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RESUMO

A dependéncia de etanol € uma doenca multifatorial, caracterizada por um
comportamento de perda de controle sobre o uso da bebida, e permanéncia do uso,
apesar das diversas consequéncias. O etanol atua como agonista dos
neurotransmissores acido gama-aminobutirico (GABA) e dos opioides enddgenos,
alem de antagonista ndo-competitivo de glutamato. Através dessa modulagéo, o
etanol atua indiretamente sobre outros sistemas neuroquimicos, como serotonina e
dopamina. Assim, pretendeu-se avaliar o efeito de farmacos que atuam na
neurotransmissao serotoninérgica sobre o0 comportamento de animais em
abstinéncia de alcool, submetidos ao labirinto em T elevado (LTE). Ratos Wistar
machos tiveram livre acesso a solucido de etanol 10% durante 15 dias. Apds esse
periodo, os animais foram divididos em trés grupos, de acordo com a administragéao
ip dos farmacos utilizados: haloperidol 10mg/kg ou risperidona 6mg/kg e salina,
como controle. No LTE foram avaliadas trés medidas de laténcia de esquiva e fuga,
bem como a frequéncia de bolos fecais. Apds o LTE, os animais foram submetidos
ao campo aberto, sendo avaliada a frequéncia de cruzamentos, levantamentos,
autolimpeza e bolos fecais, sendo investigada a indugao de um possivel efeito
sedativo. De maneira geral, haloperidol e a risperidona aumentaram as laténcias de
esquiva e fuga em comparagdo com a salina, sugerindo um papel ansiogénico e
ansiolitico, respectivamente. No campo aberto ndo houve alteragcdo na frequéncia
de cruzamentos, nao envolvendo sedacido. De acordo com o mecanismo de agao
das drogas utilizadas, pode-se relacionar os efeitos alcangados com a participagao

dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico sobre a ansiedade na SAA.

Palavras-chave: Dependéncia de etanol, abstinéncia de etanol, serotonina,

dopamina, labirinto em T elevado.



ABSTRACT

Ethanol dependence is a multifactorial disease characterized by a loss of
control over the use of the drink, and continuing to wear, despite several
consequences. Ethanol acts as an agonist of the neurotransmitter gamma-
aminobutyric acid (GABA) and endogenous opioids, in addition to non-competitive
glutamate antagonist action. Through this modulation, ethanol acts indirectly on
other neurochemical systems, such as serotonin and dopamine. Thus, we sought to
evaluate the effect of drugs acting on serotonergic neurotransmission on behavior of
animals in alcohol withdrawal, submitted to the elevated T maze (ETM). Male Wistar
rats had free access to 10% ethanol solution for 15 days. After this period, the
animals were divided into three groups according to the ip administration of the
drugs used: 10mg/kg haloperidol or risperidone 6mg/kg and saline as control. In the
ETM three measures of inhibitory avoidance and one way escape, as well as the
frequency of fecal boli were evaluated. After the ETM, the animals were submitted to
the open field in order to evaluate the frequency of crossings, rearings, self-cleaning
and fecal boli, to investigate the induction of a possible sedative effect. In general,
haloperidol and risperidone have increased avoidance and escape latencies,
suggesting an anxiolytic and anxiogenic role, respectively. In the open field there
was no change in the frequency of crossings, showing no involving sedation.
According to the mechanism of action of drugs used, it is possible relate the effects
achieved with the involvement of dopaminergic and serotonergic systems on anxiety
in AWS.

Keywords: Addiction ethanol, ethanol abstinence, serotonin, dopamine, elevated T

maze.
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1. INTRODUGAO

O consumo de bebidas alcodlicas € uma pratica comum em varios paises do
mundo e, de acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), 2.5 milhdes de
pessoas morrem em decorréncia do uso abusivo dessa droga (WHO, 2011). No
Brasil, onde o consumo per capita anual de alcool varia entre 7.5 e 10 litros, o
Ministério da Saude e outros 6rgados desenvolvem planos assistenciais com o
objetivo de prevenir, tratar e reabilitar os usuarios de alcool e outras drogas (MS,
2004). Atualmente, cerca de 90% da populagao adulta no mundo ocidental consome
pelo menos algum tipo de bebida alcodlica. Além disso, 10% dos consumidores de
alcool podem realizar uso abusivo dessa droga e 10% desse total deve se tornar
dependente. (RAMOS; WOITOWITZ, 2004). Dessa forma, o alcoolismo, hoje, &
considerado um problema de saude publica e o entendimento da relacdo de

dependéncia dessa substancia envolve processos bioldgicos, sociais e psicologicos.

Nesse contexto, o alcoolismo € uma doenca com fatores genéticos, ambientais e
psicossociais, caracterizada por um comportamento de perda de controle sobre o
uso da bebida, distor¢cdo de pensamento e permanéncia do uso, apesar das
diversas consequéncias (MORSE; FLAVIN, 1992). Assim, a intoxicagao por etanol
resulta em alteracbes na neurotransmissao de glutamato e GABA (acido gama-
aminobutirico). O etanol atua como um agonista GABA, promovendo a sua liberagao
em partes especificas do sistema nervoso central, permitindo a ativacdo do receptor
GABA-A (receptor do tipo canal idnico ativado por ligante). Em consequéncia disso,
o etanol atua como um antagonista ndo competitivo de glutamato -
neurotransmissor que possui 99% de receptores excitatorios (TABAKOFF;
HOFFMAN, 2013). Além disso, ha aumento intracelular da concentragcdo de ions
cloro, resultando na hiperpolarizacéo celular, também responsavel pela sensacéo de
relaxamento e sedacdo do organismo. A hiperpolarizagao celular pode ser resultado
da saida de ions potassio da célula e, por isso, 0 etanol atua como agonista de

opidides enddgenos.

