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RESUMO

Eventos estressantes que ocorrem no inicio da vida podem induzir danos persistentes
no encéfalo e no comportamento durante a vida adulta. Além disso, experiéncias
estressantes estimulam o consumo abusivo do etanol, o que induz danos neuronais,
e contribuem para o aumento do estresse oxidativo no Sistema Nervoso Central.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da separacdo maternal (SM) e
da exposicéo ao etanol em binge em ratos adolescentes sobre parametros de estresse
oxidativo e comportamentais. Para isso, foram utilizadas ratas fémeas Wistar prenhes
e apos o0 nascimento das ninhadas, os animais foram divididos em grupo controle (NS)
ou grupo separacdo maternal (SM). A SM foi realizada de 2 a 15 dias pés-natal, 3
horas por dia. No dia pés-natal 35, os animais foram novamente divididos em 3 grupos:
0S animais que receberam solucéo salina intragastrica (grupo do veiculo) ou etanol
em doses de 3,0 ou 6,0 g / kg. No tratamento cronico, o etanol foi administrado uma
vez por dia, durante dois dias consecutivos intercalados por dois dias sem etanol,
perfazendo um total de 10 doses. A exposicdo ao tratamento do binge agudo
aconteceu no dia 35 até o dia 37 pos-natal. No final deste procedimento, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais ou submetidos a eutanasia para a
obtencdo de estruturas encefdlicas. A memoria foi avaliada pelo teste de
reconhecimento de objetos (TRO) e pelo teste do labirinto em Y, o hipocampo e cortex
pré-frontal (CPF) foram recolhidos apenas nos animais submetidos ao tratamento
cronico. Nestas estruturas, foram avaliadas a producdo de radicais livres pela
oxidagdo quimica do dicloroidrofluoresceina (DCFH), a atividade enzimatica da
catalase (CAT), da glutationa peroxidase (GPx) e da superéxido dismutase (SOD), a
producdo de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) e de tibis totais. Nos
testes comportamentais do grupo agudo, observou-se efeito da SM e do etanol
induzindo a diminuicdo da memdria de longa duracdo (MLD) no TRO. No tratamento
cronico por sua vez, observou-se interacdo entre a SM e o etanol induzindo a
diminuicdo da memoria de curta duragdo (MCD) no TRO e no labirinto em Y, foi visto
efeito da SM diminuindo a MCD, mais especificamente durante a fase de aquisicéo da
memoria. Em relacdo aos parametros bioquimicos, os resultados do CPF mostraram
gue a SM e a interacdo entre os tratamentos SM e etanol induziram o aumento da

atividade da GPx bem como o aumento dos niveis de TBARS foram induzidos

9



somente pela SM. Ja no hipocampo, a SM aumentou a producao de radicais livres,
diminuiu a atividade enzimatica da GPx, aumentou a atividade enzimética da SOD e
a producdo de TBARS. Além disso, os resultados mostraram interacdo entre os
tratamentos SM e etanol, favorecendo a diminuicdo da atividade enzimatica da CAT
no hipocampo. Concluimos que ha interagéo entre a SM e o etanol na indu¢éo de um
o déficit cognitivo na MCD e MLD, sugerindo altera¢des funcionais no hipocampo e
CPF. Além disso, a separacdo maternal foi capaz de promover estresse oxidativo
nessas estruturas, nao sofrendo grande influéncia do consumo crénico de etanol em

binge.

Palavras-chave: Separacdo maternal. Estresse oxidativo. Etanol em binge.

Comportamento. Cortex pré-frontal. Hipocampo.
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ABSTRACT

Early life stress can generate long-lasting effects on brain and behavior during
adulthood. Furthermore, stressful experiences stimulate abusive consumption of
ethanol, which induces neuronal damages and contributes to increases on parameters
of oxidative stress on Central Nervous System. The aim of this research was to
evaluate the effects of Maternal Separation (MS) and of intermittent ethanol binge
drinking in adolescent rats on behavioral and oxidative stress parameters. Pregnant
Wistar rats were used. After birth of litters, the animals were divided into control group
(NS) or maternal separation group (MS). Maternal separation was performed from 2 to
15 postnatal day, 3 hours daily. At postnatal day 35, animals were divided again into 3
groups: animals which received intragastric saline (vehicle group) or ethanol in doses
of 3.0 or 6.0 g/kg. Ethanol was administered once a day, in a regimen of two
consecutive days interspersed by two days without ethanol, totalizing 10 doses for
chronic binge treatments. Acute binge exposure happened at postnatal day 35 until 37
postnatal day. At the end of this procedure the animals were subjected to behavioral
tests or euthanized for obtaining structures. Memory was accessed by object
recognition test and by Y maze test, and hippocampi and pre frontal cortex were
dissected. Only from animals submitted to chronic binge treatment, for evaluation of
lipid peroxidation (LP), oxidative species production (ROS), and enzymatic activity of
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx). We
observed a significant interaction between factors on short-term memory of Object
Recognition Test (OR), and an influence of MS on the acquisition phase during Y maze
test on the animals submitted chronic binge treatment. In animals submitted to acute
binge exposure we observed effect of MS and of ethanol on long-term memory of OR.
Furthermore, our results showed that MS induced an increase in SOD activity, ROS
and LP, decreasing GPx activity, as well as an interaction between factors in CAT
activity on hippocampus. In pre frontal cortex, our results to show that MS induced an
increase in GPx activity and lipid peroxidation. To summarize, we found an interaction
between MS and ethanol as contributing factors for cognitive impairment in short-term
memory and long-term memory. Besides, maternal separation was able to induce
oxidative stress in PFC and hippocampus, but this parameter was not influenced by

ethanol chronic binge treatment.
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Keywords: Maternal Separation. Oxidative stress. Exposure binge ethanol. Behavioral.
Pre frontal cortex. Hippocampus.

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Dose padrao de etanol segundo a OMS ............cccciiiiiiiiiiieenenenn. 30
Figura 2 — Caixa de separacdo Maternal............cccueeeeeeeeiiieeeeeniieiieeeneiieeee 37
Figura 3 - Delineamento Experimental do grupo controle (NS)..................... 38
Figura 4- Delineamento Experimental do grupo submetido a SM................. 38
Figura 5 - Linha cronolOgiCa............ccouviiiiiiiiiiici e 39

Figura 6 - Teste de reconhecimento de objetos suas respectivas fases:

U] [ (O T (ST (SR A TR (1) (< 41
Figura -7 Labirinto em Y durante a fase de habituagao.............c.ccococovvericrinnnnne. 42
Figura 8 - Labirinto em Y durante a de fase treino............c.ccccccceeevvieivcccennnn, 43
Figura 9 - Labirinto em Y durante a de fase teste/treino reverso......................... 44
Figura 10 - Reacdo enzimatica da Catalase...........ccccceeeeeeeeeeiiiiiiieieieeeeiii, 46

Figura 11 - Reacdes enzimaticas do sistema glutationa peroxidase e

47
=70 {1 £ L TP EPPRPPPRRP
Figura 12 - Reacdo entre o TBA e uma espécie reativa ao &cido 48
110] o= Tt 1 (1 o o TS
Figura 13 - Reac&o entre o DTNB e os ti6is presentes na amostra formando TNB. 49
Figura 14 - Comparacdao do teor de etanol no sangue dos animais ap0s uma
Unica exposicao as doses de 3g/kg e 6g/kg de etanol e salina....................... 50
Figura 15 - Avaliacdo da fase treino em animais submetidos ao binge
= 10 11 [0 [0 PSSR 51
Figura 16 - Avaliacdo da MCD em animais submetidos ao binge agudo ...... 52
Figura 17- Avaliagdo da MLD em animais submetidos ao binge agudo...... 53
Figura 18- Avaliacdo do treino em animais submetidos ao binge crénico.... 54

13



Figura 19 - Avaliacdo da MCD em animais submetidos ao binge crbénico.... 55
Figura 20 - Avaliagcdo da MLD em animais submetidos ao binge cronico..... 56

Figura 21 - Curva de crescimento dos animais durante a restricdo alimentar

em animias submetidos ao binge agudo...........cccceeeeiiiiieieeeiiieec 57
Figura 22 - Curva de crescimento dos animais durante a restricao alimentar 58
em animias submetidos ao binge CroniCo.............uueiiiiiiiiniiiiec e

Figura 23 - Curva de aprendizagem do labirinto em Y em animais 59
submetidos a0 biNge agUUAO..........cooiiiiiiiiiii e

Figura 24 - Curva de aprendizagem do labirinto em Y em animais

submetidos a0 biNgE CrONICO...........cviiiiiieee e o4
Figura 25 - % da taxa de acerto durante a fase de treino do labirinto em Y

em animais submetidos ao binge CroniCo............ccuvviiiiiiiiiiiiiieee e 60
Figura 26 - Dosagem de diclorofluoresceina, N0 CPF...........cccccccoeiiiiiiininneen. 61
Figura 27 - Dosagem de diclorofluoresceina, no hipocampo....................o.... 61
Figura 28 - Avaliacdo da atividade enzimatica da CAT no CPF...................... 62
Figura 29 - Avaliacdo da atividade enzimética da CAT no hipocampo............ 63
Figura 30 - Avaliacdo da atividade da GPXNo CPF.........ccccooeiiiiiiiiieiiiiiiciee, 64
Figura 31 - Avaliacdo da atividade da GPx no hipocampo..............cccccccevvuene 64
Figura 32 - Avaliacdo da atividade enzimética da SOD no CPF..................... 65
Figura 33 - Avaliacdo da atividade enzimatica da SOD no hipocampo........... 66
Figura 34 - Avaliacdo da razdo enzimatica entre a SOD e a CAT no CPF...... 67
Figura 35 - Avaliacdo da razdo enzimatica entre a SOD e a CAT no

RIPOCAMPO. ...t 68
Figura 36 - Avaliagéo da razdo enzimatica entre a SOD e a GPx no CPF....... 68

Figura 37 - Avaliacdo da razdo enzimatica entre a SOD e a GPx no

NIPOCAMPO. ...t e e e e e e aaen 69



Figura 38 - Avaliagédo da razdo entre a SOD e o somatorio da GPx e CAT

Figura 39 - Avaliagédo da razdo entre a SOD e o somatorio da GPx e CAT

(Lo TN 110 o Ter= o 11 o o J 70
Figura 40 - Avaliacdo dos niveis de TBARS NO CPF........cccccoiiiiiiiieinniiiineen. 71
Figura 41 - Avaliagdo dos niveis de TBARS no hipocampo..........cccccceeuvvvnen. 71
Figura 42 - Avaliacao de tiGis totaiS N0 CPF ..o 72
Figura 43 - Avaliacéo de tidis totais N0 hipocampoO............ceeeiiiiiiieeeriiiiieenn. 72

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais espécies reativas ao oxigénio (ERO).............ccvveeeee. 26

Tabela 2 - Tempo de exploragéao do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo

(tb2) (s) de animais submetidos ao binge agudo na avaliacdo da MCD........ >
Tabela 3 - Tempo de exploracédo do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo

(tb2) (s) de animais submetidos ao binge agudo na avaliacdo da MLD........ >3
Tabela 4 - Tempo de exploragédo do objeto familiar (ta1) e objeto novo (tb2)

de animais submetidos ao binge crénico na avaliagdo da MCD................... 25

Tabela 5: Tempo de exploracdo do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo

(tb2) (s) de animais submetidos ao binge cronico na avaliagdo da MLD.......

16



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH — Hormdnio Adrenocorticotrépico
AMPA — alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico
ARE- elementos de resposta antioxidante
BA — Binge agudo

BC — Binge cronico

BSA — Albumina bovina sérica

CA — Corno de Amon

CAT — Catalase

CG — Cromatografia Gasosa

CORT - Corticosterona

CRH — Horménio Corticotropico

CPF — Cortex pré-frontal

DA — Dopamina

DCFH — Dicloroidrofluoresceina

DCF — Diclorofluoresceina

DTNB - 5, 5-ditiobis-2-nitrobenzoico

ERO — Espécies Reativas de Oxigénio

GCs — Glicocorticoides

GSH - Glutationa/Glutationa reduzida
GSSH - Glutationa oxidada

GPx — Glutationa peroxidase

HHA — Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

IRO — indice de Reconhecimento de Objetos
INT — cloreto 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio

LP — Peroxidacéao Lipidica

17



LTD — Depressao de longa duracéo

LTP — Potenciacéo de longa duracéo

MCD — Memoria de curta duracao

MLD — Memodria de lona duragéo

NAD* — Dinucleotidio de adenina e nicotinamida oxidado
NADH — Dinucleotidio de adenina nicotinamida reduzido
NADPH — Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido
NMDA — N-metil D-Aspartato

Nrf 2 — Fator nuclear derivado eritroide 2

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PN — Pés-natal

RG — Receptores para glicocorticoides

SM — Separacdo Maternal

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superdéxido dismutase

PHRS — Periodo hiporresponsivo ao estresse

TBARS — Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

TRO — Teste de Reconhecimento de Objetos

18



SUMARIO

INTRODUGCAO........ccoveerere.

1.1 SEPARACAO MATERNAL (SM)....eeieereeeereeseeereeeeeerennn.

1.1.1 Consequéncias da Separacao Maternal.............ccceevevevnnnnnns

1.1.1.1 Hiperativagdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA).....

1.1.1.2 Estresse oxidativo................

1.1.1.3 AlteracBes em estruturas encefalicas.......c...coeveviviiiiiinninnnn,

0 0 I I o 10T Yo=Y 2 ] o o J PP

1.1.1.3.2 Cortex pré-frontal (CPF)......

1.2 CONSUMO DE ETANOL......

1.2.1 BiNge driNKiNg......uuuuuiiiiiii e

1.2.2 Consumo de etanol na adoleSCEeNCia......covveveeeeeeeeeiiieeiieeen,

1.2.3 Consequéncias do consumo de etanol em binge durante a

adolesSCeNCIA ...

1.2.4 Acdo do etanol no Sistema Nervoso Central..........................

1.2.4.1 Inducéo do estresse oxidativo

OBJETIVOS.........coii,

2.1 OBJETIVO GERAL......ccoo e

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........coooioeeeeeeeeeeveeeeeeenen,

METODOLOGIA.........ccooiiie.

