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RESUMO

EFEITOS DA EXPOSICAO CRONICA AO ETANOL DA ADOLESCENCIA A FASE
ADULTA EM RATOS SOBRE O PROCESSO MNEMONICO E NA DENSIDADE
CELULAR NO HIPOCAMPO

O sistema nervoso central é vulneravel a acao de inimeras substancias, dentre estas
se encontram as substancias psicoativas, tal como o alcool etilico ou etanol, que é
consumida pela humanidade ha bastante tempo e esta associado a uma gama de
problemas médico sociais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar as
alteracdes neurocomportamentais e teciduais decorrentes da exposi¢cdo ao etanol da
adolescéncia a fase adulta sobre o hipocampo. Para isto, foram avaliadas 30 ratas
Wistar, distribuidas em grupo controle e etanol, que ao completarem 35 dias de idade
(adolescéncia) receberam, por gavagem, etanol na dose de 6,5 g/Kg/dia até
completar 90 dias (fase adulta). Apds esse periodo, os animais foram submetidos aos
ensaios comportamentais do campo aberto, reconhecimento social e a esquiva
inibitéria e posteriormente perfundidos para avaliagdo tecidual através de
processamento histolégico por violeta de cresila. Foram coletadas e processadas
seccdes de 50 ym, as amostras foram submetidas a coloragao por violeta de cresila.
Os resultados demonstraram déficit nos parametros analisados nos ensaios
comportamentais, como comprometimento na deambulacdo natural do animal, no
percentual no nimero de quadrantes centrais e tempo na area central o que sugere
comportamento do tipo ansiogénico, aumento no numero de levantamentos
relacionado a atividade exploratéria dos animais. Observou-se comprometimento no
desenvolvimento de processos mnemdonicos com diminuigdo na retencdo de memoria
de curto e longo prazo, bem como na de reconhecimento social. Quanto ao
tratamento histoldgico foi observado diminuicdo na densidade celular nas regides CAl
e CA3 do hipocampo. Estes resultados indicam que a exposi¢ao cronica ao etanol da
adolescéncia a fase adulta perturba aspectos comportamentais relacionados ao

sistema limbico, no qual o hipocampo esta inserido.

Palavras- Chave: Etanol, comportamento, sistema limbico, hipocampo, memoria.



ABSTRACT

EFFECTS OF CHRONIC EXPOSURE TO ETHANOL FROM ADOLESCENCE TO
PHASE IN ADULT RATS ON THE PROCESS MNEMONIC AND DENSITY IN
MOBILE HIPPOCAMPUS

The central nervous system is vulnerable to the action of several substances including
these are psychoactive substances such as ethyl alcohol or ethanol, which is
consumed by mankind for a long time and is associated with a range of medical social
problems. Therefore, the objective of this study was to investigate the neurobehavioral
alterations and tissue from exposure to ethanol from adolescence to adulthood on the
hippocampus. For this, 30 Wistar rats were evaluated distributed into control and
ethanol, which upon reaching 35 days of age (adolescence) received by gavage
ethanol at a dose of 6.5 g/Kg/day for 90 days (adulthood ). After this period, the
animals were subjected to behavioral tests of open field, social recognition and
avoidance for evaluation and subsequently perfused tissue through histological
processing by violet cresila. Were collected and processed sections of 50 um, the
samples were subjected to staining violet cresila. The results demonstrate a deficit in
the parameters measured in the behavioral assays such as impairment in natural
ambulation of the animal, the percentage of the number of quarters and time in the
central core area which suggests anxiogenic-like behavior, increase in exploratory
activity surveying related to animal. Observed impairment in the development of
mnemonic processes with reduced memory retention of short and long term as well as
in social recognition. Regarding the treatment histologically observed decrease in cell
density in CA1 and CA3 regions of the hippocampus. These results indicate that
chronic exposure to ethanol from adolescence to adulthood disrupts behavioral
aspects related to the limbic system, the hippocampus where it entered.

Keywords: Ethanol, behavior, limbic system, hippocampus, memory.
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1.1 Etanol: Consideragbes Gerais

O consumo de bebidas alcodlicas pelo homem remonta os primordios da
histéria, tendo seus primeiros relatos por volta de 6.000 anos atras, no Egito e
Babildnia, sendo as bebidas fermentadas e de baixo teor alcodlico as mais
consumidas naquela época. Posteriormente, na Idade Média, os Arabes
introduziram na Europa a técnica de destilacdo com objetivo de aumentar o teor de
etanol (EtOH) nas bebidas. Naquela época, acreditava-se que o EtOH era o elixir da
vida, um remédio para tratar quase todas as doencas (ANTHONY, 1998; WOUDA et
al. 2010).

Desde o inicio de seu uso pelas mais variadas sociedades, os efeitos
(sedacao, anestesia) do EtOH sobre o individuo, assim como sua capacidade de
modificar e/ou alterar o comportamento era conhecido e, com o desenvolvimento de
pesquisas buscou-se compreender os efeitos deletérios aos diversos oOrgaos e
sistemas do organismo. Embora sendo aceito socialmente, sua disponibilidade
sofreu restricdes a fim de controlar ou prevenir o uso indevido (ROOM, 2006).

Em diversas partes do mundo, ingerir bebidas alcodlicas € uma caracteristica
comum de encontros sociais. No entanto, este habito acarreta riscos e
consequéncias severas a saude que estdo diretamente relacionadas ao seu
consumo agudo ou crénico. A sensacao inebriante apds sua ingestdo mascara o
perigo, contribuindo para provavel dependéncia (CARLINI, 1993; 1994). Somando-
se a isto, o uso abusivo de EtOH pode promover anormalidades estruturais e
funcionais do sistema nervoso central (SNC), deficiéncia nutricional, além de
implicacdes socio-econbmicas para maioria das nacdes (HARPER, 2007; 2009).

Considerado como uma substancia toxica que pode gerar danos em diversos
orgdos, o EtOH representa a terceira principal causa de problemas de saude na
Europa, estando relacionado com o aumento da mortalidade nos ultimos 30 anos, e
as internagdes hospitalares, na Inglaterra relacionada ao seu uso, representam mais
de 1 milh&o por ano. (OFOREI-ADJEI et al. 2007; REHM et al. 2009; NORTH WEST
PUBLIC HEALTH OBSERVATORY, 2011).

Segundo relatério da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2011), o
consumo varia amplamente em todo o mundo, mas as consequéncias tais como,

doenca e Obito permanecem significativos na maioria dos paises. Quase 4% de
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todas as mortes no mundo sdo atribuidas ao EtOH, maior do que as mortes
causadas pela Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS), a violéncia
ou a tuberculose. O uso desta droga também é associado com questbes sociais
graves, incluindo a violéncia, negligéncia e abuso infantil além de ser responsavel
por grande parte do absentismo no local de trabalho (OMS, 2011). O relatorio
ressalta que seu consumo apresentou perspectivas abrangentes em nivel global,
nacional e regional, necessitando por partes das Nacdes estratégias que possam
conter ou minimizar tais expectativas.

Nas Nacdes em desenvolvimento, o EtOH é classificado como a quarta causa
de incapacidade entre os homens e sua ingestdo € particularmente problemético na
América Latina e Caribe (LAC), conforme Relatério do Banco Mundial (2002).

