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RESUMO

Tem sido sugerido que a tolerincia ao etanol é um dos fatores associados
com a dependéncia a esta droga. A tolerancia rapida, ¢ vista em resposta a uma
segunda dose de etanol administrada cerca de 8 a 24 horas ap6s a primeira dose
ter sido metabolizada. O desenvolvimento da tolerancia rapida, bem como da
tolerdncia cronica ao etanol, pode ser influenciado pelos processos de
aprendizagem e memoria. Por outro lado, muitos estudos t€m demonstrado que
o etanol pode estimular a transmissio GABA¢érgica e bloquear a transmissdo
glutamatérgica, no sistema nervoso central.

Considerando a importdncia da aprendizagem nos mecanismos de
tolerancia, e que os neuroesterdides modulam os sistemas NMDA e GABA-A,
no presente trabalho, investigou-se a influéncia dos neuroesterdides no
desenvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol. Primeiramente foi
caracterizado o desenvolvimento da tolerincia rapida a incoordena¢do motora
ao etanol, em camundongos suigos machos submetidos ao teste do rota-rod. Os
animais foram testados no rota-rod aos 30, 60 e 90 minutos apds as injegdes de
etanol. Varias doses de etanol foram utilizadas (1,9 a 3,0 g/kg), sendo que as .
doses de 1,9 de etanol, que ndo promoveu tolerdncia rapida e de 2,25 g/kg, que
promoveu tolerancia rapida, foram escolhidas para os demais experimentos.

Os experimentos com neuroesterdides mostraram que o pré-tratamento
com sulfato de pregnenolona (0,03 a 0,15 mgkg) e sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,05 a 0,20 mg/kg) facilitou o desenvolvimento da
tolerancia rapida ao etanol (1,9 g/kg) de forma dependente da dose. Ja o pré-
tratamento com epipregnanolona (0,05 a 0,15 mg/kg), um modulador positivo
do receptor GABA-A, bloqueou o desenvolvimento da tolerincia rapida ao
etanol (2,25 g/kg) de forma dependente da dose. O (+)MK-801 (0,06 mg/kg),
um antagonista de receptores NMDA, quando administrado previamente ao
sulfato de pregnenolona, impediu a facilitagdo da tolerdncia rapida ao etanol

(1,9 g/kg), mas ndo foi capaz de impedir a facilitagdo da tolerdncia rapida
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promovida pelo sulfato de dehidroepiandrosterona. O pré-tratamento com
sulfato de pregnenolona e sulfato de dehidroepiandrosterona administrado antes
do muscimol (0,60 mg/kg), impediu o bloqueio da tolerdncia rapida ao etanol
(2,25 g/kg).

Estudos tém sugerido que a tolerdncia rapida pode ser usada como um
modelo preditivo da tolerdncia crénica, devido & similaridade observada em
ratos nos modelos de tolerdncia rapida e cronica. No presente estudo também
foi observado o efeito de neuroesterdides no desenvolvimento da tolerancia
cronica ao etanol (2,5 g/kg) em camundongos submetidos a um teste de
coordenagdo motora, no vrota-rqd. Os resultados mostraram que o tratamento
prévio com epipregnanolona (0,15 mg/kg), durante quatro dias, foi capaz de
bloquear o desenvolvimento da tolerncia cromica ao etanol, no Dia 5. Ja o
sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg) administrado pelo mesmo periodo,
facilitou significativamente o desenvolvimento de tolerincia.

Os resultados do presente estudo demonstram que os neuroesterdides,
sulfato de pregneﬁolona, sulfato de dehidroepiandrosterona e epipregnanolona,
influenciam o desenvolvimento da tolerdncia aos efeitos do etanol, em
camundongos, possivelmente por mecanismos relacionados ao sistema NMDA
e ao sistema GABA-A. Nossos resultados reforcam a hipdtese de que a
tolerancia rapida pode sofrer influéncia do aprendizado, uma vez que ha
evidéncias do envolvimento desses sistemas na aprendizagem. Nossos
resultados também sugerem que a tolerdncia rapida pode ser usada como um
modelo preditivo da tolerdncia cronica, embora néo esteja comprovado que a

tolerancia rapida e a cronica sejam produzidas pelo(s) mesmo(s) processo(s).



INTRODUCAO
ETANOL E TOLERANCIA

O éalcool ou etanol é considerado como uma das principais drogas de
abuso, razdo pela qual tem emergido como um dos mais relevantes
problemas em satde publica e social (Wiliams et al., 1992). Esta droga
produz inll'lmeros efeitos no sistema nervoso central (SNC), incluindo
intoxicagdo, dependéncia fisica e danos cerebrais (Tabakoff e Hoffrrian,
1989). Além disso, pode também -manifestar varios efeitos agudos no
organismo, como por exemplo, depressﬁd no SNC, perda dos reflexos e
incoordenagio motoré, alterag_:c”)es na temperatura corporal e estimulagdo da
atividade locomotora (Crabbe et al., 1979; Morato e Barreto, 1996; Barreto
et al., 1998).

Muitos estudos tém sido feitos para elucidar estes fen6menos
fisiolégicos € comportamentais causados pelo alcool. Durante muitos anos,
as pesquisas a respeito do alcool tém dedicado uma grande parte de sua
atengdo para o fenémeno da tolerancia adquin'da, a qual é definida como um

processo adaptativo do organismo, onde os efeitos de uma droga diminuem



apos um periodo em que ela é administrada repetidamente (L&, 1990). Uma
razdo para este continuo interesse, € a hipétese de que a tolerancia ao etanol
¢ um dos fatores associados com a dépendéncia a esta droga (Kalant et al.,
1971; Kalant, 1998; Tabakoff et al., 1986; Morsé e Flavin, 1992),
contribuindo assim para manutengdo e agravamento da depeﬁdéncia da
mesma (Erwin et dl., 1980; Lé e Kiianmaa, 1988).

0 escalonaménto de doses, decorrente do desenvolvimento da
tolerancia, pode aumentar a probabilidade de ocorréncia de danos organicos.
Neste sentido, € bastante reconhecido o potencial toxico do etanol para
diversos orgdos ou sistemas. Entre as disfun¢des que seu uso cronico pode
vir a causar, incluem-se alteragdes hepatocelulares, cardiacas, enddcrinas,
reprodutivas, do sistema gastro-instestinal, além de prejuizos nos processos
de memoria e aprendizagem (Kreeb, 1987, Méllo, 1987; Raimond, 1996).

’De acordo com os mecanismos envolvidos na tolerincia, esta tem sido
separada em duas amplas categorias: funcional e diqusicional, A tolerancia
funcional, resulta de uma redugéo na sensibilidade do tecido alvo, de modo
que a mesma concentra¢do da droga ndo mais produz o mc’:smo efeito. A
tolerdncia disposicional resulta de alteragdes na farmacocinética de uma

droga, de modo que a mesma dose resulta em menor quantidade da droga no

sitio de agdo. Freqiientemente, ambos os fatores, disposicional e funcional,



contribuem para o grau de tolerdncia total na maioria dos casos (Kalant e
Khanna, 1990; Neil, 1990; Tabakoff ¢ Hoffman, 1996).

Em relagio ao etanol, o desenvolvimento da tolerancia parece nédo éer
resultante de alteragdes na absor¢do, distribuig¢do ou eliminagio, sendo que o .
mais freqilentemente encontrado é uma aceleragdo do seu metabolismo
chamado de tolerdncia metabdlica. Esta esta associada a um grupo de
enzimas especificas que metabolizam o alcool e sdo ativadas apos a ingestéo
cronica. A ativagdo das enzimas aumenta a degradagdo do élcool e reduz a
duragdo de seus efeitos no corpo.

Do ponto de vista temporal, trés tipos de tolerdncia podem ser
identificados: a mais amplamente estudada € a folerdncia cronica, que
ocorre gradualmente, apds dias, semanas ou meses de exposi¢do (Kalant e
Khanna, 1990; Kalant, 1998; Chandler et al., 1958) e ambos 0s componentes
.disposicional e funcional estdio geralmente incluidos neste tipo de tolerancia. |
Ha estudos que mostrarh o desenvolvimento da tolerdncia cruzada entre o
dlcool e outras drogas hipnodtico sedativas, como barbituricos €
benzodiazepinicos (Khanna et al., 1991a, 1992a). A tolerdncia aguda € vista
durante o curso de uma simples exposi¢do a droga (Kalant e Khanna, 1990;
Kalant, 1998; Chandler et al., 1998) e foi descrita originalmente para o

alcool por Mellanby (1919). Neste tipo, a sensagdo de intoxicagdo



experimentada apos o consumo do alcool € alterada (Vogel-Sprott, 1979), e a
natureza farmacodinidmica deste tipo de tolerdncia foi demonstrada por
LeBlanc et al (1975). A tolerdncia rdpida (TR), é vista em resposta a uma
segunda dose de etanol administrada cerca de 8 a 24 h apds a primeira dose
ter sido metabolizada (Crabbe er al., 1979; Leblanc et al., 1976a.; Bitran e
Kalant, 1991; Khanna et al., 1996). Esta forma de tolerancia parece envolver
principalmente mecanismos funcionais, € sua existéncia implica que alguma
mudanc¢a produzida pela primeira experiéncia & droga permaneceu, mesmo
apds a droga ter desaparecido do organismo.

Devido a similaridade observada em ratos nos modelos de tolerancia
rapida e tolerancia cronica, tem sido sugerido que a tolerancia rapida pode
ser usada como um modelo preditivo da tolerdncia cronica e da tolerincia
cronica cruzada (Khanna ef al., 1991a, 1992a; Chan et al., 1985). Khanna et
al (1992a), mostraram que em relacdo aos efeitos de hipotermia e
incoordenagdo motora, 0 pré-tratémento com etanol resultou em tolerincia
cruzada para varios alcoois (n-propanol, n-butanol é t-butanol),
benzodiazepinicos (clordiazepoxido, diazepam e flunitrazepam) e também
para o barbital e fenobarbital, mas ndo resultou em tolerancia rapida cruzada
para o pentobarbital, secobarbital e tiopental. Estes resultados sdo

consistentes com os resultados obtidos nos estudos da tolerancia cronica e



tolerdncia crénica cruzada. Assim, os experimentos com este tipo de
tolerancia, podem produzir as mesmas informagdes obtidas com a tolerancia
cronica que requer muito mais tempo e recursos.

Recentemente, tem sido fortemente evidenciada a hipotese de que a
aprendizagem atua num importante papel no desenvolvimento da tolerancia
aos efeitos do etanol (Kalant, 1985). Na verdade, o desenvolvimento da
‘tolerdncia € facilitado pela aprendizagem associativa (condicionamento
classico ou Pavloviano) (L€ et al., 1979; Siegel, 1983) e aprendizagem
operante (Leblanc et al. ,1973; L€ et al. , 1989; L€ e Kalant, 1992) sob a
influéncia do etanol. Foi demonstrado que o desenvolvimento da tolerdncia
ao etanol .pode ser acelerado quando os animais praticam o teste enquanto
intoxicado (Bitran e Kalant, 1991; Chen, 1968; Leblanc er al. ,1973; L€ e
Kalant, 1992). Grupos de ratos recebendo inje¢Ges diarias de etanol antes do
teste de performance desenvolvem tolerdncia mais rapidamente do que os
grupos que receberam etanol apos o teste. Portanto, a pratica de um teste sob
a influéncia do etanol ¢ um importante fator no desenvolvimento da
tolerdncia cronica ao etanol. Muitos estudos demonstraram que a aquisi¢do
da tolerdncia rapida bem como da tolerdncia cronica aos efeitos do etanol

apresentam muitas propriedades semelhantes com os processos de



aprendizagem e memoria (ex.: Bitran e Kalant, 1991; Morato e Khanna,
1996).

O desenvolvimento da tolerincia aos efeitos do alcool pode ser
acelerado quando as repetidas administragées ocorrem no mesmo ambiente.
Este efeito tem sido chamado\ de tolerdncia dependente do ambiente. Assim,
ratos que regularmente recebem alcool em um ambienfe e placebo em
ambiente diferente, demonstram tolerancia aos efeitos produzidos pelo
alcool somente no ambiente especifico em que o dlcool foi administrado
(Mansfield e Cunninghan, 1980; Melchior e Tabakoff, 1985). No entanto, a
exposicdo a grandes quantidades de alcool pode conduzir ao
dvesenvolvimento da tolerdncia funciohal independente da influéncia do
ambiente (Melchior e Tabakoff, 1981). |

Além disso, ha evidéncias de que os fatores genéticos, psicologicos e
sociais podem interagir entre si, aumentando ou diminuindo a
vulnerabilidade 4 dependéncia ao alcool. Portanto, o risco da dependéncia ao
dlcool é determinado por uma completa interagdo dos fatores genéticos e

ambientais (Cloninger, 1987).



METABOLISMO DO ETANOL

Os aspectos do metabolismo do 4alcool tém sido estudados
extensivamente desde o ano de 1950. Ha evidéncias de que o metabolismo é
aumentado apos a ingestdo cronica de alcool, por um grupo de enzimas
especificas, resultando na diminuigdo da duragdo dos seus efeitos.

ApoOs a ingestio do etanol, este é rapidamente absorvido pelo
estdbmago e uma fragdo substancial é removida do sangue por metabolismo
de primeira passagem. O dlcool € quase que totalmente metabolizado no
figado, pela a¢do da enzima alcool desidrogenase presente no citoplgsma.
Esta enzima oxida o etanol e, simultaneamente, reduz 0 NAD' em NADH,
levando a acumulagio de acetaldeido ¢ NADH no figado. A taxa de
metabolizacio depende mais da disponibilidade de NAD" do que da
saturagdo enzimatica (Tabakoff er al., 1996). O acetaldeido € igualmente
oxidado pela aldeido desidrogenase (ALDH), transformando-se em &cido
acético, que por sua vez ¢ ativado a acetil-coenzima A, ingressando assim no
ciclo metabdlico dos 4cidos tricarboxilicos (de Krebs) ¢ convertendo-se,
finalmente, em agua e diéxido de carbono (Lieber, 1994).

No entanto, outras enzimas podem estar envolvidas no metabolismo

hepatico do alcool, incluindo o sistema microssémico de oxidag¢do do etanol



(MEOS) e a catalase. Em 1965, foi relatado que o alcool poderia ser oxidado
pelo MEOS, presente no reticulo endoplasmatico rugoso. Este sistema
contém a enzima microssomal citocromo P-4502E1 (CYP2E1), a qual ¢
induzida apds ingestdo cronica de etanol, e além disso, requer como
cofatores o NADPH (nicotinamida-adenosina-dinucleotideo-fosfato) e
oxigénio molecular (Tabakoff et al., 1996; Carr et al., 1996). O papel da
catalase no metabolismo do alcool tem sido considerado de menor
significincia fisiologica, devido a limitada produgdo de perdxido de
hidrogénio no figado (Salmela er al., 1996). Contudo, alguns estudos
indicam um significante papel da catalase no metabolismo do etanol (Gill ez
al., 1992; Aragon et al., 1992). Esta enzima encontra-se¢ nos peroxissomos €
Sua atividade parece aumentar apos a ingestdo de grandes quantidades de

alcool.