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

3.2 SEPARACAO MATERNAL

22

22

22

22

24

27

27

28

28

29

30

30

31

33

35

35

35

36

36

36

19



3.3 EXPOSICAO AO ETANOL EM BINGE AGUDO.............. 37

3.4 EXPOSICAO AO ETANOL EM BINGE CRONICO.......... 38
3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL........cccoiiiiiiiiiiee 38
3.6 CONCENTRACAO DO ETANOL NO SANGUE.............. 39
3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS. ... 39
3.7.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO).......ccccccevvvvvrnnnneen 39
3. 7.2 ReStricao alimentar........ccccoooiiiiiiiiiiiieee e 41
3.7.3Labirinto €M Y ..o 41
B8 EUTANASIA......oooooeoeeeeeeeee e, 44
3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS. ... 44
3.10 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS.......... 45

3.10.1 Avaliacédo da producédo de radicais livres pela oxidagcdo

quimica do dicloroidrofluoresceina (DCFH)........cccccovviiiiieeieniiiinnnen. 45
3.10.2 Atividade enzimética da catalase (CAT) ..cceeeevvviiiieeeeeeeninnee 46
3.10.3 Atividade enzimatica da Glutationa peroxidase (GPx).......... 46
3.10.4 Atividade enzimética da Superéxido dismutase (SOD)........ 47

3.10.5 Avaliacdo da formacdo de espécies reativas ao acido

tiobabitlrico (TBARS).....cooiii e 48
3.10.6 Determinacao de TiOiS tOtaIS......uuuuruureiiiiiiieeeeeeee e e 48
3.10.7 Dosagem de proteinas totaiS.........uuuruuiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeees 49
3.11 ANALISE ESTATISTICA ..o 46

4 RESULTADOS.. ... e 50



4.1 CONCENTRACAO DE ETANOL NO SANGUE............... 50
4.2 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (TRO) 30
4.2.1TRO =DINGE AQUAO......oiiriiers e 50

4.2.2 TRO = DINGE CIrONICO...uuiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e 54

4.3 CURVA DE CRESCIMENTO DOS ANIMAIS DURANTE

O PERIODO DE RESTRIGAO ALIMENTAR.......ccc.coovvvnrrinnnnee. 57
44 LABIRINTO EMY ..o S8
4.5 ANALISES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS............. 60
4.5.1 Producdo de radicais livres pela oxidacdo quimica do

dicloroidrofluoresceina (DCFH)..........covviiiiiiiiiiiiiee e 60
4.5.2 Atividade enziméatica da catalase (CAT).....cceevvvvreevvvennnecnneennn. 62
4.5.3 Atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GPX) ............ 63
4.5.4 Atividade enzimética da superoxido dismutase (SOD) .......... 65
4.5.5 Relagcbes enzimaticas entre a CAT, GPx e SOD.........cccceeenne... 66

45.6 Dosagem da formacdo de espécies reativas ao acido

tioDADILUNICO (TBARS).....eieeeeeee ettt 70
4.5.7 Dosagem de TiGiS tOtaiS.....cuvvvieeieeeeeeeieccicccee e 71
B DISCUSSAO. ... 73
6 CONCLUSOES. ... 82
7 REFERENCIAS. ..o 83

21



1 INTRODUCAO
1.1 SEPARACAO MATERNAL (SM)

Os periodos pré e pos-natal sédo criticos para o desenvolvimento do sistema
nervoso. Exposicdo a eventos traumaticos nas fases iniciais da vida podem afetar
profundamente o desenvolvimento encefalico, promovendo efeitos de longa duracéo
em estruturas neuronais e no comportamento, que podem se prolongar até a vida
adulta (DE BELLIS et al., 1999; NEYLANDER e ROMAN, 2013; NISHI; HORII-
HAYASHI; SASAGAWA, 2014). Tais eventos traumaticos possuem um importante
papel etiolégico em transtornos de humor, ansiedade, depressdo, bem como
distarbios neurolégicos, transtornos psiquiatricos e doencas neurodegenerativas
(MICZEK; YAP e COVINGTON lIl, 2008; ODEON; SALATINO e ACOSTA, 2013). Na
tentativa de mimetizar experiéncias traumaticas e avaliar as consequéncias destes
eventos em modelos animais, um modelo de estresse neonatal amplamente aceito é
a Separacédo Maternal (SM), a qual € caracterizada por sucessivas separacoes diarias
entre 0os neonatos e progenitoras durante os primeiros dias pés-nascimento (PRYCE
et al., 2005; NEYLANDER e ROMAN, 2013; TRACTENBERG et al., 2016).

Existem distintos protocolos de separacdo maternal, os quais se diferenciam
tanto pelo niumero de dias de separacdo quanto pelo tempo de duracdo de cada
sessdo de separacdo. Ha a separacdo maternal com 5 minutos de duracao, curta
duracdo com 15 minutos, longa duragéo, de 180 a 360 minutos, e a privagdo materna,
com duracao de 24 horas (KLOET, ROTS e COOLS, 1996; NEYLANDER e ROMAN,
2013; SADEGHI, PEERI e HOSSEINI, 2016). O modelo de SM, bem como a privacéo
materna, promove perturbac¢des no cuidado materno, causando estresse aos filhotes
neonatos como alteracbes comportamentais, além de disturbios fisiol6gicos como
aumento da liberacédo de citocinas inflamatorias, diminuicdo da neurogénese, aumento
do nivel basal de glicocorticoides e hiperativagdo do eixo Hipotalamo Hipéfise Adrenal
(HHA) (HUOT et al., 2002; PRYCE et al., 2005; FRANKLIN et al., 2012; SILBERMAN,
ACOSTA e ZORRILLA, 2016).

1.1.1 Consequéncias da Separacdo Maternal
1.1.1.1 Hiperativacao do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA)
A resposta fisiol0gica aos eventos estressantes é derivada da ativacéo do eixo

HHA, do sistema nervoso autbnomo e do sistema imunitario, cujos mediadores
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fisiolégicos séo: glicocorticoides, catecolaminas e citocinas (SAPOLSKY, ROMERO e
MUNCK, 2000). Diversos estudos mostram que a funcdo do eixo HHA é alterada
através de mecanismos epigenéticos ocorridos nos periodos iniciais da vida e que
essas alteracdes persistem até a vida adulta (NISHI, HORII-HAYASHI e SASAGAWA,
2014; SPIGA et al., 2014; BAUCHAINE; CROWELL e HSIAO, 2015; JAIMES-HQY et
al., 2016). Tal eixo é responsavel pelo controle dos niveis de glicocorticéides na
circulacdo e por promover a resposta ao estresse (NISHI; HORII-HAYASHI e
SASAGAWA, 2014; SPIGA et al., 2014).

As experiéncias estressantes funcionam como gatilho para a ativacdo do
ndcleo paraventricular do hipotalamo, o qual libera o horménio liberador de
corticotropina (CRH) e arginina vasopressina na circulagcdo portal hipotalamo-
hipofisaria. A ligacdo do CRH a seus receptores na hipdéfise anterior estimula a
liberacdo do horménio adrenocorticotropico (ACTH), que, por sua vez, estimula a
sintese e liberacao de glicocorticoides pelo cértex da glandula adrenal sendo liberado
cortisol em humanos e corticosterona (CORT) em roedores (SAPOLSKY, ROMERO
e MUNCK, 2000; CHARMANDAR, TSIGOS e CHROUSOS, 2005).

Os glicocorticoides exercem retroalimentacdo negativa sobre sua liberacao,
uma vez que se ligam a seus respectivos receptores presentes na hipofise anterior e
no hipotalamo e, desta forma, promovem a modulacdo na transcricdo dos
componentes do eixo HHA e cessam a resposta ao estresse. A resposta
neuroenddcrina ao estresse possui um papel importante na adaptacdo ao ambiente.
(SAPOLSKY, ROMERO e MUNCK, 2000; CHARMANDAR, TSIGOS e CHROUSOS,
2005; JOHN et al., 2007). Entretanto, tal eixo encontra-se quiescente durante as duas
primeiras semanas de vida caracterizado por concentracdes quase indetectaveis de
glicocorticoides e de ACTH, e por elevados numeros de receptores para
glicocorticoides (RG) em diversas estruturas enceféalicas, tal momento é chamado de
periodo hiporresponsivo ao estresse (PHRS) (WALKER et al., 2001; LAJUD et al.,
2012). A SM, porém atua como um agente estressor, logo, promove ativagdo do eixo
durante o PHRS que por sua vez estimula o aumento da liberagcdo de ACTH e CORT,
conforme foi observado primeiramente por Plotsky e Meaney (1993). Algumas regides
encefalicas como o hipocampo, possuem uma maior sensibilidade aos niveis elevados
de glicocorticoides, uma vez que apresentam elevados RG, o que pode culminar em
danos neuronais (MCINTOSH e SAPOLSKY, 1996; MCEWEN, 2007; KLOET et al,
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2016). Entretanto, a exposicao prolongada aos glicocorticoides induz uma diminui¢ao
na expressao dos RG e consequentemente, promove uma diminuicdo da
retroalimentacdo negativa quando os animais chegam a vida adulta (HEIM e
NEMEROFF, 2001; ROMANO-LOPEZ et al., 2012).

O aumento da CORT em animais experimentais, como aves e roedores,
contribui para alteragbes comportamentais e metabdlicas, comprometendo o
desenvolvimento neuronal dos animais e tornando-0s mais suscetiveis ao estresse na
vida adulta (DORN, 2014; NISHI; HORII-HAYASHI e SASAGAWA, 2014). Como
consequéncias da ativacao do eixo HHA observa-se o prejuizo no desenvolvimento
do sistema nervoso central, alteragbes comportamentais como déficitis cognitivos,
além de alteracdes neuroquimicas, com o0 aumento do estresse oxidativo (GUPTA,
RADHAKRISHNAN e KURHE, 2015; SPIERS et al., 2015; BORROW et al., 2016;
SILBERMAN; ACOSTA e ZORRILLA, 2016). Em criancas e adolescentes, humanos,
ativacdo do eixo HHA esté relacionada com eventos estressantes como separacao
materna precoce, violéncia fisica, divorcio parental, abusos sexuais e psicolégicos e
exposicao a areas de conflitos de guerra (SCHIAVONE, COLAIANNA e CURTIS,
2015). Jovens que passaram por alguma situacdo estressante durante a infancia
podem apresentar alteracdes comportamentais persistentes capazes de se prolongar
até a vida adulta (DE BELLIS et al., 1999; NEYLANDER e ROMAN, 2013). Ansiedade,
depressdao, transtorno bipolar, transtornos de personalidade, transtorno de déficit de
atencdo e abuso de drogas sdo listados como alguns exemplos das alteracfes
comportamentais (SCHIAVONE, COLAIANNA e CURTIS, 2015; ODEON; SALATINO
e ACOSTA, 2013). A nivel molecular, ja foi encontrado elevados niveis de cortisol na
saliva de criancas apOs sofrerem acidente de carro e liberacdo de citocinas
inflamatorias. Como consequéncia, observam-se as alteracdes na neurogénese
hipocampal, ativagcdo da microglia e da apoptose neuronal (PERVANIDOU e
CHROUSOS, 2012). No entanto, diversos estudos relacionam a ativacao do eixo com
a inducao ao estresse oxidativo no sistema nervoso central (PLOTSKY E MEANEY,
1993; SCHIAVONE et al., 2013; SPIERS et al., 2015).

1.1.1.2 Estresse oxidativo
Radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir com elétrons

desemparelhados nos orbitais atdbmicos. Surgem pela perda ou adicdo de um anico

24



elétron a um composto ndo radicalar, podendo ser originado através de uma fissao
homolitica, na qual ocorre o rompimento da ligacdo covalente e, assim, formam-se
duas espécies radicalares, cada uma com o acréscimo de um elétron (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). O elétron livre caracteriza o radical livre e pode estar associado
a atomos de nitrogénio, enxofre, e principalmente, ao oxigénio. Quando o oxigénio
molecular sofre uma reducdo parcial eletrdnica ocorre a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) como anions superoxidos, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila, oxigénio singlete, 6xido nitrico, entre outras espécies, conforme mostra a
tabela 01 (RAHMAN et al., 2012; PHANIENDRA, JESTADI e PERIYASAMY, 2015). A
formacao de ERO ocorre naturalmente em organismos vivos, proveniente de reacoes
bioquimicas para manter a homeostasia como crescimento e senescéncia celular,
respiracdo celular, apoptose, processos inflamatérios e participacdo na sinalizacéao
celular redox como segundos mensageiros. Entretanto, tais espécies sdo altamente
reativas e instaveis, e podem reagir com alvos biolégicos (BECKMAN e AMES, 1999;
WEI et al., 2001; ZOPPI et al., 2003).

Embora os mecanismos entre a formacdo de EROs e o aparecimento de
diversas doencas ndo esteja esclarecido, sabe-se que tais espécies possuem
participacdo direta em mecanismos fisiopatolégicos que promovem a continuidade e
complicacBes presentes em processos patoldgicos. Apesar de tais complicacdes, o
organismo possui sistemas de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos que
apresentam a capacidade de neutralizar tais espécies reativas (ROVER-JUNIOR,
HOEHR e VELLASCO, 2001). O sistema de defesa ndo enzimatico é composto por
vitamina A (retinol), vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (acido ascérbico), glutationa
(GSH), cisteina, tioredoxina e minerais antioxidante como cobre, ferro, selénio,
manganés e zinco. Ja o sistema enzimatico antioxidante esta relacionado com a
atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) (HITCHON e EL-GABALAWY, 2004; FILIPPIN et al., 2008).

A exposicao constante a diferentes protocolos de estresse bem como o abuso
de drogas, induz a formag&o de um quadro de estresse oxidativo, o qual se caracteriza
pelo desequilibrio entre 0 aumento da producédo de espécies altamente reativas e a
diminuicdo da capacidade antioxidante tecidual (FONTELLA et al., 2005; DE
VASCONCELLOS et al., 2006; ENACHE et al., 2008; NG et al., 2008; HOVATTA,
JUHILA e DONNER, 2010; SCHIAVONE et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014). Estudos
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apontam a presenca elevada de marcadores de estresse oxidativo e inflamacéo em
ratos submetidos a SM (HOLLAND et al., 2014). Como consequéncia, especula-se
que a presenca de tais marcadores possa ser a justificativa molecular para a
promocdo de distirbios neurologicos, comportamentais, psiquiatricos e
neurodegenerativos, observados em animais submetidos a SM (MICZEK; YAP e
COVINGTON lll, 2008; SPIERS et al., 2015). Como citado anteriormente, a SM
promove a hiperfuncdo do eixo HHA e liberacdo exacerbada de CORT e inUmeros
estudos correlacionam de glicocorticoide com o aumento do estresse oxidativo
(MCINTOSH, CORTOPASSI e SAPOLSKY, 1998; LIU et al.,2002; COSTANTINI,
MARASCO e MOLLER, 2011; SCHIAVONE et al., 2013; SCHIAVONE, COLAIANNA
e CURTIS, 2015; CHITTY et al., 2015).

Existem diversas estratégias experimentais para mensurar o estresse oxidativo
em tecidos biologicos, tais como atraves da avaliagcdo da peroxidagéo lipidica (LP),
carbonilacéo de proteinas, bem como da atividade de enzimas antioxidantes como a
SOD, CAT e GPx (VASCONCELOS et al., 2007; MOORE et al., 2015). Vérios desses
marcadores de estresse oxidativo estéo alterados em funcéo de altos niveis de CORT,
0 que é observado em diversas estruturas encefélicas, como nucleo accumbens,
hipotalamo, hipofise, estriado, cortex pré-frontal (CPF), hipocampo entre outras
(FONTANELLA et al., 2005; DERIN et al., 2006; MCEWEN, 2007; AISA et al., 2009;
MUHAMMAD e KOLB, 2011; LAJUD et al., 2012; FREEDOM et al., 2014; GUPTA,
RADHAKRISHNAN e KURHE, 2015; SPIERS et al., 2015; SASAKI; LEUTGEB, S;
LEUTGEB, K, 2015).

ERO

RADICALARES NAO RADICALARES
Perdxido de hidrogénio

Superoéxido, O2” (H202)
Hidroxila, OH Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxila, ROx Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxila, RO Ozo6nio (0O3)
Hidroperoxila, HO> Oxigénio singlete

Tabela 1: Principais espécies reativas ao oxigénio (ERO). Adaptada. RAHMAN et al, 2012.
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1.1.1.3 Alteragbes em estruturas encefalicas

Inimeras estruturas encefélicas apresentam seu desenvolvimento alterado
pelo estresse neonatal, como o estriado, nucleo accumbens, amigdala, hipotalamo,
hipofise, hipocampo e CPF (MCEWEN, 2007; AlSA et al., 2009; MUHAMMAD e KOLB,
2011; LAJUD et al., 2012; FREEDOM et al., 2014; SASAKI; LEUTGEB, S; LEUTGEB,
K, 2015). Este trabalho se limitou a avaliagdo dos efeitos do estresse oxidativo

presente no hipocampo e CPF.