Nesse sentido, o uso do alcool afeta areas do SNC responsaveis pela meméria e
tomada de decisdes. Assim como outras drogas, o alcool ativa a via dopaminérgica
em neurdnios na area tegmentar ventral (VTA), com prologamentos para o nucleus

accumbens e cértex pré-frontal, na via denominada como sistema de recompensa
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(TABAKOFF; HOFFMAN, 2013). O uso de alcool promove a liberagdo de dopamina,
favorecendo a ativacdo de receptores do tipo D2 (URBAN et al. 2010). A
estimulacdo desses receptores de dopamina parece estar diretamente associada a

estimulagdo locomotora induzida pelo alcool.

Outro importante neurotransmissor que é liberado em decorréncia do uso de
etanol € a serotonina (5-HT). A grande quantidade de 5-HT liberada resulta na
ativacdo de varios subtipos de receptores, como o 5-HT, que parece interagir
diretamente com a dopamina. A ativacao do 5-HT, na VTA estimula a liberacéo de
dopamina nessa regido e, por isso, essa relagdo serotonina-dopamina pode
apresentar importante papel na indugcdo do comportamento de uso da bebida. Essa
alteracdo em varios sistemas neuroquimicos resulta em alteragdes variadas no
comportamento do usuario de etanol, sendo os mais comuns: euforia e desinibicao
(resultante do aumento de dopamina), sono e ataxia (resultado dos efeitos sobre
GABA e glutamato) (ATTWOOD; MUNAFO, 2014).

O consumo de alcool produz efeitos sistémicos, além dos relatados no SNC. Um
dos principais 6rgaos alterados é o figado e, em pessoas que fazem consumo de
alcool, ha a presenga de danos hepaticos, evidenciados pelo aumento de
transaminases hepaticas: TGO e TGP (Transaminase Glutdmico Oxalacética e
Transaminase Glutamico Piruvica, respectivamente) (CLARK et al., 2001). Além
disso, o consumo de alcool em adolescentes pode diminuir os niveis de estrogénio
em meninas (DEES; SKELLEY, 1990), horménio luteinizante e testosterona em
meninos e horménios do crescimento em ambos os sexos (FRIAS et al., 2000). Em
fémeas de ratos da linhagem Wistar também ha alteragbes hormonais quando ha
consumo de alcool (DEES et al., 2001). Ha ainda alteragdes na estrutura 6ssea em
meninos que fazem consumo de alcool (ELGAN et al., 2002). Efeito semelhante foi
observado em ratos machos (WEZEMAN et al., 1999).

Com isso, o diagndstico de dependéncia de alcool é caracterizado apds a
observacdo dos seguintes parametros: tolerancia (necessidade de aumento na
quantidade de substancia utilizada para se obter o efeito desejado), abstinéncia
(presenca de alguns sinais e sintomas como insénia, agitagdo psicomotora e
ansiedade, e uso de alcool para aliviar esses sintomas de abstinéncia) e prejuizo de

atividades diarias (desejo intenso pelo uso da droga, atrapalhando atividades diarias
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como escola e trabalho, grande quantidade de tempo em contato com a droga ou se
recuperando de uma intoxicagao). A observacao desses trés fatores € importante

para a identificagao de um caso de dependéncia de etanol (APA, 2013).

Focalizando a sindrome de abstinéncia alcodlica (SAA), essa € marcada pela
presenca de alguns sinais caracteristicos, entre 4 e 12 horas apds a redugédo na
ingestdo do alcool. Para o diagndstico da SAA, pelo menos dois dos seguintes
sinais devem ser observados: aumento da sudorese ou pulsag¢ao superior a 100bpm
(sinais caracterisitcos da hiperativacdo do sistema nervoso simpatico), tremor,
insénia, nduseas ou vomitos, agitacado psicomotora, alucinagdes e ansiedade (APA,
2013). Além desses, um sinal caracteristico de SAA é o delirium tremens (DT),
quadro caracterizado por alucinagdes, tremor intenso e agitacdo. Assim, sedativos
(barbituricos e benzodiazepinicos) e antipsicéticos sdo amplamente utilizados na
sindrome de abstinéncia alcodlica (COOPER; VERNON, 2013), além de terem
papel importante no tratamento da intoxicagao aguda pelo uso de alcool. O DT é o
sintoma mais caracteristico de um quadro de abstinéncia alcodlica grave e ocorre
em cerca de 10% dos pacientes (HOLT et al., 1980) e, se nao for tratado pode ser
letal em 15% dos pacientes (LEE et al., 2005). Nesse sentido, a ocorréncia de
episodios intensos e repetitivos de abstinéncia alcodlica em humanos pode resultar
em comprometimento emocional, alteragdo no aprendizado e fungdes cognitivas
(DUKA et al., 2004). Além disso, esses quadros tendem a piorar de acordo com a
frequéncia com que ocorrem (BABOR; HIGGINS-BIDDLE, 2000).