MECANISMOS DE ACAO DO ETANOL

O abuso de alcool produz conseqiiéncias neurobioldgicas sérias. Por
isso muitos estudos tém se dedicado ao melhor entendimento dos

mecanismos de agles do etanol. Ha evidéncias de que o alcool exerga seus



efeitos no sistema nervoso central através das membranas lipidicas,
tornando-a mais fluida e, portanto alterando a permeabilidade das
membranas neuronais (Tabakoff e Hoffman, 1983; Goldstein, 1979; Hunt ¢
Majchrowicz, 1985). Além disso, o etanol pode alterar a fungdo de cénais de
calcio dependentes de voltagem, por inibi¢do destes canais, alterando a
excitabilidade da membrana (Hoffman e al., 1989; Leslie ef al., 1990).
Ademais, o consumo de alcool influencia os processos de transmissio
no sistema nervoso central, ativando ou inibindo, a liberagdo de varios
neurotransmissores, tais como a écetilcolina (Erikson e¢ Graham, 1973), a
serotonina (Tabakoff ef al., 1977), a dopamina (Kiianmaa e Tabakoff, 1993)
e noradrenalina (Shefiner e Tabakoff, 1985). A intera¢do entre o etanol e o
sistema de transmissores monoaminérgicos ¢ complexa. Os mecanismos
dopaminérgicos e noradrenérgicos, juntamente com o sistema opidide
endogeno, parecem estar envolvidos nos efeitos das vias de recompensa,
atﬁahdo no refor¢o positivo, enquanto o sistema serotonérgico atua no
reforgo negativo. Estudos sobre o sistema colinérgico central tém
proporcionado um melhor entendimento dos efeitos prejudiciais do etanol na
aprendizagem e memoria, tendo sido relatado uma redugdo na atividade

deste sistema em pacientes dependentes de alcool (Nevo e Hamon, 1995).



10

Nos ultimos anos, vmuitos estudos tém demonstrado que o etanol age
sobre a fungdo de certas proteinas de ligagdo de membranas, como por
exemplo, os receptores do glutamato (excitatorio) e do acido y-aminobutirico
(inibitdrio) (Tabakoff e Hoffman, 1991; Nevo e Hamon, 1995; Crews et al.,
1996). No preseﬁte estudo, serd dado maior relevancia ao papel dos sistemas

glutamatérgicos e GABAérgicos.

AMINOACIDOS EXCITATORIOS

O glutamato ¢ um dos varios aminoacidos endogenos presentes no
sistema nervoso centrél (SNC), os quais, acredita-se, atuam como
~ neurotransmissores excitatorios e por isso sdo chamados de aminoacidos
excitétérios. O glutamato é o mais abundante e 0 mais estudado aminocido
excitatorio endogeno, sendo o principal neurotransmissor liberado por
neurénios piramidais no cortex cerebral e em varias areas do hipocampo
(Cotman et al., 1987; Collingridge e Lester, 1989). Por isso, ndo € surpresa
que este neurotransmissor exer¢a uma importante fungdo na memoria e na

aprendizagem.
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Os aminoacidos excitatorios, principalmente o glutamato e o aspartato,
sdo alvos de crescente interesse por parte de .cientistas empenhados em
investigar seu possivel envolvimento na patogénese de varias desordens
neuroldgicas e psiquiatricas, algumas das quais estdo associadas a perda de
memoria e da capacidade de aprendizagem (McEntee e-Crook; 1993).

O glutamato e seus cormrelatos agem em  receptores
farmacologicamente distintos, caracterizados de acordo com sua afinidade
relativa a agonistas e antagonistas exogenos seletivos. S3o reconhecidos
cinco tipos de sitios para os aminoacidos excitatorios, sdo eles: 0 N-metil-D-
aspartato (NMDA); o-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isopropionato (AMPA);
cainato; 1-2-amino-4-fosfonobutirato (AP4); acido trans-1-amino-
ciclopentano-1-3-dicarboxilico (ACPD) ( Hollmann e Heinemann, 1994;
McEntee e Crook, 1993; Watkins et al., 1990).

Os receptores glutamatérgicos estdo divididos em duas grandes
familias, de acordo com o0 mecanismo .de transdugdo: os receptores
metabotropicos e os receptores ionotrépicos (Jargensen et al., 1995). Os
r_eqep_to_r_és metabotropicos estdo acoplados a efetores intracelulares através
de proteina G, assim como 0S receptores muscarinicos € o receptor GABA-
B. Os receptores ionotropicos pertencem a familia dos receptores acoplados

a canais i6nicos. Os subtipos destes receptores sdo: NMDA, AMPA e o
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cainato. Enquanto os receptores AMPA e canato medeiam as
neurotransmissdes sinapticas excitatorias rapidas, as transmissdes mediadas
pelo receptor NMDA sdo do tipo lentas (Collingridge e Lester, 1989).

O receptor NMDA €é o mais conhecido de todos os receptores
glutamatérgicos (Monaghan e Cotman, 1986) e esta acoplado a um canalv
idnico de membrana que é permeavel ao Na', K™ e ao Ca™. Este canal se
constitui numa formacdo heteromérica, dividindo-se em duasv classes de
subunidades deste receptor, a subunidade NMDARI1 (amplamente
distribuida no SNC) e a NMDAR? (restritamente distribuida, que ¢é
subdividida em: NMDAR2,, NMDAR25, NMDAR2: ¢ NMDAR2p,). Estas,
formag;ées. determinam as caracteristicas fisioldgicas e farmacoldgicas dos
receptores. Estudos mostram que a subunidade NMDAR2p esté.relacionada a
propriedade do etanol em inibir o receptor NMDA (Yang ef al., 1996;
Faingold etval., 1998).

O complexo receptor NMDA (Figura 1) possui pelo menos, seis sitios
distintos de ligagdo para ligantes endogenos que influenciam na
probabilidade de abertura do canal: um sitio de reconhecimento para o
glutamato; um sitio modulatério para glicina insensivel a estriquinina
(Monaghan et al., 1989; Thomson, 1989); dois sitios distintos para cations

divalentes (magnésio e¢ zinco) (Mayer ¢ Westbrook, 1987); um sitio
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regulatorio das poliaminas, que favorece a ativagdo do receptor (Johnson e
Ascher, 1987) e outro para os antagonistas do receptor NMDA, como a
fenciclidina, cetamina ou o MK-801 (Morato ¢ Khanna, 1996). Estudos
mostram uma regido sensivel ao pH, que pode resultar em uma interagio
com o ion hidrogénio (Lipton e Rosenberg, 1994) e um sitio sensivel ao

6xido nitrico (Recasens, 1995).

Figura 1. Modelo esquematico do receptor NMDA, com alguns dos seus sitios de ligagdo. Este
receptor possui sitios para o glutamato ou o NMDA; um sitio para glicina; dois sitios para cations
divalentes, sendo um de magnésio (Mg™®) e outro de zinco (Zn'?); um sitio regulatério das
poliaminas e um sitio para antagonistas ndo competitivos do receptor NMDA (MK-801 e
cetamina) (adaptada de Kandel, 1994).

Ha evidéncias de que a potenciagdo de longa duragio (LTP),

considerada como a base neuronal da memoria, geralmente avaliada em
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fatias do hipocampo de rato (Collingridge et al., 1992), esta diretamente
ligada ao sistema glutamatérgico (Bliss e Collingridge, 1993). O
envolvimento do receptor NMDA (que promove o aumento da concentragao
de calcio pds-sinaptica, necessaria a LTP) nos processos de aprendizagem e
memoria, tem sido demonstrado pelo fato de que antagonistas deste receptor
bloqueiam a LTP e prejudicam o aprendizado e a memoria (Collingridge et
al., 1992; Estall et al., 1993; Izquierdo, 1991; 1995). Estudos in vitro
mostram que o etanol inibe o influxo de célcio mediado pelo receptor
NMDA (inibindo a transmissdo glutamatérgica), atuando como um
antagonista deste receptor (Lovinger et al., 1989; Hoffman e Tabakoff, 1994,
Schummers et al., 1997). E sugerido que este antagonismo seja responsavel
pela diminui¢do da LTP no hipocampo (Lovinger ef al., 1989; Schummers e?
al., 1997).

Recentemente, existem informagdes a respeito do envolvimento do
receptor NMDA nas agdes do etanol e a participagdo deste sistema no
desenvolvimento da tolerdncia ao etanol (Szabd et al.,1994; Barreto et al.,
1998). Estudos demonstram que a administragdo de antagonistas ndo-
competitivos do receptor NMDA, como a dizocilpina (MK-801) e cetamina,
podem bloquear o desenvolvimento da tolerancia rapida aos efeitos de

hipotermia e incoordenagdo motora do etanol (Khanna ef al., 1991b; 1992b;
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1993a), bem como a tolerancia cronica (Khanna ef al., 1992c; 1994; Wu et
al., 1993). Ha evidéncias de que a tolerancia medida nestes estudos
envolveria a aprendizagem (Bitran e Kalant, 1991). Entretanto, a cetamina
ndo afetou o desenvolvimento da tolerdncia aguda ao etanol no teste do “tilt-
plane” (Khanna et al., 1992c). Por outro lado, a D-cicloserina, um agonista
do sitio da glicina, no receptor NMDA, que facilita a aprendizagem e a
memoria (Monaghan et al., 1989), quando administrada previamente ao

etanol, facilita o desenvolvimento da tolerancia rapida (Khanna ef al., 1993b;

1995).

AMINOACIDOS INIBITORIOS

O é&cido y-aminobutirico (GABA) € considerado como um transmissor
do sistema nervoso central e estd amplamente distribuido no cérebro de
mamiferos, atuando em sitios pos-sinapticos (McBurney and Barker, 1978) e
pré-sinapticos (Nistri and Constanti, 1979) aumentando a permeabilidade da
membrana aos ions cloreto. As evidéncias de que o GABA ¢é o principal
neurotransmissor inibitério no cérebro (Ito, 1976) levaram investigadores a

explorar um possivel papel do GABA nas ag¢des do etanol.
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Existem trés subtipos de receptores GABA: os receptores GABA-A,
que estdo diretamente relacionados a um canal de cloreto e s@o inibidos pelo
alcaldide bicuculina (Johnston, 1996), possuindo sitios de ligagdo para
moduladores como benzodiazepinicos, barbituricos, neuroesterdides e
etanol. Os receptores GABA-B, que estimulam a produgdo de segundos
mensageiros via proteina G, modulando canais de célcio e potassio, sendo
insensiveis a bicuculina (um antagonista classico GABA-A) e, tendo como
agonista seletivo o (-)baclofeno e como antagonista seletivo o saclofeno
(Kerr e Ong, 1995). Ha talvez muitos subtipos de receptores GABA-B, dois
dos quais foram recentemente clonados (Kaupmann ef al., 1997). Estes
receptores parecem ter similaridades estruturais com o0s receptores
metabotrdpicos do glutamato. Os receptores GABA-C, estdo ligados a canais
de cloreto, sendo insensiveis tanto a bicuculina quanto ao saclofeno, e tendo
como agonista seletivo o CACA (acido cis-4-aminocrotdnico) (Johnston,
1994). Tais receptores medeiam a inibigdo lateral de respostas a luz na retina
de vertebrados e também podem inibir a transmissdo realizada nos terminais
das células bipolares (Feigenspan et al., 1993).

O complexo do receptor ionéforo GABA-A é uma glicoproteina
heteropentamérica de aproximadamente 275 kDa composta de cinco

subunidades a, B, v, 8, p, € ha 14 subunidades conhecidas que incluem as
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subunidades: ays, B13, ¥1-3, 8, p (Jhonston, 1996a; Davies et al., 1997). Os
receptores GABA-A reunem-se predominantemente pela combinagdo das
subunidades 2o € 2B (Davies et al., 1997). A combinagdo das diferentes
subunidades varia de acordo com as diferentes fun¢des do receptor em
diferentes regides do cérebro. Cada subunidade contém possivelmente quatro
dominios transmembranares helicoidais, de carater hidrofobico, que formam
no seu interior um canal i6nico com especificidade aos ions cloreto. Estudos
mostram que as subunidade 23 e 2y podem estar relacionadas a ag¢do do
etanol no receptor GABA-A (Faingold ef al., 1998). Mihic et al (1997) tém
sugerido que o sitio de ligagdo do etanol reside no segundo dominio
transmembranar dos receptores GABA-A.

O receptor GABA-A (Figura 2) possui um sitio de ligagdo para o
GABA que, uma vez ligado, promove a abertura do canal e
consequentemente o influxo de ions cloreto. O canal de cloreto € parte
integrante do complexo, sendo a ligagdo do GABA a um sitio especifico no
receptor, a responsavel pela abertura desse canal. Uma variedade de
agonistas também podem se ligar aos receptores GABA-A produzindo
respostas semelhantes. Entre esses estdo: o muscimol, THIP (isoguvacina,
4,5,6,7, tetrahidroisoxasol [5,4-c] piridin-3-ol), APS (acido 3-aminopropano

sulfonico), dcido imidazoleacético e o acido B-hidréxi-a-amino-n-butirico. O
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antagonista classico dos receptores GABA-A é o convulsivante bicuculina.
Entre os bloqueadores do canal de cloreto do receptor GABA-A, estdo os
convulsivantes TBPS (butibiciclofosforotionato) e a picrotoxina (Sieghart,
1992). O receptor GABA-A possui também sitios para ligacdo de
moduladores, como as benzodiazepinas, barbitiricos e anestésicos esteroides
que modulam a resposta a ligagdo do GABA e sua influéncia sobre a
abertura dos canais de cloreto. As benzodiazepinas aumentam a ag¢do do
GABA por aumentar a freqiiéncia de abertura do canal (Rogers et al., 1994),
enquanto que os barbitiricos aumentam o tempo de abertura do canal
(Mathers e Barker, 1980; Study e Barber, 1981; Jackson et al., 1982;

Macdonald ef al., 1989).

GABA

Barbiturico

Canal de Cloreto

Figura 2. Modelo esquematico do complexo receptor GABA-A, com alguns dos seus sitios de
ligagdo. Dentre estes, possui um sitio para 0 GABA; um sitio para picrotoxina; sitios para ligagdo
de moduladores, como as benzodiazepinas, barbitiiricos e anestésicos esterdides (adaptada de
Kandel, 1994).
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Estudos demonstram que a atividlade GABAérgica tem papel
fundamental na indug¢do da LTP (Wigstrom e Gustafsson, 1985; Colligridge
et al., 1992), uma vez que a hiperpolarizagdo causada pela liberagdo de
GABA intensifica o bloqueio do receptor NMDA, por sitios regulatorios de
ions Mg"™" presentes no canal do complexo NMDA, reduzindo a liberagéo de
glutamato. A LTP é sensivel a inibi¢do neuronal, mediada pelo GABA
(Collingridge et al., 1990), por agonistas do receptor GABA-A, como o
diazepam (Sarter et al., 1995) e o midazolam (Evans e Viola-McCabe,
1996). Entretanto, a LTP e a memoria podem ser facilitadas por antagonistas
GABA-A (Izquierdo e Medina, 1995) e por agonistas inversos do sitio de
reconhecimento dos benzodiazepinicos, como 0 DMCM (metil 6,7-dimetoxi-
4-etil-B-cabonila-3-carboxilado) (Seabrook ef al., 1998).