1.1.1.3.1 Hipocampo

O hipocampo é constituido por duas camadas finas de neurdnio dobradas uma
sobre a outra. Uma camada é composta pelo giro denteado e a outra pelo Corno de
Amon, que por sua vez é dividido em areas CA1, CA2, CA3 e CA4 (BEAR, CONNORS,
PARADISO, 2002). A grande via de entrada de informac¢des no hipocampo é
estabelecida pelo cértex entorrinal, que conduz as informagfes ao hipocampo por um
feixe de axdnios que segue a via perforante e estabelece sinapses com neurdnios do
giro denteado. Os neurdnios do giro denteado se projetam e estabelecem sinapses
com os neurdnios da regido CA3, e as eferéncias dessa regido sofrem ramificacdes,
estabelecendo sinapses em CALl (através das de fibras colaterais de Scheaffer), ou
projetando-se a partir do hipocampo pelo fornix (VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTE,
2009).

O hipocampo é a estrutura encefélica responsavel pela aquisicdo da memoaria
espacial, pelo processamento da memdéria de curto prazo (MCD) para longo prazo
(MLD), por processos relacionados as emocdes e aprendizado, além de ser um dos
componentes do sistema limbico (IZQUIERDO et al., 1998; DAVACHI e DUBROW,
2015). Diante disso, algumas situac6es podem promover danos ao hipocampo o que
leva a prejuizos na memoria e aprendizado (SCHIAVONE; COLAIANNA; CURTIS,
2015). Mais especificamente, eventos estressantes emocionais ou até mesmo
agressfes quimicas como consumo de etanol, sdo capazes de desencadear um
guadro de estresse oxidativo hipocampal que podem ser a causa etiolégica de danos
permanentes no encéfalo bem como alteragcbes comportamentais (BRIONES e
WOODS, 2013; VETRENO e CREWS, 2015; SPIERS et al., 2015).
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1.1.1.3.2 Cortex pré-frontal (CPF)

O CPF esta localizado na extremidade anterior dos hemisférios cerebrais ele pode
ser considerado como a regido do cortex que recebe aferéncias de outras regides
corticais (KOLB et al., 2012). O CPF é responsavel pelo comportamento, interacédo
social, aquisicdo de novas informacdes, concentracdo, compreensao e solugdes de
problemas, memoria, e apresenta um longo periodo de desenvolvimento até chegar a
sua maturacdo completa (FUSTER, BODNE e KROGER, 2000; LUNA,
PADMANABHAN e O'HEARN, 2010; TEIXEIRA et al., 2014; SASAKI; LEUTGEB, S;
LEUTGEB, K, 2015), o que o torna mais suscetivel a altera¢des funcionais como as
vistas em transtornos psiquiatricos.

A exposicao ao estresse compromete o desenvolvimento do CPF (WHITE, 2003;
THOMPSON et al.,, 2004; KOLB et al., 2012; SPEAR, 2015). Eventos traumaticos
durante periodo pré e pés-natal geram prejuizos em tal estrutura, com alteracbes
neuroquimicas e comportamentais que permanecem durante a vida adulta (BELLIS et
al., 1999; AISA et al., 2009; ZIMMERBERG e SAGESER, 2011; DE NEYLANDER e
ROMAN, 2013; NISHI; HORII-HAYASHI e SASAGAWA, 2014). Além disso, a funcéo
do CPF também pode ser modulada durante a adolescéncia, visto que estima-se que
sua maturacao esteja totalmente finalizada somente em torno dos 30 anos de idade
em humanos (SOWELL et al., 1999; CHAN et al., 2011). O CPF também integra o
circuito de gratificacdo encefélica, o qual esta fortemente associado com 0s processos
neurais relacionados ao abuso de drogas (GARDNER, 2005). Portanto, a exposi¢cao
a eventos estressantes durante o periodo neonatal, associada a maturacao tardia do
CPF, pode contribuir para tornar os adolescentes alvos vulneraveis as alteracdes
emaocionais, cognitivas e ao abuso de drogas, como episodios pesados da ingestao
de etanol (MICZEK et al., 2008; ODEON; SALATINO e ACOSTA, 2013;
VANDENBERG et al., 2015).

1.2 CONSUMO DE ETANOL

O consumo de etanol é realizado ha séculos por diversos povos em todo o mundo,
e, até hoje, esse habito esta presente em nossa sociedade. O etanol é uma substancia
amplamente consumida e representa um problema de saude publica, visto que
contribui para incidéncia de cirrose hepatica e cancer, doencas infecciosas como

tuberculose, HIV/AIDS, transtornos comportamentais e psiquiatricos, doencas
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cronicas como hipertensao arterial e diabetes, intoxicagdes entre outros (WHO, 2014).
Além disso, o consumo de etanol ainda apresenta o grande impacto social, pois esta
relacionado com vandalismo, desordem publica, problemas familiares, homicidios,
abuso de menores, problemas financeiros e custos sociais (MELONI e LARANJEIRA,
2001). Em funcéo de todos os transtornos de saude e sociais, o0 consumo do alcool é
a causa de aproximadamente 3,3 milhées de mortes por ano no mundo e, quando se
compara com todos os 6bitos que acontecem mundialmente, temos que 5,9% destes
estdo relacionados somente com as consequéncias do consumo de etanol (WHO,
2014).

No Brasil, a auséncia de dados oficiais dificulta 0 acompanhamento da evolucéo
do consumo de etanol. Entretanto, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016) divulgou dados sobre o consumo de etanol em cada regido do pais e
por faixa etaria. A regido sudeste apresentou o maior nimero de habitantes que
apresentaram consumo abusivo de etanol e a faixa etaria de 18 a 24 anos
correspondeu a 20,1% da populacdo analisada na pesquisa. O ultimo relat6rio sobre
o consumo de etanol no mundo foi publicado em 2014 pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS). Neste relatorio, a organizacdo observou aumento dos niveis de
consumo de etanol em regides europeias e no continente americano, com niveis
intermediarios de consumo na Africa e no pacifico e niveis mais baixos de consumo
na regido do mediterraneo e sudoeste asiatico. Além disso, um dado que chamou
atencdo da OMS foi o aumento de consumo episédico de etanol, ou 0 consumo em
binge, entre os adolescentes na faixa etaria de 15 a 19 anos nos continentes europeu,

americano e no pacifico.

1.2.1 Binge drinking

O binge drinking, ou beber em binge, € a designacdo usada para determinar o
uso pesado episodico de etanol (TWIGG e MOON, 2013). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude, a ingestdo de 6 doses ou 0 equivalente a 60g de
alcool puro ou mais, em uma Unica ocasido uma vez ao més caracteriza a pratica do
binge drinking. O consumo em binge tem chamado a aten¢do da comunidade
cientifica por estar sendo praticado pelo publico adolescente, e este comportamento

tem aumentado em diversas regides do mundo.
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Figura 1: Dose padréo de etanol segundo a OMS. CISA, 2016.

1.2.2 Consumo de etanol na adolescéncia

Nota-se que o0 consumo episodico pesado de etanol é cada vez mais comum
entre os adolescentes podendo contribuir para danos neurais, déficits cognitivos e
mudancas comportamentais que podem se prolongar até a vida adulta
(SCHAAFFHAUSEN et al., 2009; CIPPITELLI et al., 2012; LIU e CREWS 2015).
Estudos mostram que ratos adolescentes, submetidos ao teste de preferéncia de
etanol, apresentaram maior preferéncia pela solucao etandlica de maior concentracao
em relacao ao grupo controle adulto (BELL et al., 2003). Um provavel esclarecimento
a esse experimento pode estar associado a maturagdo do circuito inibitério, uma vez
gue os adolescentes possuem maior resisténcia aos efeitos sedativos do etanol
(DOREMUS, VARLINSKAYA e SPEAR, 2010; VANDENGERG et al.,, 2015).
Consequentemente, a exposicdo ao etanol na adolescéncia, periodo em que
acontecem modificacbes e alteragBes significativas na organizacdo encefélica
(CREWS et al., 2006), contribui, possivelmente, para uma maior vulnerabilidade aos
efeitos de recompensa (FUMAGALLI et al., 2007; FLEMING et al.,, 2012;
RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2016).

1.2.3 Consequéncias do consumo de etanol em binge durante a adolescéncia
O consumo crénico de etanol durante a adolescéncia favorece a diminuigéo do
peso e volume encefédlico, e o aparecimento de doencas neurodegenerativas
(SCHAAFFHAUSEN et al., 2009; KOSS et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2014). Como
consequéncias dos danos nas estruturas encefélicas afetadas temos hipertrofia dos
astrocitos, presenca de marcadores inflamatorios que promovem ativacao microglial,

e comprometimento da neurogénese hipocampal (MORRIS et al., 2010; MCCLAIN et
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al., 2011; SCHIAVONE, 2013; TEIXEIRA et al., 2014). Individuos expostos ao etanol
sofrem alteracbes nos sistemas gabaérgico, dopaminérgico, glutamatérgico,
serotoninérgico e opidide, e consequentemente, apresentam alteracdes
comportamentais (WONG et al., 2008; PEDRELLI et al.,, 2013). Essas alteracdes
comportamentais ocorrem, possivelmente, devido aos danos permanentes no sistema
nervoso central, em distintas estruturas encefalicas como hipocampo, CPF e cerebelo
(PASCUAL et al., 2007; VETRENO e CREWS, 2015). No ambito das mudancas
comportamentais, € notavel a associacdo entre o consumo excessivo de etanol e 0s
sintomas de depresséo, ansiedade, déficit de memdria, aumento do risco de abuso de
drogas, impulsividade entre outros (SCHULTEIS et al., 2008; BRIONES e WOODS,
2013; PASCUAL et al., 2014).

1.2.4 Agéo do etanol no Sistema Nervoso Central

O consumo do etanol € largamente prejudicial a saude, uma vez que tal
substancia € capaz de promover diversas alteracbes nos principais sistemas
neuroquimicos existentes no SNC (WONG et al., 2008; PEDRELLI et al., 2013). Tal
substancia atua sobre a neurotransmissdo gabaérgica, glutamatérgica,
dopaminérgica, serotoninérgica, opioide e endocanabinoide e em diversos receptores
(CAMARINI e PAUTASSI, 2016). Entretanto, os efeitos do etanol séo distintos de
acordo com a sua exposicao aguda ou crbénica (LINDEMEYER et al., 2014).

Em linhas gerais, o etanol influencia um desequilibrio entre as vias encefalicas
inibitérias e excitatérias e como consequéncia, promove ataxia, efeito ansiolitico e
sedacdo (GROBIN et al., 1998; COSTARDI et al., 2015). Tais efeitos sao decorrentes
de alteracdo da neurotransmissao inibitéria ou antagonismo da neurotransmisséo
excitatéria, ou seja, apds a ingestdo aguda, o etanol se liga ao receptor inibitério
GABAAa e, assim, favorece um maior tempo de abertura do canal de ions cloreto, o que
contribui para o aumento do influxo destes ions para o neurdnio pos-sinaptico
(FORSTERA et al., 2016). Além disso, a exposi¢cdo aguda ao etanol é capaz de
provocar o aumento da liberacdo de GABA na fenda sinaptica (BREESE et al., 2006;
VALENZUELA e JOTTY, 2015). No entanto, no consumo cronico, o etanol age de
forma diferente sendo capaz de estimular a sintese de novas subunidades de
receptores GABA (LINDEMEYER et al., 2014).
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O etanol modula os receptores ionotropicos glutamatérgicos, 0os quais séo
divididos em duas classes: receptores NMDA e receptores ndo NMDA. Os receptores
nao NMDA, por sua vez, sdo subdivididos em receptores AMPA e cainato. O efeito
antagonista do etanol se da pela inibicdo pds-sinaptica dos receptores NMDA e
inibicdo dos receptores cainato. O consumo crbénico gera uma hiper-regulacdo de
subunidades dos receptores NMDA em estruturas encefélicas inclusive em ratos
adolescentes (SWARTZWELDER et al., 2016).

Outro sistema que o etanol exerce influéncia € o dopaminérgico, que esta
envolvido no aprendizado modulado por reforgo positivo (SCHULTZ, 2015). A
ingestdo aguda de etanol induz o aumento de dopamina (DA) sinaptica no nucleo
accumbens, e a administracdo repetitiva esta associada as alteracdes dos receptores
D2 e D4 (GILPIN; RICHARDSON; KOOB, 2008; LUSCHER e MALENKA, 2011). O
ndcleo accumbens, estrutura inervada pela via dopaminérgica mesolimbida, também
possui receptores opioides que, quando sao expostos agudamente ao etanol, liberam
endorfinas (JOB et al., 2007). Em consequéncia disso, ocorre a ativacdo do receptor
opioide u presente tanto no tegmento ventral quanto no ndcleo accumbens e isso
favorece a liberacdo de DA. Desta forma, os efeitos existentes do etanol no sistema
mesolimbico dopaminérgico de recompensa, e as possiveis alteracbes com o0 SNC
reagentes ao etanol podem estar associados com possiveis alteracfes dos sistemas
opiodes (PASTOR e ARAGON, 2006). A atuacdo do etanol é vasta em diversos
sistemas neuronais, inclusive no sistema serotoninérgico, em que o uso crbénico de
etanol provoca hiper-regulacdo dos receptores serotoninérgicos. Além disso, o etanol
parece atuar no sistema colinérgico refletindo na diminuicdo da expressao da
acetilcolinesterase (VETRENO et al., 2014). Possivelmente, as alteracdes existentes
do sistema dopaminérgico também estao relacionadas com as alteracées dos niveis
de receptores serotoninérgicos (PIVOVARCHIK, 2004; BOUTROS et al., 2015).

O sistema endocanabinoide também é afetado pela acdo do etanol, em que
este promove a ativacao dos receptores CB1 alterando as atividades da DA, GABA e
glutamato, bem como os circuitos de gratificagdo encefalica (COSTARDI et al., 2015;
VARODAYAN et al., 2016). Além de todos os sistemas citados, o etanol € capaz de
atuar no sistema endocrino através da indugcdo do aumento da liberagcdo de CRH no
sistema nervoso central e no sangue (KOOB e KREEK, 2007).
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1.2.4.1 Inducgéo do estresse oxidativo

Sabe-se que o etanol promove alteracdes nos mecanismos pré e pro-oxidantes.
Estudos sugerem que tais mudancas estejam relacionadas com o aumento da
concentracdo de EROs que, consequentemente, promove a diminuicao das atividades
nos mecanismos antioxidantes existentes no organismo (TURCATEL; FUNCHAL e
GOMES, 2012). O mecanismo pelo o qual o etanol promove o estresse oxidativo €
através do seu metabolismo pela CYP2E1, uma outra via metabdlica, que converte o
etanol em um composto instavel que se decompde a acetaldeido e posteriormente é
metabolizado a acetato pela aldeido desidrogenase mitocondrial (CRABB et al., 2004;
DINIS-OLIVEIRA, 2016). Tal processo ocorre a partir do consumo de niveis elevados
de NADPH, gue é convertido para NADP*, e isto limita a disponibilidade deste para
regenerar a glutationa reduzida (GSH), logo, a ativacdo desta via metabdlica pelo
etanol torna o sistema de defesa antioxidante mais vulneravel aos efeitos dos ERO
(CARO e CERDEBAUM, 2004; FERGUSON e BRIDGE, 2016; DINIS-OLIVEIRA,
2016).