Na América Latina, aproximadamente 16% dos anos de vida util sdo perdidos
pelo uso do desta substancia psicoativa, tornando-se algo extremamente
preocupante, uma vez que este indice é quatro vezes maior que a média mundial, o
gue torna o problema da prevencdo e tratamento dos transtornos atrelados a seu
consumo um grande desafio para saude publica dos paises (OMS, 2011).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil(2006), a grandeza desta situacéo
estigmatiza e promove a exclusdo social e no pais existe em torno de 6 bilhdes de
pessoas nesta situacdo. O uso do EtOH imp&e as sociedades de todos os paises
uma carga global de agravos que, além de indesejaveis, sdo extremamente
dispendiosos, acometendo os individuos em todos os dominios de sua vida. A
reafirmacédo histérica do papel nocivo que esta droga oferece, deu origem a um
leque extenso de respostas politicas para o enfrentamento dos problemas
decorrentes de seu consumo excessivo, confirmando assim a magnitude no contexto
de saude publica mundial (MS DO BRASIL, 2006).

O EtOH, mesmo sendo estruturalmente distinto de outros agentes, tais como:
inalantes e benzodiazepinicos, deprime o funcionamento do SNC. Este difere da
maioria dos outros depressores pelo fato de estar amplamente disponivel e
acessivel, além de seu uso legal e aceito pela maioria das sociedades. Os efeitos do
seu consumo no SNC sdo comprovados e perturba o delicado equilibrio entre as
fungbes excitatorias e inibitorias do encéfalo (CARLINI, 1994).

As internacdes de mulheres por transtornos mentais e comportamentais
inerentes ao consumo de EtOH representam 2%, enquanto que o0s homens

apresentaram 20%. A ingestdo desta substancia esta sendo precocemente iniciado
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por homens e mulheres indicando que as acdes de prevencao e promogao para
jovens e adolescentes também merecem investimento e monitoramento (MS DO
BRASIL, 2006).

Ainda neste contexto, segundo dados do Centro Brasileiro de Informacédo
sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID) (2005), o consumo do EtOH tem sido iniciado
em uma faixa etaria cada vez menor, estando este disponivel facilmente na fase da
adolescéncia, que corresponde a um publico alvo, acarretando graves problemas
para saude com impactos duradouros que podem prevalecer por toda a vida.

Estudos recentes demonstraram que o EtOH afeta diferentemente o
funcionamento do cérebro na adolescéncia e na fase adulta e que doses agudas
modificam de maneira mais severa 0 processo de aprendizagem em jovens
adolescente do que em individuos adultos (ACHESON et al. 1998; MARKWIESE et
al. 1998; CREWS, 2000, REBEKAH, 2012).

1.2 EtOH e Sistema Nervoso Central

Substancias psicoativas tém a capacidade de interferir em sistemas
existentes no organismo que s&o responsaveis pelas sensacdes prazerosas,
desagradaveis e nas respostas emocionais por meio da comunicacao sinaptica entre
0S neurdnios e na interacdo com neurotransmissores especificos. Se por um lado
tais substancias oferecem alivio para uma série de problemas médicos, incluindo
diversos transtornos psiquiatricos, por outro lado seu consumo abusivo é
considerado um dos maiores problemas da atualidade (WHO, 2011).

Desde a pré-histoéria, as substancias psicoativas acompanham a humanidade,
mas atualmente o uso de substancia com acdo no SNC se tornou um fendmeno
generalizado em muitas sociedades, embora existam diferencas culturais que
influenciam o tipo e a forma de consumo (MULLER; SCHUMANN, 2011;
KUNTSCHE et al. 2006; HEATH, 2000).

Como integrante deste grupo, o EtOH interfe no funcionamento do SNC e
influencia o comportamento daqueles que o consomem. Apesar de ser uma droga
de estrutura quimica simples e de baixa toxicidade, se comparada com outra

substancia de abuso (i.e. inalantes), este sem duvida produz efeitos lesivos sobre o
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SNC. Porém, para produzir toxicidade, sdo necessarias gramas da droga, enquanto
que outras substancias o fazem com doses minimas (miligramas) (FADA e ROSETTI,
1998). Seus efeitos sédo considerados dose dependente, visto que em baixas doses
afeta a transmissdo monoaminérgica e produz desinibicdo e euforia, enquanto que
em doses elevadas exerce efeitos ansioliticos e sedativos, por aumento da atividade
do acido gama-aminobutirico (GABA) e inibicdo de aminoéacidos excitatorios
(SINFORIANI et al. 2011).

Devido suas caracteristicas quimicas e farmacocinéticas, como seu baixo
peso molecular, polaridade e o fato de ser hidrossolavel, o EtOH é difundido pela
bicamada lipidica. Esta caracteristica permite que este seja carreado de forma
semelhante a molécula de agua e atinja alguns setores especificos da célula,
incluindo os principais receptores relacionados as funcdes inibitérias e excitatérias
do SNC. Este fendbmeno estéa relacionado com o possivel mecanismo de acéo deste
agente, o qual promove a diminuicdo da contribuicdo do processo excitatério e
potencializa a atividade neuronal inibitéria, que envolve 0s neurotransmissores:
acido gama-aminobutirico A (GABAA), N-metil-D-Aspartato (NMDA) e outros como
Glicina, Nicotinicos neuronais e  Serotoninérgicos (5-HT3); alterando
consequentemente seus ligantes (DAVIS, 2003; MAIA et al. 2009).

O SNC possui canais idnicos sensiveis ao EtOH, incluindo os metabotrépicos
acoplados a proteina G e regulados pelo ligante e os canais idnicos dependentes de
voltagem. Os principais mediadores da neurotransmissao inibitoria do cérebro séo
0s GABAAa, cuja funcdo € estimulada por algumas classes de agentes sedativos.
Dados bioquimicos, eletrofisiolégicos e comportamentais indicam o receptor GABAAa
como alvo importante para agéo in vivo desse agente que interfere nas correntes
idnicas responsaveis pela homeostase de ions importantes, como célcio (Ca?),
aumenta a atividade dos grandes canais de condutancia ao potassio (K*) ativados
pelo Ca?* (LOVINGER, 1993).

Por interferir no equilibrio excitatério e inibitério, um dos mecanismos que
envolvem a toxicidade do EtOH no SNC esta relacionado a degeneracdo neuronal
excitotoxica resultante da liberacdo e ligacdo excessiva de glutamato aos receptores
do tipo NMDA, seguido de influxo de Ca?" para o citoplasma neuronal,
desencadeando uma cascata de eventos intracelulares que irdo conduzir a
degeneracgéo neuronal (LOVINGER, 1993.; PIA JAATINEN e JYRKI RINTALA, 2008).



19

Vale ressaltar que, embora na exposicao aguda a esta droga possa inibir a
acao do glutamato e consequentemente a interacdo com os receptores NMDA, na
exposicdo crbnica ha aumento da atividade deste receptor reforcando a
excitotoxicidade mediada pelo glutamato (IORIO, 1992, 1993).

Os receptores GABAa, assim como os NMDA, constituem importantes alvos
do EtOH no SNC. A desestabilizagdo da via de transmissdo GABAérgica juntamente
com a glutamatérgica constituem o principal mecanismo de acdo, o qual interferindo
na modulagcédo da transmisséo pré e pos sinaptica e os efeitos de sedacao, hipnose,
confusdo mental, desequilibrio motor séo reflexos desta atividade (FEHR et al. 2006;
HEILIG, 2011). Além dos receptores de GABA, segundo Davies (2003), ha
participacdo de outros receptores da mesma familia de canais i6nicos
transmembrana, que desempenham papel importante na funcdo depressora do
EtOH, que inclui receptores nicotinicos de acetilcolina, glicina e 5-HT3 cuja funcéo

relaciona-se com as sinapses rapidas.