Ha evidéncias de que o etanol potencializa as agdes do GABA no
receptor GABA-A (Tabakoff ¢ Hoffmam, 1996), aumentando o influxo de
ions cloreto mediado por este receptor apds administragdo aguda, mas apos
exposi¢do prolongada ao etanol, ambos etanol ¢ GABA tém seus efeitos
reduzidos no receptor, portanto, tanto a inibi¢do quanto o influxo de cloreto
sdo reduzidos (Grobin et al., 1998). O efeito do etanol sobre este receptor
pode contribuir para sua a¢do ansiolitica, sedativa (Allan e Harris, 1987,

Allan et al., 1991; Eckardt ef al., 1998) e para o prejuizo da aprendizagem e
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memoria (White et al., 1997, Vandergriff et al., 1995; Givens, 1995). Alguns
estudos tém mostrado que o uso crénico de alcool, benzodiazepinicos e
barbituricos pode resultar em tolerdncia e tolerancia cruzada entre estas

drogas (Ticku, 1989; Khanna et al., 1992a).

NEUROESTEROIDES

BIOSSINTESE

O termo neuroesterdide tem sido aplicado a certos esteroides que
podem ser sintetizados de novo e acumulados no sistema nervoso central
independente de fontes periféricas (Baulieu, 1991). Normalmente sdo
encontrados em baixas concentragdes (nanomolares), no entanto, o stress €
outras condi¢des podem aumentar sua liberagdo (Paul e Purdy, 1992;
Corpéchot et al., 1983).

O precursor de todos os esteroides suprarenais € o colesterol. A
primeira etapa na sintese de neuroesterdides (Figura 3) € a conversdo do
colesterol em pregnenolona, por clivagem oxidativa da cadeia lateral. Essa
oxidagdo € realizada por uma enzima mitocondrial, o complexo enzimatico

do citocromo P-450 (P-450scc), encontrada predominantemente nas células
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gliais (astrocitos tipo I e oligodendrdcitos) (Robel e Baulieu, 1994; Michael
et al., 1996; Robel et al., 1995). Tem sido demonstrado que a formagdo da
pregnenolona nas células gliais é regulada pela estimulagdo de receptores
benzodiazepinicos mitocondriais (MBRs), que facilitam o influxo de
colesterol através da membrana mitocondrial (Costa ef al., 1994; McCauley
et al., 1995). Portanto, a esteroidogénese nervosa central parece estar

relacionada a farmacologia benzodiazepinica.

Colesterol
3 - HSD l
3p - HSD
Sulfato de Pregnenolona Progesterona
Pregnenolona

P - 45047, S5a-redutase
3B -HSD

Sulfato de $ Dehidroepiandrosterona  Pregnanodiona
Dehidroepiandrosterona

Alopregnanolona

Figura 3. Biossintese e metabolismo de neuroesterdides no cérebro de rato (adaptado de Robel e
Baulieu, 1994).
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Apo6s formada a pregnenolona, varios caminhos podem ser ativados
para formar neuroesterdides que atuam sobre sitios de reconhecimentos de
esteroides localizados nas regides transmembranares dos receptores. Esta
pode ser convertida em progesterona pela agdo da enzima 3-
hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD), sendo o trilostano (4a-5-epoxi-
17B-hidroxi-3-oxo-5a-androstano-2a-carbonitrila, TRIL) um  potente
inibidor désta enzima (Potts et al., 1978), prevenindo assim, a conversdo da
pregnenolona em progesterona. Existem trés isoformas da enzima 3f3-HSD
em ratos: as tipo I e I sdo expressas em tecidos adiposos, adrenais e
gonadais, enquanto a tipo III € especifica para o figado. A progesterona por
sua vez, ¢ reduzida em varios metabolitos, como por exemplo,
pregnanodiona e alopregnanolona, catalizada pelas enzimas 5a-redutase e
3a-hidroxiesterdide oxidoredutase (3a-HOR), respectivamente.

A pregnenolona  também  pode ser convertida em
dehidroepiandrosterona no cérébro de rato, provavelmente pela agdo da
enzima P-450;,, (17a-esteroide-hidroxilase), embora a origem deste
neuroesterdide no cérebro permaneca inexplicada. Tanto a pregnenolona
quanto a dehidroepiandrosterona sdo encontrados em part.e como sulfato
ésteres, provavelmente pela a¢do da enzima 3B-HSD. A principal forma de

conjugacdo de pregnenolona e dehidroepiandrosterona sdo seus L ésteres, e a
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acetiltransferase responsavel por esta formacdo € encontrada na fragdo

microssomal (Vourc’h er al.,1992).

MECANISMOS DE ACAO DOS NEUROESTEROIDES

Os horménios esterdides sdo lipossoluveis e passam facilmente através
da membrana plasmaética para dentro das células-alvo, combinando-se com
proteinas receptoras intracelulares especificas. Estes complexos agem no
nucleo induzindo a expressio de cértos genes. Além disso, certos esterdides
rapidamente alteram a excitabilidade neuronal através de receptores ligados a
canais 16nicos, como os receptores GABA-A ¢ NMDA (Cdmpagnone et al.,
1995; McEwen, 1991).

A principal investigagdo dos efeitos dos neuroesterc’)ides_concentra-se
em sua interagio com o complexo receptor GABA-A. Estes conduzem agdes
neuromodulatdrias, ligando-se provavelmente em mais de um sitio sobre o
receptor GABA-A, sendo este sitio de agdo distinto dos benzodiazepinicos €
dos barbituricos (Morrow et al., 1990; Paul e Purdy, 1992). Alguns estudos,

tém demonstrado que os efeitos dos neuroesterdides sdo dependentes da
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composi¢do das subunidades (« e 2y) do receptores GABA-A (Shingai ef al.,
1991; Zaman et al., 1992).

Dependendo do neuroesterdide, a agdo do GABA pode ser
potencializada ou antagonizada. Os esterdides gonadais e adrenais como
progesterona e deoxicorticosterona, respectivamente, e seus metabolitos, por
exemplo, alopregnanolona e tetrahidrodeoxicorticosterona, sio moduladores
alostéricos positivos deste receptor (Majewska et al., 1986; Schumacher e
McEwen, 1989). Estes neuroesterdides estimulam e potencializam a ligacéo
do GABA e benzodiazepinas a membranas neuronais, aumentando o
transporte de cloreto induzido pelo GABA, por proloﬁgarem a duragdo da
abertura do canal (Majewska, 1986). Majewska et al (1992), mostraram que
o neuroesterdide alopregnanolona facilitou a ag¢dio do GABA em
concentra{:ées nanomolares € a abertura do canal de cloreto em
concentragdes micromolares. Estas agdes podem explicar seus efeitos
anestésico, hipnotico e ansiolitico.

Os antagonistas GABA incluem o sulfato de pregnenolona e sulfato de
dehidroepiandrosterona, que atuam de Iﬁaneira ndo competitiva diminuindo
a atividade dos receptores GABA-A estimulados pelo GAB-A, agonistas
GABA e benzodiazepinas. Majewska et al (1988), demonstraram que o

sulfato de pregnenolona, em concentragdes cerca de 10uM, produziu um
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antagonismo ndo competitivo das correntes induzidas pelo GABA em
cultura de neurbnios de varios tipos de tecidos. Entretanto, este
neuroesterdide diminui a freqiiéncia de abertura do canal sem afetar o tempo
do abertura do canal (Mienville e Vicini, 1989). Estes efeitos mostram que a
inibi¢do pelo sulfato de pregnenolona nio se deve ao bloqueio da abertura do
canal, mas antes, por ligar-se a um sitio alostérico que controla a abertura do
canal induzida pelo GABA.

Os receptores NMDA (Wu ef al., 1991; Bowlby, 1993) e os receptores
da glicina (Wu et al., 1990) sdo sensiveis a modulagio pelos néuroesteréides.
Estudos demonstram que o sulfato de pregnenolona especificamente
aumenta as correntes induzidas pelo NMDA, em neurdnios da medula
espinhal, enquanto inibe os feceptores GABA e glicina (Maione et al., 1992;
Wu et al, 1990). Em culturas de neurénios do hipocampo de rato, o sulfato
de pregnenolona aumentou a concentragdo de cdlcio intracelular mediado
pelo receptor NMDA (Irwin ef al., 1992). Este neuroesteréide aumentou a
probabilidade de abertura da atividade do canal, por aumentar a freqiiéncia e
o tempo de abertura do canal. Ndo foram observados efeitos sobre as
correntes induzidas pelo cainato, evidenciando alguma seletividade na ag:‘ﬁo
dos neuroesteroides. Recentemente, trabalhos t€m demonstrado que os

neuroesterdides moduladores positivos e negativos atuam em diferentes
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sitios no receptor NMDA, sendo estes sitios distintos dos sitios da
espermina, redox, glicina, MK-801, Mg** e do acido araquidénico (Park-
Chung et al, 1997). Além disso, estudos sugerem que a subunidade
NMDAR2, controla a eficicia de neuroesterdides que sdo moduladores
positivos (Yaghoubi et al., 1998).

Outro alvo para os neuroesterdides é o receptor nicotinico da
acetilcolina. A progesterona inibe a resposta deste receptor de maneira
voltagem sensivel, mais provavelmente por ligar-se a um sitio alostérico
(Valera et al., 1992). Mais recentemente, tem sido demonstrado que o sulfato
de dehidroepiandrosterona atua como um agonista em receptores sigma
centrais, facilitando a neurotransmissio glutamatérgica mediada pelo NMDA
(Maurice et al., 1997.; Begeron et al., 1996; Monnet et al., 1995). Além
disso, os neuroesteréides podem promover a inibigdo de canais de calcio

dependentes de voltagem (French-Mullen e Spence,1991).

NEUROESTEROIDES, APRENDIZAGEM E MEMORIA

Os neuroesterdides pregnenolona, dehidroepiandrosterona e seus

sulfatos ésteres, estdo presentes no sistema nervoso central de varias espécies
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de mamifé‘r’os (Corpéchot et al., 1983). Recentemente, tem sido sugerido que
a pregnenolona e seus conjugados podem ser sintetizados de novo dentro do
sistema nervoso central (Hu er al., 1987). Portanto, a atengdo tem sido
focada sobre os possiveis papeis fisiologicos dos neuroesterdides.

Varios estudos tém sugerido que os neuroesterdides podem facilitar a
aprendizagem e memoria. Flood er al (1992), demonstraram que o sulfato de
pregnenolona melhorou a memoéria de camundongos treinados em um
labirinto em T, quando administrado intracerebroventricularménte (1.cv.). O
mecanismo de ag¢do envolvido no aumento dos processos de memoria
promovido por este neuroesterdide ndo € totalmente compreendido. No
entanto, os receptores NMDA estdo envolvidos nos processos de memoria e
aprendizagem (Izquierdo, 1991), sendo essenciais na indugdo de diferentes
formas de plasticidade sinaptica, como o fenémeno da LTP. Devido aos
efeitos modulatérios positivos sobre os receptores NMDA em estudos in
vitro (Wu et al., 1991; Bowlby, 1993), as propriedades convulsivantes em
camundongos (Maione et al., 1992) e a diminui¢do do prejuizo da
aprendizagem e memoria induzido por antagonistas do receptor NMDA
(Mathis et al., 1994; 1996), tem sido sugerido qué o sulfato de pregnenolona
module os processos de aprendizagem e memoria através de sua agdo sobre

0s receptbres NMDA (Mathis et al., 1996).
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Alguns estudos, mostram que o sulfato de dehidroeﬁiandrosterona,
um antagonista do receptor GABA-A melhorou a meméria quando
administrado em camundongos (Roberts et al., 1987; Flood et al., 1992).
Mayo et al (1993), relataram que o sulfato de pregnenolona quando injetado
dentro dos nucleos basais magnocelulares, aumentou a performance de
memoria em ratos. Recentemente, tem sido sugerido que os neuroesteroides
que melhoram a memoria, podem prevenir o prejuizo desta produzido pelo
etanol (Melchior e Ritzmann, 1996).

Considerando a importincia da aprendizagem e memoria nos
mecanismos de tolerdncia, € que os neuroesterdides modulam os sistemas
NMDA e GABA-A, o presente estudo foi delineado para investigar a
influéncia do sulfato dé pregnenolona, sulfato de dehidroepiandrosterona ¢
epipregnanolona sobre o desenvolvimento da tolerdncia rapida a
incoordenag¢io motora produzido por etanol em camundongos, e verificar se
as tolerancias rapida e crénica sdo influenciadas de modo semelhante pelos

neuroesteroides.
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~ OBJETIVOS

O presente estudo tem por ebjetivo geral:

. Investigar a influéncia dos neuroesterdides na aquisi¢do da tolerancia

rapida e cronica ao etanol em camundongos testados no rota-rod.

Para atingir os objetivos gerais, os seguintes objetivos especificos foram

considerados:

. Investigar a influéncia dos neuroesteroides, sulfato de pregnenolona (um
modulador positivo do receptor NMDA e negativo do receptor GABA-A),
sulfato de dehidroepiandrosterona (um modulador negativo do receptor
GABA-A) e epipregnanolona (um modulador positivo do receptor GABA-

A), no desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol.

. Vertficar o efeito da administragdo de um antagonista ndo-competitivo do
receptor NMDA (MK-801) e de um agonista do receptor GABA-A
(muscimol), no efeito de neuroesterdides sobre a tolerdncia rapida ao

etanol.
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3. Verficar o efeito de neuroesterdides sobre o desenvolvimento da

tolerancia cronica.



MATERIAIS E METODOS

EQUIPAMENTOS

O rota-rod, fabricado pela Columbus Instruments International
Corporation, consiste de uma caixa de acrilico dividida em quatro
compartimentos € possuli um e€ixo giratorio suspenso entre eles. Esse eixo
pode girar com velocidade constante ou com aceleragéo regulavel de 1 rpm/é.
Abaixo do eixo, localiza-se um sistema fotoelétrico, que permite o registro da
queda do animal e a aplicagdo de um choque de 0 a 1 mA. O equipamento
esta acoplado a um computador PC-XT, tornando possivel a programagio dos

experimentos € registro dos dados.