Devido a elevada taxa de atividade oxidativa da CYP2E1, o metabolismo do
etanol pode chegar a produzir indiretamente a formacdo de anions superoxido e
perdxido de hidrogénio, desta forma, contribui para o aumento da formacdo de EROs
(GORSKY, KOOP, COON, 1984; FEIERMAN, WINSTON, CEDERBAUM, 1985;
DICKER e CEDERBAUM, 1987). Embora haja um mecanismo de defesa antioxidante
no organismo, como o sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, a
producao excessiva de EROs juntamente com a diminuigdo das defesas antioxidantes
caracteriza o quadro de estresse oxidativo capaz de gerar diversos danos ao
organismo (HITCHON e EL-GABALAWY, 2004; FILIPPIN et al., 2008; SCHIAVONE,
COLAIANNA, CURTIS, 2015). Os possiveis danos estdo relacionados com
neurotoxicidade e neurodegeneragdo que culmina na diminuicdo de proliferacdo e
morte neuronal, no aumento da peroxidacdo lipidica e de processos oxidativos
indicadores de danos na membrana neuronal (ENACHE et al., 2008; KOSS et al.,
2012; TEIXEIRA et al., 2014; GUEST et al., 2015; HERNANDEZ et al., 2016). Como
consequéncia, observa-se que o consumo de etanol em binge contribui para o
aparecimento de outras complicacdes e comprometimento da saude, como aumento
da vulnerabilidade a doencas infecciosas, intoxicagdo, cancer, cirrose hepética e

doencas cardiovasculares (WHO, 2014). Sabe-se que o consumo de etanol, em binge
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esta cada vez maior entre os adolescentes, e muitos autores afirmam que o abuso
desta droga é a entrada principal para o abuso de outras substancias ilicitas. Tal
consumo abusivo pode ser agravado por eventos estressantes, incluindo aqueles
ocorridos durante o periodo neonatal. E importante reiterar que o abuso de drogas é
a causa de grandes problemas de saude que desencadeiam impactos nos sistemas
de saude, tanto o publico quanto o privado, na economia do pais e, principalmente,
contribui para o aumento da violéncia na sociedade. Diante do exposto, nota-se a
necessidade do desenvolvimento de pesquisas que venham a ampliar o entendimento
dos efeitos da separacédo maternal sobre as consequéncias do consumo de etanol na

adolescéncia.
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

O presente trabalho objetiva avaliar, através da analise dos parametros

bioquimicos e comportamentais, os efeitos do consumo agudo e crbénico de altas

doses de etanol (consumo em “Binge”) em ratos adolescentes submetidos a

separacao maternal nos primeiros momentos de vida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos dos tratamentos, cronico e agudo, sobre o comportamento

animal, por meio da analise da memoéria declarativa e flexibilidade comportamental.

o

Através do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) para avaliar a
memoéria declarativa de curta e de longa duracgéo;
Através do protocolo do labirinto em Y para avaliar a memoaria declarativa

espacial e a flexibilidade comportamental.

e Avaliar os parametros bioquimicos de estresse oxidativo no CPF e hipocampo

através da medida de:

o

Producdo de radicais livres pela oxidagdo quimica da
dicloroidrofluoresceina (DCFH);

Atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx e SOD;

Niveis de peroxidacao lipidica através da producéo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS);

Dosagem de tibis totais.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para obtencdo das ninhadas, 36 ratas fémeas Wistar virgens, e 10 ratos
machos fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo
foram colocados em caixas de polipropileno (49cm x 34cm x 16cm) para a realizacéo
do cruzamento, seguindo a proporcao, de 3 ratas para cada macho. As ratas ficaram
no cruzamento durante 15 dias e, apés este periodo, foram isoladas, individualmente,
em caixas individuais de polipropileno (30cm x 20cm x 13cm). Toda gestacao destas
fémeas foi acompanhada até o nascimento dos filhotes. No segundo dia apo6s o
nascimento, foi realizada a padronizacdo das ninhadas, as quais ficaram restritas ao
namero maximo de oito filhotes machos por rata. Todos os animais foram submetidos
ao ciclo claro-escuro de 12 horas sincronizadas por timer, com a temperatura
ambiente mantida entre 22 + 1°C e com comida e agua ad libitum. As ninhadas foram
organizadas em dois grupos: ninhadas ndo manipuladas (que permaneceram nas
caixas junto com as respectivas mées durante todo o periodo de amamentacéo) e
ninhadas submetidas a separacdo maternal. Toda a manipulacdo, os cuidados e
experimentos realizados nos animais estiveram em conformidade com os principios
éticos da pesquisa em animais estabelecidos pelo Comité de Etica em
Experimentacéo e Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo sob n°
do protocolo UFES - CEUA 26/2015.

3.2 SEPARACAO MATERNAL

O protocolo da separacdo maternal foi realizado com os filhotes a partir do 2°
dia de vida até o 15° dia, initerruptamente, sempre na fase clara do ciclo, iniciando as
12h00 e com duragdo de 180 minutos. Para tanto, as mées foram removidas e
alocadas individualmente em outra caixa de polipropileno e (30cm x 20cm x 13cm)
forrada com maravalha e com 4gua e comida a vontade. Em seguida, os filhotes foram
alocados em caixas de polipropileno (49cm x 34cm x 16cm) forradas com algodao e
maravalha e divididas em 8 espacos individuais, sendo colocados isoladamente cada
um em um dos espacos (figura 2). A separacao foi realizada em uma sala distinta da
qual se encontravam as progenitoras. Apos a finalizagdo da SM, os filhotes retornaram
para as respectivas maes. O grupo controle ndo foi manipulado durante os 15
primeiros dias de vida, exceto para os procedimentos necessarios para manutencao
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da higiene. Todos os animais sofreram o desmame a partir do 21° dia de vida e, no
35° dia de vida foram randomicamente organizados em seis grupos experimentais,

submetidos ou ndo a administragédo de etanol em binge.

Figura 2: Caixa de separacdo maternal.

3.3 EXPOSICAO AO ETANOL EM BINGE AGUDO

O protocolo de binge agudo teve inicio quando os animais atingiram o 35° PN, ou
seja, na adolescéncia. A administracdo intragastrica (IG) da solucdo etandlica nas
concentracdes 10% e 20 % v/v para as doses de 3g/kg e 6g/kg, respectivamente, foi
realizada uma vez ao dia durante trés dias consecutivos, tendo como controle a
administracdo de solucao salina. Antes de iniciar a gavagem, a agua e a comida dos
animais foram suspensas durante 30 minutos (tal procedimento foi necessario a fim
de evitar possiveis transtornos ao animal, como vémitos). E importante ressaltar que
o volume para cada dose foi dividido em duas por¢cdes de mesma concentracédo e
volume sendo administrados com um intervalo de 30 minutos entre elas. A gavagem
foi realizada durante a fase clara do ciclo, as 12h00min. Vinte e quatro horas apds a

ltima dose de etanol, os animais foram submetidos aos testes comportamentais.
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3.4 EXPOSICAO AO ETANOL EM BINGE CRONICO

O protocolo de binge crénico teve inicio quando os animais atingiram o 35° PN e
foi realizado durante 20 dias com a utilizacdo de 10 doses (etanol 3g/kg ou 6g/kg) no
total (dois dias com administragéo de etanol seguidos por dois dias de intervalo), tendo
como controle a administracdo de solucdo salina. Tal qual no binge agudo, a
administracdo do etanol foi feita por gavagem e foi precedida pela suspenséao de agua
e comida nos 30 minutos anteriores ao procedimento. O volume para cada dose foi
dividido pela metade, gerando duas administracdes de mesmos concentracado e
volume dados com intervalo de 30 minutos entre elas. A gavagem foi realizada durante
afase clara do ciclo, as 12h00min. E 24 horas apds a Ultima dose de etanol, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais.

Tanto no protocolo de binge agudo quanto no de crénico, os animais foram expostos
a duas concentracdes distintas de etanol. Para tanto, foram preparadas duas
solucdes, uma solucdo a 10% v/v de etanol e outra solucdo a 20% v/v para as doses

de 3g/kg e 6g/kg, respectivamente.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram formados dois grandes grupos de ratos: o primeiro grande grupo foi
constituido por animais submetidos a Separacao Maternal (SM). Tal grupo, foi dividido
em binge agudo (BA), subdividido em 3 grupos, de acordo com a dose de etanol (3g/kg
e 6g/kg) e salina, e binge cronico (BC), também subdividido em 3 grupos (3g/kg e
6g/kg) e salina. Ja o outro grande grupo foi constituido por animais controle, ou seja,
agueles que nao sofreram a separacdo maternal (NS), no qual foi dividido em BA e
BC, e subdividido conforme descrito anteriormente para os animais submetidos a SM.

O “n” de cada grupo variou entre 9 e 15 ratos (figuras 3 e 4).

Figura 3: Delineamento experimental do Figura 4: Delineamento experimental do
grupo controle (NS). grupo submetido & SM.
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Todos os procedimentos realizados neste trabalho seguiram a ordem representada
na linha cronoldgica (figura 5).

Linha cronolégica

Agudo
Eutanasia
L [ [ | | | |
1 I I 1 T
0 PN2 PN15 PN35 PN37 PN38 PN43 PN44
L J J v '
Y Y .
) SM Crescimento Binge Testes Comportamentais
Cronico
L1 | | L  FUtanasia
| \l \I [ ] [
0 PN2 PN15 PN35 PN55 PN56 PN69 PN70
L I\ J\ H ——
Y Y .
SM Crescimento Binge Testes Comportamentais

Fonte: Imagem propria
Figura 5: Linha cronoldgica durante o periodo pds-nascimento (PN)
dos animais submetidos aos protocolos.

3.6 CONCENTRACAO DO ETANOL NO SANGUE

Foi conduzido um grupo adicional de 12 ratos machos Wistar, no qual sofreu
gavagem com doses unicas de etanol a 3g/kg (n = 4) e a 6g/kg (n = 4) e salina, para
avaliacdo da alcoolemia. Uma hora apds a gavagem, os animais foram decapitados e
0 sangue coletado e analisado no equipamento de cromatografia gasosa Varian 450-
GC/FID com detector de ionizacdo em chama. As analises foram realizadas em
colaboracdo com o Departamento Médico Legal da Superintendéncia de Policia

Técnico-Cientifica do estado do Espirito Santo.

3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.7.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

O teste de reconhecimento de objetos foi executado e adaptado conforme
proposto por ENNACEUR; DELACOUR, 1988 e IZQUIERDO et al., 1998. Utilizou-se
uma arena retangular de polipropileno de cor branca (86,5cm x 55cm x 47,5cm) e 0s
objetos foram colocados equidistantes na caixa, a 15cm das paredes laterais. Os
procedimentos foram realizados durante o ciclo claro, iniciando as 08h00Omin e a
limpeza do aparato e objetos foi realizada com a solu¢do de alcool a 70% entre um
animal e outro. O procedimento foi dividido em quatro etapas.
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Habituacdo: No primeiro dia, 24 horas ap0s a exposicdo a ultima dose de etanol, os
animais foram expostos ao aparato, no qual foi realizado o TRO, por um periodo de 5
min. Nesta fase ndo havia a presenca de nenhum objeto e o objetivo era apenas
habituar os animais ao aparato em questao.

Treino: No segundo dia os animais foram colocados na mesma caixa que na fase de
habituacdo, porém a caixa continha dois objetos idénticos de mesmo material e a
atividade exploratdria dos animais em relacéo aos objetos foi avaliada por 5 min (figura
6).

Teste 1: Avaliacdo da memoaria de curta duracao (MCD) - Ainda no segundo dia, 1,5h
apos a primeira exposi¢cdo aos objetos, os animais foram expostos novamente ao
aparato, que desta vez continha um objeto familiar (usado na sessao treino) e um
segundo objeto com caracteristicas semelhantes (objeto novo) (figura 6).

Teste 2: Avaliacdo da memaria de longa duracédo (MLD) - No terceiro dia, 24 horas
apos a primeira exposicdo dos animais aos objetos, os animais foram avaliados
novamente no aparato, sendo expostos ao objeto familiar e a um terceiro objeto de
cor, forma, dimensdes e textura totalmente distintas dos anteriores (figura 6).

Os animais submetidos ao binge agudo iniciaram o TRO no 38° PN, enquanto
gue os animais submetidos ao binge cronico iniciaram o teste no 56° PN. O ato de
cheirar e tocar os objetos foram considerados como atividade exploratéria do animal.
Os mesmos grupos de animais foram submetidos a todas as etapas do TRO. Todos
os testes de reconhecimento de objetos foram gravados em video e posteriormente
analisados. O tempo de exploragcédo de cada um dos objetos foi cronometrado durante
os periodos de exposicdo ao aparato e para a analise dos resultados, utilizou-se o
indice de reconhecimento de objetos (IRO), o qual é calculado pela formula Th2/ (Tal
+ Tb2) onde Tal é o tempo gasto para explorar o objeto familiar e Tb2 é o tempo gasto
para explorar o novo objeto. O IRO foi multiplicado por 100 para melhor evidenciar as
diferencas encontradas no IRO, desta forma, os dados do TRO foram expressos em

porcentagem.
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5 min

L 124 HEK F=9 2pK X=Y

Treino Teste 1 (MCD) Teste 2 (MLD)
Figura 6: Esquematizacdo do Teste de reconhecimento de objetos e suas respectivas fases: treino,

teste 1 e teste 2.

3.7.2 Restrigao alimentar

Antes de iniciar o protocolo do labirinto em Y, os animais foram submetidos a
restricdo alimentar, com objetivo de aumentar a saliéncia da recompensa oferecida
durante a tarefa de aprendizado. Foi realizado o acompanhamento diario do peso
corporal, e a restricdo alimentar foi aplicada objetivando manter o peso dos animais
em 80% do peso inicial. Este acompanhamento foi necessario uma vez que, 0s
animais precisam manter 80% do peso corporal inicial durante a aplicacdo do
protocolo do labirinto em Y. Durante o periodo de restricdo, cada caixa de animais
recebeu em torno de 10 gramas de racao padrao, e, além disso, foram acrescentados
a dieta 3 pellets de racdo Royal Canin® por rato. A racdo Royal Canin® foi usada
como refor¢o positivo durante o treinamento no labirinto em Y, e foi oferecida aos
animais durante o periodo de restricdo alimentar para familiarizacdo ao reforco. A
medida que os dias de restricdo alimentar iam aumentando, houve um acréscimo de
racdo padrdo e racdo Royal Canin®, na tentativa de manter em equilibrio o peso
corporal dos animais durante toda a execucdo do protocolo. No segundo dia de

restricdo alimentar, os animais iniciaram a habituagao no labirinto em Y.

3.7.3 Labirinto em Y

O teste nesse aparato permite avaliar a memoria declarativa espacial do animal
e sua flexibilidade comportamental. Para tanto, foi utilizado um aparato de acrilico
transparente em formato de Y, com assoalho de cor preta, com as seguintes medidas:
50cm x 10cm x 20cm para cada braco do labirinto. A extremidade distal dos bracos

apresentava receptaculos onde eram adicionados 10 pellets da ragdo Royal Canin®,
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porém em apenas um dos bracos o receptaculo era acessivel ao animal. Esse teste
se baseia no reforco positivo gerado pelo alimento oferecido em um dos bragos do
labirinto, e, portanto, os animais testados se encontravam em restricdo alimentar.
Durante a exposi¢ao ao aparato, 0s animais deviam encontrar o bracgo correto, ou seja,
aquele contendo a racdo Royal Canin® acessivel no interior do receptaculo e o
aprendizado baseado no reforgo positivo foi observado ao longo das sessfes de
exposicao, em todos 0s grupos experimentais. O aparato era limpo com a solucédo de
alcool a 70% apods cada exposicdo dos animais ao labirinto. Os testes foram realizados
nas fases iniciais do ciclo claro e o inicio do teste ocorreu, sistematicamente, as
08h00min. Além disso, foram utilizadas dicas espaciais para permitir a orientacdo dos
animais. O teste para 0s animais submetidos ao binge agudo e ao binge cronico teve
duracédo de 6 e 11 dias respectivamente.