1.3 Areas Neurais Afetadas pelo EtOH

Diversos estudos demonstraram a interferéncia do EtOH no conjunto de
sistemas humanos, a estrutura cerebral € apontada com area primordial aos efeitos
deste toxicante. Sabe-se que o comprometimento do SNC aos efeitos do alcool é
difuso afetando o cérebro em toda sua estrutura e comprometendo suas fungdes,
desde as basicas, como motoras, as mais complexas como formacdo de
memoria,seus efeitos sdo percebidos durante e apos a exposicdo (HARPER, 2007,
THOMSON et al. 2012). Segundo, Harper (2009) e Sollivan et al. (2003) o corpo
caloso e cerebelo sdo estruturas cerebrais comprometidas pela consumo abusivo
desta droga.

Como parte integrante do SNC os grupos celulares constituinte sdo afetados
diretamente pelos efeitos deletérios do EtOH promovendo entre outras fungdes
respostas imunoldgicas de defesa ao insulto ou alteracées afim de reestabelecer
propriedades funcionais do organismo ou minimizar o dano causado (HEIKE et
al.1997; HE, 2008).
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1.4 Constituicdo do Tecido Nervoso

O SNC é constituido por dois importantes grupos de células: as neurais e as
células da glia ou glial. A glia, por meio do processo de gliogénese, que é controlada
pelo equilibrio entre a acdo ativadora de alguns genes e outros fatores, origina
oligodentrdcito, astrocito, microglia e células ependimarias (YOUNG et al. 2008). Os
oligodentrocitos sé@o responséaveis pela formacdo de mielina do SNC. As células da
micréglia representam, no SNC, o sistema monocitico macroféagico e tém fungbes de
defesa imunoldgica; as células ependimarias originam um epitélio que reveste o0s
ventriculos encefélicos e o canal central da medula e os astrécitos compreendem o
grupo de células que dentre outras funcdes, sdo responsaveis pelo controle de
trocas metabdlicas entre os neurbnios e o sistema vascular (Figura 1) (MORIOKA et
al. 1991; NICHOLS et al. 1993; NORENBERG, 1994).
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Figura 1 — Representacéo da populacdo celular do SNC.
Fonte: Adaptado: http://anatpat.unicamp.br/taneutecnervnl.html Imagens.

Os neurbnios e seus prolongamentos, por sua vez, estdo incluidos em uma

massa formada por este grupo de células que irdo promover a sustentacdo do SNC
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e quase metade da massa total do cérebro € formada por este grupo, as quais sao
células altamente ramificadas que preenchem os espacos entre os neurbnios. Os
astrocitos apresentam relacdo funcional intima com os neurbnios, proporcionando
tanto suporte mecanico quanto metabdlico. Embora, tenha um papel subordinado,
sabe-se que sem a glia o encéfalo ndo funcionaria corretamente (RANSON et al.
2003; BUFFO et al. 2010). Todas as regides que compde o SNC apresentam todos
os tipos celulares da populacdo neural, porém a quantidade e subtipo de cada

componente celular depende da regido observada.

1.5 Sistema Limbico e Hipocampo

O sistema limbico esta localizado em uma regido conhecida como insula ou
lobo limbico e constitui o centro responsavel pelo comportamento emocional
humano e relaciona-se com a olfacdo, memoria, homeostasia neuroenddcrina e
autonbmica. Dentre as estruturas que o compde encontram-se as corticais e
subcorticais, que incluem a formacdo hipocampal, coértex olfatério, complexo
amigdaloide, hipotalamo, corpos mamilares e giro do cingulo (Figuras 2) (KANDEL,
2000; ANDERSEN et al. 2003).
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N. anterior do talamo Fomix
T. mamilo-talamico

N. medial dorsal do talamo

Comissura
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Figura 2 — Arquitetura anatdmica do sistema limbico.
Fonte: Adaptado: http://www.inecusp.org/cursos/curso%20VIl/estresse_compartilha.htm

O lobo temporal medial compreende um sistema de estruturas
anatomicamente essenciais ao processo da mémoria, dentres as quais o hipocampo,
cujo nome é originado do grego hippo+kampos (cavalo + monstro do mar) referéncia
a sua forma que lembra um cavalo marinho (ANDERSEN et al. 2007; SQUIRE et al.
2003) (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura do hipocampo comparada ao cavalo marinho.
Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hippocampusandseahorsecropped.JPG
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Sua importancia esta relacionada por ser uma regido fundamental nos
processos de aprendizagem e memoria, descrita inicialmente por Brenda Milner, em
um estudo conhecido como o caso de H.M (SQUIRE et al. 2003). O hipocampo
consiste em duas delgadas areas de neurdnio justapostas uma sobre a outra
(GAZZANIGA et al. 2006). Estando constituido por duas areas principais: Corno de
Amon, que esta anatomicamente dividida em 3 regifes denominadas de CA1l, CA2,
CA3, sendo que a area CA2 é pequena e praticamente indistinguivel em algumas
espécies, por isso é geralmente incluido em CA1l nas analises, e o giro denteado do
hipocampo (BEAR, 1996; LOMBARDO et al. 2001; REZAYAT et al. 2009) (Figura 4).

Figura 4 — Representacdo do hipocampo de rato, macaco e humano.
Fonte: Adaptado Andersen et al. 2007
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7

O hipocampo constituido por trés camadas fundamentais: polimorfica
(stratumories); piramidal (stratum pyramidale) e molecular (stratum radiatum e
stratum lacunosum-moleculare). A constituicdo do giro denteado, por sua vez,
compreende a camada polimorfica (hilus); camada granular (stratum granulosum) e

camada molecular (stratum moleculare) (SQUIRE, 2003) (Figura 5).
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Figura 5 — Camadas fundamentais do hipocampo.
Fonte: Adaptado: www.sciencephtolibrary.com..

A formacdo da memoéria de longa e curta duracdo estd diretamente
relacionada com o hipocampo, o qual interage com diferentes areas corticais
aferentes e eferentes regulando a aquisicdo e 0 armazenamento de novas
informacdes (IZQUIERDO, 1998). A formacdo da memodria de longa duracéo envolve
uma série de processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais
compreendendo diferentes fases. Enquanto estes processos nao forem finalizados,
estes eventos a serem armazenados encontram-se labeis.

Por conseguinte, o prejuizo da funcdo hipocampal resulta em perturbacéo dos
processos mnemaonicos particularmente aqueles associados ao contexto, localizagéao
espacial e aspectos da memoria declarativa para as quais 0 hipocampo serve como

substrato neural importante. E importante ressaltar que no processo de formacéo da
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memo©ria outras estruturas desempenham papel importante, tais como, lobo temporal

medial, corpo estriado, neocortéx, amigdala, cerebelo e vias reflexas. (IZQUIERDO,

2002;2006) (Figura 6).

MEMORIA

Lobo temporal
medial

Neocortex

Corpo estriado

<

Cerebelo

Amigdala

Vias reflexa

Figura 6- Estruturas envolvidas na memoéria.
Fonte: Adaptado de Bayley e Squire, 2003.

Portanto, considerando seu papel central no sistema limbico relacionados a

aprendizagem, formacédo e consolidacao de memodria, perturbacdes, alteracdes na

estrutura bem como na fisiologia hipocampal, inclusive as promovidas por agentes

psicoativos, como EtOH, sdo importantes para a fisiopatologia de diversas doencas
que afetam o equilibrio deste sistema (BRODAL, 1997; GILMAN. et al.; 2008).

