande nimero de doencas degenerativas (MATES, 2000).

Entretanto, a formag&o de radicais livres e indugéo de estresse oxidativo tem sido
observada também no abuso e dependéncia de drogas (FINESCHI et al., 2001,
GONENC et al., 2005). Em relagdo ao alcool, tais efeitos podem ser diretos ou
através de seus metabdlitos secundarios, que promovem acentuada reducdo nos
niveis plasmaticos ou séricos de antioxidantes provenientes da dieta como a-

tocoferol, acido ascérbico e selénio (WARD, 1989).

Outro estudo sugeriu que o metabolismo do etanol esta envolvido na formacéao de
EROs e ERNs, bem como na deplecdo do sistema antioxidante e aumento nos
niveis de malondialdeido (DAS; VASUDEVAN, 2007), um importante indicador de

peroxidacao lipidica.
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Em 1994, LECOMTE et al. demonstraram que 417 homens consumidores leves e
moderados de alcool possuiam niveis plasméaticos de vitaminas e minerais
antioxidantes maiores e niveis menores de malondialdeido quando comparados aos

102 pacientes alcoolistas sem complicacdes hepaticas.

Ja um estudo realizado em 2009 confirmou o prejuizo que o alcool exerce através do
estresse oxidativo quando 76 individuos alcoolistas possuiam niveis maiores de
malondialdeido e diminuicdo da atividade da SOD em comparacdo com 19 nédo
bebedores (HUANG et al., 2009).

O SNC é extremamente susceptivel aos prejuizos causados pelo excesso de
espécies reativas, jA que possui alta taxa metabdlica, alta concentracdo de acidos
graxos e metais de transicdo, vulnerabilidade a peroxidacdo e susceptibilidade a
formacéo de radicais OH" (REYNOLDS et al., 2007). Além do mais, o cérebro possui
baixas concentracdes de antioxidantes e reduzida capacidade de regeneracdo, o
gue o torna vulneravel aos prejuizos de substancias como o etanol (FLOYD, 1999;
REYNOLDS et al., 2007).

Muitos mecanismos podem explicar o dano neuronal produzido pelo alcool, com
evidéncias e participacao do estresse oxidativo e apoptose (MONTOLIU et al., 1995;
RAMACHANDRAN et al., 2003).

O etanol afeta 0 SNC com alta toxicidade e degeneracdo (DE LA MONTE et al.,
2009), o que pode causar danos cerebrais. Uma vez que haja uma producao
excessiva de substancias reativas do oxigénio, além da moderada capacidade do
cérebro de produzir substancias antioxidantes (SUN; SUN, 2001), ocorrera formacéao
de EROs e posterior degeneracdo neuronal em diferentes areas cerebrais
(CARDENAS et al., 2005; DURAZZO et al., 2004; HARPER et al., 2003).

De fato, o uso agudo de alcool aumenta a producao de EROs no cérebro de ratos ou
em células cultivadas do hipocampo de roedores (AGAR et al., 2003; GONZALEZ;
PARIENTE; SALIDO, 2007), bem como induz peroxidacéao lipidica (MANSOURI et
al., 2001a; RENIS et al., 1996; SOMANI et al., 1996a).

O uso cronico de alcool também aumenta a producdo de EROs e para alguns

autores a inducdo da enzima CYP2E1l contribui para esse aumento por gerar
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metabdlitos citotoxicos como O2'- e H202 (MONTOLIU et al., 1995; NORDMANN;
RIBIERE; ROUACH, 1990).

A exposicdo ao alcool reduz em 25% a atividade antioxidante da SOD em
homogenatos de cérebros de ratos (NORDMANN; RIBIERE; ROUACH, 1990) e in
vitro também reduz a atividade da SOD em neurdnios e células gliais de roedores e
aves (HALLIWELL, BARRY; GUTTERIDGE, 1999). Além da SOD, o alcool também
promove mudancas na atividade da CAT, dependendo da regido cerebral avaliada e
do tipo de tratamento utilizado, se cronico (CALABRESE et al., 1998) ou agudo
(SOMANI et al., 1996b).

O padrao de consumo de alcool em binge também é um forte indutor de estresse
oxidativo (HAMELINK et al., 2005) e € um importante fator preditivo de dano
cerebral, pois individuos que adotam essa forma de consumo tornam-se mais

vulneraveis aos prejuizos causados pela droga (HUNT, 1993).

O dano neuronal induzido pelo &lcool produz alguns dos efeitos mais insidiosos do
alcoolismo, incluindo déficits cognitivos na aprendizagem e memdria ho homem
(PFEFFERBAUM et al., 1998; WHITE, 2003). Num modelo animal, o consumo de
alcool em binge por quatro dias demonstrou que houve desenvolvimento de
neurotoxicidade em areas como o coértex entorrinal e o giro denteado de ratos apés o
tratamento e que esse efeito foi bloqueado pela administracdo concomitante de
agentes antioxidantes (HAMELINK et al., 2005).

1.5 Neuroinflamacéo e marcadores inflamatorios.

Inflamacao é uma resposta de defesa que ocorre apés dano celular causado por
microrganismos patogénicos, agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras),
guimicos (toxinas, substancias cdausticas), necrose tecidual e/ou reacles
imunoldgicas (ABBAS; JANEWAY, 2000).

Contudo, enquanto uma resposta inflamatéria a um estado infeccioso oferece
beneficios claros, uma resposta sustentada ou inapropriada pode causar numerosas
doencas, tais como: doenca inflamatoria do intestino, artrite reumatdide e psoriase.

A inflamacdo também é um importante componente do prejuizo causado por
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doencgas autoimunes, cancer, diabetes e doencas cardiovasculares. (DALGLEISH;
O’BYRNE, 2006; TEDGUI; MALLAT, 2006).

Acreditava-se que o cérebro era um 6rgao privilegiado imunologicamente e por iSso
ndo era susceptivel a inflamacao ou ativagdo imunoldgica. Esse ponto de vista foi
revisto nos ultimos anos e atualmente é aceito que o cérebro coordena e regula
muitos aspectos das respostas de defesa (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006),
apenas de uma forma diferenciada. Um dos aspectos mais relevantes é o
recrutamento tardio e modesto dos leucdcitos, que € substituido por uma intensa e
rapida ativacdo glial (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006).

As células da glia, particularmente microglia, sdo responsaveis pelas funcdes
imunolégicas no cérebro e desencadeiam a resposta inflamatéria. As células
microgliais (macréfagos do parénquima cerebral) permanecem em um estado inativo
em um cérebro saudavel, se comparadas aos macréfagos de outros tecidos.
Contudo, séo rapidamente estimuladas em resposta a injuria ou infec¢cdo. Essa
ativacdo promove mudancas morfoldégicas que conferem novas fungdes a microglia
como fagocitose, regulacdo positiva de moléculas da superficie celular e producéo e

secrecdo de mediadores inflamatorios (HANISCH, 2002).

Muitos mediadores inflamatorios tém relativamente baixa atividade no SNC saudavel
e sao expressos em niveis muito baixos ou indetectaveis. Contudo, sdo induzidos
rapidamente apds injuria ou infec¢cdo (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006).

Dentre esses mediadores destacam-se as citocinas, que sdo polipeptideos ou
glicopeptideos extracelulares e hidrossoloveis produzidos pelas células no local da
lesdo ou por células do sistema imunolégico e atuam especialmente por
mecanismos paracrino e autécrino (BEAULIEU P, LUSSIER D, 2010; LIN;
CALVANO; LOWRY, 2000). Diferentes células podem sintetizar a mesma citocina e
uma Unica citocina pode atuar em varias células com efeitos diferentes em cada uma
delas - fenébmeno chamado de pleiotropia. Além da pleiotropia, as citocinas possuem
outras duas caracteristicas marcantes que sédo a redundancia (mesmo efeito) e
sinergismo (reforco do efeito). Dessa forma, agbes semelhantes podem ser
desencadeadas por diferentes citocinas que, com frequéncia, sdo formadas em
cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas
(ZHANG; AN, 2007).
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Citocina € um nome genérico para um conjunto de moléculas que incluem as
linfocinas (citocinas produzidas por linfécitos); monocinas (produzidas por
monaocitos); quimiocinas (citocinas com atividade quimiotatica) e interleucinas
(citocinas produzidas por leucocitos com atividade em outros leucdcitos
(DINARELLO, 2007).

As citocinas promovem mudancas na atividade, diferenciacdo, proliferacdo e
sobrevida da célula imunologica, além de regularem a atividade e producdo de
outras citocinas. Dessa forma, podem desempenhar um papel pro-inflamatério ou
anti-inflamatorio. As principais citocinas consideradas proé-inflamatérias (resposta
Thl) sédo as interleucinas 1, 2, 6, 7,12 e o fator de necrose tumoral (TNF). Ja as
citocinas da resposta Th2 séo interleucinas 4, 10, 13, interferon-y (IFN-y) e o fator
transformador de crescimento B (TGFB) (BEAULIEU P, LUSSIER D, 2010; CURFS;
MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997).

Uma vez que sua classificacdo quanto a célula de origem ou pela funcéo biolégica &
invidvel, as citocinas foram agrupadas em interleucinas (hnumeradas de IL-1 a IL-35);
fatores de necrose tumoral, quimiocinas e fatores de crescimento mesenquimal
(BEAULIEU P, LUSSIER D, 2010; RAEBURN et al., 2002).

Diante da grande variedade dos marcadores inflamatérios j4 estudados, se torna
impossivel realizar uma abordagem global das citocinas. Dessa forma, esse estudo

foi conduzido com foco em cinco delas que estédo resumidas na tabela abaixo.



Marcador
infamatério

IL-1ae B

IL-1ra

TNF-a

IFN-y

IL-4

IL-10

Receptor

IL-1RI e IL-
1RI

IL-1RI

Superfamilia
TNF-R

IFN- yR

IL-4R

IL-10R

Principais efeitos

Pro-inflamatéria, ativa a liberagéo
de TNF-alfa e IL-6, promove a
fase aguda da inflamacéo,
pirégeno endégeno.

Anti-inflamatério, competidor
antagonista da IL-1.

Pro-inflamatdria, induz proteinas
de choque, IL-1 e apoptose.

Pré-inflamatéria, associada a
infecgdes virais, ativacao de
macrofagos, inducéo de TNF- a,
IL-1, NO e inibi¢éo de IL-10.