Este teste comportamental foi realizado em trés etapas, conforme proposto
HAGEWOUD et al., 2010:

Habituac&do: No primeiro dia de exposicdo ao aparato o animal foi submetido duas
vezes ao labirinto. Na primeira exposicao, o refor¢co estava presente somente em um
braco e o segundo bragco vazio foi fechado com porta guilhotina. Na segunda
exposicao houve a inversao da recompensa, ou seja, a recompensa se encontrava no
braco nao visitado anteriormente e, consequentemente, o primeiro braco visitado foi
fechado com a porta guilhotina. Assim sendo, ocorreu alternancia da recompensa em
cada braco do labirinto nas duas repeticbes da habituacdo, levando o animal a
explorar ambos os bracos (figura 7). E importante lembrar que o animal passava
somente para a etapa seguinte do protocolo quando entrava no bragco e comia a
recompensa acessivel e que o tempo necessario para isso variou entre 10 a 30

minutos em cada braco do aparato.
1° Dia- Habituagao

1 2

Inicio T
Inicio

Figura 7: Labirinto em Y durante a fase de
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Treino: Durante o treino, a recompensa foi colocada em um brago pré-estabelecido do
aparato. A recompensa acessivel permaneceu neste braco fixo durante todo o periodo
de treinamento, enquanto o outro braco continha a recompensa néo acessivel, ou
seja, foi utilizada uma tela em aluminio no recipiente em que o reforco foi
acondicionado, a qual permitia ao animal sentir o cheiro do reforco sem que este
estivesse acessivel para ingestédo. O uso da tela foi feito para que o rato se orientasse,
no aparato, por meio da memoria espacial, e ndo por influéncia do cheiro que o refor¢o
emitia.

Uma vez submetido ao labirinto, o animal poderia escolher qual brago seria
visitado. Assim que o animal escolhia um braco, o outro braco era fechado com a porta
guilhotina e apenas as visitas dos animais ao braco contendo o reforco eram
consideradas como acertos, sendo que apos cada escolha acertada era permitido ao
animal comer a recompensa disponivel no receptéculo.

O treino foi realizado em 6 repeticdes durante uma sessao ao dia para cada
rato, e esta etapa foi repetida durante 3 dias para os animais submetidos ao binge
agudo, e 6 dias, para os animas submetidos ao binge crénico. Este foi o periodo
necessario para que 0s animais atingissem uma taxa de acertos entre 85-90% em
cada sessao (figura 8). Ap0s atingir tal taxa de acerto, 0s animais seguiram para etapa
de Teste/Treino reverso.

2° Dia - Treino
 ; I S
/ Inicio

Inicio

Figura 8: Labirinto em Y durante a de fase treino.
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Teste/Treino reverso: Nesta etapa, a recompensa foi alterada para outro bragco em

relacéo a fase de treino, ou seja, foi colocada no brago oposto. O animal, novamente,
tinha que escolher qual braco seria visitado. Ao escolher um braco, o outro era fechado
com a porta guilhotina (figura 9). Foram considerados acertos quando 0s animais
visitaram os bracos nos quais se encontravam os reforgos acessiveis. Este processo
foi realizado em 6 repeticbes, durante uma sessdo ao dia até que cada animal
atingisse a taxa de acerto entre 85-90%. A etapa de Teste/Treino-reverso foi finalizada
apos atingir tal taxa de acerto. Houve a formacéo de um grupo distinto de animais para

cada teste comportamental executado neste trabalho.

Teste

Inicio

Figura 9: Labirinto em Y durante a de fase teste/treino reverso.

3.8 EUTANASIA

Apos a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados
por sobredose anestésica de tiopental (90mg/kg) via injecdo intraperitoneal. Um grupo
adicional de animais submetidos ao binge crénico foi conduzido exclusivamente para
o recolhimento de estruturas encefalicas como CPF e hipocampo. Tais animais foram
decapitados, e as estruturas foram acondicionadas em eppendorfs, devidamente
identificadas, congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas no

freezer a - 80°C para posterior analise.

3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS

As estruturas foram retiradas do freezer - 80°C e ficaram acondicionadas em
banho de gelo no escuro. Em seguida foram retirados vasos sanguineos que poderiam

influenciar na pesagem das estruturas encefalicas, e assim, cada estrutura foi pesada
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com o auxilio da balanca analitica Shimadzu® modelo AUY. Apds a pesagem, cada
estrutura teve o acréscimo da solucdo tampédo de fosfato de potassio a 0,05 M,
contendo 1mM EDTA e inibidor de proteases a 0,25M, com pH ajustado a 7,4. Cada
amostra foi acrescida dessa solucdo na proporcdo de 1:10 p:v. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas a 0°C e, posteriormente, centrifugadas a 13.000
rpm a 4°C durante 10 minutos. Apés esta etapa, retirou-se o sobrenadante, o qual foi

armazenado a - 80°C para posteriores analises bioquimicas.

3.10 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

O CPF e o hipocampo dos animais submetidos ao binge cronico, foram analisados
com o objetivo de mensurar parametros de estresse oxidativo. Os seguintes testes
bioguimicos foram conduzidos: avaliacao da producédo de radicais livres pela oxidacao
da dicloroidrofluoresceina (DCFH), determinacao da atividade enzimética da catalase
(CAT), da glutationa peroxidase (GPx) e da superdxido dismutase (SOD), além da

dosagem de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e tidis totais.

3.10.1 Avaliagdo da producdo de radicais livres pela oxidagcdo quimica do
dicloroidrofluoresceina (DCFH)

Foram pipetados 20uL do sobrenadante de cada amostra, previamente
centrifugada, e diluiu-se em 980pL de solucdo tampao de fosfato de potassio a 50mM,
EDTA 1mM em pH = 7,4, respeitando a concentracdo 1:50 (v/v). Desta solucéo,
retirou-se 20uL de cada amostra diluida e pipetou-se na placa de ELISA em duplicata,
em seguida pipetou-se 80 L de solugédo tampao mais 100uL de solucéo de diacetato
2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) com a concentragao final de 1mM. Foi
adicionado somente a solugéo tampéo de homogeneizagao no volume de 200 uL para
o branco. Apés esta etapa, a placa de ELISA, juntamente com as amostras, foi
incubada em banho-maria por 30 minutos a temperatura de 37°C. O DCFH-DA sofre
acao das esterases celulares, produzindo DCFH, que é oxidado pelas espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio presentes no tecido.

A formacdo de derivados fluorescentes de diclorofluoresceina (DCF) foi
monitorada pela excitagcdo e emissao nos comprimentos de onda em 488 e 525 nm,
respectivamente, com o0 auxilio do espectrofotbmetro de fluorescéncia

(SpectraMax®). A formacdo de espécies oxidadas de oxigénio/nitrogénio foi
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guantificada usando a curva padrao de DCF e os resultados foram expressos em nmol
de DCF formado por mg de proteina (SRIRAM, 1997).

3.10.2 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

Foram pipetados 10uL do sobrenadante de cada amostra, previamente
centrifugada e pipetou-se na placa de ELISA em duplicata seguida da adi¢cao de 225uL
de solucdo tampdo de fosfato de potassio a 10mM e pH 7,0 com peréxido de
hidrogénio a 16mM. Na mesma placa foram separadas duas colunas, nas quais foram
pipetados 225uL de solucdo tampao da CAT e 10uL de cada amostra em duplicata.
Foi adicionado 225uL de solugcédo tampao da CAT com perdxido de hidrogénio para
compor o branco. O branco sem amostra serviu para controlar a degradacao
independente da CAT e o branco sem peroxido de hidrogénio, para descontar a
absorbancia inespecifica da substancia presente na solucdo de homogeneizacgao.
Apés a adicdo de amostra, branco e solucdo tampao misturou-se as solucdes
existentes nos pocos da placa e posteriormente, a placa foi incubada no interior do
espectrofotometro de ELISA SpectraMax® i3, durante 3 minutos a 25°C. Apds o
periodo de incubacdo, a leitura cinética foi programada com tempo de 3 minutos e 10
segundos, intervalo de 54 segundos entre cada leitura com o total de 4 leituras em
240nm a 25°C. A avaliacdo da atividade da CAT baseia-se na taxa de degradacéo de
peréxido de hidrogénio pela analise espectrofotométrica, conforme descrito por Aebi
(1987). A atividade da CAT foi calculada em micromoles de H202 consumido por
minuto por mg de proteina, usando um coeficiente de extingdo molar de 43,6M-1cm
(AEBI, 1987).

2 HEG] ﬂ 2 HED + Dg

Figura 10: Reacao enzimatica da Catalase

3.10.3 Atividade enzimatica da Glutationa peroxidase (GPx)

Foram pipetados 30uL do sobrenadante em duplicata, numa placa de ELISA.
Em seguida, foram pipetados 20puL de NADPH A 5mM mais 100 L de solucao tampao
de incubacéo (fosfato de potassio a 20mM + 2mM de EDTA + azida a 0,8Mm, pH 7,7)
em sequéncia, a placa de ELISA foi levada ao espectrofotdbmetro para o periodo de

incubacdo durante 10 minutos a 37°C. Apés este periodo, pipetou-se 10uL de
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glutationa redutase (40 U/mL) mais 10pL de glutationa reduzida (40mM). Depois deste
processo, as solu¢cbes foram misturadas e em seguida foi feita a primeira leitura
cinética com o tempo de 4 minutos, intervalo de leitura de 60 segundos totalizando 5
leituras em 340nm a 37°C. Apds a primeira leitura, pipetou-se 20uL de tert-
butilhidroperoxido (5mM) em cada poco e a segunda leitura cinética foi realizada com
0 tempo de 4 minutos, intervalo de leitura de 60 segundos totalizando 5 leituras em
340nm a 37°C.

A atividade enzimatica da GPx foi mensurada usando tert-butilidroperoxido
como substrato, e foi analisada pelo espectrofotdmetro, SpectraMax® i3. A atividade
enzimatica da GPx foi expressa em nmol NADPH oxidado por minuto por mg proteina
(WENDEL, 1981).

Glutationa peroxidase:

2GSH + H;0,°50GSSG + 2 H,0

2G5H + ROOH®E5*GSSG + HyO + ROH
Glutationa redutase:

2 GSSG + NADPH + H+ &, 2GSH + NADP+

Figura 11: Reacgdes enzimaticas do sistema glutationa peroxidase e redutase.

3.10.4 Atividade enzimatica da Superéxido dismutase (SOD)

A atividade enzimatica da superéxido dismutase foi determinada através do uso
do kit RANSOD (Randox Labs, USA), de acordo com o procedimento descrito por
Delmas-Beauvieux et al., 1995. Retirou-se 20uL do sobrenadante de cada amostra e
diluiu-se em 980uL em tampédo de homogeneizacao (fosfato de potassio a 50mM,
EDTA 1mM em pH = 7,4), respeitando a concentragao 1:50 (v/v). Desta solucéo,
pipetou-se 10uL de cada amostra na placa de ELISA mais 170uL do substrato misto
{xantina e cloreto 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio [INT]} sendo que o
substrato misto também foi adicionado no branco e na curva padrdo. Em seguida a
placa foi incubada no interior do espectrofotdmetro Spectramax® i3 durante 5 minutos
a 37°C. Depois disso, pipetou-se 25uL de xantina oxidase nas amostras, no branco e
na curva padrdo, em seguida foi realizada a leitura cinética com tempo de 4 minutos,
intervalo de 26 segundos, totalizando 10 leituras a 492nm a 37 °C. Tal método
caracteriza-se pela xantina e xantina oxidase promoverem a geracao de radicais de
superéxido, os quais reagem com INT para formar um cromogeno vermelho,

formazano, que foi quantificado por espectrofotobmetro. A inibicdo da producdo do
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cromdgeno é proporcional a atividade da SOD presente na amostra analisada. A
atividade enzimatica da SOD foi expressa em unidades da SOD/mg de proteina.

3.10.5 Avaliacdo da formacdo de espécies reativas ao acido tiobabiturico
(TBARS)

Foram pipetados 50uL do sobrenadante das amostras, previamente
centrifugado, em seguida, adicionou-se 200uL da solucdo de acido tiobarbitarico
(TBA) a 1% em cada amostra no interior dos eppendorfs. Os eppendorfs, contendo a
solugcéo e amostra, foram incubados em banho-maria a 100°C sob agitagéo a cada 20
minutos durante 2 horas. A reacdo entre o TBA e derivados de perdxidos lipidicos, ou
seja, TBARS, formam como produto um cromogeno de cor résea. As amostras foram
transferidas para a placa de ELISA, com 200uL por poco, e em seguida lidas no
espectrofotdbmetro Varioskan em 532nm (VASCONCELOS et al, 2007). Os niveis de
TBARS foram expressos em nmol/mg de proteina usando um coeficiente de extincdo
molar de 68,95 mM-1cm,
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Figura 12: Reacéo entre o TBA e uma espécie reativa ao 4cido tiobarbiturico.

3.10.6 Determinacao de Tidis totais

Foram pipetados 30uL do sobrenadante de cada amostra e pipetou-se na placa
de ELISA em duplicata, em seguida, pipetou-se 200uL de solucédo tampao de fosfato
de potassio a 0,2M e pH 8 nas amostras. Neste momento, foi realizada uma leitura no
Spectramax® i3 em 412nm depois disso, pipetou-se 10 uL de DTNB nas amostras e
no branco. Em seguida, a placa foi incubada durante 30 minutos em temperatura
ambiente, protegido da luz, e apds este processo foi realizada a segunda leitura no
espectrofotometro em 412nm. Este ensaio é baseado na redugdo do &cido 5, 5-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) pelos grupos tidis presentes nas amostras,
produzindo um composto amarelo (TNB) que absorve luz a 412 nm (AKSENOV e
MARKESBERY, 2001).
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Figura 13: Reacéo entre o DTNB e os tidis presentes na amostra formando TNB.

3.10.7 Dosagem de proteinas totais

Foi feita uma curva padréo para a dosagem de proteinas totais de acordo como
o reagente de Bradford preconiza. Para tanto, foi utilizada uma solucdo estoque de
BSA a 1Img/mL e pipetou-se 4L, 8uL e 32uL de solugdo de BSA na placa de ELISA
em cada poco e em duplicata. Para completar o volume final de 40uL [entre BSA e
solucéo tampao (solucdo de fosfato de potassio a 0,05M, EDTA 1Mm e pH = 7,4)], foi
pipetado 36uL, 32uL, 8uL de solucdo tampado respectivamente nos pocos
anteriormente preenchidos com BSA. Em seguida, foram adicionados 98 pL de agua
Milli-Q e posteriormente, adicionou-se 250uL de reagente de Bradford (Sigma-
Aldrich®) em todos os pocos preenchidos. No branco foi pipetado 5uL de solucéo
tampéo de fosfato de potassio e 250uL do reagente de Bradford. A placa de ELISA
teve um periodo de incubacdo de 20 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente, foi realizada a leitura no espectrofotdmetro Varioskan® a 595nm. Para
fazer a dosagem de proteinas totais existentes nas amostras analisadas, foram
pipetados 5uL de cada amostra, em duplicata na placa de ELISA mais 250uL do
reagente de Bradford. Em seguida, a placa ficou no periodo de incubacao por 20
minutos a temperatura ambiente e posteriormente, foi lida a 595 nm no
espectrofotometro Varioskan®. A dosagem de proteinas totais foi expressa em

mg/mL.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida por teste de
Bonferroni ou Tukey, ANOVA de duas vias, usando como fatores a Separacéo
Maternal e Etanol, ou ANOVA de medidas repetidas, de acordo com 0s parametros

analisados. O p-valor significante adotado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 CONCENTRACAO DE ETANOL NO SANGUE

O ensaio de dosagem de etanol no sangue mostrou uma diferenga significante
entre as doses de etanol e salina [ANOVA de duas vias, F(1,12) = 25,532, p<0,001].
O teste de Bonferroni indicou que a dose 3g/kg foi diferente da dose salina (p<0,05) e
a dose de etanol 6g/kg foi diferente da dose salina (p<0,05) e da dose etanol 3g/kg
(p<0,05).