1.6 Bioquimica e Plasticidade Neuronal da Meméria

As memodrias sdo formadas nos neurdnios por meio de complexos codigos

gue envolvem sinais elétricos e bioquimicos armazenados em redes neurais para
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posteriormente serem evocados por estas ou outras redes, que sao moduladas
pelas emocdes, pelo nivel de consciéncia e estados de animo (IZQUIERDO, 2006).

Estudos indicam que o processo de geracdo da memoria e aprendizado é
diretamente influenciado por alteracbes na representacdo neural relacionada a
modificagcdes de eventos plasticos que a influenciam. Tais eventos incluem alteracéo
na estrutura, numero e distribuicdo das sinapses, bem como alteragcdes morfologicas,
relacionadas ao fendbmeno da plasticidade sinaptica, que atualmente é considerada
base celular e molecular da memoéria, que por sua vez se relacionam com potencial
de longa duracdo (LTP) e depressdo de longa duracdo (LTD) (BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993).

O LTP, fenbmemo descrito pela primeira vez no hipocampo, assim como a
memoria, é caracterizado por um curso temporal comum: apresenta uma fase inicial
gue dura apenas minutos; outra fase precoce de algumas horas e por fim uma tardia
de varias horas, semanas e até mesmo anos. Descrita como uma aumento na
eficiéncia sinaptica dependente de atividade neuronal, a LTP é hoje aceita como
modelo de plasticidade sinaptica induzido pelo aprendizado e por conseguinte base
na formacao de memoria. Os eventos bioquimicos relacionados com a memoria e 0
LTP envolvem inicialmente a ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo Q-
amino-3-hidrxi-5-metil-4-isoxipropronato  (AMPA), seguida pela ativacdo de
receptores  glutamatérgicos(NMDA), além de receptores glutamatérgico
metabotropicos, tendo como sinal inicial de uma LTP o aumento da concentragéo
intracelular de fons Ca?* que geralmente é desencadeado por uma acéo prolongada
de glutamato proveniente de uma estimulacdo rapida intensa e repetitiva
(estimulagdo tetanica) de um terminal pré-sinaptico sobre um pés-sinaptico. Com
ativacao dos trés diferentes receptores de glutamato ocorre a ativagao de segundos
mensageiros paralelas a cascada bioguimica que envolve diversas proteinas entre
as quais proteinas quinases, como a quinase-calcio-calmodulina dependente
(IZQUIERDO E MEDINA,1998,1999).

O sistema mnemomico envolve fibras do hipocampo, colaterais de Schaffer e
aferentes oriundos de regides externas a regido hipocampal — fibras perfurantes —
gue realizam sinapses com grupo de células granulares desta regido (BLISS e
COLLINDGE,1993).
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Além dos constituintes descritos, observa-se a participagcdo de células
piramidais hipocampais que realizam sinapses com o0s axdnios das células
granulares e com colaterais de Schaffer, localizadas em uma regido especifica do
hipocampo (Corno de Amon). O fendmeno do LTPs envolve primariamente as
acOes excitatorias do glutamato e seus receptores, além de segundos mensageiros
e sintese de &cido ribonucleico. A LTD caracteriza-se também como um tipo de
plasticidade sinaptica no hipocampo, onde o circuito envolvido € o mesmo do LTP,
mas com sinal contrario e ocorre também em regides como cerebelo e neocortex

(BLISS e COLLINDGE,1993) (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema da LTP que ocorre em diversas regides do
SNC, especialmente no hipocampo, representacdo da circuitaria
bésica.

Fonte: Adaptado: Lente, 2010.
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1.7 Aprendizado e Memoria

A capacidade de armazenar informacdes originadas de experiéncias, bem
como evoca-las é, sem duvida, uma das mais intrigantes funcdes do cérebro. O
aprendizado e a memoéria sdo componentes deste processo. Denomina-se de
aprendizado, ao processo de aquisicdo de uma nova informacéo, que pode ser
observada por meio de uma mudanca de comportamento, e a codificacéo,
armazenamento e evocacao desta informacdo denomina-se memoria (IZQUIERDO,
2006).

O termo memoria, refere-se ao processo pelo qual se adquire, forma-se,
conserva-se e se evoca informacéo. Aprendizado € caracterizado pela etapa de
aquisicdo da informacdo enquanto que a evocacdo € dita de recuperacdo e
lembranca. Este processo esté intimamente ligado a quem e 0 que somos, ja que s6
lembramos daquilo que de alguma forma gravamos, o que de alguma maneira
aprendemos (IZQUIERDO, 1999).

O estudo dos processos da memodria vem se beneficiando do conceito de
modularidade das func¢des, isto €, da nocdo de que a memdria compreende um
conjunto de habilidades mediadas por diferentes moédulos do sistema nervoso, que
funcionam de forma independente, porém cooperativa. O processamento das
informacBes nestes moddulos se estabelece de forma paralela e distribuida,
permitindo que grande numero de unidades de processamento influenciem outras
unidades em qualquer momento no tempo, e que grande quantidade de informacdes
sejam processadas concomitantemente. A memoria pode se distinguir em trés fases
ou sequéncias: aprendizagem, que corresponde a recepcdo e registro da
informacdo; armazenamento (ou consolida¢do), que computa sua codificacdo
cerebral; e a recordacdo que caracteriza a evocacdo e o reconhecimento das

informagdes anteriormente armazenadas (IZQUIERDO, 1999) (Figura 8).
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Figura 8 - Representacdo esquemética da meméria demonstra sequencia de etapas iniciados a partir
da entrada de um novo evento proveniente do ambiente externo ou mesmo da mente do individuo.
Fonte: Adaptado: Lente, 2010.

1.8 Tipos de Meméria

As memorias sdo classificadas de acordo com sua duracdo e natureza.
Quanto ao tempo de retencéo, classificam-se em: imediata, de curta duracdo (short-
term memory - STM) e longa duracdo (long-term memory- LTM). Na primeira, o
tempo de retencdo ndo supera mais que alguns segundos, a segunda pode durar
minutos ou horas e a LTM pode prevalecer por horas, dias, semanas e anos e € a
responsavel por estabelecer engramas duradouros (IZQUIERDO, 1999).

Em relagéo a natureza, a memoria é classificada em memoria declarativa ou
explicita; ndo declarativa ou implicita e a memoéria de trabalho (working memory -
WM). Pode-se denominar de memaria declarativa ou explicita aquela que pode ser
evocada por meios de palavras ou outros estimulos e esta subdividida em: episodica,
gquando envolve eventos relacionados ao tempo e datas; e semantica quando

relacionada a processos, conceitos atemporais. A memoria ndo declarativa ou
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implicita € caracterizada por ndo precisar ser descrita por palavras, além de requerer
maior tempo e treinamento para se formar e € subdividida em: memoria de trabalho,
que € aquela utilizada para armazenar temporariamente informacfes que sao
necessarias para raciocinio imediato, resolucdo de problemas ou mesmo para
confeccdo de um determinado comportamento e pode ser esquecida, descartada
rapidamente,memoria de procedimento a qual esta relacionadas com aquisicdo de
dados mediante repeticdo as incluem-se habilidades motoras e toda forma de
condicionamento(IZQUIERDO, 2006).

O EtOH ao pertubar as func¢des excitatérias e inibitérias do SNC, interfere nos
mecanismo da plasticidade sindptica envolvidos nos eventos do e LDT e LTD
modificando assim as bases moleculares do aprendizado e memoria, ocasionando
danos aos que consomen em diversas fungBes organicas incluindo os processos
mnemonicos (BAKER, 2002).