Anti-inflamatoéria, inibe IL-1, TNF-
a e IL-6, induz diferenciagdo ThO
em Th2, proliferacéo e
diferenciacdo de linfocitos B.

Anti-inflamatéria, inibe IL-1, TNF-
aelL-6, IFN e IL-12.

Principais
células
produtoras

Monécitos
macré6fagos e
neutrdéfilos

Monécitos
macrofagos e
neutréfilos

Mondcitos e
macré6fagos

Thi, NKe
célilas
musculares

Th2, mastocitos
e basoéfilos

Treg, Th2 e
macré6fagos

Referéncias

(DINARELLO, 1996), (VARELLA;
FORTE, 2001), (AREND, 1991;
DINARELLO, 1996; VARELLA;
FORTE, 2001).

VARELLA; FORTE, 2001).

(CLARK, 2007), (VARELLA;
FORTE, 2001).

(PESTKA; KRAUSE; WALTER,
2004), (EL-HASHEMITE et al.,
2004; FARRAR; SCHREIBER,
1993).

(BROWN; HURAL, 1997; WANG
et al, 1995), (KELSO, 1995;
MOSMANN et al., 2005).

(BEAULIEU P, LUSSIER D, 2010;
LIN; CALVANO; LOWRY, 2000;
RAEBURN et al., 2002), (CURFS;
MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE,
1997; ZHANG; AN, 2007).

Tabela 3 — Resumo dos marcadores inflamatérios avaliados nesse estudo.

1.6 Neuroinflamac&o induzida pelo consumo de élcool.

Uma possivel explicacdo para os prejuizos causados no cérebro pelo consumo de
alcool é que seu consumo gera neuroinflamacéo. Isso ocorreria pela ativacdo de
células gliais e estimulacéo de vias de sinalizagéo intracelular que desencadeiam a
liberacdo e sintese de citocinas pro-inflamatorias, ativagcdo da ciclooxigenase-2
(COX-2), inducdo da Oxido nitrico sintase (iINOS) e morte de células neurais
(BLANCO et al., 2005; VALLES et al., 2004).

Dessa forma, a ativacdo microglial induzida pelo alcool pode desencadear a
producdo de componentes toxicos como EROs e NO (BLANCO et al., 2004).
Citocinas inflamatorias, assim como o que ocorre com o glutamato, podem contribuir
para injuria cerebral similarmente como a que ocorre em desordens e doencas
degenerativas (GIOVANNINI et al., 2003; HIRSCH; HUNOT; HARTMANN, 2005;

OWENS, 2003).
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1.7 BDNF e o alcool.

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) foi descoberto em 1982 (BARDE;
EDGAR; THOENEN, 1982), 30 anos ap0s a descoberta da primeira neurotrofina — o
fator de crescimento neuronal (NGF) (LEVI-MONTALCINI; HAMBURGER, 1951). A
partir desse ponto, mais quatro neurotrofinas foram descobertas: neurotrofina 3 (NT-
3) em 1990, neurotrofina 4/5 (NT-4/5) em 1991, neurotrofina 6 (NT-6) em 1994 e
neurotrofina 7 (NT-7) em 1998 (LESSMANN; GOTTMANN; MALCANGIO, 2003).

O BDNF é a principal neurotrofina do cérebro, sendo produzida pela glia e pelos
nacleos neuronais. O BDNF possui grande expressdao no hipocampo, neocértex,
corpo amigdaloide e cerebelo (SHIMIZU et al., 2003).

As principais func6es do BDNF estéo relacionadas ao crescimento, sobrevivéncia e
diferenciacdo neuronal, além de atuar nos processos de aprendizagem, memoria e
plasticidade sinaptica (CHAO, 2003; GHITZA et al., 2010). O BDNF desempenha
suas funcdes através da ligacdo ao receptor de alta afinidade tirosina quinase B
(TrkB), especifico para BDNF, e o receptor de neurotrofina de baixa afinidade p75,

gue reconhece outras neurotrofinas.

Apos a formagao do complexo BDNF-TrkB ocorre dimerizacdo desses complexos, 0
qgue leva a auto-fosforilacéo e recrutamento de proteinas de ancoragem intracelular.
Isso desencadeia a ativacdo de vias de sinalizacdo distintas como: via da
MAPK/ERK, a via PLC e a via PI3K (REICHARDT, 2006). A sinalizacdo via MAPK
pode levar a ativacdo de CREB, que é capaz de regular BDNF e TrkB (FINKBEINER
et al.,, 1997; MOONAT et al., 2010). J4& a ligacdo com o receptor p75 modula

processos ligados a morte celular e apoptose (CHAO, 2003).

Como o BDNF possui muitas fungdes troficas no SNC e participa do processo de
plasticidade neural, muitos estudos associaram a influéncia da degeneracéo

induzida pelo alcool em sua atividade e expressao juntamente com o receptor TrkB.

Alguns estudos em animais indicam que ndo ha mudancas nos niveis de mRNA do
TrkB, com o consumo de etanol no hipocampo (MILLER et al., 2002; ZHANG et al.,
2000); outros demonstram regulacdo positiva desses receptores in vivo durante o
periodo de abstinéncia ao etanol no cortex e hipocampo (BAEK; HEATON;
WALKER, 1996; TAPIA-ARANCIBIA et al., 2001). Ainda, ndo houve alteracdo nos
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niveis de BDNF em hipocampo de ratos apds o uso cronico de alcool (MILLER et al.,
2002; OKAMOTO et al., 2006), enquanto que em outros estudos ndo demonstraram
alteracdo dos niveis de BDNF ap06s o uso crénico de alcool (MACLENNAN; LEE;
WALKER, 1995; TAPIA-ARANCIBIA et al.,, 2001). No entanto, alguns estudos
apontam para um aumento de BDNF apds a exposicdo ao alcool no nucleo
accumbens e estriado (KERNS et al., 2005; MCGOUGH et al., 2004).

1.8 Hipocampo

A regido hipocampal se localiza na por¢cdo medial do lobo temporal e € uma das
regibes que compdem o sistema limbico, que esta envolvido em processos

relacionados a emocéo, aprendizado e memoria.

A regido hipocampal consiste da formacéo hipocampal e da regido parahipocampal.
A formacdo hipocampal é uma estrutura em forma de C e inclui o giro denteado,
corno de Ammon ou hipocampo propriamente dito (dividido em CA1l, CA2, CA3 e
CA4) e o subiculo. A regido parahipocampal consiste do pré-subiculo, cortex
entorrinal, cértex peririnal e cértex pos-rinal (VAN STRIEN et al., 2009). Tem sido
demonstrado que o hipocampo € uma estrutura importante para a consolidacdo da
memoria de curto e longo prazo (IZQUIERDO et al., 1998a) e diferentes areas
corticais aferentes e eferentes interagem com o hipocampo para regular a aquisicédo
e 0 armazenamento de novas informagdes (IZQUIERDO; MEDINA, 1998b).

1.9 CPF

O CPF tem sido associado a diversos processos emocionais, cognitivos e
atencionais (VERTES, 2006). O CPF aumenta em volume conforme o
desenvolvimento filogenético se aproxima da espécie humana. Calculos baseados
na citoarquitetura da estrutura mostram que o CPF corresponde a 3,5 % do total do
cortex em gatos, 7 % em cachorros, 11,5 % em macacos, 17 % em chimpanzés e 29
% em humanos. A grande magnitude relativa do CPF de humanos presumidamente
indica que o cortex € o substrato para fungdes cognitivas de ordem superior
(FUSTER, 2008).
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Em ratos, o CPF recebe proje¢cBes de areas corticais sensoriais, bem como motoras
e limbicas (UYLINGS; VAN EDEN, 1990) e pode ser dissociado em CPF medial,
lateral e ventral (DALLEY; CARDINAL; ROBBINS, 2004). O CPF medial € composto
por uma seccédo dorsal com as regides dos cortices cingulado anterior, pré-central e
pré-limbico dorsal e uma seccdo ventral com as regides dos cortices pré-limbico
ventral, infralimbico, peduncular dorsal e medial orbital (GEORGE; KOOB, 2010).

Ja o CPF lateral € composto pelo cortex orbitofrontal e pelos cortices dorsal e ventral
anterior. O CPF ventral € composto pelos cortices ventral orbitral e orbital
ventrolateral (GEORGE; KOOB, 2010).

O CPF é uma area de associacao terciaria, ndo recebendo as aferéncias sensoriais
diretamente da periferia, mas processando as informacdes sensoriais através de
suas conexdes com outras regides corticais e subcorticais (BARBAS, 2000). E uma
das regides que apresenta o sistema mais rico de conexdes de todo o neocértex,
recebendo aferéncias do tronco cerebral, hipotalamo, sistema limbico (hipocampo e
amigdala), nacleos da base, através dos nucleos de retransmissdo do talamo,
talamo (especialmente nucleos anterior e dorsomedial), além de outras areas do

neocortex, especialmente areas de associacao (FUSTER, 1999).

Dessa forma, o CPF esta envolvido em processos mentais relacionados a aquisicao
de conhecimento e compreensao, incluindo lembranca, julgamento, concentracao e
solucéo de problemas, que sdo funcdes de elevada complexidade que abrangem a
linguagem, a imaginacdo, a percepcdo, a aprendizagem, 0 raciocinio e 0
planejamento (FUSTER, 2001; WOOD; GRAFMAN, 2003, NAKAMURA-PALACIOS,
2011).

Além disso, o CPF, tanto em primatas quanto em ratos, também possui amplas
conexfes com o0s cortices pré-motor, somatossensorial, auditivo, visual, olfatorio,
gustatério e limbico, estando envolvido, portanto, em diferentes funcdes e aspectos
do comportamento (UYLINGS; VAN EDEN, 1990).

Um fato importante é que o CPF € uma area maturacéao tardia (HUTTENLOCHER,;
DABHOLKAR, 1997). O amadurecimento cortical ocorre em sentido caudal-rostral,
da porcdo medial para a lateral. Deste modo o CPF é a ultima estrutura a se
desenvolver, chegando a maturacdo completa por volta dos 30 anos no homem

(SOWELL et al., 1999). Alem do mais, sua por¢cdo medial € parte integrante do
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circuito de gratificagdo cerebral, fortemente implicado nos processos neurais
subjacentes a dependéncia de drogas (GARDNER, 2005).