A partir dai, o tratamento da sindrome de abstinéncia alcodlica consiste em tratar
os sinais e sintomas apresentados pelo paciente. Um periodo critico para a
identificacdo do quadro e o inicio do tratamento é entre 24 e 48 horas apds o
consumo de etanol. Na desintoxicagdo, utiliza-se o diazepam ou outro
benzodiazepinico de meia vida longa com o objetivo principal de diminuir a agitacéo
e a ansiedade. Além disso, propde-se 0 uso de antipsicoticos como o haloperidol e a
risperidona (Figura 1) (COOPER; VERNON, 2013).

O uso de antipsicéticos, sobretudo o haloperidol, € importante em quadros de
SAA associada ou ndo ao DT. O antagonismo competitivo de receptores D1, D2 e
D4 diminui as complicagdes dos sinais. Algumas horas apds o uso do etanol, pode-

se iniciar o uso de dissulfiram e acamprosato. Apds a primeira semana de inicio
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desse tratamento, a manutencgéo é realizada através da reducédo das doses iniciais
dessas drogas, com o objetivo de diminuir o craving e a ansiedade. Recomenda-se
a utilizacdo desses farmacos apds o uso de benzodiazepinicos, ja na fase de
manutencado. Outros antipsicéticos, como a risperidona, podem ser utilizados.
Porém, é importante ressaltar que ainda nao ha evidéncias que comprovam esse
uso (NDARC, 2003). Sendo esse um dos fatores que justificam este trabalho. A
identificacdo do quadro de sindrome de abstinéncia alcodlica grave em pacientes
que chegam a um servigo de saude € um passo fundamental para o sucesso do
tratamento, diminuindo as chances de ocorréncia de complicagdes mais graves e,
para isso, é importante que o paciente seja submetido a métodos que possibilitem a
avaliagao desse quadro (MALDONADO et al., 2014).
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Figura 1 — Estrutura de antipsicéticos utilizados na SAA. Haloperidol (esquerda)
e risperidona (direita). O haloperidol € um antipsicaético triciclico com atividade sobre
os receptores D1 e D2 de dopamina. Ja a risperidona é um antipsicético atipico, que
atua sobre os receptores D4 e 5-HTo.

O uso de modelos animais como uma ferramenta para o estudo da
abstinéncia e dependéncia de alcool apresenta os objetivos: servir como um modelo
para o estudo da ingestdo de bebida alcodlica em humanos; entender, por meio da
observacao de comportamentos, como a neuroquimica do SNC esta relacionada
com o uso do alcool e, também, estudar como o alcool atua sobre outros 6rgaos. O
uso do alcool em animais mostrou que ha acdo sobre o sistema de recompensa
dopaminérgico, evidenciado pelo fato que animais expostos a essa droga
apresentam tendéncia de buscar a repeticdo do efeito provocado pelo uso seu uso.
(PLANETA, 2013). Além disso, outro estudo com animais mostrou que a SAA causa

neurodegeneragao e morte celular (KALANT, 1977).

Nesse sentido, a inducido da SAA é comumente utilizada como modelo em

experimentagao animal. Um dos modelos mais comuns de indugdo dessa sindrome
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€ o de modificacdo da dieta liquida. Esse modelo consiste na administracao diaria
de uma solucdo contendo leite de vaca, vitamina A, sacarose e uma crescente
concentragao de alcool etilico (UZBAY; KAYAALP, 1995). Outro modelo envolve o
acesso livre ou limitado a solugdo aquosa de etanol 10% (v/v), sendo esse o0 modelo
utilizado neste trabalho (INGMAN et al., 2003).

Conforme exposto em relagdo aos sintomas da SAA, a ansiedade é um dos
principais sintomas envolvidos com a recaida de individuos em abstinéncia e, por
isso, varios modelos animais tém sido propostos para o seu estudo em laboratorio.
Um deles é o modelo do labirinto em T elevado - uma variagdo do labirinto em cruz
elevado, que consiste em um aparato com trés bragcos de igual tamanho — um
fechado e dois abertos (Figura 2). Esse modelo permite avaliar o tempo que o
animal gasta para realizar duas tarefas: esquiva inibitéria e fuga, representando
situagdes de medo condicionado e incondicionado, respectivamente. Assim, o
modelo foi validado para o estudo de comportamentos ligados a ansiedade e ao
medo (GRAEFF et al.,1996). Esse modelo experimental ja foi utilizado para observar
o efeito de agentes serotoninérgicos e outras drogas sobre o comportamento de
animais (PINHEIRO et al., 2007). Porém, o seu uso na dependéncia e na sindrome
de abstinéncia por drogas ainda nao foi muito explorado, podendo representar uma
importante ferramenta na avaliagdo comportamental em psicopatologia e a
aplicagcdo do mesmo na SAA pode auxiliar na investigagao da participacdo da 5-HT

como modulador de ansiedade nessa sindrome.

} O

Figura 2 — Labirinto em T elevado.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do tratamento subagudo (15 dias), na abstinéncia de
etanol, de farmacos que alteram a neurotransmissao serotoninérgica, sobre o
comportamento de animais em abstinéncia de alcool submetidos ao labirinto em T
elevado (LTE).