O EtOH interfere nos processos cognitivos, e isto depende do tempo, periodo
e intensidade da exposi¢do. Considerando que o inicio de consumo de bebidas
alcoolicas estd cada vez mais precoce, este trabalho buscou avaliar os efeitos
deletérios da exposicdo ao etanol em fases iniciais da vida (adolescéncia)
objetivando ainda, contribuir com estudos que demonstram experimentalmente, em
modelos animais, o efeito deste agente no SNC permitindo uma melhor
compreensdao dos processos lesivos, é&reas afetadas e grupos neurais

comprometidos devido a exposi¢ao cronica a esta substancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos neurocomportamentais, no processo mnemaonico e as
alteracbes na densidade celular no hipocampo em ratos Wistar, apos

exposicao cronica ao EtOH da adolescéncia a fase adulta.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar as alteracbes relacionadas a ansiedade apoOs exposicao
cronica ao EtOH;

e Avaliar as alteracdes nos processos de aprendizagem e memoria;

e Investigar possiveis alteracbes na densidade celular no hipocampo
decorrente da exposicao;

e Analisar guantitativamente a alteracdo na densidade de células no

hipocampo.
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3.1 Animais de Experimentacao

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas com animais de
experimentacdo da Universidade Federal do Para (UFPA), e parecer BIO-CEPAE-
UFPA: BIO 007- 09, em anexo, obedecendo-se aos critérios e as normas
estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais.

Foram utilizados ratos Wistar, fémeas (n= 30), 1 més de idade, provenientes
do Biotério da UFPA. Estes animais foram encaminhados para Faculdade de
Farmécia da UFPA, onde foram mantidos em uma sala de manutencdo em
condicBes padronizadas de temperatura (25°C), exaustao, ciclo de luz claro/escuro
de 12 horas, 4gua e comida ad libitum. No ambiente em que foram realizados os
ensaios comportamentais, utilizou-se lampadas fluorescente para iluminagcdo e com
controle de temperatura e nivel de ruido.

Os ensaios comportamentais foram realizados no Laboratorio de
Farmacologia da Inflamacdo e do Comportamento da Faculdade de Farmacia
(LAFICO), do Instituto de Ciéncias da Saude, e as avaliagBes histologica foram
realizadas no Laboratorio de Neuroprotecdo e Neurorregeneracdo Experimental
(LNNE), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ambos na UFPa.

Para este estudo foram utilizados dois grupos experimentais sendo: grupo

controle tratado com agua destilada (n = 15) e o grupo exposto ao EtOH (n = 15).

3.2 Tratamento com EtOH

Depois de estabelecido os grupos, as ratas foram mantidas em caixas
proprias em grupos de 5 animais para evitar o estresse pelo isolamento. Ao
completarem 35 dias de idade (adolescéncia) receberam, por via intragastrica

(gavagem) agua destilada ou EtOH P.A (Nuclear, Brasil) na dose de 6,5 g/kg/dia
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(22,5% p/v) (MAIER e WEST, 2001; MAIA et al. 2009) até completarem 90 dias (fase
adulta). As solugdes foram administradas em volumes de 1mL/Kg (figura 9).

1| 352a90°dias '\
| {
v/

E1OH
6,5 g/kg/dia

Figura 9 — Esquema de tratamento dos grupos experimentais. Os grupos de 15 ratas cada
recebeu por gavagem EtOH ou 4gua destilada do 35° de idade(adolescéncia) ao completar
90° dias (fase adulta).

3.3 Ensaios Comportamentais

ApOGs 24 horas da ultima administracdo de EtOH foram iniciados os testes
para avaliacdo comportamental. Inicialmente os animais foram conduzidos ao
LAFICO para aclimatacao e habituacdo ao ambiente de teste.

Todos os ensaios para avaliagcdo do comportamento foram realizados em
sala propria, com atenuacgéo dos niveis de ruido e baixa intensidade de iluminagao
(12 Ix). Com o objetivo de evitar as variagbes circadianas que poderiam interferir
com os resultados experimentais, todos os ensaios foram conduzidos entre 7:00 e
12:00h.
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3.3.1 CAMPO ABERTO

Neste estudo, foi utilizada uma arena em madeira com dimensdes de
100x100x40cm e base dividida em vinte e cinco quadrantes de iguais dimensdes de
20x20 cm (Figura 10).

Figura 10 — Representa¢éo esquematica do campo aberto.

O objetivo deste teste € avaliar atividade exploratéria e locomotora de animais,
bem como o estado de emocionalidade/ansiedade, por meio da mensuracédo das
variaveis comportamentais dos individuos experimentais. Neste estudo, as variaveis
mensuradas incluem a locomocgao total; percentual de tempo na éarea central,

namero de quadrantes centrais e frequéncia no comportamento de levantamento
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(rearing) (PANDOLFO et al. 2007), que sédo empregados para avaliar o
comportamento do animal mediante uma situagdo de novidade, assim como a
habituacdo e aprendizagem em resposta ao ambiente experimental (AGUIAR, 1995).

O ensaio consistiu em colocar cada animal no quadrante central da arena e
registrar o nimero de quadrantes cruzados pelo animal no periodo de 5 min. Entre
os testes de cada animal, o aparato foi limpo com alcool a 10%, a fim de evitar
alteracdo no resultado dos animais seguintes. Foi considerado mudanca de
guadrante quando o animal ultrapassava com as 4 patas para o interior do
guadrante adjacente.

Ao término da aplicacdo do teste do campo aberto, os animais foram

conduzidos ao teste do reconhecimento social.

3.3.2 RECONHECIMENTO SOCIAL

Neste ensaio foi utilizada uma caixa em acrilico de acomodacao de ratos com
dimensodes 30x20x12 cm.

Para este teste foram utilizados, os animais experimentais adultos e duas
ratas juvenis com 25-30 dias de idade. Os animais jovens, neste experimento,
serviram apenas como estimulo social para os animais adultos. Na realizacdo do
ensaio, os animais adultos foram mantidos em caixas de acomodamento separados
dos juvenis.

Descrito por Dantzer et al. (1987), o teste é empregado para avaliar a
memoria social em curto periodo. Consiste em duas exposi¢cées sucessivas de 5 min
cada, separadas por um intervalo de 30min. Foi considerado parametro para analise,
a intencdo de aproximacdo do rato adulto com o juvenil. Considerou-se como
intencdo de relacionamento social o ato de cheirar, lamber ou quaisquer tentativas
de aproximacdo do animal experimental com animal juvenil e foram cronometradas,
em ambas as exposi¢cdes, o tempo em que o rato adulto emprega na investigacédo do
animal jovem (PREDIGER et al. 2004).

O procedimento consistiu em colocar o rato adulto na caixa-teste por 3 min,
sendo retirado em seguida. Apds este procedimento o animal adulto foi recolocado

na caixa e foi introduzido o animal juvenil por 5 min. Neste periodo, foi cronometrado
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o0 tempo que o animal adulto empregou para investigar/explorar o animal jovem e,
apos este procedimento o jovem retornou para sua caixa aguardando a segunda
exposicao.

Apos 30 min da primeira exposicdo, 0os animais adultos e juvenis foram
reintroduzidos na caixa-teste por mais 5 minutos, onde foram adotados todos os
procedimentos anteriormente citados (Figura 11).

Figura 11 — Representa¢éo esquematica do teste de reconhecimento social.