Esses fatores sdo muito importantes no abuso de drogas, principalmente entre
jovens e adolescentes, pois alteragcbes nessa area 0s tornam extremamente
suscetiveis a interferéncias no desenvolvimento das estruturas cerebrais e das
funcdes cognitivas (THOMPSON et al., 2004; WHITE, 2003). Ainda, tende a
prejudicar principalmente o processo de tomada de decisdes, levando o individuo a
escolher op¢des mais atraentes em relacdo aos ganhos imediatos (como o préprio
ato de beber), em detrimento de um comportamento voltado para a analise das

consequéncias futuras de suas acdes (BECHARA et al., 2001).

1.10 Sistema (endo)canabindide

Cultivada ha mais de cinco mil anos, a planta do género Cannabis foi utilizada na
producdo de cordas e fitas usadas na confeccdo de tecidos. Desde 2600 a.C., nas
antigas civilizacdes orientais, a planta era consumida com o intuito de tratar
caimbras, dores reuméticas, dores menstruais e outras doencas inflamatérias
(TIBIRICA, 2010; ZUARDI, 2006). Embora conhecida ha milhares de anos, a
caracterizacdo quimica do principal principio ativo da Cannabis, o A-°
tetrahidrocanabinol (THC), foi descrito somente na década de 1960 (DI MARZO et
al., 2001; FRANCISCHETTI; DE ABREU, 2006).

Figura 4 — Utilizacdo da planta Cannabis durante a histéria.
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Os ligantes canabindides, incluindo o THC, exercem seus efeitos ao ativar
receptores celulares do tipo canabindides (CB), que séo classificados em dois tipos:
CB1 e CB2 (DEVANE et al., 1992), receptores esses que estdo acoplados a proteina
G e pertencem a uma grande e diversificada familia de proteinas acopladas a
membrana. A sua ativacdo modula a adenil-ciclase, canais de célcio e potéssio e
fatores de transcricdo (FRANCISCHETTI; DE ABREU, 2006; PAN; YOO; HO, 2011).
O receptor CB1 é basicamente expresso no SNC e em 0rgéos periféricos como
figado, musculo, pancreas, tecido adiposo, coracao, pulméo, prostata, utero, ovario,
testiculo, timo e medula 6ssea (GUINDON; HOHMANN, 2009; MOTAGHEDI;
MCGRAW, 2008).

Ja o receptor CB: esta abundantemente expresso em células do sistema
imunolégico e hematopoiético, células da micréglia e em baixos niveis nos neur6nios
do tronco encefédlico (CABRAL et al., 2008). O CB: apresenta uma atividade
imunomoduladora muito significativa. Inidmeros relatos indicam que a ativacdo de
CB:2 resulta em analgesia, pois suprimem a resposta aguda de dor em alguns
modelos de experimentagcdo animal. Os niveis de receptores CB2 podem aumentar
em determinadas condi¢des e patologias, 0 que o torna ainda mais atrativo como um
possivel alvo terapéutico (ATWOOD; MACKIE, 2010).

Tal descoberta despertou o interesse na procura por ligantes endégenos, fato
ocorrido em meados dos anos 1990 com a descoberta de um sistema de sinalizagéao
em que canabindides enddgenos agem como lipideos de sinalizacdo e
desempenham papéis regulatérios e na homeostase (PACHER; BATKAI; KUNOS,
2006; PERTWEE, 2008).

Os endocanabindides séo, portanto, substancias endégenas capazes de se ligar e
ativar pelo menos um dos dois receptores canabindides (DI MARZO, 1998). Os dois
principais ligantes sdo anandamida (N-araquidonoil etanolamina - AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), que sao compostos formados principalmente a partir da
hidrolise de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, especificamente o acido

araquidénico.

A AEA e o 2-AG séao formados por vias dependentes de fosfolipidios, sendo
sintetizados, respectivamente, pelas enzimas N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase

D seletiva (NAPE-PLD) e a sn-1-diacilglicerol lipase seletiva (DAG Lipase) e devido
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sua natureza lipofilica, ndo sdo armazenados em vesiculas, mas sintetizados e
liberados “sob demanda” em resposta a uma série de estimulos (MARCO et al.,
2009; PIOMELLI, 2003).

A inativacdo de cada um dos principais endocanabindides no SNC é em principio
por uma hidrolase especifica e relativamente bem caracterizada, que gera o acido
graxo poliinsaturado de grande importancia biolégica, o acido araquidénico (AA)
(HWANG et al., 2010). Assim, os endocanabindides sdo inativados por recaptacao
celular e posterior clivagem enzimatica: AEA é metabolizada pela hidrolase amida de
acido graxo (FAAH) e o 2-AG ¢é catalisado principalmente pela lipase
monoacilglicerol (MAGL) (AHN; MCKINNEY; CRAVATT, 2008). Essa eficiente
inativacao catalitica ajuda a garantir que eles ajam localmente, proximos ao seu sitio
de acdo (HWANG et al., 2010).

O neuromodulador do tipo endocanabindide é clivado na membrana pés-sinaptica e
atua no neurénio pré-sinaptico, por isso sdo denominados sinalizadores retrogrados
na regulacao sinaptica (WILSON; KUNOS; NICOLL, 2001).
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Figura 5 — Sintese e sinalizacdo do sistema endocanabindide (Retirado de GODOY-MATOS
et al., 2006).

Essa sinalizacdo retrograda em receptores CBi1 pré-sinapticos suprime
transitoriamente a liberacdo de neurotransmissores. Assim, os endocanabindides
estdo envolvidos em uma série de fendmenos de plasticidade sindptica (EDWARDS;
ZHANG; ALGER, 2008). De fato, a AEA parece ter um papel importante em
plasticidade neuronal, memoria e protecdo contra injaria neuronal. Dai, inibidores
seletivos da FAAH sdo um alvo primario como drogas potenciais para importantes
condicbes clinicas, tais como estados psicocomportamentais (depresséao,
ansiedade), eventos excitotoxicos e doencas neurodegenerativas como: Doenca de
Huntington, Alzheimer e Parkinson (CENTONZE et al., 2007; SCHERMA et al.,
2008).
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ja no caso do receptor CB2, seu papel sobre a modulagdo de respostas
neuroinflamatérias tem sido extensamente investigado, pois este receptor pode
alterar o curso da resposta inata e adaptativa contra patdégenos, regulando
negativamente a ativagcdo de mondcitos e microglia, além de evidéncias apontarem
para a expressdo deste receptor em células do SNC em condi¢Bes inflamatorias
(CABRAL,; GRIFFIN-THOMAS, 2009; KLEIN et al., 2003).

Desse modo, um possivel efeito neuroprotetor, aqui testado pelo inibidor da FAAH
URB597, contra a indugédo de estresse oxidativo e na neuroinflamagdo causados
pelo consumo de alcool em binge se torna extremamente relevante, principalmente
em animais adolescentes, cujo CPF ainda esta em pleno desenvolvimento, e que
possui conexdes importantes com o hipocampo, também envolvido em processos

cognitivos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do inibidor da FAAH URB597 na neurotoxicidade causada pelo

consumo de alcool em binge agudo e cronico por ratos adolescentes.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Investigar os efeitos da administracdo prévia do inibidor da FAAH URB597
sobre os efeitos do consumo de diferentes doses de alcool em um esquema
de binge agudo e crbnico na inducéo de estresse oxidativo no CPF de ratos

adolescentes.

e Investigar os efeitos da administracdo prévia do inibidor da FAAH URB597
sobre os efeitos do consumo de diferentes doses de alcool em um esquema
de binge agudo e crbnico nos niveis de citocinas pro- e anti-inflamatérias e

neurotrofina BDNF no CPF e hipocampo de ratos adolescentes.

e Investigar os efeitos da administracdo prévia do inibidor da FAAH URB597
sobre os efeitos do consumo de diferentes doses de alcool em um esquema
de binge agudo e cronico na memaria de reconhecimento de novos objetos

de ratos adolescentes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os animais utilizados no estudo foram ratos Wistar machos, com aproximadamente
30 dias de idade, pesando entre 100 e 120 g, cedidos pelo biotério do Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo
- UFES. Por todo o periodo de tratamento, os animais foram mantidos em gaiolas,
sob condi¢des controladas de temperatura (22 £ 2°C) e um ciclo claro-escuro de 12

horas e acesso a agua e a racao ad libitum.

O manuseio, cuidado e experimentos feitos nesses animais experimentais seguiram
de acordo com os principios éticos da pesquisa com animais estabelecidos pelo The
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council, 2011)
and the “EC Directive 86/609/EEC”. Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacido e Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES- CEUA 015/2011).

3.2 Reagentes

Etanol (ETOH, Dinamica Quimica Contemporanea, SP, Brasil), 99.5% foi diluido em
agua destilada (AD) nas concentracdes de 10 ou 20% (p/v), para as doses de 3 e
6g/kg respectivamente para administracdo intragastrica (IG) por gavagem. Como
solucéo controle foi utilizada AD. O URB597 (3’-(aminocarbonyl)[1,1’-biphenyl]-3-yl)-
ciclohexylcarbamate (Cayman Chemicals Company, MI, USA) foi estocado em -
20°C e diluido no dia da administracdo numa solucao veiculo (VEI) composta por
tampao fosfato salina:dimetilsulfoxido (2:1) pH 7.5 para a dose de 0,3mg/kg. Esta
dose foi baseada no perfil farmacolégico da substancia (PIOMELLI et al., 2006). A
administracdo de URB foi realizada pela via intraperitoneal (IP). Como solucéo

controle foi utilizada solugéo VEI.

3.3 Desenho experimental

Para avaliacdo dos prejuizos causados pelo alcool em binge o0s animais
experimentais foram divididos em 2 grandes grupos: Binge Agudo e Binge Cronico,

que foram subdivididos em 3 subgrupos: Controle (que recebeu administracdo de
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VEI pela via IP seguido, 40 minutos (min) depois, de AD pela via 1G), 3g/kg (que
recebeu VEI IP seguido, 40 min depois, de solugcdo de EtOH 10% p/v) e 6g/kg (que
recebeu VEI seguido, depois de 40 min, de solucédo de EtOH 20% p/v). O tratamento
do grupo Binge Agudo durou 3 dias consecutivos e o grupo Binge Crbnico durou 3

dias consecutivos ao longo de 4 semanas.