40 *| 4
35
30

25
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Etanol/dg/L de sangue
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0

Salina Etanol 3g/kg Etanol 6g/kg

Figura 14: Comparacéo do teor de etanol no sangue dos animais ap0s uma Unica exposi¢do as doses
de 3g/kg e 6g/kg de etanol e salina. Dados expressos como média £+ EPM. N = 4/grupo.

* . Diferente da dose salina (Teste de Bonferroni, p<0,05).

#: Diferente da dose etanol 3g/kg (Teste de Bonferroni, p<0,05).

4.2 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (TRO)

4.2.1 TRO - binge agudo

N&o foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,58) =
0,094, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 0,007, p>0,05] e nem
interagc&o entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 0,19, p>0,05] em animais
submetidos ao binge agudo durante a fase de treino do TRO (figura 15).
N&o foi observado efeito significante dos tratamentos da SM [ANOVA de duas vias,
F(1,58) = 3,029, p>0,05), do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 2,12, p>0,05] e
nem interacdes entre os fatores estudados [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 0,385,

p>0,05] na avaliagdo da MCD (figura 16). Entretanto, a ANOVA de uma via indicou
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diferenca significante entre os animais submetidos ao binge agudo na MCD [ANOVA
de uma via, F(5,58) = 2,533, p<0,05], e o teste de Tukey indicou que o grupo SM 3g/kg

é diferente do grupo controle salina (p<0,05) (figura 16).

Treino

80 -
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40 -
20 -
O T T T T T 1

Controle  Controle Controle SM Salina SM etanol SM etanol
Salina etanol etanol 3g/kg 6g/kg
3g/kg 6g/kg

% IRO

Figura 15: Avaliacdo da fase treino em animais submetidos ao binge agudo. Dados expressos como
média £ EPM. N = 9-10/grupo.

Foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,58) =
11,515, p<0,05] e do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 3,962, p = 0,05] durante
a avaliacdo da MLD. O teste de Bonferroni indicou diferenga estatisticamente
significante entre os grupos SM 3g/kg e SM 6g/kg e o grupo Controle salina (p<0,05).
N&o foi observado interacédo entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,58) = 0,333,
p>0,05] (Figura 17).
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Figura 16: Avaliacdo da MCD em animais submetidos ao binge agudo. Dados expressos como média

+ EPM. N = 9-10/grupo. * Diferente do grupo controle salina.

Tempo de exploracéo de cada objeto no TRO durante a MCD

Grupos experimentais n

Tempo de
exploracéo tai (s)

Tempo de

exploracéao tb> (s)

Controle Salina 9 21,9044 26,2811
Controle etanol 3g/kg 10 22,3550 18,8350
Controle etanol 6g/kg 9 20,6767 22,2811
SM Salina 10 20,3230 21,8610
SM etanol 3g/kg 10 30,4090 20,117
SM etanol 6g/kg 10 25,3670 19,202
Total 58 23,5822 21,3312

Tabela 2: Tempo de exploracdo do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo (th2) (s) de animais

submetidos ao binge agudo na avaliacdo da MCD. Dados expressos como média.
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Figura 17: Avaliacdo da MLD em animais submetidos ao binge agudo. Dados expressos como média
+ EPM. N = 9-10/grupo.

*: Diferente do grupo Controle Salina.

Tempo de exploracao de cada objeto no TRO durante a MLD

Grupos experimentais n Tempo de Tempo de
exploracdo ta; (s) exploracéao tb (s)

Controle Salina 9 13,0967 46,8256
Controle etanol 3g/kg 10 12,9900 28,4910
Controle etanol 6g/kg 9 15,4922 24,1044
SM Salina 10 26,0640 27,0540
SM etanol 3g/kg 10 27,4680 22,2490
SM etanol 6g/kg 10 26,1010 21,4700
Total 58 20,4057 28,1209

Tabela 3: Tempo de exploracdo do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo (th2) (s) de animais

submetidos ao binge agudo na avaliagao da MLD. Dados expressos como média.
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4.2.2 TRO - binge crénico

N&o foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,80) =
0,0825, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 2,860, p>0,05], e nem
iteracOes entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 0,673, p>0,05] durante a
fase de treino do TRO em animais submetidos ao binge crénico (figura 18).
N&o foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 0,033,
p>0,05] e do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 0,045, p>0,05] durante a
avaliacdo da MCD em animais submetidos ao binge cronico. Entretanto, foi observada
interacdo significante entre os dois fatores [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 5,057,
p<0,05] (figura 19).
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80

60 -
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Salina etanol etanol 3a/kg 69/kg
39/kg 6g/kg

% IRO

Figura 18: Avaliagdo do treino em animais submetidos ao binge crénico. Dados expressos como média
+ EPM. N=10-15/grupo.

Por fim, ndo foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias,
F(1,80) = 1,336, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 0,113, p>0,05] e
nem interacdes entre fatores [ANOVA de duas vias, F(1,80) = 1,322, p>0,05] durante
a avaliacdo da MLD em animais submetidos ao binge cronico (figura 20).
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Figura 19: Avaliacdo da MCD em animais submetidos ao binge crénico. Dados expressos como média
+ EPM. N = 10-15/grupo.

Tempo de exploracéo de cada objeto no TRO durante a MCD

Grupos experimentais n Tempo de Tempo de
exploracdo tai (s) exploracédo tb: (s)

Controle Salina 12 17,795 14,3167
Controle etanol 3g/kg 10 15,03 18,894
Controle etanol 6g/kg 14 14,6829 17,3729
SM Salina 15 20,7953 23,476
SM etanol 3g/kg 14 21,1957 16,6643
SM etanol 6g/kg 15 17,152 17,268
Total 80 17,9419 18,1053

Tabela 4: Tempo de exploracdo do objeto familiar (ta1) e objeto novo (thz2) de animais submetidos ao
binge cronico na avaliagdo da MCD. Dados expressos como média.
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Figura 20: Avaliacao da MLD em animais submetidos ao binge cronico. Dados expressos como média
+ EPM. N = 10-15/grupo.

Tempo de exploracao de cada objeto no TRO durante a MLD

Grupos experimentais n Tempo de Tempo de
exploracdo ta; (s) exploracéao tb (s)

Controle Salina 12 12,5925 27,9525
Controle etanol 3g/kg 10 22,447 28,577
Controle etanol 6g/kg 14 17,435 32,0514
SM Salina 15 22,3153 29,602
SM etanol 3g/kg 14 21,3 22,4514
SM etanol 6g/kg 15 13,684 26,2893
Total 80 18,2233 27,7826

Tabela 5: Tempo de exploracdo do objeto familiar (ta1) (s) e objeto novo (th2) (s) de animais

submetidos ao binge cronico na avaliagdo da MLD. Dados expressos como média.
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4.3 CURVA DE CRESCIMENTO DOS ANIMAIS DURANTE O PERIODO
DE RESTRICAO ALIMENTAR

A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito da restricdo alimentar sobre o
ganho de peso dos animais [F(3.57,210.647) = 128,697, p<0,001)], bem como
interagc&o entre a restricdo alimentar e SM [F(3.57,210.647) = 11,787, p<0,001)], sem
demonstrar interacdo entre restricdo, SM e etanol [F(3.57,210.647) = 1,192, p>0,05)]

em animais submetidos ao binge agudo (figura 21).
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Figura 21: Curva de crescimento dos animais durante a restricdo alimentar em animais submetidos ao
binge agudo N=9-13/grupo.

A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito da restricdo alimentar sobre o
ganho de peso dos animais [F(1.613,109,682) = 68,010, p<0,001)], bem como
interacdo entre a restricdo alimentar e o tratamento com etanol [F(1.613,109,682) =
4,176, p<0,05)], sem demonstrar interagdo entre restricdo e SM [F(1.613,109,682) =

1,362, p>0,05)] em animais submetidos ao binge crénico (figura 22).
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Figura 22: Curva de crescimento dos animais durante a restricdo alimentar em animais submetidos ao
binge crénico N=10-13/grupo.

4.4 LABIRINTOEM Y

A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito do tempo sobre o aprendizado e
aprendizado reverso dos animais submetidos ao binge agudo no labirinto em Y
[F(4.28, 243.693) = 71,712, p<0,001)], sem demonstrar interagéo entre o tempo e SM
[F(4.28, 243.693) = 0,676, p>0,05)], interacdo entre tempo e etanol [F(4.28, 243.693)
= 1,308, p>0,05)] nem interacéo entre tempo, etanol e SM [F(4.28, 243.693) = 1,21,
p>0,05)] (figura 23).
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Figura 23: Curva de aprendizagem do labirinto em Y em animais submetidos ao binge agudo. Dados
expressos como média £+ EPM N = 9-12/grupo.

58



A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito do tempo sobre o aprendizado e
aprendizado reverso dos animais submetidos ao binge crénico no labirinto em Y
[F(7.868, 527.189) = 69,556, p<0,001)], bem como interacdo entre o tempo e SM
[F(7.868,527.189) = 3,722, p<0,001)], sem demonstrar interacéo entre tempo e etanol
[F(7.868, 527.189) = 0,675, p>0,05)] nem interagao entre tempo, etanol e SM [F(7.868,
527.189) = 0,188, p>0,05)] (figura 24).
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Figura 24: Curva de aprendizagem do labirinto em Y em animais submetidos ao binge crénico. Dados
expressos como média + EPM N = 11-12/grupo.

Foi observado efeito significante da SM durante o primeiro dia de treino
[ANOVA de duas vias, F(1,71) = 19,985, p<0,05] e segundo dia de treino [ANOVA de
duas vias, F(1,71) = 7,764, p<0,05], do etanol durante o quarto dia de treino [ANOVA
de duas vias, F(1,71) = 4,186, p<0,05]. Entretanto, ndo foram observadas interacdes
significantes no primeiro dia de treino [ANOVA de duas vias, F(1,71) = 0,234, p>0,05],
segundo dia de treino [ANOVA de duas vias, F(1,71) = 0,003, p>0,05] nem no quarto
dia de treino [ANOVA de duas vias, F(1,71) = 0,43, p>0,05] (figura 25).
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Figura 25: % da taxa de acerto durante a fase de treino do labirinto em Y em animais submetidos ao

binge crénico. Dados expressos como média + EPM. N= 11-12/grupo.

4.5 ANALISES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

45.1 Producdo de radicais livres pela oxidacdo quimica do
dicloroidrofluoresceina (DCFH)

N&ao foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) =
2,072, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,482, p>0,05] nem
interacbes entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,494, p>0,05] na
oxidacdo do DCFH no CPF (figura 26).

Foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 7,422,
p<0,05], sobre a oxidacdo do DCFH no hipocampo. Entretanto, ndo foi observado
efeito significativo do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 2,493, p>0,05] nem
interacdes entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 1,469, p>0,05] (figura 27).
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Figura 26: Dosagem de diclorofluoresceina no CPF. Dados expressos como média £+ EPM. N = 4-
6/grupo.
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Figura 27: Dosagem de diclorofluoresceina no hipocampo. Dados expressos como média £+ EPM. N =
5-6/grupo.
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4.5.2 Atividade enzimética da catalase (CAT)

N&o foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,31) =

0,565, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,32) = 1,096, p>0,05], nem
interacbes entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 1,398, p>0,05] na
atividade enzimatica da CAT no CPF (figura 28).
N&o foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 2,802,
p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 1,756, p>0,05]. No entanto, foi
observada interacdo significativa entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,31) =
4,252, p>0,05] na atividade enzimética da CAT no hipocampo. O teste de Tukey
mostrou que o grupo SM 6g/kg foi diferente do grupo Controle etanol 6g/kg (p = 0,051)
e do grupo Controle Salina (p<0,05) (figura 29).
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Figura 28: Avaliacdo da atividade enzimatica da CAT no CPF. Dados expressos como média + EPM.
N = 4-6/grupo.
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Figura 29: Avaliac@o da atividade enzimatica da CAT no hipocampo. Dados expressos como média +
EPM. N = 4-6/grupo.

*: Diferente do grupo SM Salina (Teste de Tukey p < 0,05)

#: Diferente do grupo Controle 6g/kg (Teste de Tukey p=0,05)

4.5.3 Atividade enzimética da glutationa peroxidase (GPx)

Foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) =
30,575, p<0,001], e interacao entre fatores [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 11,332,
p<0,05. Além disso, o teste de Bonferroni mostrou que o grupo SM 3g/kg (p<0,05), e
o grupo SM Salina (p<0,001) foram significativamente diferentes do grupo controle
salina. Nao houve efeito significativo do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,084,
p>0,05] na atividade enzimatica da GPx no CPF (figura 30).

Foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 5,635,
p<0,05]. Entretanto, ndo foi observado efeito do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,34)
= 8,907, p>0,05] nem interacdes entres os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,34) =
8,907, p>0,05] na atividade enzimatica da GPx no hipocampo (figura 31).
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Figura 30: Avaliacéo da atividade da GPx no CPF. Dados expressos como média + EPM. N = 4-6/grupo.

** . Diferente do grupo Controle Salina ( Teste de Bonferroni, p < 0,001).

*: Diferente do grupo Controle Salina (Teste de Bonferoni, p < 0,05).
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Figura 31: Avaliacdo da atividade da GPx no hipocampo. Dados expressos como média + EPM. N=5-

6/grupo.
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4.5.4 Atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD)

N&o foi observado efeitos significativos da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) =
1,622, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,094, p>0,05] nem
interacOes entre fatores [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,613, p>0,05] na atividade
enziméatica da SOD no CPF (figura 32).
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Figura 32: Avaliacdo da atividade enzimatica da SOD no CPF. Dados expressos como média + EPM.
N = 5-6/grupo.

Foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) =
6,647, p< 0,05]. Entretanto, ndo foi observado efeito significativo do etanol [ANOVA
de duas vias, F(1,34) = 0,038, p>0,05] nem interacao entre fatores [ANOVA de duas
vias, F(1,34) = 0,532, p>0,05 ] na atividade enzimatica da SOD no hipocampo (figura
33).
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Figura 33: Avaliacdo da atividade enzimatica da SOD no hipocampo. Dados expressos como media +
EPM. N = 5-6/grupo.

4.5.5 RelacGes enzimaticas entre a CAT, GPx e SOD

Considerando que o sistema de defesa antioxidante enzimatico se
complementa, torna-se necessério avaliar as razfes entre as enzimas capazes de
produzir ERO e as capazes de degrada-los. Neste contexto, temos a avaliacdo de
razdes entre a enzima capaz de degradar anion superéxido em peréxido de hidrogénio
(SOD) e as enzimas capazes de degradar perdéxido de hidrogénio em agua e/ou
oxigénio (GPx, CAT). As relagles entre as atividades das enzimas antioxidantes sao
utilizadas para avaliar algum possivel efeito ndo identificado na dosagem unitaria de
cada enzima.

A primeira raz&o analisada foi entre a SOD e a CAT. N&o foi observado efeito
significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,33) = 0,54, p>0,05], do etanol [ANOVA
de duas vias, F(1,33) = 1,039, p>0,05] nem interacdes entre os fatores [ANOVA de
duas vias, F(1,33) = 0,334, p>0,05] no CPF (figura 34).

Foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,33) = 4,305,
p<0,05]. Entretanto, ndo foi observado efeito do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,33)
= 2,119, p>0,05] nem interacédo entre os fatores [ANOVA de duas vias, F(1,33) =
1,745, p>0,05] na razdo entre a SOD/CAT no hipocampo (figura 35).
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Figura 34: Avaliacdo da razdo enzimatica entre a SOD e a CAT no CPF. Dados expressos como média
+ EPM. N= 4-6/grupo.

A segunda razéo analisada foi entre a SOD e a GPx. N&o foi observado efeito
significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,34) = 0,031, p>0,05], do etanol [ANOVA
de duas vias, F(1,34) = 0,392, p>0,05] nem interacfes entre fatores [ANOVA de duas
vias, F(1,34) = 0,352, p>0,05 ] na razdo SOD/GPx no CPF (figura 36).

Foi observado efeito significante da SM [ ANOVA de duas vias, F(1,34) =
13,885, p<0,05]. Entretanto, n&o foi observado efeito significante do etanol [ ANOVA
de duas vias, F(1,34) = 1,180, p>0,05] nem interagdes entre fatores [ ANOVA de duas
vias, F(1,34) = 0,206, p>0,05] sobre a razdo SOD/GPx no hipocampo (figura 37).

A Ultima raz&o enzimética analisada foi entre a SOD e o0 somatoério da GPx e
CAT (SOD/GPx+CAT). Foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias,
F(1,33) = 9,141, p<0,05]. Entretanto, ndo foi observado efeito do etanol [ANOVA de
duas vias, F(1,33) = 0,045, p>0,05] nem interagao entre os fatores [ANOVA de duas
vias, F(1,33) = 0,569, p>0,05] na razdo SOD/GPx+CAT no CPF (figura 38).
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Figura 35: Avaliacédo da razdo enziméatica entre a SOD e a CAT no hipocampo. Dados expressos como

média £ EPM. N=5-6/grupo.

Foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,33) =
15,316, p<0,05]. Entretanto, nédo foi observado efeito significante do etanol [ANOVA
de duas vias, F (1,33) = 1,662, p>0,05] nem intera¢cdes entre fatores [ANOVA de duas
vias, F (1,33) = 0,368, p>0,05] na razdo SOD/GPx+CAT no hipocampo (figura 39).
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Figura 36: Avaliacdo da razéo enziméatica entre a SOD e a GPx no CPF. Dados expressos como média
+ EPM. N = 5-6/grupo.
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Figura 37: Avaliacdo da raz&do enzimatica entre a SOD e a GPx no hipocampo. Dados expressos como
média £ EPM. N=5-6/grupo.
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Figura 38: Avaliagdo da razao entre a SOD e o somatério da GPx e CAT no CPF. Dados expressos
como média + EPM. N = 4-6/grupo.
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Figura 39: Avaliacdo da razéo entre a SOD e o somatorio da GPx e CAT no hipocampo. Dados
expressos como média £ EPM. N=5-6/grupo.
4.5.6 Dosagem daformacao de espécies reativas ao acido tiobabiturico (TBARS)
Foi observado efeito significativo da SM [ANOVA de duas vias, F(1,33) =
107,803, p<0,001], e o teste de Bonferroni, mostrou que todos os grupos submetidos
a separacdao maternal foram diferentes dos grupos controle. Nao houve efeito do
etanol [ANOVA de duas vias, F(1,33) = 0,712, p>0,05] nem interacdes entre os fatores
[ANOVA de duas vias, F(1,33) = 0,003, p>0,05] de TBARS no CPF (figura 40).
Foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F (1,31) = 8,926, p<
0,05]. E o teste de Tukey mostrou que o grupo SM etanol 6g/kg foi diferente do grupo
Controle Salina (p<0,05) e do grupo Controle etanol 6g/kg (p<0,05). Entretanto, nédo
foi observado efeito do etanol [ANOVA de duas vias, F (1,31) = 3,461, p> 0,05] nem
interacdes entre os fatores ANOVA de duas vias, F (1,31) = 0,029, p> 0,05] nos niveis
de TBARS no hipocampo (figura 41).
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Figura 40: Avaliacéo dos niveis de TBARS no CPF. Dados expressos como média + EPM, N=5-6/grupo.

TBARS

*&
40 -
20 | I
0 T T T T T

Controle Controle Controle SM Salina SM etanol SM etanol
Salina etanol etanol 3g/kg 6g/kg
3g/kg 69/kg

TBARS (nmol/mg de proteinas)

Figura 41: Avaliac@o dos niveis de TBARS no hipocampo. Dados expressos como média + EPM.
N=5-6/grupo.

*: Diferente do grupo Controle Salina (Teste de Tukey, p<0,05)

&: Diferente do grupo Controle etanol 6g/Kg (Teste de Tukey, p<0,05).

4.5.7 Dosagem de TiQis totais

Outro ensaio realizado foi a dosagem de tidis totais. Foi observado efeito
significante do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 3,457, p<0,05]. Entretanto, ndo
foi observado efeito da SM [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 0,678, p>0,05] nem
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interacdo entre fatores [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 1,711, p>0,05] nos niveis de
tidis totais no CPF (figura 42).

N&o foi observado efeito significante da SM [ANOVA de duas vias, F(1,31) =
0,114, p>0,05], do etanol [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 1,620, p>0,05] nem
interacdes entre fatores [ANOVA de duas vias, F(1,31) = 0,226, p>0,05] nos niveis
tidis totais no hipocampo (figura 43).
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Figura 42: Avaliacéo de ti6is totais no CPF. Dados expressos como média + EPM. N=5-6/grupo.
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Figura 43: Avaliacéo de tidis totais no hipocampo. Dados expressos como média + EPM. N = 5-6/grupo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou importantes resultados em relacdo aos efeitos da
SM, um modelo de estresse neonatal, capaz de promover alteracdes
comportamentais e bioquimicas. Tal procedimento foi capaz de induzir alteracées na
mem©éria, bem como alteracbes nos parametros bioquimicos de estresse oxidativo na
idade adulta. Mais especificamente, esta dissertacdo mostrou que a SM promoveu
prejuizos na MLD (tratamento agudo de etanol em binge), e na fase da aquisicdo da
memoria (tratamento cronico de etanol em binge), sem ter apresentado alteracées no
aprendizado, no aprendizado reverso e memoaria espacial para ambos os tipos de
tratamento em etanol em binge. Além disso, foi visto interagéo entre a SM e o etanol
promovendo prejuizos na MCD (tratamento crénico de etanol em binge).

Em relac@o aos parametros bioquimicos, no qual foi realizado somente nos
animais submetidos ao tratamento crénico de etanol em binge, observamos que a SM
promoveu o aumento da atividade enzimatica da GPx, da relacdo SOD/CAT+GPx e
aumento de TBARS no CPF. O etanol, por sua vez, foi capaz de promover o aumento
de tidis totais nessa estrutura. A SM também promoveu o aumento de ERO, diminuiu
a atividade enzimatica da GPx, aumentou a atividade enzimética da SOD, da razéo
SOD/CAT, SOD/GPx e SOD/CAT+GPx, e de TBARS. Além disso, observamos que a
interacdo entre SM e etanol favoreceu a diminuicdo da atividade enzimatica da CAT.
Tais efeitos foram encontrados no hipocampo de ratos adultos expostos ao tratamento
cronico. Em relacdo ao exposto acima, fica evidente que a SM e o etanol afetaram os
parametros avaliados neste trabalho, produzindo alteracdes que se mantiveram até a
vida adulta do animal, e que tais efeitos sdo dependentes da estrutura encefalica
analisada.

Diversos trabalhos publicados apontam que eventos estressantes apdés o
nascimento estdo associados com o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na
fase adulta, tais como ansiedade, esquizofrenia, autismo e altera¢des cognitivas como
mudancgas na atengéo, no controle da impulsividade, no sono e na atividade motora
(ANDERSEN, 2003; SWANSON e WADHWA, 2008; AISA et al.,, 2009; HART e
RUBIA, 2012; ARNSTEN e RUBIA, 2012). A SM é um modelo de estresse neonatal
que promove alteracdes em estruturas encefalicas, durante o desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC) contribuindo para o aparecimento de alteracdes

comportamentais, neuroquimicas, hormonais e moleculares na vida adulta
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(FUMAGALLI et al., 2007; AISA et al., 2009; TATA et al., 2014). Tais mudancas vém
sendo relacionadas ao possivel efeito de longa duracao na neuroplasiticidade do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA) causado pelo estresse neonatal, uma vez que a
SM promove a ativacdo do eixo HHA durante o seu periodo hiporresponsivo,
culminado na produgcdo e liberagdo exacerbada de glicocorticoides, como
corticosterona em roedores e cortisol em humanos, em resposta ao estresse na vida
adulta (SPIGA et al., 2011; SCHIAVONNE et al., 2015). A alterac&o no eixo HHA foi
vista em estudos realizados com a SM durante 180 minutos no PND2 ao PND14, no
qual o eixo apresentou uma alta resposta ao estresse agudo quando estes animais
estavam na fase jovem (UCHIDA et al., 2010).

Evidéncias mostram que o aumento da liberacdo de glicocorticoides, pela
glandula adrenal esta relacionado com a inibicdo do sistema de defesa antioxidante,
gerando danos neurais em funcdo do aumento do estresse oxidativo (SATO et al.,
2010; SPIERS et al.,, 2015). Complementa-se ainda que a administracdo de
corticosterona exdgena durante 14 dias aumentou os niveis de indicadores oxidativos
em células hipocampais. Em outros estudos, também foram vistos os mesmos efeitos
quando houve a exposicdo a dexametasona, tanto em vivo quanto em células
neuronais, e em culturas de células expostas a corticosterona por 24 horas,
aumentando a susceptibilidade neuronal ao estresse oxidativo (YOU et al., 2009;
MCINTOSH e SAPOLSKY, 1996; SATO et al., 2010; RACITI et al., 2016). Niveis
elevados de glicocorticoides promove aumento das ERO, o que favorece o aumento
da susceptibilidade encefalica aos danos ocasionados pela ativacdo de varias
cascatas de reacgfes celulares, promovendo aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, alteracbes morfolégicas encefalicas, neuroinflamacdo e morte
neuronal (GU, DEE e SHEN, 2011). Autores sugerem que algumas regides do
hipocampo apresentariam maior vulnerabilidade ao estresse cronico e ao agudo, bem
como o cortex pré-frontal e amigdala de roedores (SPIERS et al., 2013), sendo as
possiveis alteracdes observadas na neurogénese e no remodelamento de dendritos e
sinapses (MCEWEN, 2007).

Neste trabalho foram observadas alteragbes no sistema enzimatico
antioxidante de ratos que sofreram a SM. Tais alteracdes estdo associadas aos efeitos
danosos que os glicocorticoides em excesso promovem no SNC pelo papel

modulatorio direto e indireto do estresse oxidativo mitocondrial e na fosforilagdo
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oxidativa desencadeando o aumento da producdo de ERO e consequentemente,
alteracdes no sistema de defesa antioxidante (DU et al.,, 2009; YOU et al., 2009;
SPIERS et al., 2015). Nossos resultados sugerem gque o hipocampo apresentou uma
maior susceptibilidade aos efeitos da SM, bem como alteracbes na atividade
enzimatica antioxidante.

As mitocOndrias s&o organelas que apresentam maior capacidade em produzir
ERO (POYTON, BALL e CASTELLO, 2009), uma vez que durante o processo de
metabolismo aerdbico tal organela utiliza o oxigénio como aceptor final de elétrons
durante a fase final do processo de respiracao celular (YONUTAS, VEKARIA e
SULLIVAN, 2016). Em situacdes de homeostase, a reacdo entre o oxigénio e o
recebimento de elétrons formam &anions superdxido na matriz mitocondrial, onde
sofrem dismutacao enzimatica via SOD e, assim, geram peroxidos de hidrogénio, que
por sua vez podem ser reduzidos a agua pelas enzimas GPx, presente na matriz
mitocondrial, e CAT, presente nos lisossomos (LIU et al., 2002; MULLER; LIU e
VANREMMEN, 2004; BARYCK et al., 2007; CASH et al., 2007; PAITAL et al., 2013).

Aproximadamente 1 a 2% do oxigénio consumido na respiracdo celular, em
condicdes fisiologicas, sdo convertidos em superéxidos, o que ocorre quando 0s
elétrons saem prematuramente da cadeia transportadora e sdo transferidos
irregularmente para o oxigénio molecular. No entanto, sob condicdes de estresse
oxidativo, um numero maior de elétrons pode sair precocemente da cadeia
transportadora e, assim, promover um aumento de anions superoxidos na matriz
mitocondrial (ORRENIUS, GOGVADZE, e ZHIVOTOVSKY, 2007).

Em nosso trabalho foi visto um aumento da atividade da SOD pela SM no
hipocampo. Autores afirmam que tal alteracdo esta relacionada diretamente com o
aumento de ERO, mais especificamente de anions superéxido, que por sua vez
induziriam alteracbes no perfil da atividade de enzimas antioxidantes e, assim,
promoveriam o aumento da expressdao da SOD, conforme foi visto em nossos
resultados (WARNER et al., 1996; YOO, CHANG e RHO, 1999). Muitos estudos que
envolvem modelos de estresse, como SM, privagdo do sono e isolamento social,
apresentam aumentos da atividade da SOD nos animais estudados (SCHIAVONE et
al., 2013).

Além dos anions superdéxido, o peroxido de hidrogénio também poderia atuar

como um importante indutor da transcricdo da SOD durante o estado de estresse
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oxidativo (DELL" ORCO et al., 2016). Em nosso trabalho observamos um aumento na
oxidacdo do DCFH, o qual apresenta grande sensibilidade & acdo de peroxido de
hidrogénio. Assim sendo, € plausivel supor a presenca de niveis aumentados de
peréxido de hidrogénio no hipocampo de animais separados, o que poderia contribuir
para o aumento na atividade da SOD.

Foram encontradas alteracdes da atividade enzimatica da GPx. Tal enzima
também é responsavel pelo processo de degradacdo de peréxido de hidrogénio,
reacdo na qual na qual fornece pares de elétrons do grupamento tiol, presente na
molécula de cisteina, para redugdo a duas moléculas de agua (ROVER-JUNIOR,
HOEHR e VELLASCO, 2001). A resposta mediante o estresse prolongado afeta as
vias celulares antioxidantes, tornando as células mais vulneraveis aos danos
oxidativos (SCHIAVONE, COLAIANNA e CURTIS, 2015).

Um potente regulador para a detoxificacdo de drogas e ERO é o fator nuclear
derivado do eritroide 2 (Nrf2) (VARGAS e JOHNSON, 2009; ITOH et al., 2010; ZHANG
etal., 2013; ITOH et al., 2015; LOBODA et al., 2016). Sua importancia como regulador
deve-se ao conjunto de regulacbes positivas na detoxificacdo enzimética e no
aumento da expressao de proteinas antioxidantes. Em condi¢des homeostéticas, o
Nrf2 encontra-se associado a proteina inibidora Keap-1 que promove a ubiquitinacéo
do fator e, consequentemente, a sua degradacéo (VILLENEUVE, LAU e ZHANG,
2010). O aumento intracelular de ERO promove a oxidacao do residuo de cisteina
presente em Keap-1, permitindo a translocacdo de Nrf2 para o ndcleo celular, onde
dimeriza-se com proteinas e liga-se aos elementos de resposta antioxidante (ARE),
promovendo a transcricdo génica da glutationa redutase e sintetase, tioredoxina,
peroxiredoxina, entre outros elementos necessarios para a manutencao do equilibrio
do redox celular (ITOH et al., 2003; NGUYEN, SHERRATT e PICKETT, 2003;
KASPAR, NITURE e JAISWAL, 2009; ITOH, MIMURA e YAMAMOTO, 2010; SPIERS
et al., 2015).