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar, a partir do uso do haloperidol (antipsicético triciclico) e da
risperidona (antipsicotico atipico), a modulagdo da neurotransmissao
dopaminérgica sobre a serotonina, verificando a laténcia (em s) dos
comportamentos de esquiva e fuga de animais submetidos ao LTE, além

da frequéncia de bolos fecais.
2. Investigar o efeito dos mesmos antipsicéticos sobre a frequéncia dos
comportamentos de cruzamentos, levantamentos, auto-limpeza e de bolos
fecais em animais submetidos ao campo aberto, no centro e na periferia

do modelo.
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3. METODOLOGIA
3.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 200 e
300g, provenientes do Laboratorio de Processos Basicos em Psicologia da
Universidade Catdlica de Brasilia, divididos em trés grupos, de acordo com a
substancia que foi administrada: haloperidol (n=10), risperidona (n=10) e solugao
NaCl 0.9% (n=10). Os animais foram alojados em caixas individuais, com livre
acesso a agua e ragao durante os experimentos, com temperatura controlada (22 +
3 °C). O alojamento em caixas individuais fez-se necessario para garantir o

consumo de alcool por todos os animais.

Este trabalho esta de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), obtendo
aprovacdo dos Comités de Etica para o uso de animais (CEUA) do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia (protocolo n. 9516/2014) e da Universidade

Catdlica de Brasilia.
3.2 Drogas e doses
As drogas utilizadas nesse trabalho foram as seguintes:

1. Solugdo de etanol 10%, diluida em agua, administrada por via oral, com
ingestéo ad libitum na prépria caixa individual.

2. Cloridrato de haloperidol, na dose de 10mg/kg (Cristalia, Brasil), risperidona,
na dose de 6mg/kg (Eurofarma, Brasil) e salina (NaCl 0.9%). As drogas foram
diluidas em solugdo de NaCl 0.9% (Darow, Brasil), estéril, injetadas

intraperitonialmente (ip), com um volume de 1mL.
3.3 Modelos Experimentais
3.3.1 Labirinto em T elevado

O labirinto em T elevado é constituido por trés bracos de madeira de
dimensdes iguais (50cm de comprimento e 10cm de largura), elevados 50cm em

relacdo ao solo por dois suportes de madeira. Um dos bracos fechados é
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perpendicular aos outros dois, e possui paredes laterais de 40cm. Os dois bragos
abertos possuem uma pequena barreira de acrilico transparente de 1cm de altura
para evitar a queda dos animais durante o experimento. O outro brago fechado
possui uma barreira de madeira, impedindo o acesso dos animais (GRAEFF et al.,
1998). Figura 3

Brago Braco
Aberto Aberto
10cm
50cm 50cm
Braco
Fechado 50cm

10ecm

Figura 3 - Dimensoées do labirinto em T elevado (LTE).

3.3.2 Campo Aberto
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O campo aberto consiste em uma arena de forma circular, circundada por uma
parede de acrilico transparente (50cm de altura e 90cm de didmetro), tendo uma
base quadrada, que mede 100cm x 100cm (PRUT; BELZUNG, 2003). Figura 4

Figura 4 — Campo aberto.

3.4 Procedimentos
3.4.1 Procedimento piloto

Com o objetivo de avaliar a preferéncia dos animais pela solugao de etanol
10% para induzir um quadro de dependéncia de alcool e, posteriormente, realizar os
testes comportamentais procedeu-se, inicialmente, a um experimento piloto com 3
animais. Cada animal teve livre acesso a agua durante 12 dias. Durante os 6
primeiros dias também houve livre acesso a solugdo de sacarose 10% (m/v) e
solugéo aquosa de sacarose 10% (m/v) e etanol 10% (v/v). A partir do sétimo dia,
nao houve acesso a solugado de sacarose 10% e houve acesso apenas a agua e

solucao de etanol 10% (Figura 5).



19

Agua 12 dias |

Sacarose 10% Dias

: Dias

EtOH 10% + Sacarose 10% 0-6

I:Iiai.'.'
EtOH 10% 7-12

0 6 12
Dias

Figura 5 - Esquema de administracao de etanol no experimento piloto.

3.4.2 Administragcao de etanol (Indugao de dependéncia de alcool)

Durante 15 dias, cada animal foi alojado em caixa individual e teve livre
acesso a ragao e solugéo de etanol 10% (INGMAN et al., 2003; APFEL et al., 2002).
O volume de etanol consumido para cada um dos animais durante os 15 dias e os
resultados para o consumo de alcool para cada um dos grupos durante o mesmo
periodo estao apresentados na Figura 8. A solugao de etanol 10% foi preparada a

partir da diluicdo de alcool etilico comercial 70% (76°GL) em agua.
3.4.3 Administragao das drogas (Indugao de abstinéncia de alcool)

As drogas haloperidol e risperidona foram diluidas em solugédo de NaCl 0.9%
para uma dose de 10mg/kg e 6mg/kg, respectivamente. Os animais receberam as
substancias via intraperitonial (i.p.) durante 15 dias, apés o fim da administracao de
alcool. Nesta fase do experimento, os animais foram reagrupados em caixas

coletivas, ficando 4 animais em cada caixa.
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Figura 6 - Esquema de administragcao de etanol e tratamento da SAA nos
animais. Apds os 15 dias de livre acesso a solugdo de etanol, os animais
receberam injegbes i.p. de solugédo salina, haloperidol ou risperidona durante 15
dias. No fim dos 30 dias, os animais foram submetidos aos modelos do LTE e
campo aberto, respectivamente.