Ja para avaliacdo dos efeitos do inibidor da FAAH URB597 os animais foram
divididos nos mesmos protocolos agudo e crénico de tratamento com etanol em
binge (URB597 + Binge Agudo e URB597 + Binge Crbnico). Porém, com uma
administracdo prévia do URB597 na dose de 0,3mg/kg diluido em VEI na
concentracdo de 250ug/ml por via IP 40 minutos antes da administracdo de AD IG
ou EtOH IG nas doses de 3 e 6 g/kg. Todas as administracdes tiveram 0s volumes

ajustados ao peso de cada animal.

3.4 Concentracao de alcool no sangue

Para a determinacdo da concentracdo sanguinea de etanol, os animais foram
decaptados uma hora apds uma Unica administracdo IG do etanol e sangue coletado
foi analisado em equipamento de cromatografia gasosa com detector de ionizagéo
em chama — 450 GC. As analises foram realizadas em colaboracdo com o
Departamento Médico Legal da Superintedéncia de Policia Técnico-Cientifica do

estado do Espirito Santo.

3.5 Avaliacédo de estresse oxidativo — Ensaio do Dihidroetideo

Para avaliacdo do estresse oxidativo tecidual in situ, os animais foram anestesiados
com Ketamina (75 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg) 24 horas apos a Ultima
administrac@o de drogas e foram submetidos a perfuséo intracardiaca com solugao
nutridora de Krebs-Hepes pH 7,4 a pressdo de 100mmHg. O cérebro de cada animal
foi removido para realizacdo de cortes histolégicos do CPF na espessura de 14 um

em microtomo criostato (CM1850, Leica, Nussloch, Alemanha).

Os cortes foram incubados em camara umida a 37° C por 30 minutos com o corante
fluorescente dihidroetidina (DHE, 2 pM) em solucdo de Krebs-Hepes pH 7,4. Essa

substancia atua como um marcador fluorescente do anion superoxido e de outras
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EROs, que oxidam o DHE em etidio, que é um composto vermelho e fluorescente
(ZHAO et al., 2003). A intensidade de fluorescéncia € proporcional ao estresse
oxidativo tecidual e foi quantificada em fotomicrografias, capturadas com
microscopio Leica DM 2500 equipado com filtro A4 de 528 nm e camera Leica

DFC310FX, e analisadas com o auxilio do programa Image Pro Plus 4.5.

3.6 Quantificacdo dos niveis de BDNF e citocinas

Foram dissecados hipocampo e CPF dos animais, 24 horas apdés a Ultima
administracdo das drogas. Essas estruturas foram, entdo, devidamente
acondicionadas e estocadas a -80°C. Os tecidos foram homogeneizados em tampao
para extracdo de citocinas contendo inibidores de proteases (NaCl 0,4M, Tween20
0,05%, BSA 0,5%, PMSF 0,1 mM, cloreto de benzet6nio 0,1 mM, EDTA 10mM e
aprotinina 20KI (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ap6s a maceracdo do tecido
utilizando o Ultraturax em tampéo de extracdo de citocinas (800uL para o CPF e
500uL para o hipocampo), os homogenatos foram centrifugados (10000rpm a 4°C
por 10 minutos) e o sobrenadante coletado e armazenado em freezer -80°C até o

momento do ensaio.

As amostras foram entdo foram descongeladas para avaliagdo dos niveis de
citocinas (IL-1B, TNF-o, IFN-gama, IL-4 e IL-10) e fator neurotréfico BDNF pelo

ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche, utilizando-se kits R&D Systems.

Brevemente, a cada poco da placa de ELISA foram adicionados 100 pL de solucéo
contendo anticorpo monoclonal contra a citocina ou proteina de interesse diluidos
em solucdo de PBS (anticorpo de captura). As placas foram incubadas por, pelo
menos, 12 horas a 4° C. Os anticorpos ndo aderidos nas placas foram descartados
por inversdo e lavagem em PBS—Tween 0,1%. Em seguida, bloqueou-se as placas
com uma solucéo contendo albumina de soro bovino (BSA) 1%, durante 2 horas a
temperatura ambiente (200 pL/pocgo). Apds nova lavagem das placas (PBS—Tween
0,1%), em cada poco foi adicionado 50 pL da amostra ou 100 pl da proteina padréo.
As placas foram novamente incubadas por pelo menos 12 horas a 4°C e em seguida

lavadas (PBS-Tween 0,1%). Apés a lavagem, incubou-se as placas com anticorpos
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conjugados com biotina e diluidos em BSA 0,1%, por duas horas a temperatura

ambiente.

Em seguida, apos nova lavagem (PBS—Tween 0,1%), acrescentou-se 100 pL/poco
de estreptavidina conjugada com peroxidase as placas, que foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, apds nova lavagem (PBS-Tween
0,1%), adicionou-se o cromoégeno J-fenileno-diamina (OPD) as placas, na auséncia
de luz. A reacao foi interrompida com solucdo contendo acido sulfarico 1M. A leitura
da intensidade da reacgéao foi realizada em espectrofotdmetro de placa no A de 490
nM utilizando o software SOFTmax Pro — versao 2.2.1.

As proteinas totais das amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) e o resultado expresso em pg de citocinas/mg de proteinas. Todo o
procedimento e andlise foram realizados no Laboratério Interdisciplinar de
Investigacdo Médica LIIM- Faculdade de Medicina/UFMG.

3.7 Tarefa de reconhecimento de objetos

O paradigma experimental utilizado neste estudo foi o teste de reconhecimento de
novos objetos (TRO) seguindo o modelo adaptado de (ENNACEUR; DELACOUR,
1988). A caixa foi confeccionada em acrilico transparente, nas medidas de
600mmX600mmX450mm, recoberta com papel branco nas laterais e preenchida

com maravalha (Fig. 6).

Esse teste € muito utilizado para avaliar a capacidade de memorizar e reconhecer
objetos novos. No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o dia
da habituacdo, o animal foi colocado na caixa, sem nenhum objeto, para que se

habituasse ao ambiente, por 10 minutos.

Apds 24 horas, na sessao treino, o animal foi recolocado na caixa, com dois objetos
exatamente iguais (Al e Al), equidistantes na caixa, a 15 cm das paredes laterais, e
deixado por 5 minutos para que explorasse o ambiente livremente. O tempo de
exploracdo de cada objeto foi registrado no programa Any-maze, para posterior

analise através do indice de reconhecimento.
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No mesmo dia 1,5 horas apds a sessédo treino, foi avaliada a memdria de curta
duracéo (STM), onde o animal foi recolocado na caixa, com dois objetos Al e B1, de
material semelhante (plastico), porém de formas diferentes, e deixado por um tempo

de 5 minutos para explorar o ambiente.

Para testar a memoria de longa duracao (LTM) o animal foi recolocado na caixa, 24
horas ap0s a sessao treino, com dois objetos (Al e C1), e o animal teve 5 minutos

para explorar o novo ambiente (IZQUIERDO et al., 1998).

Neste protocolo a habituacao foi realizada no ultimo dia de administracdo de drogas,
porém no horério da manha (as administracdes de drogas sempre eram realizadas
no periodo da tarde). A sessdao treino (pré-teste) e a avaliacdo da memoaria de curto
prazo foram realizadas 24 h apdés a ultima administracédo de drogas, e a avaliacdo da

memoria de longo prazo 48 h apds a ultima administracdo de drogas.
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Figura 6 — Demonstracao da aplicacdo do pré-teste em que os objetos eram semelhantes
descritos na figura como Al; (B) demonstracéo da aplicagédo do teste de Memoéria de Curto
prazo, em que Al aparece como objeto conhecido e Bl como objeto novo; (C)
demonstracéo da aplicagcdo do teste de Memoria de Longo prazo, em que Al representa o
objeto conhecido e C1 o segundo objeto novo. Todas as demonstragdes em questao tiveram

duracédo de 300 segundos de exposicdo e monitoramento.
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3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados pela média £ e.p.m. Para a andlise da concentracao
de alcool no sangue foi utilizado o teste t de Student. Para as analises de inducéo de
estresse oxidativo, niveis de BDNF, de citocinas e da tarefa de reconhecimento de
objetos foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias seguida de post-hoc

LSD. Paratodas as analises foi empregado um nivel de significancia para P < 0,05.

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa SPSS 17.0 e para as
representacdes graficas foi utilizado o programa GraphPad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Concentracdo de alcool no sangue

Na determinacdo da concentracdo sanguinea de alcool foi encontrada uma diferenca
significante entre as doses 3g/kg e 6g/kg [T(8) = 3,378, p = 0,0048] (Fig. 7).

401
3 3g/kg
*%
—_ O 6g/k
3, 301 1 9/kg
=2
8
g 204
[}
© — —
o
L 10-
<
0 T T
3g/kg 6g/kg

Figura 7 — Comparacéo do teor alcodlico no sangue dos animais apés uma unica exposicao
as doses de 3g/kg (n = 5) e 6g/kg (n = 5). Considerar (**) P < 0,01.

4.2 Determinacédo do estresse oxidativo pelo ensaio do dihidroetideo (DHE)

Para a andlise do estresse oxidativo pela técnica do DHE os resultados
apresentaram diferencas estatisticamente significantes para o modelo de binge
agudo de alcool entre os grupos (tratados ou ndo com o URB) [F (1,29) = 9,187, p =
0,005], e essa diferenca foi observada nas doses de alcool 3g/kg, p = 0,013 e alcool
6g/kg, p = 0,002. Foi observada também uma diferenca intragrupo (entre as doses
de alcool) [F (2,29) = 3,411, p = 0,047] e entre o veiculo e &lcool 3g/kg, p = 0,003 e
entre as doses veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,001. O estudo ainda demonstrou uma
interacdo entre as drogas URB597 e alcool [F (2,29) = 4,825, p = 0,016] (Fig. 8 € 9).
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Figura 8 — Comparacao do estresse oxidativo pela técnica do DHE entre os grupos Binge
Agudo e URB597+ Binge Agudo. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

VEI +AD VEI +3g/kg VEI +6g/kg
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Figura 9 — Comparacgéo entre os grupos Binge Agudo (A) e Binge Agudo + URB597 (B)
utiizando DHE para a expressdo de EROs em secc¢des longitudinais de tecido cerebral
(CPF), magnificagdo em 10x.