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos suigos, machos, criados no biotério do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina,
com 2 meses de idade e peso entre 28 - 34 g, mantidos em ambiente com
temperatura de 23 £ 1 °C, com ciclo de luz, claro/escuro, de 12 h (luz ligada

as 6 hs), tendo dgua e comida ad libitum.
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DROGAS

As seguintes drogas foram utilizadas: etanol absoluto p.a. Merck (grau
de pureza 99,8%), diluido em solugdo fisiologica (NaCl 0,9%) a 14% (p/v),
em todos os experimentos, sulfato de pregnenolona, sulfato de
dehidroepiandrosterona, (4;) MK-801, muscimol e D-cicloserina (Research
Biochemicals International; EUA) e preparadas nas concentragdes
apropriadas, em solugdo fisioldgica; epipregnanolona' (Sigma Chemical
Company; EUA), dissolvida, em concentragdes apropriadas em 1% de Tween
80 e solugdo fisiologica. A solugdo fisiologica (salina) foi preparada com

NaCl (Merck) em agua destilada, na concentragdo de 0,9%.

PROCEDIMENTO GERAL

TREINAMENTO DOS CAMUNDONGOS

O treinamento consistiu em trés treinos diarios durante cinco dias, no
aparelho de rota-rod. O equipamento permitiu o treino de quatro animais por

vez, sendo o intervalo de tempo entre um treinamento e outro, de
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aproximadamente dois minutos. O animal era colocado no aparelho, sob
aceleragdo continua (lrpm/s) e a queda do animal do eixo giratorio era
registrada. Ao cairem, recebiam um choque de 0,3 mA nas patas (2s). Apds o
periodo dos treinos, os animais foram selecionados, de acordo com uma linha
de base estavel de, no minimo, 20 rpm/s, para a realizagdo dos testes. Os
animais selecionados apresentaram valores basais de 20 a 40 pm/s e a

porcentagem de aproveitamento dos animais foi de aproximadamente 90%.

TESTE NO APARELHO DE ROTA-ROD

Nos testes, primeiramente, foi feito o registro da fnedida basal, que
constitui em avaliar em que velocidade (r.p.in.) o animal j4 treinado, caia do
eixo giratério. Os animais reéeberam intraperitonealmente, inje¢do de solugdo
ﬁsioiégica ou etanol e foram colocados no rota-rod em intervalos de 30, 60 e
90' minutos apos a inje¢do, para observa;}ﬁo de seu desempenho. A velocidade
de queda de cada animal, obtida aos 30, 60 ¢ 90 min apoés a inje¢do, foi
comparada com o respectivo valor basal, para a verificagdo da incoordenagio
motora. Dentre os valores obtidos, para cada animal, registrou-se a pior

“performance”. Apds 24 horas, todos os animais foram retestados, sob efeito
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de etanol. O prejuizo motor maximo, induzidos nos animais, foi calculado de

acordo com a féormula (Barreto et al., 1998):

Incoordenacio motora maxima = escore da linha de base - escore do teste x 100

escore da linha de base

DOSAGEM ALCOOLICA

A dosagem alcoélica foi determinada por método enzimatico, baseado
na conversio do alcool para aldeido pela a¢do da desidrogenase. As amostras
de sangue, de animais ndo aproveitados nos testes, foram colhidas por pungéo
intracardiaca (0,7 - 1 ml), com a utiliza¢cdo de uma agulha intradérmica, em
seringa de 1 ml. O sangue foi entio transferido para o tubo de ensaio
contendo o anticoagulante EDTA, e armazenado em um refrigerador. No
momento das dosagens, as amostras foram centrifugadas a 600 r.p.m., durante
10 minutos. Em seguida, foi retirado cerca de 0,3 — 0,5 ml do sobrenadante,
adicionando-se uma solugdo composta de NAD; ADH; tampio de citrato de

sodio, além do corante monotetrazolium. Ap6s um periodo de repouso de 24
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horas a densidade otica das amostras foi medida através de um
espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 340 nm, determinando-se

entdo a concentragdo de alcool nas amostras (mg/dl).

ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados foram empregados os testes adequados para
cada experimento realizado. No experimento 1 aplicou-se '0 teste “t” de
Student. Para os experhﬁentos 2:3:4;5; 8; 11 e 12 foi usada a ANOVA de
duas vias, tendo como variaveis independentes o pré-tratamento € o
tratamento. Nos experimentos 11 e 12 utilizou-se também a ANOVA para
medidas repetidas. J4 nos experimentos 6; 7; 9 e 10 foi utilizada a ANOVA
de trés vias, tendo como Vaﬁéveis indepe;ndentes, 6 primeiro pré-tratamento,
4] segundo pré-tratamento e o tratamento. O teste “post hoc” empregado foi o
teste de Tukey. A varidvel dependente foi a incoordenagdo motora maxima.
Para as dosagens alcodlicas, foi realizada a ANOVA de uma via. O valor de
p< 0,05 foi considerado como nivel de significincia em todos os

experimentos.



36

EXPERIMENTOS E RESULTADOS

Foram realizados 12 experimentos. Nos dois primeiros, foi
padronizado o método de inducdo da tolerdncia com uma unica dose de
alcool no Dia 1, e a facilitagdo da tolerancia rapida por D-cicloserina, para
definir as Idoses de alcool mais adequadas aos experimentos posteriores. A
seguir, foram investigados os efeitos dos neuroesterdides moduladores
negativos e positivos do receptor GABA-A e positivo do receptor NMDA,
no desenvolvimento da tolerdncia rapida. No sexto e sétimo experimentos,
investigou-se se o antagonista do receptor NMDA, 1\/11(-801, interferia com
os efeitos do sulfato de pregnenolona e dehidroepiandrosterona sobre a
tolerancia rapida. O oitavo experimento verificou o efeito do muscimol, um
agonista GABA-A no desenvolvimento da toleréncia rapida. A seguir
verificou-se a participagdo do sistéma GABA-A nesse processo estudando-se
o efeito da interagdo entre neuroesterdides e o muscimol sobre a tolerancia
rapida. E nos dois ultimos experimentos investigou-se a participagdo da

epipregnanolona e sulfato de pregnenolona na tolerincia cronica.
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Experimento 1: Indugdo de tolerdncia rapida ao etanol com o emprego de

uma unica dose.

Este experimento teve por objetivo verificar se, a tolerncia rapida a
uma dose de etanol se desenvolveria com a aplicagdo de etanol em uma
unica administragdo, no primeiro dia. Para isto, no Dia 2, camundongos
previamente treinados e selecionados, foram divididos em dez (10) grupos
com 10 animais em cada um. No Dia 1, cinco grupos receberam etanol (1,9;
2,0: 2,25; 2,5 e 3,0 g/kg) e cinco grupos receberam salina sendo testados no
aparelho do rota-rod de acordo com 0 procedimento geral. Em seguida os
animais retornaram para suas gaiolas-moradia. No Dia 2 os animais
receberam etanol nas mesmas doses empregadas no Dia 1 (1,9; 2,0; 2,25; 2,5
e 3,0 g/kg). O teste foi realizado do mesmo modo que no primeiro dia, € o

prejuizo maximo causado pelas doses de etanol foi calculado.

Resultados

Os resultados, destes experimentos, apresentados na figura 4 e 5,
indicam que os camundongos tratados com etanol no Dia 1, manifestaram
um prejuizo motor significativo em relagdo aos grupos tratados com salina, e

que este prejuizo motor foi dependente da dose. Apods 24 horas, verificou-se
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que os grupos tratados com etanol, nas doses 1,9; 2,5 ou 3,0 g/kg, nfo
apresentaram tolerdncia, enquanto que nos grupos que receberam etanol nas
doses de 2,0 gkg [t q1g = 2,895; p<0,0096] e 2,25 gkg [t qis) = 4,577
p<0,0002)], pode-se observar o desenvolvimento da tolerancia rapida. A
dose de 2,25 g/kg de etanol produziu tolerancia mais evidente do que a dose
de 2,0 g/kg e, por este fato, foram escolhidas as doses 1,9 e 2,25 g/kg para a

realizag¢do dos experimentos seguintes.
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Figura 4 - Desenvolvimento da tolerancia rapida a incoordenagdo motora induzida por diferentes
doses unicas de etanol (1,9; 2,0; 2,25; 2,5 ou 3,0 g/kg) em camundongos, testados no rota-rod. No
Dia 1, o grupo controle recebeu salina (S) e os demais grupos receberam etanol (E) (1,9; 2,0;
2,25; 2,5 e 3,0 g/kg). O animais foram testados 30 minutos apds a injegdo de salina ou etanol.
Apds 24 horas (dia 2), todos os grupos controle e experimental foram tratados com etanol e
testados novamente. Os resultados representam as médias + E.P.M. de 10 animais. * p< 0,05
(teste “t” de Student, comparado ao respectivo controle).
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Figura S - Efeito das diferentes doses de etanol sobre a tolerdncia rapida, em camundongos submetidos ao
teste do rota-rod. O simbolo () representa o desempenho do grupo controle SE (S + E) e o simbolo (W)
representa o grupo experimental EE (E + E) no Dia 2 do teste. Os resultados representam as médias +
E.P.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).

Experimento 2: Efeito da D-cicloserina sobre a tolerancia rapida ao etanol

avaliada pelo teste do rota-rod.

Este experimento foi realizado com o objetivo de investigar se neste
modelo, o agonista parcial do receptor NMDA, a D-cicloserina, estimularia
o desenvolvimento da tolerincia rapida como ja observado em ratos (Khanna

et al., 1993; 1995). Animais previamente treinados e selecionados, foram
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divididos em dois grupos: Ave B. Cada grupo foi subdividido em dois, os
quais receberam salina e D-cicloserina. As doses de D-cicloserina foram de
10,0 (grupo A) ou 15,0 (grupo B) mg/kg, respectivamente. Apos 30 minutos,
cada um dos subgrupos foi redividido em dois, recebendo, cada um 1,9 g/kg
- de etanol ou salina. A seguir, foram submetidos a avaliagdo no rota-rod, e
findo o teste, os animais retornaram as gaiolas. No dia seguinte, todos os
animais forém tratados bom etanol na mesma dose anterior, sendo

novamente testados no aparelho do rota-rod.

Resultados

Os resultados do presente experimento estio representados nas ﬁguras
6 e 7. A administragdo da D-cicloserina interferiu no desenvolvimento da
tolerancia rapida ao etanol, avaliada no teste do rota-rod (Figura 6). No Dia
1, a ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol
para os grupos A: F ;6= 373,07; p<0,0001; B: F 35 = 255,41; p<0,0001.
No Dia 2 do experimento, ndo houve redugdo do prejuizo motor, de forma
significativa, nos grupos controle administrados com etanol + etanol (EE),
sugerindo que com esta dose de etanol ndo se observa tolerdncia rapida. A

ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol apenas
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no grupo B: F 36) = 5,076; p<0,0344. O grupo pré-tratado com D-cicloserina
15,0 mg/kg antes do etanol, no Dia 1, apresentou tolerancia rapida, no Dia 2.
A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com D-
cicloserina para o grupo B: F36 = 17,539; p<0,0001 e a interagdo pré-
tratamento x tratamento foi significativa no grupo B: F3 = 8,948,
p<0,0049. A anélise post-hoc indicou que a D-cicloserina, na dose 15,0
mg/kg, facilitou o desenvolvimento da tolerdncia rapida (teste de Tukey). A
D-cicloserina, na dose de 10,0 mg/kg, ndo foi capaz de interferir

significativamente no desenvolvimento da tolerancia rapida.
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Figura 6 — Efeito da D-cicloserina no desenvolvimento da tolerdncia rdpida ao etanol. Quatro grupos
receberam salina (Sal) e outros quatro grupos receberam D-cicloserina (DC) nas doses de 10,0 ou 15,0
mg/kg, i.p., 30 min antes da administracdo de salina (S) ou etanol (E) 1,9 g/kg, i.p., no Dia 1. A tolerdncia
rapida aos efeitos do etanol ¢ observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com etanol na
dose 1,9 g/kg, i.p. Os resultados sdo expressos pelas médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05
comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).
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Figura 7 - Efeito das diferentes doses de D-cicloserina sobre a tolerdncia rapida induzida por etanol em
camundongos submetidos ao teste do rota-rod. O simbolo (3) representa o desempenho do grupo DCSE
(DC + SE) e o simbolo (M) representa o grupo DCEE (DC + EE) no Dia 2 do teste. Os resultados
representam as médias + EP.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle
(Teste de Tukey).

Experimento 3: Efeito do sulfato de pregnenolona sobre a tolerdncia rapida

ao etanol avaliada pelo teste do rota-rod.

A fim de investigar se o neuroesteroide sulfato de pregnenolona, um
modulador positivo do receptor NMDA e negativo do receptor GABA-A,

facilitaria a aquisi¢do da tolerdncia rapida ao etanol avaliada no rota-rod,
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animais previamente treinados e selecionados, foram divididos em quatro
grupos: A, B, C e D. Cada grupo foi subdividido em dois, os quais
receberam salina e sulfato de pregnenolona. As doses de sulfato de
pregnenolona foram de 0,03 (A); 0,05 (B); 0,08 (C) e 0,15 (D) mg/kg,
respectivamente. Apds 30 minutos, cada um dos subgrupos foi redividido em
dois, recebendo, cada um 1,9 g/kg de etanol ou salina. A seguir, foram
submetidos & avaliagdo no rota-rod, retornando posteriormente as suas
gaiolas. No dia seguinte, todos os animais foram tratados com a mesma dose

de etanol, e testados no aparelho do rota-rod.