3.5 Testes comportamentais
3.5.1 Labirinto em T elevado (LTE)

Os testes comportamentais foram realizados apds 15 dias de tratamento com
haloperidol ou risperidona ou salina. Para a realizacdo do teste, cada animal foi
retirado da caixa coletiva e alojado em uma caixa individual. Inicialmente, o animal
foi colocado na extremidade do braco fechado, sendo verificadas trés medidas de
laténcia de esquiva inibitéria (esquivas 1, 2 e 3) — tempo (em s) que o animal leva
para sair da extremidade do brago fechado e atingir um dos bragos abertos do
labirinto, com as quatro patas, andando ou correndo. Em seguida, 0 mesmo animal
foi colocado na extremidade de um dos bracos abertos (com alternancia entre as
medidas), sendo verificadas trés medidas de laténcia de fuga (fugas 1, 2 e 3) —
tempo (em s) que o animal leva para deixar a extremidade de um dos bragos
abertos em que foi colocado inicialmente até atingir o brago fechado do labirinto com
as quatro patas, andando ou correndo. A avaliagdo de cada parametro (esquiva e
fuga) foi realizada com um intervalo de 30 segundos entre cada observacéo, ficando
0s animais na caixa individual. Durante a realizagdo dos testes utilizou-se o tempo
de tolerancia maxima de cinco minutos para a ocorréncia do comportamento
(GRAEFF et al., 1998). Para cada um dos animais verificou-se também a frequéncia
de bolos fecais em cada um dos bragos do labirinto como um indicativo de
comportamento relacionado a uma situagao de estresse e ansiedade (ENNANCEUR
et al., 2006).
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3.5.2 Campo aberto

Apds o término do experimento no LTE, cada animal foi submetido ao campo
aberto para avaliagdo dos comportamentos e uma possivel indugcdo de efeito
sedativo. Cada animal foi colocado no centro do campo aberto e teve livre acesso
para explorar a arena durante 5 minutos. Nesse teste, os seguintes parametros
foram avaliados: frequéncia de cruzamentos no centro e na periferia (numero de
vezes que o0 animal cruza os quadrantes do modelo com as quatro patas, andando
ou correndo), frequéncia de levantamentos no centro e na periferia (numero de
vezes que o animal permanece sobre as patas traseiras, apoiando ou ndo as
dianteiras na parede da arena) e frequéncia de auto-limpeza (numero de vezes que
0 animal executa o repertério de auto-limpeza com as patas dianteiras e/ou
lambendo-se, iniciando pela cabega, passando pelo tronco e terminando nos
genitais). Para cada animal verificou-se também a frequéncia de bolos fecais na

arena.
3.6 Analise estatistica

A analise dos dados obtidos nos experimentos foi realizada através do
software GraphPad Prism® versao 6, por meio da analise de variancia de uma via
(ANOVA One-way), seguida pelo teste Student Newman-Keuls (p < 0,05), para
verificar a diferenca entre os tratamentos; analise de variancia de medidas repetidas
(ANOVA repeated-measures), seguida pelo teste Student Newman-Keuls, (p <
0,05), para avaliar a diferenca entre as medidas repetidas em um mesmo grupo
(esquivas 1, 2 e 3 e fugas 1, 2 e 3). Quando os dados ndo apresentaram distribuicao
dentro da curva de normalidade, foi feita a analise de variancia nao-paramétrica
Kruskal-Wallis (p < 0,05). A analise estatistica do experimento piloto foi realizada por

meio do teste t ndo pareado de Student (p < 0,05).
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4. RESULTADOS
4.1 Procedimento piloto

O teste t ndo pareado de Student mostrou que houve diferenca entre o
volume total de etanol (¥ = 19,4; EPM = 2,65) e agua (x = 8,69; EPM = 2,02)
consumidos (t = 3,18; p = 0,004). Esses resultados apontam a preferéncia dos

animais pela solugdo de etanol.
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Figura 7 — Preferéncia pela solugao de etanol 10%. Volume médio (em mL)
consumido pelos 3 animais durante os 12 dias de experimento. A seta representa o
ultimo dia de livre acesso a solugao de sacarose. (* p = 0,004).

4.2 Administracao de etanol

Todos os animais utilizados nesse estudo receberam solugao de etanol 10%
durante 15 dias consecutivos. O volume médio consumido (em mL) por cada animal
dos grupos salina (Figura 8A) (x = 97; EPM = 6,25), haloperidol (Figura 8B) (x =
86,9; EPM = 4,66) e risperidona (Figura 8C) (x = 83,7; EPM = 5,51) estdo
apresentados na Figura 4. De acordo com a ANOVA de uma via nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre o volume médio de etanol consumido

pelos animais de cada grupo (F = 2,44; p = 0,08). Figura 8D
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Figura 8 - Volume (mL) de etanol 10% consumido pelos animais durante 15
dias. O volume médio (mL) consumido pelos animais do grupo (A) salina (n = 10),
(B) haloperidol (n = 10) e (C) risperidona (n = 10) estédo representados. Cada ponto
representa o valor médio consumido pelos animais do grupo; as barras representam
o EPM. (D) Volume médio consumido pelos animais de cada um dos grupos em um
periodo de 3 dias. As colunas representam o volume médio e as barras o EPM (p =
0,08).