A
B

Ja para o tratamento com alcool em binge cronico houve uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (tratados ou néo tratados com URB597)
[F (1,29) = 5,247, p = 0,029], e essa diferenca foi observada na dose de alcool 6g/kg
p = 0,000004. Ha também uma diferenca estatisticamente significante intragrupo
(para o grupo Binge Cronico) [F (2,29) = 4,403, p = 0,021}, observada entre as doses
veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,012 e alcool 3g/kg e alcool 6 g/kg, p = 0,018. O estudo
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ainda demonstrou uma interacao entre as drogas URB e alcool [F (2,29) = 9,616, p =
0,001]. Ver Fig.10 e 11.
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Figura 10 — Comparacéao do estresse oxidativo pela técnica do DHE entre os grupos Binge
Crbnico e URB597 + Binge Cronico. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

VEI + DW VEI + 3g/kg VEI + 6g/kg
URB + AD URB + 3g/kg URB + 6g/kg

Figura 11 — Comparacéo entre os grupos Binge Crénico (A) e Binge Crbnico + URB597 (B)
utiizando DHE para a expressdo de ROS em seccdes longitudinais de tecido cerebral
(CPF), magnificacdo em 10x.

A
B

4.3 Quantificagdo do BDNF e citocinas

N&ao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de BDNF entre os grupos
Binge Agudo e URB597 + Binge Agudo no CPF (Fig. 12) e hipocampo (Fig. 13).
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Figura 12 — Comparacao dos niveis de BDNF no CPF entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo. N&o foram encontradas diferencas significantes.
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Figura 13 — Comparacao dos niveis de BDNF no hipocampo entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.

Por outro lado, quando comparados os grupos cronicos no CPF (Binge Crbnico e
URB597 + Binge Cronico) existe diferenca entre grupos [F (1,27) = 31,289, p =
0,000006] nas doses de alcool 3g/kg, p = 0,000029 e alcool 6g/kg, p = 0,0002. Existe
também uma diferenca intragrupo (Binge Croénico) [F (2,27) = 4,905, p = 0,015] entre
as doses veiculo e alcool 3g/kg, p = 0,00019 e entre as doses veiculo e alcool 6g/kg,
p = 0,00038. O estudo ainda demonstrou uma interacdo entre as drogas URB597 e

alcool [F (2,27) = 7,785, p = 0,0021] (Fig. 14).
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Figura 14 — Comparacdo dos niveis de BDNF no CPF entre os grupos Binge Cronico e

URB597 + Binge Crbnico. Considerar (***) p < 0,001.

Efeito semelhante foi encontrado para o hipocampo ha comparacao entre 0S grupos
Binge Cronico e URB597 + Binge Cronico. Existe diferenca entre os grupos [F (1,27)
= 15,337, p = 0,001] nas doses alcool 3g/kg, p = 0,002 e alcool 6g/kg, p = 0,0055. H&
também a diferenca intra grupo (Binge Crbnico) entre as doses veiculo e alcool
3g/kg, p = 0,045 e entre as doses veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,014. Ha ainda uma
interacdo entre as drogas URB e alcool [F (2,27) = 3,476, p = 0,045] (Fig. 15).
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Figura 15 — Comparacéao dos niveis de BDNF no hipocampo entre os grupos Binge Crbnico

e URB597 + Binge Crénico. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.
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Os resultados do marcador celular IFN-y ndo demonstraram diferenca entre os
grupos tratados ou ndo com URB597 no modelo de binge agudo [F (1,30) = 2,649, p
= 0,114]. H& diferenca estatistica dentro do grupo URB 597 + Binge Agudo [F (2,30)
= 6,106, p = 0,006] entre as doses veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,003 e alcool 3g/kg e
6g/kg, p = 0,0001. H& ainda uma interacdo entre as drogas URB597 e &lcool [F

(2,30) = 4,530, p = 0,019] (Fig. 16).
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Figura 16 — Comparagdo dos niveis de IFN-y no CPF entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo. Considerar (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Para o hipocampo, quando comparados os tratamentos no modelo de Binge agudo,
ocorre diferenca estatisticamente significante [F (1,30) = 5,997, p = 0,020] na dose
alcool 6g/kg, p = 0,021 (Fig. 17).
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Figura 17 — Comparacgéo dos niveis de IFN-y no hipocampo entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo. Considerar (*) p < 0,05.
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Ja na comparacédo do grupo do alcool em binge crénico foi observada significancia
estatistica entre os grupos no CPF [F (1,27) = 45,791, p = 0,00000028] nas doses
alcool 3g/kg, p = 0,0000082 e alcool 6g/kg, p = 0,00000023. Ha também uma
diferenca intragrupo (URB597 + Binge Cronico) [F (2,27) = 13,563, p = 0,000083]
entre as doses veiculo e &lcool 3g/kg, p = 0,0000047 e entre as doses veiculo e
alcool 6g/kg, p = 0,00000034. Ha ainda uma interacdo entre as substancias URB597
e alcool [F (2,27) = 18,513, p = 0,0000089] (Fig. 18).
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Figura 18 — Comparagdo dos niveis de IFN-y no CPF entre os grupos Binge Cronico e

URB597 + Binge Crénico. Considerar (***) p < 0,001.

No hipocampo também houve diferenca entre os grupos [F (1,27) = 28,194, p =
0,00013] nas doses alcool 3g/kg, p = 0,003 e 6g/kg, p = 0,000014. Ocorre também
diferencas intragrupo, no grupo Binge Cronico [F (2,27) = 7,323, p = 0,003] entre as
doses veiculo e alcool 3g/kg, p = 0,004 e veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,0000016. Ha
ainda uma interacdo entre as drogas URB e alcool [F (2,27) = 6,246, p = 0,006] (Fig.

19).
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Figura 19 — Comparacéo dos niveis de IFN-y no hipocampo entre os grupos Binge Cronico e
URB597 + Binge Cronico. Considerar (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Nas dosagens de TNF-a ndo foram encontradas diferengas entre os grupos Binge

Agudo e URB597 + Binge Agudo no CPF e hipocampo (Fig. 20 e 21).
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Figura 20 — Comparacao dos niveis de TNF-a no CPF entre os grupos Binge Agudo e
URB597 + Binge Agudo.
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Figura 21 — Comparacéao dos niveis de TNF-a no hipocampo entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo.

De forma diferente, foi encontrada significancia entre os grupos Binge Croénico e
URB597 + Binge Crbnico no CPF [F (1,27) = 49,514, p = 00000014] nas doses
alcool 3g/kg, p = 0,0000067 e alcool 6g/kg, p = 0,0000021. Também foram
encontradas diferencas dentro do grupo Binge Cronico para as doses de alcool [F
(2,27) = 11,956, p = 0,00019] entre as doses veiculo e alcool 3g/kg, p = ,000022 e

entre as doses veiculo e alcool 6g/kg, p = ,000001. Houve ainda uma interacdo entre

0 URB597 e alcool [F (2,27) = 10,939, p = 0,00033] (Fig. 22).
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Figura 22 — Comparagdo dos niveis de TNF-a no CPF entre os grupos Binge Cronico e

URB597 +Binge Cronico. Considerar (***) p < 0,001.
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No hipocampo também foi encontrada uma significancia estatistica entre os grupos
do tratamento cronico [F (1,24) = 28,461, p = 0,000017] nas doses 3g/kg, p = 0,0001
e 6g/kg, p = 0,00005. Houve também significancia estatistica entre as doses do
grupo Binge Crobnico [F (2,24) = 7,707, p = 0,002] entre as doses veiculo e alcool
3g/kg, p = 0,00009 e entre veiculo e 6g/kg, p = 0,00002. H4 ainda uma interacao
entre as drogas URB e alcool [F (2,24) = 10,484, p = 0,00053] (Fig. 23).
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Figura 23 — Comparagédo dos niveis de TNF-a no hipocampo entre os grupos Binge Cronico

e URB597 + Binge Crbnico. Considerar (***) p < 0,001.

Para as dosagens de IL-4 ndo foram encontradas diferengas entre os tratamentos
Binge Agudo e URB597 + Binge Agudo no CPF e Hipocampo (Fig. 24 e 25).
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Figura 24 — Comparacéao dos niveis de IL-4 no CPF entre os grupos Binge Agudo e URB597

+ Binge Agudo.
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Figura 25 — Comparacao dos niveis de IL-4 no hipocampo entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo.

No entanto, no tratamento cronico foi observada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos na regido do CPF [F (1,27) = 9,910, p = 0,004] nas
doses de alcool 3g/kg, p = 0,002 e alcool 6g/kg, p = 0,014. Ha ainda uma interacdo
entre as drogas URB e alcool [F (2,24) = 10,484, p = 0,00053] (Fig. 26).
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Figura 26 — Comparacdo dos niveis de IL-4 no CPF entre os grupos Binge Cronico e

URB597 + Binge Crénico. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.

No hipocampo ndo houve diferenca entre os grupos Binge Crbnico e URB597 +

Binge Cronico (Fig. 27).
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Figura 27 — Comparacéo dos niveis de IL-4 no hipocampo entre os grupos Binge Crdnico e

URB597 + Binge Crénico.

A outra interleucina de resposta Th2, IL-10, também néo apresentou alteracdes em
seus niveis na comparacao entre os grupos Binge Agudo e URB597 + Binge Agudo
na regido do CPF, mas apresentou alteracdo de sua resposta dentro do grupo
URB597 + Binge Agudo [F (2,30) = 7,605, p = 0,002] entre as doses veiculo e alcool
6g/kg, p =0,002 e entre as doses alcool 3g/kg e 6g/kg, p = 0,00003 (Fig. 28).
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Figura 28 — Comparacdo da dosagem de IL-10 no CPF entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo. Considerar (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

No hipocampo o perfil da IL-10 também nao foi alterado nos modelos de Binge

Agudo e URB597 + Binge Agudo + (Fig. 29).
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Figura 29 — Comparacéo dos niveis de IL-10 no hipocampo entre os grupos Binge Agudo e

URB597 + Binge Agudo.