A exposicdo continua a fatores de estresse oxidativo pode contribuir para a
exaustao deste sistema e, assim, perda na sua capacidade antioxidante protetora.
Estudos relatam que tanto os modelos de estresse, reproduzidos em animais, quanto
a exposicdo ao etanol sdo capazes de promover deplecdo de GSH e,
consequentemente, reducéo da atividade da GPx em estruturas encefalicas como o
hipocampo e CPF (NARASIMHAN et al, 2011; ZLATKOVIC et al., 2014;
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DJORDJEVIC et al., 2015). Além disso, estudos confirmam a diminui¢cdo da atividade
da GPx, bem como reducdo de GSH, em hipocampo de animais que sofreram
isolamento social e privacdo do sono (DJORDJEVIC et al., 2010; ALZOUBI et al.,
2012). Tal resultado € interessante, uma vez que a deplecdo de GSH promove a
ativacdo da apoptose seguida de morte neuronal (NARASIMHAN, MAHIMAINATHAN,
RATHINAM, 2011).

Existem inUmeras vias de sinalizacdo capazes que influenciar a resposta
antioxidante perante as ERO, e estudos recentes indicam que a modulacao de calcio
influencia tanto na geracédo de ERO quanto no processo de clearance com alteragao
do estado redox celular (ZHANG et al., 2015; SARDINA et al., 2012). O célcio modula
a producdo de ERO través da ativacdo de enzimas como piruvato desidrogenase,
oxoglutarato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e ATPase, que por sua vez
culminam no aumento da producdo de tais espécies reativas (LEWIS et al., 2014).
Além disso, o ion calcio parece modular o clearance de ERO através da modulacdo
do sistema de defesa antioxidante, por meio da ativacao direta de enzimas como CAT,
glutationa redutase, inducéo do aumento dos niveis da SOD e libera¢céo da glutationa
mitocondrial através da inducdo transitéria de permeabilidade na abertura do poro
mitocondrial (GORDEEVA, ZVYAGILSKAYA e LABAS, 2003). Contudo, ERO podem
regular a concentracao citosélica de calcio por promover alteracdes na atividade de
canais dependentes de calcio, inclusive nos canais do tipo L, receptores ou bombas
de caélcio, através, por exemplo, da oxidacdo de grupos tidis presentes em sua
estrutura (TOUYZ, 2005; YAN et al., 2006; NISHIDA et al., 2013).

As bombas de calcio séo inibidas devido a oxidacao de residuos de cisteina
(BOGESKI e NIEMEYER, 2014), e isso promove o influxo de ions calcio do citoplasma
para o reticulo endoplasmatico. A deplecéo de calcio intracelular pode estar associada
com a diminuicdo da atividade da CAT, a qual € ativada somente na presenca de
calmodulina e do célcio, ou seja: a deplecéo de calcio, juntamente com 0 aumento de
anions superoxido produzidos durante o quadro de estresse oxidativo, sdo possiveis
fatores contribuintes para a diminuicdo da atividade da CAT, corroborando o
observado em nossos resultados (NORDBERG e ARNER, 2001; GORDEEVA,
ZVYAGILSKAYA e LABAS, 2003).

O hipocampo apresentou vulnerabilidade aos efeitos da separagcdo maternal

sobre o estresse oxidativo. Ha fortes evidéncias de que o aumento de ERO, tal qual o
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observado nos resultados do ensaio de DCF, esteja associado a maior producéo de
peroxidos de hidrogénio no hipocampo, espécies as quais este teste possui maior
sensibilidade (SEN e PARKER, 2002; SILVEIRA, 2004; MAO et al, 2012). O estresse
oxidativo hipocampal ficou caracterizado pelo desequilibrio entre o aumento de ERO,
(possivelmente peroxidos de hidrogénio), e a diminuicdo das atividades enzimaticas
antioxidantes, resultando, por exemplo, na peroxidagdo lipidica, o que corrobora
achados da literatura (MIURA, MURAOKA e OGISO, 1996; UYSAL et al., 2005).

O quadro de estresse oxidativo no hipocampo pode estar envolvido nas alteracdes na
memoria de longa duragdo dos animais, observada no teste de reconhecimento de
objetos em animais submetidos ao binge agudo. O hipocampo € conhecido,
primordialmente, como a estrutura encefalica capaz de realizar o processamento da
memoria de curta duracdo para a memaria de longa duracao (IZQUIERDO e MEDINA,
1997), e diversos estudos sugerem gue o hipocampo seja a estrutura que apresenta
maior vulnerabilidade aos efeitos da SM e do etanol, como foi evidenciado em nosso
estudo (ARBEL et al., 1994; SAPOLSKY, 1996; SPIERS et al., 2015). Assim, possiveis
alteracdes no estado redox de tal estrutura poderiam culminar em déficits cognitivos.
Embora ndo tenham sido realizadas analises bioquimicas dos grupos submetidos ao
binge agudo, muitos dos efeitos observados sobre o estresse oxidativo sdo devidos
apenas a separagao maternal, sendo plausivel que estes efeitos ja estejam manifestos
durante a adolescéncia dos animais.

J4 nos grupos submetidos ao binge crénico, observamos alteractes
comportamentais tanto na memoéria de curta duracdo no TRO, na qual houve uma
interacao entre SM e etanol, quanto na fase da aquisicdo da meméria no protocolo do
labirinto em Y, a qual foi influenciada somente pela SM. Tais resultados distintos entre
os tratamentos agudo e crénico ja era esperado, uma vez que houve diferenca na
idade dos animais durante a execucdo do TRO em que os animais submetidos ao
binge agudo eram mais jovens (35 PN) que em relagdo ao grupo submetido ao
tratamento crénico (55 PN). Quando comparam-se os resultados de todos os testes
comportamentais realizados neste trabalho, vé-se que sdo compativeis com o0s
encontrados na literatura, em que houve prejuizos cognitivos na memoria tanto em
animais que sofreram estresse neonatal quanto agqueles que foram expostos ao etanol
em binge (SILVERS et al., 2003; AISA et al., 2009; DIEHL et al., 2012). Diversos

mecanismos celulares podem estar envolvidos nos efeitos diferenciados dos
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protocolos de binge agudo e crbnico, como, por exemplo, alteracdes diferenciadas
sobre alguns sistemas neurostransmissores.

Um sistema neurotransmissor importante para os mecanismos de memoéria é o
sistema glutamatérgico. Os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA apresentam
funcéo essencial para o desenvolvimento do SNC, bem como em processos de
neurotoxicidade (PAOLETTI, BELLONE e ZHOU, 2013). Eles estdo localizados na
membrana pdés-sinaptica, sendo constituido de sete subunidades, dentre elas GluN1
e GIuN2 (LEE et al.,, 2007). A ativacao dos receptores NMDA esta associada a
mecanismos celulares de potenciacao de longa duracao (LTP) e depressao de longa
duracgdo (LTD), juntamente com a memoria e o aprendizado. A exposi¢do aguda ao
etanol pode promover a internalizacédo da subunidade GIuN2 presente nos receptores
NMDA (SUVARNA et al., 2005), diminuindo o influxo intracelular de calcio através do
receptor de NMDA e, assim, contribuindo para o impedimento da potenciagéo de longa
duracédo (LTP) (VAN DONGEN, 2009). Esses efeitos podem ter contribuido para o
prejuizo no processo de conversdo da MCD para MLD pelo hipocampo, favorecendo
déficit na MLD dos animais submetidos a SM e ao etanol em binge agudo, conforme
foi visto no presente trabalho. Além disso, a literatura relata que o estresse cronico, e
consequente elevacdo de glicocorticoides, também induz a internalizacdo das
subunidades GIuN2 no hipocampo (PICKERING et al., 2006).

A exposicao ao binge cronico, contudo, gerou resultados diferentes no TRO.
Estudos mostram que a exposi¢ao cronica do etanol, por até duas semanas, seguido
por periodos de abstinéncia, produz aumento das subunidades GIUN1 e GIuN2 do
receptor NMDA (FOLLESA e TICKU, 1996; ROBERTO et al., 2004; KUMARI, 2001,
NAGY et al.,, 2003). O aumento de receptores de NMDA nas sinapses pode
contrabalancear o efeito inibitério que o etanol possui quando esté ligado ao receptor
em questao, promovendo uma resposta adaptativa para a exposi¢cao prolongada ao
etanol (CARPENTER-HYLAND, WOODWARD e CHANDLER, 2004). Além disso, o
TRO do tratamento cronico foi realizado com animais mais velhos. Tal fator também
pode ter influenciado no desempenho cognitivo.

Outra influéncia no desempenho cognitivo pode ser mediada através da
modulacao do sistema colinérgico, o qual esta envolvido com fun¢des cognitivas como
memo©ria, aprendizado, atencdo, respostas emocionais, e inclusive na modulacdo do
estresse (GU, 2002; VENTURA et al., 2010). Modelos de estresse neonatal mostram
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que a modulagdo do sistema colinérgico torna 0 CPF mais vulneravel aos efeitos
negativos deste processo (GULLEDGE et al., 2009). E importante ressaltar que os
resultados de déficit cognitivo na MCD ja eram esperados, uma vez que o CPF é uma
estrutura altamente vulneravel aos efeitos de fatores externos devido a sua maturacéo
tardia (HUTTENLOCHER e DABHOLKAR, 1997; SOWELL et al., 2001; GOGTAY et
al., 2004).

Neste trabalho n&o foi visto efeito do etanol e da SM sobre a curva de
aprendizado e aprendizado reverso. E possivel que o labirinto em Y ndo tenha
sensibilidade suficiente para demonstrar danos na memoria espacial induzidos pelos
protocolos aplicados, visto que varios trabalhos demonstram prejuizos cognitivos tanto
em animais que sofreram estresse neonatal quanto nos expostos ao etanol em binge
(SILVERS et al., 2003; AISA et al., 2009; DIEHL et al., 2012), em especial através da
utilizac@o do Labirinto Aquatico de Morris. No entanto, nossos resultados apontam a
fase de aquisicdo da memadria como a mais susceptivel aos efeitos da SM, conforme
observado também em outros trabalhos (HUOT et al., 2002; NOSCHANG et al., 2010;
DIEHL et al., 2012).

Os tidis apresentam a maior capacidade protetora antioxidante das proteinas
plasmaticas, possuindo um importante papel na regulacdo da atividade enzimética,
em fatores de transcri¢ao e da protecéo antioxidante (COSTA, SANTOS e LIMA, 2006;
WLODEK, 2002), devido ao grupamento tiol funcionar como doador de elétrons. O
grupo tiol esta presente na cisteina, que realiza uma ligacédo peptidica com a glicina e
glutamato formando um tripeptideo linear conhecido como glutationa. O sistema
glutationa-glutationa peroxidase, em presenca de peréxidos de hidrogénio, permitem
a oxidacado destes ERO pela ativacédo do grupo tiol, presente na cisteina da glutationa,
favorecendo a degradacdo de uma molécula de peréxido de hidrogénio em duas
moléculas de agua (BARYCKI et al., 2007). Acrescentando a isso, sabe-se que sao
conhecidos 4 tipos de glutationa peroxidase, entretanto, uma forma muito conhecida
€ a fosfolipideo hidroperoxido glutationa peroxidase na qual utiliza como substrato
fosfolipideos-hidroperdxidos (LEHMANN et al., 1998). Tal enzima é responsavel pela
reducdo de fosfolipideos-hidroperoxidos originarios de complexos lipidicos como
colesterol presentes em membranas celulares.

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, acredita-se que o aumento

da concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico, no CPF, € um indicativo
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do aumento da peroxidacgéo lipidica, levando ao aumento da atividade enzimatica da
hidréxido glutationa peroxidase como um mecanismo de defesa antioxidante no CPF.
Embora o ensaio para dosagem da GPx nao tenha sido analisado especificamente
para o tipo hidroperoxido glutationa peroxidase, a auséncia de alteracdes nas
dosagens de DCF, SOD e CAT nos direcionam a suspeitar que o aumento da atividade
enzimatica da GPx poderia estar relacionado ao aumento da peroxidacgéo lipidica.

Apesar da literatura relatar diminuicdo da GPx em animais que sofreram
estresse neonatal, 0 aumento da atividade desta enzima foi evidenciado, em outros
estudos, no CPF (ANSARI, BIGELOW e KAPLAN et al., 2003; HUANG e RHILBERT,
1995). Além disso, 0 estresse neonatal e a exposicado cronica ao etanol em binge,
também indutor na formacdo de ERO durante a adolescéncia, influenciaram o
aumento da atividade da GPx no CPF. O aumento na dosagem de tiéis encontrado no
presente trabalho, no CPF, sugere relacdo com o aumento da peroxidacao lipidica,
talvez por uma resposta antioxidante compensatéria.

Outro fator encontrado em nosso trabalho foi o aumento da razdo
SOD/GPx+CAT, que sugere que a atividade da SOD estaria elevada em relacao as
enzimas GPx e CAT. Como a SOD é uma enzima com capacidade de produzir
perdxidos de hidrogénio, a sua atividade elevada esta associada com o aumento
destes, e, como consequéncia, temos reacfes entre o excesso de peroxidos de
hidrogénio com fosfolipideos de membrana, influenciando no aumento espécies
reativas ao acido tiobarbiturico. Estudos propdem que exposi¢cao a GCs contribua para
o aumento da peroxidacdo no CPF (ZAFIR e BANNU, 2009). As alteracdes
encontradas nos resultados do CPF podem estar relacionadas ao déficit cognitivo na
fase de aquisicdo da memdria dos animais submetidos ao labirinto em Y. Tal resultado
corrobora estudos que indicam que a SM promove alteragcdes comportamentais como
perda cognitiva na aquisicdo da memoria (HOUT et al., 2002).

O presente trabalho evidenciou, por meio dos resultados, que a SM e o
consumo de etanol em binge durante a adolescéncia, sdo capazes de promover
alteracbes comportamentais bem como modificagbes nos parametros de estresse

oxidativo analisados.
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6 CONCLUSOES

o A SM induziu o aumento da peroxidacéo lipidica no CPF, o que pode ter
prejudicado a MCD no labirinto em Y;

o O etanol induziu 0 aumento de tidis no CPF, possivelmente como uma resposta
adaptativa do sistema de defesa antioxidante;

o No hipocampo, a SM induziu o aumento da formacdo de ERO e da atividade
da SOD, bem como diminuicdo da atividade da GPx, e esses efeitos ndo se refletiram
em alteracdes na MLD;

o Observamos interacdo entre SM e etanol promovendo a diminuicdo da
atividade da CAT, que pode contribuir para aumento da vulnerabilidade aos efeitos de
estresse oxidativo no hipocampo diante destes dois tratamentos;

o Os resultados demonstraram uma interagédo entre a SM e o etanol como fatores
contribuintes para o déficit cognitivo na MCD e MLD, sugerindo alteracfes funcionais
no hipocampo e CPF;

o Perspectivas deste trabalho:

o Avaliacdo de dosagens bioquimicas de estresse oxidativo em estruturas
encefalicas (CPF e hipocampo) em animais submetidos ao tratamento agudo
de etanol em binge;

o Dosagem plasmatica de corticosterona;

o Dosagem de calcio intracelular.

° Este trabalho fornece resultados inéditos capazes de contribuir para o
desenvolvimento de futuras investiga¢cdes sobre a influéncia do estresse neonatal e 0

consumo de etanol em binge em parametros de estresse oxidativo.
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