4.3 Labirinto em T elevado

Com relacédo a laténcia de esquiva do brago fechado do LTE (em s), a
ANOVA one-way de medidas repetidas, seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls, mostrou que o aumento observado ao longo das tentativas foi
estatisticamente significativa para os grupos haloperidol (Esquiva 1: x = 53,3; EPM =
15,6; Esquiva 2: x = 149,9; EPM = 41,5; Esquiva 3: x = 120,1; EPM = 40,2) (F2,10) =
5,16 e p = 0,01) e risperidona (Esquiva 1: x = 23,6; EPM = 3,42; Esquiva 2: x = 92,4,
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EPM = 35,6; Esquiva 3: x = 182,2; EPM = 40,54) (F(2,10) = 8,98; p = 0,001). N&o foi
observada diferenga entre as repeticbes da laténcia esquiva para o grupo salina
(Esquiva 1: x = 85,6; EPM = 35,9; Esquiva 2: x = 135,1; EPM = 35,3; Esquiva 3: x =
149,7; EPM = 34,9) (F2,10) = 3,2; p = 0,06). A ANOVA one-way, seguida pelo teste
de Student Newman-Keuls, ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos controle (salina) e as drogas (haloperidol e risperidona) para a
esquiva 1 (F2,10) = 1,87; p = 0,17), esquiva 2 (F2,10) = 0,63; p = 0,54) e esquiva 3
(Fe,100 = 0,64; p=0,53). Figura 9
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Figura 9 - Laténcia de esquiva inibitéria para cada um dos grupos estudados.
Média + EPM da laténcia (em s) de esquiva do brago fechado do LTE (Esquivas 1, 2
e 3) de ratos submetidos a administracao ip de salina 0.9%, haloperidol 10mg/kg e
risperidona 6mg/kg, por 15 dias. (A) — Comparacgao entre as esquivas 1 (E1), 2 (E2)
e 3 (E3) dos animais do mesmo grupo (B) — Comparagao entre tratamentos nas
esquivas 1,2e 3 (*p=0,01e * p=0,001 entre as repeticdes observadas).

Com relagao a laténcia a fuga de um dos bragos abertos do (em s), a analise
de variancia de uma via de medidas repetidas, seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls, mostrou que ndo houve variagcdo ao longo das tentativas para os
grupos haloperidol (Fuga 1: x = 74; EPM = 26,8; Fuga 2: x = 104,1; EPM = 18,1;

Fuga 3: x = 141,2; EPM = 29,5) (F2,100= 2,32 e p = 0,12) e risperidona (Fuga 1: x =
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61,8; EPM = 26,1; Fuga 2: x = 85,2; EPM = 24,8; Fuga 3: x = 90,8; EPM = 22 ,4)
(F.10) = 0,56 e p = 0,57) e salina (Fuga 1: x = 33,4; EPM = 8,26; Fuga 2: x = 37,6;
EPM = 12,14; Fuga 3: x = 60,7; EPM = 27,04) (F2,100= 0,90 e p = 0,42). A ANOVA
one-way, seguida pelo teste de Student Newman-Keuls, mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos controle (salina) e as drogas
(haloperidol e risperidona) para a fuga 2 (F,10) = 3,23 e p = 0,055), mas n&o para a
fuga 1 (Fi2,100 = 0,88 e p = 0,42) e fuga 3 (F(2,10) = 2,36 e p = 0,11). Com relagéo a
laténcia para a fuga 3, o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Student Newman-Keuls, mostrou que o aumento nessa medida observada para
os tratamentos foi estatisticamente significativa (Salina: mediana = 40; Haloperidol:
mediana = 132; Risperidona: mediana = 64; H = 6,22 e p = 0,04) Figura 10.
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Figura 10 - Laténcia de fuga para cada um dos grupos estudados. Média + EPM
da laténcia (s) de saida de um dos bragos abertos do LTE (Fuga 1, 2 e 3) de ratos
submetidos a administracao ip de salina 0.9%, haloperidol 10mg/kg e risperidona
6mg/kg, por 15 dias. (A) — Comparagao entre as fugas 1 (F1), 2 (F2) e 3 (F3) dos
animais do mesmo grupo (B) — Comparacao entre tratamentos nas fugas 1, 2 e 3 (*
p <0,05e ** p =0.04 entre as repeticdes observadas com relagdo ao grupo salina).

A ANOVA one-way mostrou que ndo houve diferenga significativa entre a

frequéncia de bolos fecais verificados no LTE para o grupo os diferentes grupos
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(salina: x = 2,4; EPM = 0,61; haloperidol: x = 2,0; EPM = 0,74; risperidona: x = 2,4;
EPM = 0,61) (F2,10)= 0,10; p = 0,89). Figura 11

Bolos Fecais - LTE

’ T

Frequéncia
N

Salina

Haloperidol 4
Risperidona-

Figura 11 — Frequéncia de bolos fecais nos bragos abertos e fechado do LTE.
As colunas representam a média de bolos fecais nos bragos do LTE e as barras o
EPM.