De forma diferente, foi encontrada significAncia entre os grupos Binge Cronico
URB597 + e Binge Crbnico no CPF [F (1,27) =64,604, p = 0,00000001] nas doses
alcool 3g/kg, p = 0,000000017; alcool 6g/kg, p = 0,00015. Existe também diferenca
estatistica intragrupo (Binge Crénico) [F (2,27) = 5,602, p = 0,009] entre as doses
veiculo e alcool 3g/kg, p = 0,000005; veiculo e alcool 6g/kg, p = 0,02; alcool 3g/kg e
alcool 6g/kg, p = 0,002. Ha ainda uma interacao entre as drogas URB597 e alcool [F

(2,27) = 12,742, p = 0,00012] (Fig. 30).
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Figura 30 — Comparacédo dos niveis de IL-10 no CPF entre os grupos Binge Cronico e

URB597 + Binge Crénico. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.
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No hipocampo o perfil da IL-10 ndo foi alterado nos modelos de Binge Cronico e

URB597 + Binge Cronico, da mesma forma que o tratamento agudo (Fig. 31).
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Figura 31 — Comparacéo dos niveis de IL-10 no hipocampo entre os grupos Binge Cronico e

URB597 +Binge Crbnico.

4.4 TRO

Na avaliacdo da memoria de reconhecimento de novos objetos ndo foi encontrada
diferenca estatistica na memaria de curto prazo (STM), no modelo de binge agudo
de élcool, tanto no grupo Binge Agudo, quanto no grupo URB597 + Binge Agudo
(Fig. 32).
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Figura 32 — Comparacao da memoria de curto prazo (STM) no teste de reconhecimento de

objetos (TRO) entre os grupos Binge Agudo e URB597 + Binge Agudo.
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Ja para a memoria de longo prazo (LTM) foi observada diferenca estatistica na
comparacao dos grupos Binge Agudo e URB597 + Binge Agudo [F (1,29) = 5,315, p
= 0,028] na dose alcool 3g/kg, p = 0,002 e uma tendéncia a diferenca na dose 6g/kg,
p = 0,094. Houve, também, diferenca intragrupo [F (2,29) = 0,03] no grupo Binge
Agudo entre as doses veiculo e alcool 3g/kg, p = 0,02; entre as doses veiculo e
alcool 6g/kg, p = 0,004 e também houve uma diferenca no grupo URB597 + Binge
Agudo entre as doses alcool 3g/kg e alcool 6g/kg, p = 0,03. Houve ainda uma
interacdo entre as drogas URB e &lcool [F (2,29) = 4,475, p = 0,02] (Fig. 33).
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Figura 33 — Comparacédo da memoria de longo prazo no TRO entre 0s grupos Binge Agudo
e URB597 + Binge Agudo. Considerar (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.

O modelo de binge crénico também ndo apresentou diferencas entre 0s grupos
Binge Cronico e URB597 + Binge Cronico para a avaliacdo das memorias de curto
prazo (STM) e longo prazo (LTM) do TRO. Apresentou-se apenas diferenca
intragrupo para a memoria de longo prazo nas doses de alcool do grupo Binge
Cronico [F (2,29) = 4,206, p = 0,025] entre as doses veiculo alcool 6g/kg, p = 0,024
(Fig. 34 e 35).



60

©
g

-o- Binge Cronico
-& URB597 + Binge Cronico

a o =
T 2 92

% Tempo objeto novo
D
o

W
o

Veiculo 3g/Kg 69/Kg

Figura 34 — Comparacgdo da memoéria de curto prazo (STM) no TRO entre os grupos Binge

Cronico e URB597 + Binge Cronico.
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Figura 35 — Comparagédo da memoria de longo prazo no TRO entre os grupos Binge Cronico
e URB597 + Binge Cronico. Considerar (*) p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que o consumo de alcool em
binge agudo (doses de 3 e 6 g/kg) e crbnico (dose de 6 g/kg) aumentou a producao
de anion superéxido, um indicador de estresse oxidativo, no CPF de ratos
adolescentes. O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio normal entre eventos
oxidativos e mecanismos antioxidantes enddgenos é desregulado (CHEN; BUCK,
2000). Os resultados deste estudo estdo de acordo com outros na literatura
(MANSOURI et al., 2001b; SCOLARO et al., 2012) que demonstram aumento do
estresse oxidativo em modelos de binge agudo e crénico. A importante novidade
neste estudo foi que o estresse oxidativo causado pelo alcool foi significativamente
reduzido pelo URB597, um inibidor da FAAH, na dose de 0,3 mg/kg.

A inducéo de estresse oxidativo no CPF causado pela administracdo de alcool numa
dose diaria alta ao longo de trés dias (binge agudo) foi provavelmente devido a sua
acao direta sobre a producdo de espécies reativas (WARD, 1989). Além disso, o
processo de metabolismo do etanol em si pode ter aumentado a atividade da
CYP2EL, gerando EROs (DAS; VASUDEVAN, 2007; HAORAH et al., 2008), que sé&o

altamente neurotoxicas.

Estresse oxidativo também foi observado no CPF de ratos adolescentes apos
exposicao cronica (trés dias por semana ao longo de quatro semanas), mas apenas
na dose mais alta do etanol (6 g/kg) utilizada neste estudo. Devido os desafios
repetidos com altas doses de etanol, mudancas fisiologicas podem ter ocorrido no
cérebro em resposta a sucessivas administracdes do etanol, o que poderia explicar
a auséncia de estresse oxidativo na menor dose de etanol utlizada (3 g/kg). Esse
efeito sugere que o estresse oxidativo observado apds repetidas exposicfes da
maior dose do etanol (6 g/kg) pode envolver diferentes mecanismos daqueles
observados para os efeitos do binge agudo. De fato, o efeito crénico e prolongado
pode envolver, além da sustentacdo da sua acao direta e producédo de metabolitos
toxicos que continuam a induzir estresse oxidativo, & geracdo de uma resposta
inflamatdria, com producéo de citocinas pré-inflamatoérias e ativacdo de COX-2, que
contribuem para o aumento do dano pela producéo de espécies reativas (BLANCO
et al., 2004, 2005; VALLES et al., 2004).
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Os resultados deste estudo demonstram que o URB597 impediu a inducdo de
estresse oxidativo causado pelo consumo de alcool em binge agudo e crénico no
CPF de ratos adolescentes. A inibicdo da FAAH aumenta as concentracfes do
endocanabindide anandamida em todo o cérebro (CIPPITELLI et al., 2008; FEGLEY
et al., 2005). Aumentos nas concentracdes de endocanabindides no SNC tém
demonstrado efeitos neuroprotetores por inibir o estresse oxidativo. Esse efeito é
mediado pela ativacdo de receptores do tipo CB1 (BIEGON, 2004; KIM et al., 2005),
CB2 (KLEGERIS; BISSONNETTE; MCGEER, 2003), e receptores ndo-canabindides
(MACCARRONE, 2000).

Outro ponto a se destacar € que alguns canabindides classicos sdo capazes de
diminuir o estresse oxidativo pois sdo compostos antioxidantes potentes contra
EROs durante o metabolismo isquémico ou em varias patologias cerebrais crénicas,
nas quais o estresse oxidativo representa um evento critico na sua patogénese
(MARSICANO et al., 2002). Endocanabindides, como a Anandamida e o 2-AG sédo
sintetizados e liberados sob demanda, em resposta a diferentes estimulos (MARCO
et al., 2009; PIOMELLI, 2003), e estdo envolvidos em uma variedade de eventos
fisiologicos, farmacoldgicos e patoldgicos (XU; CHEN, 2014), incluindo uma série de
eventos relacionados a plasticidade sinaptica (EDWARDS et al., 2008). Portanto,
qgualquer evento que possa aumentar a atividade endocanabindéide no cérebro, como
através da inibicdo seletiva da FAAH, e conseqlentemente aumentos na
concentragdo de Anandamida constituem um alvo importante de distarbios
neuropsiquiatricos, (CENTONZE et al., 2007; SCHERMA et al., 2008), e como 0s
resultados deste estudo sugerem, para o abuso e dependéncia de alcool, como uma

estratégia de reducéo de danos ao SNC.

Na dosagem das interleucinas pro-inflamatoérias os resultados foram inconclusivos
para a IL-13 devido a perda de amostras durante as dosagens. Em compensacgao
para as dosagens de IFN-y e TNFa, os outros dois marcadores pré-inflamatérios,
pbde se observar que no grupo binge agudo a exposi¢cdo ao etanol por trés dias
consecutivos ndo alterou os niveis desses marcadores. Tais resultados sao
condizentes dados que demonstram que n&do ocorre uma alteracdo no perfil das
citocinas pro-inflamatorias apos administracdo aguda de etanol. De acordo com
estudos recentes, o etanol suprime a resposta do toll like receptor 3 no uso agudo do
etanol (TLR3) (PRUETT et al.,, 2004) e toll like receptor 4 (TLR4) (DAI; ZHANG;
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PRUETT, 2005) em mondcitos e macrofagos in vitro, diminuindo a sintese e a
liberacdo de numerosas citocinas (GORAL; CHOUDHRY; KOVACS, 2004).

Os TLRs sao responsaveis pelo reconhecimento de padrées de variadas moléculas
derivadas de microrganismos e pelo estimulo as respostas imunes inatas (SZABO
et al., 2007). Se tal reconhecimento ocorrer, uma sequéncia de sinalizacbes é
executada e alguns genes, que codificam uma série de proteinas, dentre estas,
citocinas inflamatérias, como o TNFa e as IL1 e IL2 sdo expressos (BLANCO;
ASTROGLIALES, 2006). A via de sinalizacdo do TLR4 resulta na ativagdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) que sinaliza a transcrigdo de varios genes proé-inflamatorios
(BLANCO; ASTROGLIALES, 2006).

De forma contraria, o consumo crénico de etanol esta associado a um aumento dos
niveis séricos de citocinas pré-inflamatoérias (MCCLAIN et al., 1999; VALLES et al.,
2003) e também ao aumento das citocinas pré-inflamatérias em células gliais pela
ativacdo de TLR4 (ALFONSO-LOECHES et al., 2010; BLANCO et al., 2005;
FERNANDEZ-LIZARBE; PASCUAL; GUERRI, 2009). Alguns estudos ja& demonstram
que consumo intermitente de alcool em altas doses é capaz de ativar a via do TLR e
aumentar a liberacdo de marcadores proé-inflamatérios no CPF de ratos
adolescentes (PASCUAL et al., 2014; VETRENO; CREWS, 2012), acarretando em
disfuncdes cognitivas. Dessa forma, a regulacdo da resposta imune pelo etanol é
complexa e dependente da dose, duragéo do tratamento, assim como do tipo celular
investigado (CREWS et al., 2006).