Apés a realizacdo do teste de reconhecimento social, os animais foram

submetidos ao teste de esquiva inibitéria.

3.3.3 ESQUIVA INIBITORIA

A esquiva passiva do tipo Step Down (INSIGHT®, EP 104R), € um
equipamento confeccionado em aluminio de 2 mm, com pintura epoxi de alto
impacto, na cor bege claro, chdo em barra de aco inoxidavel com espacamento de
12,5 mm, area interna de fuga com dimensdes com 200 mm x 75 mm, porta e frente

em acrilico transparente, bandeja coletora de dejetos e urina ( Figura 12).
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Figura 12 — Esquiva Passiva do tipo step-down.
Fonte: www.insightltda.com.br

Utilizado nos estudos sobre aprendizagem e memoria, o teste consiste na
obtencado da resposta comportamental a partir de um estimulo aversivo (IZQUIERDO,
1998; MAIA et al. 2009).

A esquiva inibitéria de uma sessdo € um modelo de condicionamento ao
medo que envolve estimulo condicionado (EC) e ndo condicionado (ENC), a parte
segura da esquiva (plataforma) representa o EC e o choque aplicado na pata do
animal ao descer da plataforma com as quatro patas o ENC. Neste ensaio, a
expressdo da memoria é avaliada na auséncia do estimulo ndo condicionado,
estando definido como laténcia o tempo de descida da area segura (CAMMAROTA
et al. 2004).

O protocolo experimental foi aplicado em um periodo de trés dias que consistiram,
no 1° dia com a habituacdo dos animais ao aparato por um periodo de 180 s. No
segundo dia, os animais foram adequadamente colocados na plataforma com a face
virada de forma oposta ao observador. No momento em que o animal desceu com
as quatro patas na grade, este recebeu um choque de 0,4 pA por 1 s e foi retirado
imediatamente do equipamento. Esta etapa corresponde ao procedimento de linha
de base (LB1) e o tempo em que o animal desceu da plataforma foi cronometrado.

A MCD, considerada neste ensaio linha de base dois (LB2) foi avaliada 1,5h apos

o procedimento da LB1. O tempo de permanéncia do animal na plataforma até que o
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mesmo desgca com as quatro patas foi considerado indicativo de retencdo de
memo©éria. Foi padronizado como tempo méaximo de espera (laténcia) para descida do
animal neste ensaio, o intervalo de 180 s.

Apoés 24 h da LB2 (terceiro dia), os animais foram recolocados no aparato como
descrito anteriormente para avaliagdo da MLD. O tempo de permanéncia do animal
na plataforma até que o mesmo desgca com as quatro patas foi considerado

indicativo de retencdo de memoria. (Figura 13).

Figura 13 — Esquema do teste para avaliagdo de memoria.
Fonte: Adaptado de Mello, 2008

ApGs os testes comportamentais, 0os animais foram encaminhados para perfuséo.

Todos os procedimentos experimentais estao ilustrados na figura 14.
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Figura 14— Esquema de procedimentos adotados nesta investigacao.

3.4 Perfusao e Processamento Tecidual

Ao término dos ensaios comportamentais, 0s animais foram anestesiados

com uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Kénig 72mg/kg), cloridrato

de xilazina (Kensol®, Konig 9mg/kg). Ao cessar os reflexos de retirada da pata e

corneanos, os animais foram perfundidos através do ventriculo esquerdo do coracgéo

com solucgéo salina a 0,9% heparinizada (250- 300 mL), seguida de igual volume da
solucdo de paraformaldeido a 4% (GOMES-LEAL, 2004; GUIMARAES, 2011)

(Figura 15).
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Figura 15 — Procedimento de perfusdo. Apds anestesia cada animal foi perfundido através do
ventriculo esquerdo do coracdo com solugdo salina 0,9% heparinizada, seguida de fixacao
aldeidica, para posterior craniotomia.

Fonte: http://www,neuroscinceassociates.com/imagem/graphics/perfusions.gif

ApGs a perfusdo, os cérebros foram removidos da caixa craniana, pos-fixados
por 24h no mesmo fixador usado na perfusdo (paraformaldeido a 4%). Ao final do
periodo de fixacdo, visando a protecdo tecidual, os cérebros foram imersos em
solucdes crioprotetoras com concentracdes crescentes de sacarose diluidas em uma
mistura de glicerina e tampao fosfato 0,05M; pH 7,2 -7,4. (GOMES-LEAL, 2004).

ApOs a etapa de crioprotecao, para obterem-se sec¢des do tecido encefalico,
os mesmos foram incluidos em gel de imersao (Tissue-Tek,® Sakura) e congelados
em camara fria - criostato (Carl Zeiss, Micron HM505E, Alemanha), com efeito
Peltier caracterizado pela diminuicdo abrupta de temperatura (-55 °C) e com auxilio
do referido equipamento obteve-se secc¢des coronais de 50 ym de espessura do
hipocampo. As sec¢bes do hipocampo foram obtidas estabelecendo-se como
referencial a horizontalizacdo desta estrutura, cessando-se 0s cortes quando o

mesmo adquirisse a curvatura lateral em direc&o ventral (Figura 16).
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Figura 16 - Representacdo esqueméatica do hipocampo. Atentar para as regides CA1 e CA3,
areas analisadas nesta investigacéo.
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=A1710.

Todas as secc¢Bes foram montadas diretamente em laminas gelatinizadas
durante a criomicrotomia. Para aumento da aderéncia das seccbes, as laminas
foram mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 24 h antes de qualquer
outro procedimento histolégico. Apés este periodo, as mesmas foram conservadas a
temperatura de -20 °C aguardando procedimento histologico (GOMES-LEAL, 2004).

3.5 Analise Histoldgica

As secgdes de 50 ym foram submetidas ao tratamento histoldgico de violeta
de cresila. Método pelo qual permite a visualizagdo de corpos celulares e possiveis
alteracOes, perda, em casos de injaria ao tecido ou em condi¢cdes patoldgicas
(GUIMARAES, 2010).
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3.5.1 ANALISE QUANTITATIVA

Foram contados o numero de corpos celulares nos dois grupos experimentais
utilizando objetiva de 40X e gradicula de contagem de area 0,0625 mm?2 acoplada a
ocular de um microscopio optico (Eclipse E200, NIKON®). Utilizou-se nas contagens
3 seccdes por animal, 3 campos por seccao, e, pelo menos, 3 animais para cada
grupo experimental. Nesta etapa, foi utilizado n= 9 de animais para ambos 0s grupos.