Resultados

Os resultados estdo retratados nas figuras 8 € 9. A administragdo de
sulfato de pregnenolona facilitou o desenvolvimento da tolerancia répida ao
etanol, de modo dependente da dose (Figura 8). No Dia 1, a ANOVA de
duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol para os grupos A:
F(1.36= 156,45; p<0,0001; B: F 36, = 115;40; p<0,0001; C: Fq 36y = 219,79;
p<0,0001; D: Fj36 = 576,06; p<0,0001. No Dia 2 do experimento, néo

houve redugdo do prejuizo motor nos grupos controle administrados com
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etanol + etanol (EE), sugerindo que ndo houve tolerancia. A ANOVA de
..duas vias detectou o efeito do tratamento com etanol nos diferentes grupos
B: F136) = 5,472; p<0,0024; C: F(; 36y = 9,086; p<0,0046; D: F(; 35y = 13,481,
p<0,0007. Os grupos pré-tratados com pregnenolona sulfato 0,05; 0,08 e
0,15 mg/kg antes do etanol, no Dia 1, apresentaram tolerancia fépida, no Dia
2. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com sulfato
de pregnenolona para os grupos: C: F(; 3 = 5,316; p<0,0269 e D: F(i 36 =
10,948; p<0,0021. A interagdo pré-tratamento x tratamento foi significativa
nos grupos: B: F(1 36 = 5,570; p<0,0238; C: F(1 36 = 10,929; p<0,0021; D:
Fa6 = 15,814; p<0,0003. A anélise post-hoc indicou que o sulfato de
pregnenolona, nas doses 0,05; 0,08 e 0,15 mgkg, facilitou. 0
desenvolviménto da tolerdncia rapida (teste de Tukey). O sulfato de
pregnenolona na dose 0,03 mgkg n3o foi capaz de facilitar o

desenvolvimento da tolerancia rapida.
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Figura 8 — Efeito do sulfato de pregnenolona no desenvolvimento da tolerincia rapida ao etanol. Oito
grupos receberam salina (Sal) e outros oito grupos receberam sulfato de pregnenolona (PS) nas doses de
0,03, 0,05, 0,08 ou 0,15 mg/kg, i.p., 30 min antes da administragdo de salina (S) ou etanol (E) 1,9 g/kg, i.p.,
no Dia 1. A tolerincia rapida aos efeitos do etanol € observada no Dia 2, quando todos os grupos foram
tratados com etanol na dose 1,9 g/kg, i.p. Os resultados sdo expressos pelas médias £ EP.M. de 10 animais
por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).
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Figura 9 - Efeito das diferentes doses de sulfato de pregnenolona sobre a tolerdncia rapida induzida por
etanol em camundongos submetidos ao teste do rota-rod. O simbolo (O) representa o desempenho do grupo
PSSE (PS + SE) e o simbolo (®) representa o grupo PSEE (PS + EE) no Dia 2 do teste. Os resultados
representam as médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle
(Teste de Tukey). ‘

Experimento 4: Efeito do sulfato de dehidroepiandrosterona sobre a

tolerancia rapida ao etanol avaliada pelo teste do rota-rod.

Para este experimento, o objetivo foi investigar se o sulfato de
dehidroepiandrosterona, um modulador negativo do receptor GABA-A,

facilitaria a aquisi¢do da tolerancia rapida ao etanol. Animais previamente
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treinados e selecionados conforme protocolo, foram divididos em quatro
grupos: A, B, C e D. Cada grupo foi subdividido em dois, os quais
receberam salina e sulfato de dehidroepiandrosterona. As doses de sulfato de
dehidroepiandrosterona foram de 0,05 (A); 0,10 (B); 0,15 (C) e 0,20 (D)
mg/kg, respectivamente. Apos 30 minutos, cada um dos subgrupos foi
redividido em dois, recebendo, cada um 1,9 g/kg de etanol ou salina. A
seguir, foram submetidos a avaliagdo no rota-rod, apés o que os animais
retornaram as gaiolas. No dia seguinte, todos os animais foram tratados com
etanol na mesma dose anterior, ¢ novamente testados no apareltho do rota-

rod.

Resultados

© Os resultados do presente experimento estdo representados nas figuras
10 e 11. A administragdo do sulfato de dehidroepiandrosterona facilitou o
desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol, de acordo com uma relagéo
dose-dependente (Figura 10). No Dia 1, a ANOVA de duas vias detectou
efeito significativo do tratamento com etanol para os grupos A: F 3s=

539,81; p<0,0001; B: Fu36 = 133,47, p<0,0001; C: Fu3s = 420,39,
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p<0,0001; D: F(l,jﬁ) = 311,21; p<0,0001. No Dia 2 do experimento, como
esperado, ndo houve redugdo do prejuizo motor nos grupos controle
administrados com etanol + etanol (EE), indicando o ndo desenvolvimento
da tolerdncia rapida. A ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do
tratamento com etanol nos diferentes grupos B: F(3s = 22,030,962;
p<0,0001; C: Fus6 = 37,585; p<0,0001; D: F3 = 20,910; p<0,0001.
Portanto, os grupos pré-tratados com sulfato de dehidroepiandrosterona 0,10;
0,15e 0,20 nig/kg antes do etanol, no Dia 1, apresentaram tolerancia rapida,
no Dia 2. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento para os
grupos: B: F( 36) = 40,025; p<0,0001; C: Fy36) = 9,931; p<0,0032; D: F(; 36
=9,401; p<0,0040. A interagdo pré-tratamento x tratamento foi significativa
nos grupos: B: F( 36 = 7,269; p<0,0105; C: F( 36 = 33,045; p<0,0001; D:
Fase = 22,377, p<0,0001. A andlise post-hoc indicou que o sulfato de
dehidroepiandrosterona, nas doses 0,10, 0,15 e 0,20 mg/kg, facilitou o
desenvolvimento da tolerdncia rapida (teste de Tukey). O sulfato de
dehidroepiandrosterona na dose 0,05 mg/kg ndo foi capaz de facilitar o

desenvolvimento da tolerincia rapida.
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Figura 10 — Efeito do sulfato de dehidroepiandrosterona no desenvolvimento da tolerdncia rapida ao
etanol. Oito grupos receberam salina (Sal) e outros oito grupos receberam sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS) nas doses de 0,05, 0,10, 0,15 ou 0,20 mg/kg, ip., 30 min antes da
administraco de salina (S) ou etanol (E) 1,9 g/kg, i.p., no Dia 1. A tolerdncia rapida aos efeitos do etanol €
observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com etanol na dose 1,9 g/kg, i.p. Os resultados
sdo expressos pelas médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p<0.05 comparados ao respectivo controle
(Teste de Tukey).
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Figura 11 - Efeito das diferentes doses de sulfato de dehidroepiandrosterona sobre a tolerancia rapida
induzida por etanol em camundongos submetidos ao teste do rota-rod. O simbolo (O0) representa o
desempenho do grupo DHEAS-SE (DHEAS + SE) e o simbolo (W) representa o grupo DHEAS-EE
(DHEAS + EE) no Dia 2 do teste. Os resultados representam as médias + E.P.M. de 10 animais por grupo.
* p<0,05 comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).

Experimento S: Efeito da epipregnanolona sobre a tolerdncia rapida ao

etanol avaliada pelo teste do rota-rod.

Este experimento foi realizado para investigar se o neuroesterdide
epipregnanolona, um modulador positivo do receptor GABA-A, bloquearia a
aquisi¢do da tolerdncia rapida ao etanol avaliada no modelo do rota-rod.

Animais previamente treinados e selecionados, foram divididos em trés
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grupos: A, B e C. Cada grupo foi subdividido em dois, os quais receberam
salina e epipregnanolona. As doses de epipregnanolona foram de 0,05 (A);
0,10 (B) e 0,15 (C) mg/kg, respectivamente. Apos 30 minutos, cada um dos
subgrupos foi redividido em dois, recebendo, cada um 2,25 g/kg de etanol ou
salina. A seguir, foram submetidos a avaliagido no rota-rod, e findo o teste os
animais retornaram as gaiolas. No dia seguinte, todos os animais foram

tratados com a mesma dose de etanol, e testados no aparetho do rota-rod.

Resultados

As figuras 12 e 13 mostram que a administragdo da epipregnanolona
bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol, avaliada no teste
do rota-rod, sugerindo-se uma relagdo dose-dependente (Figura 12). No Dia
1, a ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol
para os grupos A: F(1 36= 90,371; p<0,0001; B: F(; 36y = 153,19; p<0,0001; C:
Faze) = _577,88; p<0,0001. No Dia 2 do experimento, houve redugdo do
prejuizo motor, de forma significativa, nos grupos controle administrados
com etanol + etanol (EE) sugerindo que houve desenvolvimento de

~ tolerdncia. A ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com
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etanol nos diferentes grupos A: F(; 36= 16,531; p<0,0003; B: F(1 36y = 10,946,
p<0,0021; C: Fu36 = 19,001; p<0,0001. Os grupos pré-tratados com
epipregnanolona 0,10 e 0,15 mg/kg antes do etanol, no Dia 1, ndo
apresentaram redug@o do prejuizo motor, no Dia 2, sugerindo bloqueio da
tolerdncia. A .ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com
epipregnanolona para os grupos: B: F( 36 = 5,875; p<0,0206; C: Fu36) =
| 45.440; p<0,0001. A analise post-hoc indicou qﬁe a epipregnanolona, nas
doses 0,10 e 0,15 mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia rapida
(teste de Tukey). A epipregnanolona na dose 0,05 mg/kg ndo foi capaz de

bloquear o desenvolvimento da tolerdncia rapida.
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Figura 12 ~ Efeito da epipregnanolona no desenvolvimento da tolerincia rdpida ao etanol. Oito grupos
receberam salina (Sal) e outros oito grupos receberam epipregnanolona (EPI) nas doses de 0,05, 0,10 ou
0,15 mg/kg, i.p., 30 min antes da administragio de salina (S) ou etanol (E) 2.25 g/kg, ip., no Dia 1. A
tolerancia rapida aos efeitos do etanol ¢ observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com
etanol na dose 1,9 g/kg, i.p. Os resultados sio expressos pelas médias + EP.M. de 10 animais por grupo. *
p<0,05 comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).
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Figura 13 — Efeito das diferentes doses de epipregnanolona sobre a tolerdncia rdpida induzida por etanol
em camundongos submetidos ao teste do rota-rod. O simbolo (0J) representa o desempenho do grupo
EPISE (EPI + SE) e o simbolo (W) representa o grupo EPTEE (EPI + EE) no Dia 2 do teste. Os resultados
representam as médias + EP.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle
(Teste de Tukey).

Experimento 6: Efeito da administragdo prévia do (+)MK-801 sobre a

facilitagdo da tolerdncia rapida ao etanol pelo sulfato de preghenolona.

O presente experimento foi realizado com o objetivo de investigar se
a a¢do do neuroesterdide sulfato de pregnenolona na facilitagdo da tolerancia
rapida ao etanol estaria ligada ao sistema NMDA, utilizando-se o (+)MK-

801, um antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA. Animais,
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previamente treinados e selecionados no aparelho rota-rod, foram divididos
em dois grupos. O primeiro recebeu como pré-tratamento 1, MK-801 (0,06
mg/kg) e o segundo recebeu salina. Quinze minutos apds a administragio,
metade dds animais de cada grupo recebeu o pré-tratamento 2 com sulfato de
pre;gnenolona (0,08 mg/kg) e a outra, salina. Quarenta e cinco minutos apos
a administra¢cdo de MK-801, cada grupo foi dividido em dois subgrupos que
receberam o tratamento com étanol (1,9 g/kg) ou salina. Os animais foram
submetidos ao rota-rod, trinta minutos apds a ultima injeg¢do, retornando
posteriormente suas gaiolas. No dia seguinte, todos os animais foram
tratados com etanol na mesmé dose anterior, sendo novamente testados no

aparelho do rota-rod.

Resultados

Os resultados demonstraram que os animais tratados com etanol, no
Dia 1, apresentaram incoordenagdo motora € o0s grupds controles pré-
tratados, com MK-801, sulfato de pregnenolona, ndo apresentaram prejuizo
motor (figura 14). A ANOVA de trés vias demonstrou o efeito do tratamento

(etanol): F72y = 511,69; p<0,0001; pré-tratamento 1 (MK-801): Fq 7) =
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23,279; p<0,0001; pré-tratamento 2 (PS): F 72 = 6,733; p<0,0114; ¢ da
intera¢do pré-tratamento 1 x pré-tfatamento 2: Fumy=4,390; p<0,0397; e do
pfé-tratamento 1 x tratamento: F;7y = 6,793; p<0,0111. No Dia.2,v
verificou-se que todos os subgrupos SE apresentaram prejuizo motor € os
que receberam etanol em ambos os dias (EE) ndo desenvolveram tolerancia
rapida aos efeitos do etanol, com exceg¢do dos animais tratados com sulfato
de pregnenolona, nos quais houve desenvolvimento da tolerancia rapida. A
administragio com MK-801, bloqueou a tolerdncia rapida facilitada pelo
sulfato de pregnenolona. A ANOVA realizada com os dados obtidos no Dia
2, demonstrou o efeito do pré-tratamento 1 (MK-801): F 7y = 10,061;
p<0,0022; ¢ da interagdo pré-tratamento ‘1 x pré-tratamento 2 (PS): Fy 72y =
6,590; p<0,0123; pré-tratamento 1 x tratamento (etanol): Fy 7y = 5,963;
p<0,0170; ¢ pré-tratamento 2 x tratamento: F 7y = 7,789; 15<0,0067. A
analise post-hoc (teste de Tukey) indicou que a injecdo de sulfato de
pregnenolona facilitou a aquisigdo da tolerdncia rapida no Dia 2, e a
administragdo prévia de MK-801 antes do pré-tratamento com sulfato de

pregnenolona, bloqueou a facilitagdo da tolerancia.
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Figura 14 — Efeito da administragdo prévia do MK-801 sobre a facilitagfio do sulfato de pregnenolona na
tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. Um foi injetado com MK-801
(0,06 mg/kg) e o outro com salina, apés a primeira administragio, metade de cada grupo foi tratada com
sulfato de pregnenolona (PS) 0,08 mg/kg e a outra com salina (Sal). Quarenta e cinco minutos apds a
primeira injegfio os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 1,9 g/kg ou salina (S). No Dia 2,
todos os grupos foram tratados com etanol. Os resultados sdo expressos pelas médias + E.P.M. de 10
animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu respectivo controle (Teste de Tukey).

Experimento 7: Efeito da administracdo prévia do (+)MK-801 sobre a
facilitagdo da tolerdncia rdpida ao etanol pelo sulfato de

dehidroepiandrosterona.

O objetivo deste experimento foi investigar se a a¢do do sulfato de

dehidroepiandrosterona na facilitagdo da tolerdncia rapida ao etanol também
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estaria ligada ao sistema NMDA. Animais, treinados e selecionados
conforme protocolo, foram divididos em dois grupos. O primeiro recebeu
como pré-tratamento 1, MK-801 (0,06 mg/kg) e o segundo com salina.
Quinze minutos apOs a administragdo, metade dos animais de cada grupo
recebeu o pré-tratamento 2 com sulfato de dehidroepiandrosterona (0,15
mg/kg) e a outra, com salina. Quarenta e cinco minutos apods a administragdo
de MK-801, cada grupo foi dividido em dois subgrupos que receberam o
tratamento com etanol (1,9 g/kg) ou salina. Os animais fofam submetidos ao
rota-rod, trinta minutos apds a ultima inje¢do, ¢ findo o teste os animais

retornaram as gaiolas, seguindo-se procedimento anteriormente descrito.