A exposicdo prévia ao URB597 conseguiu diminuir os niveis de IFN-y no CPF e
hipocampo de ratos na dose de 6g/kg no tratamento agudo, e nas doses 3g/kg e
6g/kg no tratamento crénico nas regides do CPF e hipocampo. Assim, o0 aumento da
oferta de anandamida foi capaz de reduzir a inflamacao possivelmente por efeitos
locais nas células da glia, exercido tanto pela reducdo da liberacdo de fatores
citotoxicos como pelo aumento de producdo de moléculas pro-sobrevivéncia. Os
dados desse estudo sao condizentes com a ideia que o sistema de sinalizagdo
endocanabindide desempenha um papel crucial nas células da glia tanto em
individuos normais como em condi¢cdes patoldégicas (GRUNDY; RABUFFETTI,
BELTRAMO, 2001; WALTER; STELLA, 2004).
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A ativacdo CB1 modula a producgdo de citocinas inflamatorias, principalmente IL-1,
TNFa, IL-6 e IL-12, que exercem papel importante em condicbes de
neurodegeneracdo como no caso da isquemia cerebral (GRUNDY; RABUFFETTI,
BELTRAMO, 2001). De interesse particular € o efeito inibidor dos agonistas
canabindides na producdo de TNF-a, por ser este fator de grande relevancia para a
fisiopatologia do dano cerebral. Esses efeitos inibitérios podem ser exercidos pelo
impedimento da ativacdo do NF-kB, que esta envolvido na inducdo da expressao
genética das citocinas (KLEIN et al., 2000).

A ativagdo CB2 também auxilia na agdo anti-inflamatoria. Esse efeito € de grande
interesse, uma vez que este subtipo de receptor ndo esta envolvido nos efeitos
psicotropicos dos canabindides. Trabalhos recentes indicam que os receptores CB2
atuam em alguns processos-chave (ex. proliferacdo de células da microglia e
migracdo em locais de lesdes neuroinflamatorias) envolvidos nas fases iniciais da
ativacdo da microglia em resposta a infeccdo, inflamacdo ou dano tecidual
(CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). Desta forma, parece bem demonstrado que a
microglia, astrocitos e oligodendroécitos respondem aos agonistas dos canabindides,
de tal forma que os efeitos benéficos desses compostos na
neuroinflamacéo/neurodegeneracao pode estar relacionado a alguns dos seguintes
acontecimentos: inibicdo da producao de mediadores pro-inflamatorios; potenciacao
da producédo de fatores anti-inflamatérios; inibicdo do recrutamento da micréglia e
potenciacdo da sobrevivéncia de astrécitos e oligodendrécitos (ver revisdo de
CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009).

Outro provavel mecanismo de inibicdo da resposta inflamatéria dependente de
receptores CB envolve a ativacdo de receptores ativados por proliferadores de
peroxissomas (PPAR), importantes na regulacdo do metabolismo, proliferacéo
celular, apoptose e atividade anti-inflamatéria (STAHEL et al., 2008). A ativacdo do
PPAR inibe a transcricdo de genes pro-inflamatorios, principalmente ao impedir o
fator central de transcricdo inflamatoria, o NF-kB, que dispara toda a castata de
mediadores proé-inflamatérios (LIU et al., 2003; ROCKWELL; KAMINSKI, 2004;
ROCKWELL et al., 2006; SUN et al., 2006).

Poucos estudos associam uso do alcool e citocinas de resposta Th2 como IL-4 e IL-
10. Num estudo em humanos que ingeriram uma Unica dose de alcool de 1,5 g/kg os

resultados demonstraram que ndo houve alteracdo nos niveis plasmaticos de IL4 e
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aumento dos niveis de IL-10 (KIM et al., 2003). Outros estudos demonstraram um
aumento nos niveis de IL-10 em células dendriticas do bago e figado (LAU; ABE;
THOMSON, 2006), aumento de IL-10 em mondcitos num tratamento agudo com
alcool (MANDREKAR et al., 1996) e nao alteracao dos niveis de IL-4 plasmaticos, de
vérias regides cerebrais e do tecido hepatico apdés quatro dias de tratamento com o
alcool (ZAHR et al., 2010).

Os resultados apresentados no presente estudo estdo parcialmente de acordo com
0s obtidos na literatura, pois de uma forma geral o &lcool ndo alterou os niveis de IL-
4 e IL-10 no tratamento binge agudo tanto no CPF quanto no hipocampo. Por outro
lado, o tratamento com alcool em binge crénico promoveu aumento de IL-4 e IL-10

apenas no CPF.

O aumento de IL-10 no tratamento cronico pode ter ocorrido em resposta ao
aumento dos niveis de TNF-a e IFN-y, uma vez que um dos papéis principais de IL-
10 é a inibicio desses mediadores pro-inflamatérios (VARELLA; FORTE, 2001). E
importante ressaltar que em todos o0s estudos o padrdo de tratamento
(agudo/cronico) e as doses foram diferentes, o que pode levar também a resultados
e interpretacdes diferentes e ainda deve ser levado em consideracdo que o padrao

de consumo em binge é um fator que pode ser relevante nos resultados.

A administragcdo prévia do inibidor da FAAH URB597 néo interferiu na resposta do
padrdo das interleucinas IL-4 e IL-10 no tratamento agudo. De forma contraria, no
tratamento em binge cronico foi capaz de reverter o aumento de IL-4 e IL-10,
provavelmente pelo fato dessa droga inibir os processos inflamatérios e de estresse
oxidativo causados pelo alcool, ndo sendo mais necesséria a liberacao de fatores

anti-inflamatérios que ocorre apoés a alta dos fatores pro-inflamatérios.

A exposicdo ao alcool pode interferir nos niveis de BDNF de diferentes maneiras,
sendo dependente da dose de etanol, o tempo de exposicdo e a regido do cérebro
investigada (RAIVIO et al., 2012). No presente estudo o consumo de alcool em binge
afetou os niveis de BDNF apenas no tratamento em binge crénico, tanto no CPF
quanto no hipocampo, com aumento dos niveis dessa neurotrofina. Dados na
literatura corroboram com os achados desse estudo (MILLER; MOONEY, 2004;
MILLER, 2004). Outro estudo revelou aumento da producdo de mRNA do BDNF em
regides como hipocampo e hipotdlamo (TAPIA-ARANCIBIA et al., 2001); além do
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mais BDNF e seu receptor TrkB sofrem regulacdo positiva em processos
inflamatorios (LIN et al., 2011) na tentativa de proteger o tecido lesado.

Em contrapartida, alguns grupos de pesquisadores apontam uma diminuicdo dos
niveis de BDNF ap0s o uso do alcool em diferentes regides cerebrais (ZHANG et al.,
2000) ou entdo que o uso de alcool ndo provoca alteracdes na liberagdo de BDNF
(ver revisdo de DAVIS, 2008).

O BDNF desempenha papel efetivo como regulador de vérias fungbes importantes
como aprendizagem e memoria, depressdo e estresse (BRAMHAM; MESSAOUDI,
2005; DUMAN, 2004; NESTLER et al., 2002; POO, 2001; SHIRAYAMA et al., 2002).
Por isso, possui um papel de regulador da plasticidade sinaptica e ainda pode
contribuir com as mudancas neuroadaptativas causadas pelas drogas de abuso
(RAIVIO et al., 2012), sendo que alguns autores sugerem sua atuacao na adicdo de
drogas (GHITZA et al.,, 2010) por aumento da expressdo de BDNF no nucleo

accumbens ap0s exposicao ao etanol.

Dessa forma, a alteracdo causada pelo alcool nos niveis de BDNF - aumento em
curto e médio prazo e diminuicdo em alcoolistas crénicos (LOGRIP; JANAK; RON,
2009) - pode estar relacionado a uma resposta de protecao do tecido, podendo levar
a uma plasticidade sinaptica anormal que pode ocorrer em consumidores de alcool
(BERNIER; WHITAKER; MORIKAWA, 2011) e gera também o aumento de seu
consumo (LOGRIP; JANAK; RON, 2009), principalmente entre jovens e
adolescentes, interferindo no desenvolvimento de estruturas cerebrais e de funcdes
cognitivas (THOMPSON et al.,, 2004; WHITE, 2003). Em outras palavras, essa
plasticidade sinaptica anormal de regiées como o CPF e hipocampo causado pelo
aumento do BDNF através do consumo do alcool em binge, se torna importante em
relacdo ao comportamento de adicdo e prejuizos relacionados a memoéria e

aprendizagem de consumidores de alcool.

Algumas evidéncias demonstram uma interagdo entre a sinalizacdo dos receptores
CB e liberacdo de BDNF, principalmente mostrando que a ativacdo do sistema
canabindide esta relacionada ao aumento da expressdo de BDNF, mRNA do BDNF
ou de seu receptor TrkB em diferentes areas cerebrais (ASO et al., 2008; BEYER et
al., 2010; BUTOVSKY et al., 2005; D’'SOUZA et al., 2009).
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Tais resultados sé@o contrarios aos encontrados neste estudo, onde a administracédo
prévia do URB597 inibiu o aumento dos niveis de BDNF causado pelo consumo de
alcool no grupo crénico. Entretanto, um ponto importante a se destacar € que na
maioria dos estudos que relacionam o aumento da expressdao de BDNF pela
ativacdo da sinalizacdo endocanabinodide ocorreu em individuos sadios, sem
perturbacdo ou insultos que promovessem alteracbes na homeostase do tecido

cerebral.

De forma diferente, a administracdo de alcool em binge foi capaz de alterar a
expressdo do BDNF, além de induzir o estresse oxidativo e alterar o perfil das
citocinas no CPF e hipocampo dos ratos. E possivel que o aumento da liberagéo do
BDNF tenha sido em resposta ao aumento do estresse oxidativo e do processo
inflamatério gerado pelo consumo de alcool, e que o aumento dessa neurotrofina
tenha sido uma tentativa de proteger o tecido cerebral e aumentar a sobrevida
celular, papel desempenhado pelo BDNF durante processos inflamatorios ndo s6 no
cérebro (CHO et al., 1997; KERSCHENSTEINER et al., 1999), mas também em
tecidos periféricos (ODDIAH et al., 1998) e em doencas neurodegenerativas (FARIA
et al., 2014).