As regides contadas compreendem a camada de células granulares de CAl e
CA3 do hipocampo. A gradicula com area total igual a 0,0625 mm?2 dividida em 100
campos iguais foi posicionada sobre a regido que se pretendia contar e devido as
dimensdes reduzidas de CAl e CA3, contou-se apenas 30 divises, trés campos de
0,01875 mm?, que corresponde a trinta, das cem divisdes da gradicula. As demais

regides da gradicula de contagem nao foram consideradas (Figura 17).
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Figura 17— Esquema de contagem de corpos celulares em CAl e CA3 do hipocampo.
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3.6 Andlise Estatistica

Ao final dos testes comportamentais, os dados obtidos de cada grupo
experimental foram analizados aplicando- se o teste t de Student e expressos como
a meédia * erro padrdo da média (e.p.m.) com n=15 ratas para 0s testes
comportamentais e n=7 para andlise histoloégica. A probabilidade aceita como
indicativa da existéncia de diferencas significantes foi de p<0,05. A construcao

gréfica e a analise estatistica foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Campo Aberto

No teste do campo (figura 18), os animais expostos cronicamente ao EtOH
apresentaram reducao: na locomocéo total (painel A) [p<0,0001]; no percentual do
namero de quadrantes centrais (painel C) [p<0,0001]; e no tempo de permanéncia
na area central (painel D) [p<0,0001] quando comparados ao grupo controle. A
analise estatistica mostrou que a frequéncia do comportamento de levantar-se foi

maior no grupo exposto ao EtOH do que no grupo controle (painel B) [p<0,0001].
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Figura 18 — Efeito da exposicdo crénica ao EtOH no teste do Campo Aberto. N° de
quadrantes totais (A); n° de levantamentos em B; atividade locomotora central (%) em C e
tempo de locomogéo central (%) resultados expressos em média e o erro padrdo da média
(EPM) de cada grupo. *Diferenca significativa em relagdo ao controle; Teste t de Student,
significante quando p < 0,05.
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4.2 Reconhecimento Social

Os resultados demonstraram que a exposicdo cronica ao EtOH promoveu
alteracdo na memoria de reconhecimento social (painel A) [p<0.0001] e diminuicédo
no tempo empregado na investigacao social do rato adulto quando este € reexposto
apos 30 min da 12 apresentacdo ao mesmo animal juvenil (painel B) [p<0.0001],
mostrando que a exposicao crénica ao EtOH promoveu déficit na memoria de

reconhecimento social (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito da exposicéo crénica ao EtOH sobre a memdria social de ratos quando o animal
adulto é reexposto apés 30 minutos da 12 exposicdo ao mesmo rato juvenil. Resultados expressos
em média e o erro padrdo da média (EPM) de cada grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao
controle; Teste t de Student, significante quando p < 0,05.

4.3 Esquiva Inibitoria

Os resultados da exposicdo cronica ao EtOH (painel A-C) revelou-se
significante (p<0.0001) na laténcia para avaliagdo da MCD (1,5h apés LB1) e MLD
(24h apds LB2). Mediante a um estimulo aversivo (choque), houve diminuicdo do
tempo de descida da plataforma do grupo EtOH, quando comparado com o controle
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inferindo que a exposi¢do cronica com EtOH gera comprometimento na retengéo de

memoria.
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Figura 20 — Efeito da exposi¢éo cronica ao EtOH sobre a MCD e MLD no modelo de esquiva inibitoria
do tipo step down. (A) LB1 tempo que o animal desce da plataforma anterior ao estimulo aversivo. (B)
LB2 laténcia 1,5h apos LB1 e (C) tempo de descida 24h posterior ao procedimento LB2. Resultados
expressos em média e o erro padrdo da média (EPM) de cada grupo. *Diferenca significativa em
relacdo ao controle; Teste t de Student, significante quando p < 0,05.

4.4 AlteragOes na Densidade Celular

Nas secc¢bes coradas com violeta de cresila o resultado evidenciou alteragao

na densidade celular quando se comparou os animais do grupo controle com 0s

animais expostos ao EtOH. Foi observado diminuicdo do numero de corpos
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celulares nas regidbes CAl (figura 21,painel B e E) [p<0.0001] e CA3 (figura 21,
painel D e E) [p<0.0003] do hipocampo.
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Figura 21 - Efeitos da exposicdo cronica ao etanol sobre a densidade celular de CA1 e CA3 do
hipocampo revelado pela coloracdo com violeta de cresila. Animais controle (A e C) e expostos ao EtOH
(B e D). Houve diminuicdo do nimero de corpos celulares nas regiées CAl e CA3 (E) do grupo exposto
ao toxicante. Resultados expressos em média e o erro padrdo da média (EPM) de cada grupo.
*Diferenca significativa em relagdo ao controle; Teste t de Student, significante quando p < 0,05. Escala

de 100 pum.
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5 DISCUSSAO

O consumo de EtOH é um héabito comum e difundido em diversas sociedades
0s danos inerentes a esta ingestado tornou-se alvo de diversos estudos a fim de
compreender os mecanismos pelos quais seus efeitos deletérios afligem diversos
sistemas e orgaos e, primordialmente o SNC (LEE et al. 2009; CASTROAND et al.
2012). Um percentual significativo destas pesquisas revela que este habito esta
sendo iniciado precocemente, na adolescéncia, no decorrer dos anos, pois este
grupo de individuos tendem a consumir cronicamente esta droga, representando um
publico vulneravel aos danos a longo prazo, como processos neurotdxicos e
transtornos inerentes a esse consumo (CREWS et al. 2000; FLEMING, et al.2012).

Neste trabalho, o0 modelo de exposicdo crbnica que representasse a faixa
temporal deste estudo foi elaborado obedecendo a estudos anteriores que permitia a
equivaléncia entre a idades dos animais, o periodo de exposicédo ao EtOH e ingestéao
alcoolica diaria aplicada (6,5g/kg/dia) (MAIER e WEST, 2001; MAIA et al. 2009;
MCCUTCHEON e MARINELLI, 2009;).

Para avaliagdo comportamental, foram adotados os modelos do campo aberto,
da esquiva inibitéria e reconhecimento social para avaliacio mnemobnica
(PANDOLFO, 2007; IZQUIERDO, 2002; PREDIGER, 2003) e analise histopatoldgica
com violeta de cresila da regido alvo desta investigacdo validadas em diversos
ensaios (DOS SANTOS et al. 2007; LIMA et al. 2008; GUIMARAES et al. 2010).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a exposicdo cronica ao
EtOH foi capaz de produzir alteragdes comportamentais afetando aspectos
referentes a atividade locomotora espontanea, emocionalidade/ansiedade, prejuizos
motores constatados na reducdo dos parametros analisados no campo aberto. O
grupo exposto ao EtOH demonstrou menor locomocgéao total em relacdo ao grupo
controle, assim como diminuicdo nos parametros do percentual na deambulacdo
central e no tempo gasto nesta area do aparato, sugerindo possivel efeito
ansiogénico. Observou-se aumento no numero de levantamentos, o qual relaciona-
se com atividade exploratoria e ansiedade(PEREIRA, et al.2005; LEUSSIS e
BOLIVAR, 2006).

Caracterizada como a funcdo cerebral fundamental responsavel pela retencéo

e recuperacdo de informacdes, ou seja, pela persisténcia da aprendizagem em
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determinado espaco de tempo, a memaria, segundo diversos estudos e possui uma
classificacdo, dentre as quais se menciona aquelas descritas como sendo de curta,
longa duracéo e imediata. A memoria de reconhecimento social € identificada como
sendo também de curto prazo (IZQUIERDO,1999; 2000; LINDEN, 2007, 2009).

Noteste para avaliagdo de memodria de reconhecimento social, de curta e
longa duracdo obteve-se claro comprometimento no desempenho dos animais
expostos cronicamente ao EtOH ao serem comparados com o grupo controle. No
teste de reconhecimento social, na primeira exposicdo, 0S animais controle
empregaram um maior tempo na investigacdo do rato juvenil em detrimento
daqueles expostos cronicamente ao EtOH, porém, em um segundo momento, 30
minutos apos a primeira exposicao, o EtOH mostrou ser um agente perturbador da
formacdo deste tipo de memoria, pois 0S animais expostos a esta droga
empregaram maior tempo de investigacdo ao rato juvenil, demonstrando assim
dificuldade de retencdo de memdria (CHIN et al. 2010; FLEMING et al. 2012).
PREDIGER et al. (2003), apontam o EtOH como facilitador dos processos
mnemaonicos na memoaria social, porém, a exposicao foi aguda e a dose foi inferior a
utilizada neste trabalho, o qual utilizou doses elevadas e um periodo de exposi¢ao
prolongado, durante toda a adolescéncia do animal.