Resultados

Os resultados do presente experimento demonstraram que os animais
tratados com etanol, no Dia 1, apresentaram incoordena¢do motora como
esperado e os grupos controles pré-tratados, com MK-801 e sulfato de
dehidroepiandrosterona, ndo apresentaram prejuizo motor (figura .15). A

ANOVA de trés vias demonstrou o efeito do tratamento (etanol): F(; 72) =
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281,80; p<0,0001; e da interagdo pré-tratamento 1 x pré-tratamento 2: Fam
= 5.849; p<0,0181. No Dia 2, verificou-se que todos os subgrupos SE
apresentaram prejuizo motor € os que recebéram etanol em ambos os dias
(EE) ndo desenvolveram tolerdncia rapida aos efeitos do etanol, com
exce¢do dos animais tratados com sulfato de dehidroepiandrosterona, nos
quais houve desenvolvimento da tolerancia rapida. A administragdo de MK-
801, ndo alterou a tolerancia rapida causada pelo sulfato de
dehidroepiandrosterona. A ANOVA realizada com os dados obtidos, no Dia
2, demonstrou o efeito tratamento (etanol): ¥ 72y = 19,180 p<0,0001; pré-
tratamento 2 (DHEAS): Fimy = 8,502; p<0,0047; e da interagio pré-
tratamento 2 x tratamento: F 7y = 11,023; p<0,0014. A analise post-hoc
(teste de Tukey) mostrou diferenga significante entre o grupo pré-tratado
com sulfato de dehidroepiandrosterona no Dia 1 e seu controle, sugerindo
que a injec¢do de sulfatb de dehidroepiandrosterona facﬂitou a aquisi¢cdo da
tolerancia rapida no Dia 2. Além disso, a administragéo prévia de MK-801
antes do pré-tratamento com sulfato de dehidroepiandrosterona, ndo

bloqueou a facilitagdo da tolerancia.
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Figura 15 - Efeito da administragio prévia do MK-801 sobre a facilitagdo do sulfato de
dehidroepiandrosterona na tolerincia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. Um foi
mjetado com MK-801 (0,06 mg/kg) e o outro com salina, ap6s a primeira administragio, metade de cada
grupo foi tratada com sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) 0,15 mg/kg € a outra com salina (Sal).
Quarenta e cinco minutos apés a primeira injegdo os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 1,9
g/kg ou salina (8). No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol. Os resultados sfo expressos pelas

médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu respectivo controle (Teste de
Tukey). .

Experimento 8: Efeito do muscimol sobre a tolerdncia rapida ao etanol

avaliada pelo teste do rota-rod.

Com o objetivo de investigar se 0 muscimol, um agonista do receptor
GABA-A, bloquearia a aquisi¢do da tolerancia rapida ao etanol avaliada no
modelo do rota-rod, animais previamente treinados e selecionados, foram

divididos em trés grupos: A, B e C. Cada grupo foi subdividido em dois, os
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quais receberam salina e muscimol. As doses de muscimol foram de 0,20
(A); 0,40 (B) e 0,60 (C) mg/kg, respectivamente. Apds 30 minutos, cada um
dos subgrupos foi redividido em dois, recebendo, cada um 2,25 g/kg de
etanol ou salina. A seguir, foram submetidos a évéliag:ﬁo no rota-rod, apés o
que os animais retornaram as gaiolas, seguindo-se o mesmo procedimento

adotado nos experimentos anteriores.

Resultados

As figuras 16 e 17 apresentam os resultados do presente experimento.
A administragdo prévia do muscimol interferiu no desenvolvimento da
tolerdncia rapida ao etanol, avaliada no teste do rota-rod, de forma
dependente da dose (Figura 16). No Dia 1, a ANOVA de duas vias
demonstrou o efeito do tratamento com etanol para os grupos A: F( 0=
291,613; p<0,0001; B: Faa0 = 311,54; p<0,0001; C: Fa36 = 762,54;
p<0,0001. No Dia 2 do experimento, houve redugdo do prejuizo motor, de
forma significativa, nos grupos controle administrados com etanol + etanol
(EE), sugerindo desenvolvimento da tolerdncia rapida. A ANOVA de duas
vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol nos diferentes grupos A:

F(1’20)= 26,645, p<0,0001, B: F(1,20) = 27,931, p<0,0001, C F(1’36) = 26,897,
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p<0,0001. Os grupos pré-tratados com muscimol 0,4 ¢ 0,6 mg/kg antes do
etanol, no Dia 1, ndo apresentaram tolerancia rapida, quando avaliados no
Dia 2. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com
muscimol para os grupos: A: F 0= 5,182; p<0,0339; C: F136) = 24,314;
p<0,0001. A interagdo pré-tratamento x tratamento foi significativa no grupo
C: Fus6 = 13,352; p<0,0008. A andlise post-hoc indicou que o muscimoi,
nas doses 0,40 e 0,60 mg/kg, dificultou no desenvolvimento da tolerancia
rapida (teste de Tukey). O muscimol na dose 0,20 mg/kg nio foi capaz de
bloquear o desenvolvimento da tolerancia rapida. Na figura 17 os resultados
foram parcialmente reapresentados para melhor visualizagdo do bloqueio

dose-dependente do muscimol sobre a tolerancia rapida, no Dia 2.
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Figura 16 — Efeito do muscimol no desenvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol. Seis grupos receberam
salina (Sal) e outros seis grupos receberam muscimol (MUSC) nas doses de 0,20, 0,40 ou 0,60 mg/kg, i.p.,
30 min antes da administragdo de salina (S) ou etanol (E) 2,25 g/kg, i.p., no Dia 1. A tolerancia rapida aos
efeitos do etanol é observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com etanol na dose 2,25
g/kg, i.p. Os resultados sdo expressos pelas médias £ EP.M. de 6 ou 10 animais por grupo. * p<0,05
comparados ao respectivo controle (Teste de Tukey).
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Figura 17 — Efeito das diferentes doses de muscimol sobre a tolerincia rapida induzida por etanol em
camundongos submetidos ao teste do rota-rod. O simbolo (O0) representa o desempenho do grupo MUSC-
SE (MUSC + SE) e o simbolo (M) representa o grupo MUSC-EE (MUSC + EE) no Dia 2 do teste. Os
resultados representam as médias £+ EP.M. de 6 ou 10 animais por grupo. * p<0,05 comparados ao
respectivo controle (Teste de Tukey).

Experimento 9: Efeito da administragdo prévia do sulfato de pregnenolona

sobre o bloqueio da tolerancia rapida ao etanol pelo muscimol.

Este experimento foi realizado com o propdsito de investigar a
interagdo entre o sistema GABA-A e o neuroesterdide sulfato de
pregnenolona no desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol, utilizando-

se 0 muscimol, um agonista do receptor GABA-A, que no experimento
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anterior, interferiu com o desenvolvimento da tolerincia rapida. Animais,
treinados e selecionados conforme protocolo, foram divididos em dois
grupos. O primeiro recebeu como pré-tratamento 1, sulfato de pregnenolona
(0,08 mg/kg) e o segundo com salina. Quinze minutos apos a administragdo,
metade dos animais de cada grupo recebeu o pré-tratamento 2 com muscimol
(0,60 mg/kg) e a outra, com salina. Quarenta e cinco minutos apos é
adﬁlinistraqﬁo de sulfato de pregnenolona, cada grupo foi dividido em dois
subgrupos que receberam o tratamento com etanol (2,25 g/kg) ou salina. Os
animais foram submetidos ao rota-rod, trinta minutos apds a ultima injegéo,
retornando posteriormente a suas gaiolas, de acordo com protocolo ja

descrito.

Resultados

Os resultados demonstraram que os animais tratados com etanol, no
Dia 1, apresentaram a esperada incoordenagdo motora € 0s grupos controles
pré-tratados com sulfato de pregnenolona e muscimol, nio apresentaram
prejuizo motor (figura 18). A ANOVA de trés vias demonstrou apenas o

efeito do tratamento com etanol: F( 7, = 825,01; p<0,0001. No Dia 2,
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verificou-se que todos os subgrupos SE apresentaram prejuizo motor € os
que receberam etanol em ambos os dias (EE) desenvolveram tolerancia
rapida aos efeitos do etanol, com exce¢do dos animais pré-tratados com
muscimol, nos quais ndo houve desenvolvimento da tolerancia rapida, como
ja observado no experimento anterior. A administragdo de sulfato de
pregnenolona impediu o bloqueio da tolerancia rapida causado pelo
muscimol. A ANOVA realizada com os dados obtidos, no Dia 2, demonstrou
o efeito tratamento (etanol): F(; 72) = 50,194 p<0,0001; pré-tratamento 1 (PS):
Famny = 22,984; p<0,0001; pré-tratamento 2 (MUSC): F;7) = 19,582;
p<0,0001. A analise post-hoc (teste de Tukey) indicou que a injecdo de
muscimol bloqueou a tolerancia rapida no Dia 2, e a administragdo de sulfato
de pregnenolona antes do pré-tratamento com muscimol, impediu esse

bloqueio.
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Figura 18 — Efeito da administrago prévia do sulfato de pregnenolona sobre a interferéncia do muscimol
na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. Um foi injetado com sulfato de
pregnenolona (PS) 0,08 mg/kg e o outro com salina, apés a primeira administragdo, metade de cada grupo
foi tratada com muscimol (MUSC) 0,60 mg/kg e a outra com salina (Sal). Quarenta e cinco minutos apds a
primeira injec3o os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 2,25 g/kg ou salina (S). No Dia 2,
todos os grupos foram tratados com etanol. Os resultados sdo expressos pelas médias + E.P.M. de 10
animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu respectivo controle (Teste de Tukey).

Experimento 10: Efeito da administragdo prévia do sulfato de
dehidroepiandrosterona sobre o bloqueio da tolerdncia rapida ao etanol pelo

muscimol.

Como o experimento anterior, o presente experimento foi também

realizado para investigar a participagdo do sistema GABA-A nos efeitos que
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o sulfato de dehidroepiandrosterona exerce sobre o desenvolvimento da
tolerncia rapida ao etanol. Animais, previamente treinados e selecionados
no aparelho rota-rod, foram divididos em dois grupos. O primeiro recebeu
como pré-tratamento 1, sulfato de dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg) e o
segundo salina. Quinze minutos apos a administragdo, metade dos animais
de cada grﬁpo recebeu o pré-tratamento 2, com muscimol (0,60 mg/kg) e a
outra, com salina. Quarenta e cinco minutos apds a administracdo de sulfato
de dehidroepiandrosterona, cada grupo foi dividido em dois subgrupos que
receberam o tratamento com etanol (2,25 g/kg) ou salina. Os animais foram
submetidos a0 rota-rod, trinta minutos apos a ultima inje¢do, seguindo-se o

mesmo procedimento adotado no experimento anterior.

Resultados

Os resultados deste experimento mostraram que apenas Os animais
tratados com etanol, no Dia 1, apresentaram incoordena¢do motora (figura
19). A ANOVA de trés vias demonstrou apenas o efeito do tratamento com
etanol: F 72y = 1210,58; p<0,0001. No Dia 2, verificou-se que todos os

subgrupos SE apresentaram prejuizo motor e os que receberam etanol em
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ambos os dias (EE) desenvolveram tolerdncia rapida aos efeitos do etanol,
com exceg¢do dos animais tratados com muscimol, que, como ja demonstrado
em experimento anterior, bloqueia a tolerdncia rapida. A administragdo de
sulfato de dehidroepiandrosterona impediu o bloqueio da tolerincia rdpida
causado pelo muscimol. A ANOVA realizada com os dados obtidos, no Dia
2, demonstrou o efeito tratamento (etanol): F; 72y = 94,577 p<0,0001; pré-
tratamento 1 (DHEAS): Fa7y = 22,016; p<0,0001; pré-tratamento 2
(MUSC): Fuzy = 32,761; p<0,0001. A anilise post-hoc (teste de Tukey)
indicou que a inje¢do de muscimol bloqueou a tolerancia rapidano Dia 2, e a
administra¢do prévia de sulfato de dehidroepiandrosterona, impediu esse

bloqueio.
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Figura 19 — Efeito da administragfo prévia do sulfato de dehidroepiandrosterona sobre a interferéncia do
muscimol na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. Um foi injetado com
sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) 0,15 mg/kg e o outro com salina, apés a primeira
administraciio, metade de cada grupo foi tratada com muscimol (MUSC) 0,60 mg/kg e a outra com salina
(Sal). Quarenta e cinco minutos apds a primeira injeg3o os grupos foram redivididos e tratados com etanol
(E) 2,25 g/kg ou salina (S). No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol. Os resultados sio

expressos pelas médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu respectivo controle
(Teste de Tukey).

Experimento 11: Efeito da administragdo da epipregnanolona sobre a

inducdo de tolerdncia cronica ao etanol.

A fim de verificar se o neuroesterdide epipregnanolona, bloquearia a

aquisi¢do da tolerdncia crnica ao etanol avaliada no modelo do rota-rod,
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animais previamente treinados e selecionados, foram divididos em dois
grupos, os quais receberam salina e epipregnanolona (0,15 mg/kg). Apos 30
minutos, cada um dos grupos foi subdividido em dois, que receberam etanol
(2,5 g/kg) ou salina, respectivamente. A seguir, foram submetidos a
avalia¢do no rota-rod, e findo o teste os animais retornaram as gaiolas; tal
procedimento ocorreu durante quatro dias. No quinto dia, todos os animais.
foram tratados com etanol (2,5 g/kg), sendo novamente testados no aparelho

do rota-rod.

Resultados

A administragdo de epipregnanolona bloqueou o desenvolvimento da
tolerancia cronica ao etanol, avaliada no teste do rota-rod (Figura 20). No
Dia 1, a ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol
F36= 318,038; p<0,0001. No Dia 5 do experimento, houve redugdo do
prejuizo motor, de forma significativa, no grupo controle administrado com
etanol + etanol (EE). A ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do
tratamento com etanol F(; 3= 28,412; p<0,0001. O grupo pré-tratado com
epipregnanolona 0,15 mg/kg antes do etanol, no Dia 1, ndo apresentou

tolerdncia, no Dia 5. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-
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tratamento com epipregnanolonei Fa36 = 12,251; p<0,0016 ¢ a interagdo pré-
tratamento X tratamento F( 36)= 7,896; p<0,0093. A analise posi-hoc indicou
que a epipregnanolona na dose 0,15 mg/kg, impediu no desenvolvimento da
tolerdncia cronica (teste de Tukey). A ANOVA para medidas repetidas

revelou efeito do tempo de tratamento F(4 144) = 87,919; p<0,0001.
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Figura 20 — Efeito da epipregnanolona no desenvolvimento da tolerdncia crdnica ao etanol. Dois grupos
receberam salina e outros dois grupos receberam epipregnanolona na dose de 0,15 mg/kg, i.p., 30 min antes
da administra¢do de salina ou etanol 2,5 g/kg, i.p., no Dia 1, 2, 3 ¢ 4. A tolerdncia cronica aos efeitos do
etanol ¢ observada no Dia 5, onde todos os grupos foram tratados com etano! na dose (2,5 g/kg, i.p.). O

simbolo (O) representa o desempenho do grupo SS (S + S), (M) do grupo SE (S + E), (®) do grupo EPIS
(EPI + S) e (O) do grupo EPIE (EPI + E). Os resultados sdo expressos pelas médias + EP.M. de 10 animais
por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle; # p<0,05 comparado com os Dias 1 e 2 (SE) (Teste
de Tukey).
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Experimento 12: Efeito da administragdo do sulfato de pregnenolona sobre

a indugdo de tolerancia cronica ao etanol.