Pode-se entender entdo que a ativacdo do sistema endocanabindide possa inibir a
producdo de EROs e processos inflamatoérios, como ja discutido acima, e essa a¢ao
impecga a maior producdo da neurotrofina BDNF em resposta a lesdes no tecido
cerebral, mantendo seus valores préoximos do normal — ja que os valores retornam

para niveis bem préximos aos do grupo controle.

Para avaliacdo do prejuizo das funcdes cerebrais causado pelo consumo de alcool
em binge agudo e cronico foi utilizado um teste comportamental denominado tarefa
de reconhecimento de objetos (TRO). Essa ferramenta é muito Util para avaliacdo da
memoria do tipo episddica em animais. Descrita inicialmente por Tulving (1972) é
tida como um dos principais sistemas de memdrias neurocognitivas. E a “meméria
para eventos pessoalmente experimentados” (autobiografica) que prové informagdes

sobre o que, quando e onde ocorreu um evento especifico.

O TRO foi descrito inicialmente por (ENNACEUR; DELACOUR, 1988), baseado na
habilidade exploratéria natural de roedores expostos a um novo ambiente. A

diferenca na exploracdo entre um objeto previamente conhecido e um objeto novo é
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dada como um indice de desempenho da memadria (BERTAINA-ANGLADE et al.,
2006). Algumas de suas vantagens sao que a TRO oferece a possibilidade de obter
informacéao rapida, além de nao requerer exposi¢cdo a um estimulo aversivo e nem
restricdo hidrica ou alimentar (DERE; HUSTON; DE SOUZA SILVA, 2007).

Muitos estudos sugerem que a integridade funcional do lobo temporal, mais
especificamente da formacéo hipocampal, € essencial para codificar e armazenar
memorias de reconhecimento (CLARK; ZOLA; SQUIRE, 2000; ENNACEUR;
DELACOUR, 1988; KELLY; LAROCHE; DAVIS, 2003; LEE; EVERITT; THOMAS,
2004; LOGOTHETIS; SHEINBERG, 1996; RIESENHUBER; POGGIO, 2002).

Outros estudos também demonstram a importancia do CPF na participacdo da
memoéria de reconhecimento (AKIRAV; MAROUN, 2006), principalmente relacionado
com retardos de 24h (BARKER et al., 2007). Ainda, h& evidéncias que sugerem que
o CPF tem um papel importante na discriminacdo de objeto. Por exemplo, em
primatas ndo-humanos e ratos, lesdes no CPF prejudicam o desempenho em tarefas
de discriminacdo de familiaridade de objetos (BACHEVALIER; MISHKIN, 1986;
MEUNIER, 1997; RAGOZZINO; DETRICK; KESNER, 2002).

O consumo de alcool em binge foi capaz de prejudicar a memoria de
reconhecimento tanto no tratamento agudo (nas doses 3g/kg e 6g/kg), quanto no
tratamento cronico (dose de 6g/kg). Muitos estudos estdo de acordo com esses
achados demonstrando que o consumo de 4alcool prejudica a memoria de
reconhecimento de odores (SPINETTA et al., 2008), a memaria de reconhecimento
de objetos ap6s o consumo de alcool cronico (DELWING et al., 2009; GARCIA-
MORENO et al., 2002) e ap6s o consumo tipo binge (CIPPITELLI et al., 2010;
PASCUAL et al., 2007).

Um fato importante a ressaltar € que esse prejuizo so6 foi notado no retardo de 24h,
na memoéria de longo prazo. Tais resultados podem significar prejuizos na
consolidacdo dessa memdria, dependente de sintese de proteinas e plasticidade
sinaptica, causado pelo efeito deletério do &lcool no SNC. Corroborando essa
afirmacédo, alguns trabalhos demonstram que a consolidagdo da memoria de
reconhecimento de objetos é dependente da sintese de proteinas e transcricdo de
DNA na regido do hipocampo (MYSKIW et al., 2008; ROSSATO et al., 2007).
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Muitos dos efeitos prejudiciais causados pelo &lcool podem ser devido ao fato de o
cérebro adolescente estar em pleno desenvolvimento e por isSso passa por varias
alteracdes estruturais e funcionais para o0 amadurecimento dos processos cognitivos
(HILLER-STURMHOFEL; SWARTZWELDER, 2005; NIXON; MCCLAIN, 2010;
TOGA; THOMPSON; SOWELL, 2006). Pode-se entao considerar que durante a fase
de amadurecimento do cérebro o &lcool gera danos e que tais efeitos geralmente
sao irreversiveis (GUERRI, 2002). Dai pode-se esperar que o consumo de alcool
em binge durante a adolescéncia afete a maturacdo do cérebro, alteragbes na
plasticidade sinaptica, e leve a prejuizos ao longo da vida afetando fungdes
cognitivas como aprendizagem, memoéria e funcdes motoras (HILLER-
STURMHOFEL; SWARTZWELDER, 2005).

Tais prejuizos podem estar associados com 0s processos oxidativos e inflamatorios
desenvolvidos pelo consumo de alcool em binge, que causam lesdes hipocampais
(DE BELLIS et al.,, 2000; WHITE; SWARTZWELDER, 2005) e no cértex frontal
(CREWS et al., 2000).

A administracdo prévia do inibidor da FAAH URB597 néo foi capaz de reverter o
prejuizo na memoaria de reconhecimento causado pelo consumo de &lcool em binge,
exceto na dose de 3g/kg no tratamento agudo. Esse resultado ja era previsto, uma
vez gque a ativacdo do sistema endocanabindide pelo A°-THC esta relacionada a
prejuizos na memoéria em diversas tarefas (NAKAMURA et al., 1991; RODRIGUES;
CONTI; NAKAMURA-PALACIOS, 2011). Agonistas sintéticos também sdo capazes
de induzir prejuizos na memoéria (BARNA et al., 2007; HAMPSON; DEADWYLER,
1999; HAN et al., 2000; LICHTMAN; DIMEN; MARTIN, 1995). Em relacdo a memoria
de reconhecimento, agonistas canabindides impediram a formag&do da memdria para
tarefas de reconhecimento de objetos (CICCOCIOPPO et al., 2002; KOSIOREK et
al., 2003).

A partir de estudos com o antagonista SR141716A, seletivo para CB1, foi observada
uma reversao dos efeitos prejudiciais a memoéria causados pelo uso de agonistas
canabindides (BARNA et al.,, 2007; HAMPSON; DEADWYLER, 2000; LICHTMAN,
2000; MALLET; BENINGER, 1998).

Diante dos resultados obtidos, a inibicdo da FAH pelo URB597 promoveu um

aumento da disponibilidade de Anandamida que ira atuar nos dois receptores
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canabindides, que promovem sua acdo neuroprotetora principalmente através do
receptor CB2 pela inibicdo da ativagdo microglial e atua na inibicdo da consolidagao

da memoria através de receptores CBi.

Em relacdo a melhora da memdria de reconhecimento no grupo URB597 + Binge
agudo na dose de 3g/kg pode ser explicado pela diminuicdo de Anandamida
causada pelo uso agudo de alcool descrita no trabalho de Rubio et al. (2007). Este
estudo sustenta a ideia que a administracdo aguda de alcool diminui os niveis de
Anandamida. Assim, a administracdo prévia de URB597 preveniu essa queda dos
niveis de Anandamida, o0 que pode reverter o prejuizo da memoéria de
reconhecimento por restaurar 0os niveis normais desse endocanabindide no cérebro.
Porém esse resultado é contrario a maioria dos encontrados na literatura a respeito

da atuacgdo do sistema endocanabindide em relacdo & memoria.

Em sintese, os resultados deste estudo demonstram que o consumo de alcool em
binge agudo e crénico por ratos adolescentes produz efeitos neurotdxicos no CPF e
hipocampo, e que o tratamento prévio com o inibidor da FAAH URB597 bloqueou a
neurotoxicidade nessas areas cerebrais, envolvidas no abuso e dependéncia de

drogas, e em processos cognitivos.

E importante ressaltar que mais estudos sdo necessarios para avaliar de uma forma
mais especifica o estresse oxidativo no CPF, uma vez que a técnica histolégica
usando o DHE proporciona uma medida indireta e semi-quantitativa da producéo de
EROs. Associado a este fato, o CPF nédo possui estruturas que o delimitam, o que

pode gerar erros na demarcacao da zona a ser avaliada.

Outro ponto importante que pode ser ressaltado é que em estudos futuros é
necessario a avaliacdo e comparacdo do desempenho de agonistas seletivos para
CB1 e CB2 e se os efeitos apresentados séo revertidos com o uso de antagonistas
canabindides, ja que alguns dos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios estéo
associados em alguns casos a CB1 e outros a CB2. Mais estudos também sé&o
necessarios para confirmar por quais mecanismos a manipulacdo do sistema
endocanabindide pode exercer seu papel neuroprotetor. Dessa forma é necessario
gue seja investigado alguns do mecanismos proposto no estudo como a inibicéo da

ativacdo microglial e do PPAR pela ativagao dos receptores CB.
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Assim, sugere-se que o0 sistema endocanabindide esta envolvido no efeito
neuroprotetor sobre a neurotoxicidade causada pelo consumo de alcool em binge na

adolescéncia.

6 CONCLUSOES

e O consumo de etanol em binge agudo e crénico aumentou a producéao de
espécies reativas e consequentemente induziu estresse oxidativo no CPF de
ratos adolescentes. A administracdo prévia de URB597 reduziu o estresse
oxidativo causado pelo consumo de etanol em binge agudo e cronico em

ratos adolescentes.

e O consumo de etanol em binge crénico aumentou os niveis da neurotrofina

BDNF, e a administracdo prévia do URB597 reduziu os niveis da neurotrofina.

e O tratamento com alcool em binge cronico aumentou os niveis de IFN-y, TNF-
a no CPF e hipocampo, e IL-4 e IL-10 no CPF de ratos adolescentes. A
administragdo prévia de URB597 foi capaz de reverter o aumento da
expressao das citocinas causado pelo consumo de alcool no formato de binge

agudo e crbénico.
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e O consumo de é&lcool em binge agudo e crénico prejudicou a memoria de
reconhecimento de longo prazo (24 h) de ratos adolescentes, e a
administracdo prévia do URB597 foi bloqueou o prejuizo causado pelo

consumo de alcool em binge agudo apenas na dose de 3g/kg.
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