4.4 Campo aberto

A ANOVA one-way ndo demonstrou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa para as seguintes frequéncias obtidas: cruzamentos na periferia da
arena (salina: x = 9.3; EPM = 0,89; haloperidol: x = 8,9; EPM = 0,93; risperidona: x
= 11.3; EPM = 0,6; F2.30) = 2,13; p = 0,13), cruzamentos no centro (salina: x = 3,5;
EPM = 0,51; haloperidol: x = 4,7; EPM = 0,53; risperidona: x = 3,3; EPM = 0,54;
F30 = 1,87; p =0,17) e auto-limpeza (salina: x = 0,5 ; EPM = 0,15; haloperidol: x =
0,2; EPM = 0,12; risperidona: x = 0,3; EPM = 0,14; F2.30) = 1,01; p = 0,37). Quanto
aos levantamentos na periferia, verificou-se que houve diminuicdo estatisticamente
significativa da frequéncia para os grupos haloperidol e risperidona quando
comparadas ao grupo salina (salina: x = 10,6; EPM = 1,14; haloperidol: x = 4,5;
EPM = 0,66; risperidona: x = 5,6; EPM = 0,73; F30 = 12,45; p = 0,0001). Ao
contrario, verificou-se um aumento estatisticamente significativo da frequéncia de
levantamentos no centro para os grupos haloperidol e risperidona em relagao a
salina (salina: x = 0,1; EPM = 0,09; haloperidol: X = 0,7; EPM = 0,14; risperidona: x
= 0,6; EPM = 0,15; F(2,30) = 5,16; p = 0,01). Figura 12
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Com relacao a frequéncia de bolos fecais no campo aberto, a ANOVA one-
way, seguida pelo teste de Student Newman-Keuls, mostrou que nao houve
diferencga entre os grupos salina (x = 1,2; EPM = 0,29), haloperidol (x = 1,2; EPM =
0,35) e risperidona (x = 0,9; EPM = 0,31) (F(2,30)= 0,28; p = 0,75).
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Figura 12 - Avaliagdo da frequéncia de comportamentos no campo aberto.
Frequéncia de comportamentos avaliados para cada um dos grupos submetidos ao
modelo do campo aberto apés o LTE. Média + EPM da frequéncia de
comportamentos observados no campo aberto (* p = 0,01 e ** p = 0,0001. Diferenca
entre os grupos salina e haloperidol ou risperidona).
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5. DISCUSSAO

O uso dos dois antipsicoticos utilizados neste trabalho, haloperidol e
risperidona, alterou os comportamentos observados no LTE. Essas alteragdes
podem ser consequéncia da atuagdo dessas drogas na neurotransmissao
serotoninérgica e  dopaminérgica, denotando a participagdo desses

neurotransmissores na abstinéncia do alcool.

A partir dos resultados apresentados com relacido ao consumo de etanol, foi
possivel observar a preferéncia dessa solugao em detrimento de outras, como agua
e solugao de sacarose (Figura 7). O procedimento de administragdo de alcool mais
comum €& através da modificacdo de dieta liquida (UZBAY; KAYAALP, 1995).
Porém, neste trabalho, foi utilizada a administracdo de etanol 10% durante 15 dias
(INGMAN et al., 2003; APFEL et al., 2002), sendo possivel observar o consumo de
um volume constante dessa solugédo durante todo o periodo observado (Figura 8A,
B e C). A concentragao da solugao de etanol € um dos fatores determinantes para o
sucesso de intoxicagdo e dependéncia de alcool, sendo o tempo de exposicdo uma
variavel secundaria (PIERCE et al., 1999). Porém, para induzir um quadro de
intoxicagao mais severo, causando alteracbes morfolégicas em corpos celulares, é
necessario que o animal entre em contato com a solugéo de etanol por pelo menos
4 semanas (APFEL et al., 2002).

Com relacéo a laténcia de esquiva (Figura 9) o para os grupos haloperidol e
risperidona indica que houve o processo de aprendizado necessario para a
realizacao da esquiva inibitéria (GRAEFF et al., 1996). Além disso, esse resultado
pode indicar um efeito ansiogénico, podendo ser explicado pelo mecanismo de agao
dssas drogas. A acdo antagonista competitiva da risperidona sobre os receptores 5-
HT, pode ter facilitado a esquiva inibitéria (medo condicionado). Além dessa acgao,
tanto a risperidona quanto o haloperidol s&o antagonistas competitivos
dopaminérgicos, predominantemente, em receptores D4 e D2, respectivamente. No
contexto da dependéncia pelo uso do alcool ocorre a ativacdo da via mesolimbica
dopaminérgica, aumentando os niveis desse neurotransmissor. Ao contrario, sob
efeito desses farmacos, a diminuigcdo da agcdo dopaminérgica pode ter precipitado
um sintoma diretamente envolvido com a SAA, a ansiedade (GRAEFF et al., 1996),

tendo relacao direta com o achado neste trabalho.
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Com relacéao aos resultados verificados para a laténcia de fuga (Figura 10),
houve aumento para os grupos haloperidol e risperidona, podendo ter relacdo com

antagonismo competitivo da dopamina e da serotonina (ROGOZ; SKUZA, 2011).

Tomados em conjunto, os resultados envolvendo os comportamentos de
esquiva e fuga sugerem que as alteragbes observadas nos grupos haloperidol e
risperidona, ou seja, o aumento das laténcias de esquiva e fuga podem ter relagéao
com o antagonismo competitivo de receptores dopaminérgicos promovido pelas
drogas utilizadas, indicando que a dopamina desempenha um papel importante
nesses comportamentos. Considerando o aumento na laténcia de esquiva, pode-se
pensar que o antagonismo competitivo dos receptores dopaminérgicos induziu um
efeito ansiogénico sobre o comportamento dos animais dos grupos haloperidol e
risperidona no LTE. Entendendo que a esquiva inibitéria € um comportamento
relacionado com a aprendizagem, o antagonismo dos receptores dopaminérgicos
nas vias associadas a esse processo (mesolimbica e mesocortical) pode ter
favorecido o aumento na laténcia de esquiva. Além disso, a exposicao a eventos
aversivos resulta em aumento dos niveis de dopamina nas estruturas das vias
mesolimbica e mesocortical (como amigdala e cortex pré-frontal - DE OLIVEIRA et
al., 2011; CUADRA et al.,, 2000) e o antagonismo competitivo de receptores
dopaminérgicos nessas vias mediado pelas drogas utilizadas nesse estudo resultou

em um efeito ansiogénico.