Este experimento foi realizado para verificar se o sulfato de
pregnenolona, facilitaria a aquisi¢do da tolerdncia crénica ao etanol do
mesmo modo que obtido com a tolerdncia rapida. Animais previamente
treinados e selecionados, foram divididos em dois grupos, os quais
receberarﬁ salina e sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg). Apés 30 minutos,
cada um dos grupos foi subdividido em dois, que receberam etanol (2,5 g/kg)
ou salina, respectivamente. A seguir, foram submetidos a avaliagdo no rota-
rod, ¢ findo o teste os animais retornaram as gaiolas; tal procedimento
ocorreu durante quatro dias. No quinto dia, todos os animais foram tratados

com etanol (2,5 g/kg), sendo novamente testados no aparelho do rota-rod.

Resultados

A administragdo de sulfato de pregnenolona facilitou o
desenvolvimento da tolerancia crénica ao etanol, avaliada no teste do rota-
rod (Figura 21). No Dia 1, a ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do

tratamento com etanol F(; 36= 335,602; p<0,0001. No Dia 5 do experimento,
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houve redug¢do do prejuizo motor, de forma significativa, no grupo
administrado com etanol + etanol (EE) em relagdo ao grupo controle. A
ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol F; 36~
44,511; p<0,0001. O grupo pré-tratado com sulfato de pregnenolona 0,08
mg/kg antes do etanol, no Dia 1, apresentou tolerdncia, no Dia 5. A
ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com sulfato de
pregnenolona F 35 = 5,291; p<0,0273 e a interagdio pré-tratamento x
tratamento foi significativa F 3 = 5,052; p<0,0308. A andlise post-hoc
indicou que o sulfato de pregnenolona na dose 0,08 mg/kg, facilitou o
desenvolvimento da tolerdncia cronica (teste de Tukey). A ANOVA para
medidas repetidas revelou efeito do tempo de tratamento F(4144) = 52,328;

p<0,0001.
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Figura 21 - Efeito do sulfato de pregnenolona no desenvolvimento da tolerincia crfnica ao etanol. Dois
grupos receberam salina e outros dois grupos receberam sulfato de pregnenolona na dose de 0.08 mg/kg,
i.p., 30 min antes da administragio de salina ou etanol 2,5 g/kg, i.p., no Dia 1, 2, 3 ¢ 4. A tolerdncia cronica
aos efeitos do etanol € observada no Dia 5. onde todos os grupos foram tratados com etanol na dose (2,5
g/kg, i.p.). O simbolo (1) representa o desempenho do grupo SS (S + S) , (W) do grupo SE (S +E), (®) do
grupo PSS (PS + S) e (O) do grupo PSE (PS + E). Os resultados s3o expressos pelas médias + EP.M. de 10
animais por grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle; ## p<0,05 comparado com os Dias 1 ¢ 2
(SE); # p<0,05 comparados com o Dia 1 (PSE) (Teste de Tukey).

Experimento 13: Dosagem do Alcool

A fim de verificar a possivel interagdo farmacocinética entre o etanol e
as demais drogas, sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg), sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg), (+)MK-801 (0,06 mg/kg),

epipregnanolona (0,15 mg/kg) ¢ muscimol (0,60 mg/kg), sete grupos de
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animais foram submetidos aos seguintes tratamentos: salina + etanol (1,9
g/kg); sulfato de pregnenolona + etanol (1,9 gkg), sulfato de
dehidroepiandrosterona + etanol (1,9 g/kg); (+)MK-801 + etanol (1,9 g/kg);
salina + etanol (2,25 g/kg); epipregnanolona + etanol (2,25 g/kg); muscimol
~ + etanol (2,25 g/kg). Apos 30 minutos o sangue foi colhido e a dosagem

alcodlica realizada como descrito no procedimento geral.

Resultados

Os resultados sdo apresentados nas tabelas 1 ¢ 2. A ANOVA de uma
via revelou que ndo existem diferengas significativas, entre os grupos. Estes
dados sugerem que os efeitos dessas drogas na tolerdncia ndo se devem a
ﬁma interferéncia na farmacocinética do etanol, pois a concentragéo

sangiiinea de etanol foi similar entre os grupos.
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Tabela 1. Efeito da concentragio de etanol no sangue de camundongos no teste do rota-
rod. Quatro grupos de animais foram pré-tratados com salina, sulfato de pregnenolona,
sulfato de dehidroepiandrosterona e (+)MK-801 (i.p.) 30 min antes da administrag¢do de
etanol (1,9 g/kg i.p.). Os resultados estdo expressos pelas médias = EP.M. de 4 animais
por grupo. *p<0,05, comparado ao seu respectivo controle (ANOVA de uma via)

PRE-TRATAMENTOS ALCOOLEMIA (mg/dl)
Salina 156,0£2,3
Sulfato de pregnenolona 1345+ 72
Sulfato de dehidroepiandrosterona 133,6 £ 11,5
(+)MK-801 | 1382 +9,7

Tabela 2. Efeito da concentragio de etanol no sangue de camundongos no teste do rota-
rod. Trés grupos de animais foram pré-tratados com salina, epipregnanolona e muscimol
(i.p.) 30 min antes da administragdo de etanol (2,25 g/kg i.p.). Os resultados estdo
expressos pelas médias = EP.M. de 4 animais por grupo. *p<0,05, comparado ao seu
respectivo controle (ANOVA de uma via)

PRE-TRATAMENTOS ALCOOLEMIA (mg/dl)
Salina 182,3£3,2
Epipregnanolona N 145,7+£ 10,5
Muscimol 1494 + 8.3




78

DISCUSSAO

Tem-se sugerido que a tolerdncia ao etanol é um dos fatores
associados com a dependéncia desta droga. E definida como um processo
adaptativo do organismo, onde os efeitos de uma droga diminuem apés um
periodo em que ela é administrada repetidamente (L€, 1990). Quando a
tolerdncia se deve a redugdo da biodisponibilidade da droga no organismo,
esta ¢ denominada disposicional ou farmacocinética. Quando a adaptagio
ocorre no sistema nervoso central, a tolerdncia é considerada funcional ou
farmacodinidmica (Kalant e Khanna, 1990). Esta tem sido bastante estudada,
por ser uma forma de plasticidade neuronal, que sdo alteragdes estruturais e
- funcionais nas sinapses como resultado dos processos adaptativos.

Estudos mostram que o consumo agudo de etanoll facilita a
| transmissdo GABAérgica ¢ inibe a transmissdo glutamatérgica, enquanto
‘que, a tolerdncia associada ao consumo crénico de etanol ocorre
paralelemente a redugdo da transmissio GABAérgica e aumento da
transmissdo glutamatérgica (Nevo ¢ Hamon, 1995; Crews et al., 1996). E
provavel que estas adaptagdes influenciem o habito de beber e o estado de
dependéncia ao etanol (Schulteis ef al., 1996; Gordis, 1995; Morrow et al.,

1988; Mehta e Ticku, 1988).
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O presente estudo demonstrou o desenvolvimento de tolerancia rapida
e cronica a incoordenagdo motora induzida pelo etanol em camundongos
submetidos ao teste do rota-rod. Estes dados confirmam trabalhos prévios
obtidos em nosso laboratério em camundongos (Morato e Barreto, 1996;
Barreto et dl., 1998) e, em ratos, com outros modelos de incoordenagéo
motora (Khanna et al., 1996; Morato e Khanna, 1996). Utilizou-se o
protocolo experimental com dose unica de etanol no Dia 1 porque, além de
minimizar o possivel “stress” causado por duas administragdes de etanol nos
animais no primeiro dia, traz evidéncias adicionais de que a tolerancia rapida
¢ adquirida durante o teste sob agdo do etanol. Esses resultados concordam
com os de Khanna et al (1996), mostrando que n3o ha diferenga no
desenvolvimento dé tolerancia rapida a incoordena¢do motora produzida
pelo etanol utilizando dose unica de etanol € doses subdivididas em ratos
quando testados no “tilt plane”.

Varios estudos demonstraram que a tolerancia a incoordenagdo motora
produzida pelo etanol pode ser facilitada quando os animais praticam o teste
enquanto intoxicados (Bitran e Kalant, 1991; Chen, 1968; Leblanc et al.,
1973; Lé e Kalant, 1992) e que a aquisicdo da tolerancia, pode ser
influenciada pela aprendizagem (Crabbe et al., 1979; Bitran e Kalant, 1991;

LE et al., 1987). Assim como a velocidade de aprendizagem inicial de uma
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certa tarefa torna-se mais rapida na reaprendizagem, apos um periodo em
que foi esquecida, a reaquisi¢do da tolerdncia apds um periodo em que foi
perdida, ¢ mais rapida que. a primeira aquisicidio da mesma. Para a
investigagdo da participagdo de processos de aprendizagem na tolerdncia,
uma das abordagens tem sido verificar se as drogas que prejudicam a
aprendizagem, também prejudicariam o desenvolvimento da tolerancia.
Muitos trabalhos foram realizados nesse sentido (Ex.: Moreira et al., 1981,
Khanna et al., 1996; Morato e Khanna, 1996; Barreto et al., 1998).

Estudos tém demonstrado que antagonistas ndo-competitivos do
receptor NMDA, podem bloquear o desenvolvimento da tolerdncia rapida
(Khanna et al., 1991b; 1993a), bem como da tolerancia cronica (Khanna et
al., 1992c¢.; 1994; Wu et al., 1993) aos efeitos de hipotermia e incoordenagio
motora do etanol. Khanna er a/ (1993b; 1995), mostraram que o (+)MK-801
e a cetamina quando administrados previamente a D-cicloserina, bloqueiam
o desenvolvimento da tolerdncia rapida, sugerindo que este sistema esteja
envolvido no desenvolvimento da tolerancia ao etanol.

No presente estudo, foram inicialmente selecionadas as doses de
etanol a serem usadas para avaliar a influéncia de neuroesteréides sobre a
tolerancia. Considerou-se que as doses de 2,0 e 2,25 g/kg de etanol poderiam

ser adequadas para o estudo do bloqueio da tolerancia. Considerando-se que
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nessa faixa de doses camundongos apresentam aumento da atividade
locomotora (Masur e Boerngen, 1980), ndo pode ser descartada a
possi‘bilidade de que uma estimulagio locomotora relacione-se com o
desenvolvimento da tolerdncia ao etanol. Para verificar se a dose de 1,9 g/kg
de etanol, que nio produz tolerdncia per se, resultaria em desenvolvimento
de tolerancia rapida pelo pré-tratamento com um agonista do sitio da glicina
no receptor NMDA, utilizou-se a D-cicloserina (Rabe e Tabakoff, 1990).
Esta, quando administrada previamente ao etanol no Dia 1, facilitou o
desenvolvimento da tolerancia rapida, confirmando trabalhos prévios obtidos
em outros € em nosso laboratorio (Khanna er al., 1993b; 1995; Zaleski,
1998).

Apos padronizada a tolerdncia rapida nesse modelo, a influéncia dos
neuroesteroides no desenvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol, e a
relagdo destes com os sistemas NMDA e¢ GABA-A foram avaliadas.
Utilizando-se o sulfato de pregnenolona, um modulador positivo do receptor
NMDA e negativo do receptor GABA-A (Wu ef al., 1991b; Bolwby, 1993;
Majewska' et al., 1990a; Mienville ¢ Vicini, 1989), ¢ o sulfato de
dehidroepiandrosterona, um modulador negativo do receptor GABA-A

(Demirgorem et al., 1991; Majewska et al., 1990b), verificou-se que a
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administragio destes previamente ao etanol, facilitou a aquisi¢do da
tolerancia rapida a incoordenag¢do motora causada pelo etanol.

No entanto, utilizando-se a epipregnanolona, um modulador positivo
do receptor GABA-A (Melchior e Ritzmann, 1996), verificou-se que sua
administragio previa, bloqueou a aquisi¢io da tolerdncia rapida a
incoordenagdo motora causada pelo etanol. O efeito destes neuroesteréides}
em facilitar ou bloquear o desenvolvimento da tolerdncia rapida ocorreu de
forma dependente da dose. As doses utilizadas ndo alteraram a performance
dos animais, os quais apresentaram resultados similares aos dos grupos
controle (SS), indicando que as alteragdes de performance observadas em -
ambos os dias do teste devem ser atribuidas aos efeitos do etanol. Também
nio se observaram efeitos residuais destas drogas sobre a coordenagdo
motora dos animais no Dia 2. Esses resultados sugerem que a administra¢io
destes neuroesterdides influenciam os processos relacionados com o
desenvolvimento da tolerancia ao etanol.

Varios estudos demonstraram que os receptores NMDA séo sensiveis
a modulagdo pelos neuroesterdides (Wu et al., 1991b; Bowlby, 1993).
Devido aos efeitos modulatorios positivos sobre este receptor em estudos in
vitro (Wu et al., 1991b; Bowlby, 1993), em estudos sobre as propriedades

convulsivantes em camundongos (Maione et al., 1992) e a diminui¢do do
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prejuizo da aprendizagem e memoria induzido por antagonistas do receptor
NMDA (Mathis et al., 1994; 1996), tem sido sugerido que o sulfato de
pregnenolona module os processos de aprendizagem e memoria através de
sua a¢do sobre os receptores NMDA (Mathis et al., 1996). A partir desses
dados, testou-se, se a a¢do dos neuroesterdides sobre a tolerancia ao etanol
observada em nosso modelo, estaria ligada a(v)' sistema NMDA.

0] tratameﬁto com MK-801, previamente a adrriinistragﬁo do sulf.ato de
pregnenolona, bloqueou a facilitagdo da tolerancia pela administragdo desse
neuroesterdide. Como o sulfato de pregnenolona é modulador positivo do
NMDA, este resultado sugere que a facilitagdo da tolerancia por este
neuroesterdide esta relacionada com este sistema. No entanto, quando os
animais foram submetidos a expérimento semelhante, porém utilizando o
sulfato de dehidroepiandrosterona, o prévio tratamento com MK-801 ndo
bloqueou a facilitagdo causada por este neuroesterdide. Assim, este resultado
~sugere que o efeito do sulfato de dehidroepiandrosterona em nosso modelo
ndo parece estar ligado ao sistema NMDA.

Em nosso estudo, observou-se que o MK-801 aumentou
significativamente o efeito do etanol no Dia 1 em alguns experimentos. No

entanto, ndo se observou nenhum efeito residual sobre a coordenagdo motora
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dos animais no dia seguinte ou tolerdncia cruzada ao etanol. Tal resultado ¢
compativel com os obtidos por Khanna et al (1994; 1993a; 1991b).