Ainda observando a avaliagdo mnemo&nica, ao serem submetidos a esquiva
inibitéria, em que se utiliza um estimulo aversivo para obtencdo de aprendizagem
(IZQUIERDO, 1999; 2002) para mensuracdo da memoéria de curta duracdo, os
animais apresentaram diminuicdo no tempo de descida da plataforma sugerindo
dificuldade de retencdo de memdria, como descrito por Maia et al. (2009) em seu
estudo. Tal comportamento foi reproduzido pelo referido grupo, na avaliacdo de
memoria de longa duracédo, realizada vinte e quatro horas apds o procedimento LB2
corroborando com os ensaios de Alberini (2005), Bevilaqua et al. (2006) e Wouda et
al. (2010) acerca da vulnerabilidade de memdrias frente a substancias de abuso, as
guais desempenham um papel perturbador nosmecanismos relacionados a
formacdo de memoria.

Nesta pesquisa, os achados na analise histologica violeta de cresila,
demonstraram alteracdo na populacédo celular do hipocampo que ratificam o que

anteriormente foi descrito na literatura. Um acumulo de evidéncias indicam que o
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hipocampo adolescente € altamente suscetivel a agdo do EtOH induzindo danos
estruturais e comportamentais (JUSTIN, 2011).

Os efeitos deletérios do EtOH sobre o SNC ja foram demonstrados por outros
autores (TAGLIAFERRO et al. 2002; CREWS e NIXON, 2009), evidenciando perda
neuronal e modificacdes nos demais componentes, 0 que por conseguinte induz
alteracdo em sua fisiologia, estrutura e funcdo (ABREU-VILLACA et al. 2007, 2008).
Considerando a importancia do sistema nervoso, qualquer alteracdo em sua
constituicdo, estrutura tecidual e consequentemente nos grupos celulares neurais e
gliais que o compde, comprometerd o delicado equilibrio existente sobre as
influéncias excitatérias e inibitérias gerando alteragcdo nos varios sistemas do
organismo (KUBOTA et al., 2001; SULLIVAN e PFEFFERBAUM, 2005). A exposicao
ao EtOH durante a adolescéncia produz um aumento significativo na morte celular
por apoptose em regides do hipocampo e esta morte de células é associada com
reducdo das densidades de neurdnios e células gliais (ABREU-VILLACA et al. 2007,
2008; OLIVEIRA, 2010).

A analise dos resultados obtidos sugere que a intoxicagdo por EtOH em ratos
adultos jovens durante 55 dias com a dose considerada elevada alterou a populacéo
de grupos celulares nas regides CA1 e CA3 no hipocampo.

Heike et al. (1997), ao realizar seu estudo sobre a reacdo de astrocitos e
neurénios durante a exposicado cronica ao EtOH, verificou que os grupos celulares
hipocampais foram afetados de forma variavel, constatando que o grau de danos
eram atrelados ao tempo de exposicdo, sendo que os grupos de 4 semanas de
intoxicacdo ndo apresentavam alteracfes significativas, porém com aumento do
tempo de exposicdo para 12 e 36 semanas, as alteracbes mostravam-se mais
significativas. Este mesmo estudo revelou alteracdo astrocitaria, com hipertrofia de
astrécitos, também correspondente ao tempo de exposicao.

Como descrito em outro trabalho, a exposicdo em longo prazo por EtOH
provocou diminuicdo na densidade neuronal e de células gliais, mostrando um
decréscimo na reatividade da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) verificada por um
marcador especifico de GFAP (proteina constitutiva do citoesqueleto de astrocito), o
Anti-GFAP (XU et al. 2003).

Em outra investigacdo, Maia et al. (2009) como resultado de seu estudo
envolvendo intoxicacdo por EtOH e metilmercurio, observou que as proles adultas

de ratas contaminadas com esses neurotoxicos no periodo pré-natal apresentaram
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alteragcbes comportamentais, sugerindo uma estreita correlagao entre a intoxicagao
por EtOH com déficit na aquisicdo de aprendizado, bem como na retencdo da
memoria de longa e curta duracdo e no comportamento sugestivo da
emocionalidade.

O cérebro é claramente plastico no periodo da puberdade e na trajetéria de
seu desenvolvimento ocorrem diversas transformacdes que irdo perdurar por toda a
vida, tais processos sao notaveis antes e imediatamente apds nascimento, incluindo
o periodo de transicdo da infancia a adolescéncia com extenséo a fase adulta, tais
mudancas resultam em diferentes periodos criticos e sensiveis ao seu
amadurecimento, portanto nestes momentos perturbacdes positivas ou negativas
interferem na estrutura e funcdo final de forma diferente do cérebro
maduro(ANDERSEN et al. 2000; ANDERSEN, 2003). Desta forma, sendo o
hipocampo caracterizado por ser uma estrutura fundamental para aprendizado e
memodria, alteracbes em suas populacbes celulares, podem desencadear possiveis
danos nos processos de memoaria, aprendizado e comportamento (GAZZANIGA et al.
2006). Sendo assim, a alteracdo na densidade celular podem justificar as alteracfes
comportamentais e cognitivas observadas nesta investigagao.

Vale ressaltar, que muitos estudos buscam elucidar o papel desempenhado
por agentes psicoativos, como e quais estruturas estao vulneraveis as suas acoes,
gue consequéncias ha e como se comporta 0 SNC em desenvolvimento diante de
tais estimulos nocivos. Muitos sdo 0s mecanismos propostos, porém todos apontam

para o papel deletério destes agentes, no qual o EtOH esté inserido.
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6 CONCLUSAO

A exposicdo ao EtOH da adolescéncia a fase adulta interferiu de forma significativa
no comportamento ocasionado alteracbes na deambulacdo natural do animal, no
desenvolvimento de comportamento do tipo ansiogénico, além de interferir nos processos
mnemadnicos, com impacto nas memdarias de curta e longa duracdo e na de reconhecimento
social, que sdo comportamentos dependentes de estruturas do sistema limbico, no qual o
hipocampo esta inserido. Tais alteracbes comportamentais e cognitivas foram
acompanhadas de alteracdes na densidade celular hipocampal dos ratos expostos ao EtOH
demonstrando a vulnerabilidade desta estrutura a este toxicante. No entanto, 0s
mecanismos pelos quais tais alteragdes ocorrem devem ser alvo de estudos posteriores,
para melhor compreensdo dos efeitos do consumo excessivo de EtOH em um periodo
caracterizado por mudancas significativas e definitivas no cérebro, que corresponde a
adolescéncia.
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PARECER BIO007-09

Projeto: Efeitos Neurocomportamentais e Neuroprotetores na recuperagdo funcional apds
bloqueio da ativagéio microglial com minociclina em ratos submetidos 4 isquemia focal no

cortex motor quando tratados cronicamente com etanol da adolescéncia a fase adulta

Coordenador: Prof. Dra Cristiane do Socorro Ferraz Maia
Area Tematica: Biologia
Vigéncia: 01/2009 a 01/2011
Nono CEPAE-UTFPA: BIO001-09

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigaglio ¢ de alto teor cientifico justificando a utilizagio do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulagio de animais de experimentag#o. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuigdes delegadas pela portaria No 1568/2005 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentacdo nas atividades do projeto em questiio, no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizacio

deste comité.
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