Ja em relagdo ao aumento na laténcia de fuga dos bragos abertos do LTE,
avaliacdo que envolve a colocacido do animal diretamente em uma situacéo aversiva
e que nao envolve aprendizagem (medo incondicionado - luta ou fuga), o
antagonismo competitivo de receptores de dopamina nas vias neurais relacionadas
a esse comportamento (mesolimbica) resultou em um efeito ansiolitico (ROGOZ;
SKUZA, 2011).

Considerando que o modelo do LTE foi validado para o estudo da ansiedade,
sintoma presente no quadro de SAA, a diversidade de receptores serotoninérgicos
envolvidos nessas vias de sinalizacdo resultam em um processo complexo e, assim,
a natureza exata do envolvimento desse neurotransmissor na ansiedade é
contraditério. Levando em conta as diferengcas anatdmicas e funcionais das vias

serotoninérgicas, foi proposto que a serotonina apresenta um papel dual na
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ansiedade, induzindo uma acgao ansiogénica na via que envolve os nucleos da rafe
até a amigdala e ansiolitico na via com inicio nos nucleos da rafe e término na
substancia cinzenta periaquedutal dorsal. Nesse sentido, o uso da risperidona
(antagonista competitivo de receptores 5-HT5;), neste trabalho, foi uma ferramenta
relevante para a investigagcado desse papel dual da 5-HT na SAA. Na clinica, os
antipsicoticos atipicos sado eficazes na diminuicdo dos sintomas positivos e
negativos presentes na esquizofrenia. Paralelamente, a acdo da 5-HT na SAA
também pode ser interessante na redugcdo de sintomas comuns aos da
esquizofrenia, como rebaixamento de humor e ansiedade (KIM; STAHL, 2010), indo

ao encontro do efeito ansiolitico verificado pelo prejuizo no comportamento de fuga.

Nesse sentido, as observagbes dos comportamentos de esquiva e fuga
podem se relacionar com diferentes tipos de ansiedade, um deles relacionado com
memoria e aprendizagem (esquiva) e o outro envolvido com um processo
incondicionado (fuga). Ambos os tipos de ansiedade podem estar presentes na
SAA. A partir dos resultados obtidos, pode-se pensar que as drogas utilizadas neste
trabalho atuariam sobre o processo incondicionado e, ao contrario, evidenciariam a
ansiedade aprendida. Esse achado apontaria para uma possivel utilizacido dessas
drogas no tratamento da ansiedade envolvendo reag¢des de alerta ou stress agudo
ou, ainda, crises de panico, tipicas da ativacdo do sistema neurovegetativo
simpatico, presentes na SAA, enquanto que nao seriam eficazes no tratamento da
ansiedade envolvendo aspectos cognitivos ou stress crénico (DE LA MORA et al.,
2010; DUVARCI; PARE, 2014).

A utilizagcdo do modelo do campo aberto apds os experimentos no LTE nao
evidenciou alteracdo na frequéncia de cruzamentos, indicando que os efeitos
observados no LTE n&o sao consequéncia de sedagao (comprometimento motor)
dos animais. Além disso, houve diminuicdo nas frequéncias de levantamento na
periferia e no centro induzido pelo haloperidol e pela risperidona e salina,
corroborando o aumento na laténcia de fuga observada no LTE, ou seja, um efeito
ansiolitico. Isso esta de acordo com PRUT e BELZUNG (2003), propondo que a
atividade motora no centro do modelo é mais seletiva para o estudo da ansiedade,
enquanto que a movimentagdo na periferia do aparato seria um indicador da

atividade exploratdria do animal.
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6. CONCLUSOES, LIMITAGOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso de antipsicoticos (haloperidol e risperidona) para o tratamento de
animais em abstinéncia de alcool resultou na alteragdao de comportamentos
desses animais observados no LTE, representados pelo aumento nas
laténcias de esquiva e fuga.

Considerando que o LTE é um modelo para o estudo da ansiedade, sugere-
se 0 uso desse modelo para a avaliagdo desse comportamento em animais
em abstinéncia alcodlica utilizando outras drogas que atuem sobre a
neurotransmissdo serotoninérgica, como inibidores seletivos da recaptacéao
de serotonina e buspirona.

Considerando o tempo disponivel para a realizacdo desse trabalho, os
animais tiveram acesso a solugcdo de etanol por apenas 15 dias. Assim
sugere-se também um periodo mais prolongado de acesso a essa solugio
para posterior avaliacao do quadro de abstinéncia no LTE.

Este trabalho tem sua relevancia a medida que propde o uso do modelo LTE
para avaliacdo do quadro de abstinéncia de alcool em animais, a partir da
utilizacado de drogas que atuam direta e indiretamente na neurotransmissao

dopaminérgica e serotoninérgica.
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