Trabalhos anteriores mostraram que ratos ¢ camundongos ao serem
tratados com doses superiores a 0,125 mg/kg de (+)MK-801 apresentaram
elevado grau de prejuizo motor quando submetidos aos testes do “tilt plane”
e “rota-rod” (Khanna et al., 1993a; Barreto et al., 1998). Com base nisso, foi
utilizada a dose de 0,06 mg/kg de (+)MK-801. De fato, a dose de 0,12 mg/kg
de (+)MK-801, promoveu uma fase inicial de excita¢do, seguida de uma
elevada depressdo motora, que impediu a manipulagcdo dos animais para o
teste (dados ndo apresentados).

Estudos tém mostrado que a agdo do GABA pode ser potencializada
ou antagonizada dependendo do neuroesteroide empregado. Os antagonistas
GABA-A (como por exemplo, o sulfato de pregnenolona) atuam de maneira
ndo competitiva, diminuindo a atividade desse receptor quando estimulados
pelo GABA (Majewska et al., 1988; Mienville e Vicini, 1989), enquanto que
os moduladores alostéricos positivos estimulam e potencializam a ligagéo do
GABA e benzodiazepinas a membranas neuronais, aumentando o transporte
de cloreto (Majewska, 1986; Schumacher € McEwen, 1989).

No presente estudo, verificou-se que a administragdo do muscimol,

um agonista do receptor GABA-A, previamente ao etanol, bloqueou a
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aquisi¢do da tolerdncia rapida a incoordenagdo motora causada pelo etanol
em camundongos submetidos ao rota-rod. O bloqueio exercido pelo
muscimol, no desenvolvimento da tolerdncia rapida aos efeitos do etanol, foi
dependente da dose, sem interferir com a coordenag@o motora dos grupos
controles no primeiro dia do teste. Também ndo houve qualquer efeito
residual sobre a coordenagdo motora dos animais no segundo dia, sugerindo
que o muscimol influencia processos relacionados com o desenvolvimento
da tolerancia ao etanol.

A partir desses resultadvos, o estudo sobre a intera¢do entre o sistema
GABA-A e neuroesteroides no desenvolvimento da tolerincia rapida ao
etanol, foi realizado utilizando-se somente a dose de 0,60 mgkg de
muscimol. Os resultados mostraram que o tratamento prévio com sulfato de
pregnenolona e sulfato de dehidroepiandrosterona evitou o bloqueio da
tolerdncia causado pela administra¢do de muscimol, no segundo dia, em
camunddngos tratados com etanol. Esse fato, sugere que estas drogas atuam
por um mecanismo que envolve o receptor GABA-A.

Varios estudos tém sugerido que a tolerancia ao etanol e outras drogas
pode ser influenciada por varios fatores, tais como a pratica sob a influéncia
da droga, variagdo do sistema de teste, influéncia do ambiente, bem como

pela dose de tratamento (Kalant e Khanna, 1980; 1990). Embora a existéncia
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da tolerdncia rapida seja conhecida ha 15 anos, estudos da relag¢do entre a
tolerdncia rapida e cronica, ou tolerdncia rapida e aguda, tém sido
| aprofundados recentemente. Devido 4 similaridade observada em ratos nos
modelos de tolerincia rapida e tolerdncia cronica, tem sido sugerido que a
tolerdncia rapida pode ser usada como um modelo preditivo da tolerancia
cronica e cruzada (Khanna ef al., 1991a; 1992a; Chan et al., 1985). Usando
um modelo de tratamento cronico, Khanna et al (1992c; 1994) mostraram
que ratos que recebem apenas etanol diariamente demonstraram significante
tolerancia ao etanol nos dias 5 e 10, mas aqueles que recebem cetamina
previamente ao etanol, todos os dias, demonstraram significativamente
menos tolerdncia ao etanol. A cetamina interferiu no desenvolvimento da
tolerdncia crénica como havia sido previamente mostrado impedir a
tolerancia rapida. Em outros estudos, ambas as tolerancias rapida e crénica
fqram similarmente bloqueadas pelo MK-801 (Szabd er al., 1994).
Récenfemente, Khanna et al (1996) mostraram Que em diferentes
manipulagdes experimentais, a toleréncia rapida foi similar a tolerincia
cronica e, embora estes estudos sejam consistentes, seriam necessarios
estudos adicionais para confirmar a hipdtese de que a tolerancia rapida e

cronica sdo produzidas pelo(s) mesmo(s) processo(s).
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O presente estudo demonstrou desenvolvimento da tolerancia cronica
ao etanol em camundongos submetidos a um teste de coordenagdo motora,
no rota-rod. Verificou-se que a dose de 2,5 g’kg de etanol administrada nos
Dias 1, 2, 3 e 4, produziu tolerancia no Dia 5 do teste, sendo escolhida para o
estudo sobre a influéncia dos neuroesterdides, epipregnanolona e sulfato de
pregnenolona na tolerancia cronica ao etanol.

O tratamento cronico com epipregnanolona previamente ao etanol foi
feito para verificar se este neuroesteroide bloquearia o desenvolvimento da
tolerdncia cronica pelo etanol, como ocorreu com a tolerdncia rapida. Os
resultados mostraram que o tratamento prévio com epipregnanolona,
durante quatro dias, bloqueou significativamente o desenvolvimento da
tolerancia crénica ao etanol. Estes resultados foram obtidos com doses que
nio interferem com a coordenagido motora dos animais nos Dias 1-4, também
ndo se observando nenhum efeito residual sobre a coordenagdo motora basal
dos animais no Dia 5.

Ja o tratamento cronico com sulfato de pregnenolona previamente ao
etanol foi realizado para verificar se facilitaria a aquisicio da tolerdncia
cronica pelo etanol. Os resultados mostraram que o tratamento prévio com
sulfato de pregnenolona, durante quatro dias, facilitou significativamente o

desenvolvimento da tolerdncia crénica ao etanol, no quinto dia do teste.
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Esses resultados obtidos com o tratamento crbnico foram similares aos
obtidos com o tratamento agudo, refor¢ando a hipdtese de que a tolerancia
rapida possa ser usada como um modelo preditivo da tolerancia cronica
~(Khanna et al., 1991a; 1992¢; 1996).

Assim, os resultados do presente estudo demonstram que o0s
neuroesterdides, sulfato de pregnenolona, sulfato de dehidroepiandrosterona
e epipregnanolona, influenciam o desenvolvimento da tolerancia aos efeitos
do etanol, em camundongos, possivelmente por mecanismos relacionados
ao sistema NMDA e ao sistema GABA-A. Muitas hipoteses podem ser
aventadas para explicar estas interagdes. Primeiramente, pode-se ponderar
que os neuroesterdides interferiram no desenvolvimento da tolerancia pdr
afetarem o metabolismo do etanol, uma vez que foram administrados por via
sistémica. No entanto, ndo ha evidéncias de que os neuroesterdides afetem as
concentragdes de alcool (Melchior e Allen, 1992; Melchior e Ritzmann,
1996). Além disso, em nosso estudo, nenhum dos neuroesterdides
empregados alterou as concentragdes séricas de alcool, sugerindo que
interferéncias farmacocinéticas ndo participam nesta interagdo observada.

Outra possibilidade de interferéncia na tolerdncia poderia decorrer de
um bloqueio ou estimulo da a¢do do etanol pelos neuroesterdides. Nossos

resultados sugerem que ndo houve uma agdo direta dos neuroesterdides sobre
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os efeitos do etanol, uma vez que ndo foram observadas diferengas
significantes entre 0s grupos experimentais € 0s grupos controle, com
relagdo ao tratamento no Dia 1.

Existem estudos mostrando que a tolerancia e a dependéncia ao etanol
estdo associados com a diminuigdo na sensibilidade das respostas mediadas
pelo receptor GABA-A no cortex cerebral (Morrow ef al., 1988a; Sanna et
al., 1993) e em cultura de neurénios da medula espinhal (Mehta e Ticku,
1988; Ticku, 1989). Ha evidéncias de que apds tratamento cronico com
etanol, ambos etanol ¢ GABA tém seus efeitos reduzidos no receptor,
portanté, tanto a inibigdo quanto o influxo de cloreto sdo reduzidos (Allan e
Harris, 1987; Morrow et al., 1988; Grobin et al., 1998). Outros estudos
mostram um aumento na fun¢do do receptor NMDA apds uso crénico com
etanol (Grant et al., 1990; Tabakoff ¢ Hoffman, 1991; Samson e Harris,
1992). Considerando que a tolerncia é um mecanismo adaptativo € que o
alcool estimula os receptores GABA-A e bloqueia o receptor NMDA
(Tabakoff e Hoffmam, 1996), poder-se-ia pensar que a tolerancia rapida
ocorreu por uma subsensibilidade de receptores GABA-A ou por uma
supersensibilidade de receptores NMDA. Nesse contexto, o sulfato de
pregnenolona (que modula negativamente o receptor GABA-A e

positivamente o receptor NMDA) poderia atuar de modo oposto ao do alcool
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dificultando a adaptagdo. O mesmo seria esperado do efeito do sulfato de
dehidroepiandrosterona, modulador negativo do GABA-A. Ja a
epipregnanolona, modulador positivo do GABA-A, atuaria no mesmo
sentido do 4lcool, contribuindo para a subsensibilidade do receptor GABA-
A, facilitando a adaptagdo. No entanto, em nosso estudo os efeitos dos
neuroesteréides moduladores negativos do GABA-A e positivo do NMDA
facilitaram a aquisi¢do da tolerancia, enquanto que o modulador positivo do
GABA-A bloqueou a tolerancia.

Uma outra possibilidade para explicar os resultados € a interferéncia,
dos neuroesteroides, em processos adaptativos relacionados com a
plasticidade sinaptica, como a LTP, durante o primeiro dia de exposi¢do ao
rota-rod. Como j4 fnencionado, ha evidéncias de que os sistemas receptor
NMDA e do receptor GABA-A estejam envolvidos com os processos de
aprendizagem € memoria, como a LTP (Morrisett ¢ Swartzwelder, 1993), e
que a tolerdncia pode sofrer influéncia do aprendizadb (Bitran e Kalant,
1991). Além disso, como mencionado anteriormente, varios estudos tém
sugerido que os neuroesteroides podem facilitar a aprendizagem e memoria.
Mathis et al (1994; 1996), investigaram os efeitos da administragdo do
sulfato de pregnenolona sobre a aprendizagem e memoria em camundongos,

revelando que este neuroesterdide reverteu o prejuizo da performance
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induzido por antagonistas do receptor NMDA, tanto no rota-rod quanto na
caixa de Skinner. Um outro estudo feito por Flood er al (1992; 1988),
utilizando camundongos tratados com sulfato de pregnenblona e
dehidroepiandrosterona, mostrou uma melhora da memoria, avaliada no “T-
maze”. Mais recentemente, Melchior e Ritzmann (1996), revelaram qué 0s
neuroesterdides, dehidroepiandrosterona, pregnenolona e seus sulfatos
(moduladores negativos GABA-A) facilitaram, enquanto a pregnanolona e
:epipregnanolona (moduladores positivos GABA-A) prejudicaram a
memoria. Ademais, a sugestdo de que os neuroesterdides, podem prevenir o
prejuizo de memoria produzido pelo etanol (Melchior e Ritzmann, 1996),
mostrou-se consistente com estudos envolvendo outros compostos
GABAérgicos (Castelano € Pavone, 1988).

Considerados em conjunto, nossos resultados reforcam a hipdtese de
que a tolerdncia rapida pode sofrer influéncia do aprendizado, e ainda
sugerem que a tolerancia rapida pode ser usada como um modelo preditivo

da tolerancia cronica.
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CONCLUSOES

1. O pré-tratamento com sulfato de pregnenolona (0,05; 0,08 e 0,15
mg/kg) e sulfato de dehidroepiandrosterona (0,10; 0,15 e 0,20 mg/kg)
facilitou o desenvolvimento da tolerdncia rdpida para os efeitos do

etanol, de modo dependente da dose.

2. O pré-tratamento com epipregnanolona (0,10 e 0,15 mg/kg) bloqueou
o desenvolvimento da tolerdncia rdpida para os efeitos do etanol, de

modo dependente da dose.

3. O (+)MK-801 na dose 0,06 mgkg bloqueou significativamente a
facilitagdo tolerdncia rdpida ao etanol induzida pela administragéo de
sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg), mas ndo pela administragdo de

sulfato de dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg).

4. O tratamento com sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg) e sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg), impediram significativamente o

bloqueio da tolerdncia rdpida ao etanol, pelo muscimol (0,60 mg/kg).
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5. A epipregnanolona (0,15 mg/kg) bloqueou e o sulfato de pregnenolona
(0,08 mg/kg) facilitou o desenvolvimento da folerdncia crdnica ao

etanol.

6. Tbmadds em conjunto, nossos resultados sugerem que os
neuroesteréidés interferem com a folerdncia rdpida induzida pelo
etanol, possivelmeﬁte por um mecanismo que envolve o receptor
NMDA e o receptor GABA-A. Os nossos resultados também sugerem
que a tolefdncz‘a i‘dpida pode ser usada como um modelo preditivo da |

tolerdncia crénica.
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ABSTRACT

Previous studies from this and other laboratories have shown that drugs that
impaif learning and memory can block the development of chronic and rapid
tolerances to ethanol in rodents. Moreover some studies have found that neurosteroids
may facilitate learning. The aim of the present study was to investigate the influence
of neurosteroids on the development of rapid tolerance (RT) to ethanol. Male Swiss
mice were tested in the rota-rod apparatus at 30, 60 and 90 min. after intraperitoneal
ethanol injections. Initially, we evaluated rapid tolerance using different doses of
ethanol (1.9 — 3.0 g/kg) in order to select two doses to be used further. In a second
step, we investigated whether PS (0.03 — 0.15 mg/kg), DHEAS (0.05 - 0.20 mg/kg)
and EPI (0.05 — 0.15 mg/kg) injected before ethanol on Day 1 influenced the
development of RT to ethanol. Pretreatment of animals with PS or with DHEAS
significantly stimulated the acquisition of tolerance. Pretreatment with EPI
significantly blocked the development of RT. Furthermore, administration of (+)MK-
801 reversed the stimulatory action of PS and did not reversed the stimulatory action
of DHEAS on tolerance development. Pretreatment with PS or DHEAS prevented the
inhibitory action of muscimol on tolerance development. Recently, it was suggested
that RT could be a predictor for chronic tolerance, given the similarities observed in
both rapid and chronic types. Thus, we investigated the effect of chronic EPI or PS
treatment on chronic tolerance to ethanol. It was observed that chronic tolerance to the
‘motor incoordinating effect of ethanol in mice was blocked by pretreatment with EPL.
Conversely, it was stimulated by pretreatment with PS. Considering that PS e DHEAS
are negative modulators of GABA-A, and that PS may be a positive modulator of
NMDA, taken together, our results suggest that neurosteroids influence the
development of rapid tolerance to ET, possibly by an mecanism related to both
NMDA and GABA-A receptors. Furthermore, our results strenghtens the suggestion

that RT may be a predictor for chronic tolerance.
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