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RESUMO

Embora o alcoolismo seja um dos principais problemas médicos em todo o
mundo, os mecanismos responsaveis pelas diversas manifestagdes clinicas desta
doenga permanecem obscuros. Assim, varias pesquisas tém sido realizadas com
intuito de melhor compreender os mecanismos de agdo que levam ao desenvolvimento
da tolerdncia e da dependéncia a esta droga. Tem-se sugerido que o fendmeno da
tolerdncia ao alcool é considerado um dos fatores associados com a dependéncia e, por
este mbtivo, tem sido bastante estudado. A tolerdncia rapida € usualmente detectada
entre oito e vinte e quatro horas apos a primeira inje¢io do etanol.

No presente estudo, inicialmente investigou-se o desenvolvimento da
tolerancia rapida a hipotermia induzida pelo etanol, em camundongos Suigos machos.
A temperatura dos animais foi avaliada aos 30, 60 e 90 min apds as injegdes de etanol
ou salina. Varias doses de etanol foram utilizadas (1,75 a 2,5 g/kg), sendo que as
doses de 1,75 de etanol, que n3o promoveu tolerdncia rapida e de 2,5 g/kg, que
promoveu tolerancia rapida, foram escolhidas para os demais experimentos.

Uma vez padronizada a tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol,
avaliou-se a influéncia dos neuroesteroides nesse modelo. Nossos resultados
mostraram que os neuroesterdides moduladores negativos do receptor GABA-A e
positivo do receptor NMDA, como o sulfato de pregnenolona (0,15 mg/kg) e sulfato
de dehidroepiandrosterona (0,20 mg/kg), facilitam, enquanto que os neuroesteroides
moduladores positivos do receptor GABA-A, como a epipregnanolona (0,15 e
0,30mg/kg) e alotetrahidrodeoxicorticosterona (0,10 e 0,20 mg/kg) bloqueiam o
desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol.

Os experimentos do presente estudo demonstraram que a administragio de
epipregnanolona (0,15 ou 0,30 mg/kg) bloqueou a a¢§o estimulante do sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg), mas ndo afetou a agdo estimulante do sulfato de
pregnenolona (0,08 mg/kg) sobre a tolerdncia rapida a incoordenagd@o motora causada
pelo etanol, enquanto que o pré-tratamento com epipregnanolona (0,15 mg/kg)
bloqueou a ag¢do inibitoria da alotetrahidrodeoxicorticosterona sobre a tolerancia.
Embora, nossos dados obtidos sobre a tolerdncia a hipotermia produzida pelo etanol
tenham sido similares aqueles do prejuizo motor, o tratamento com epipregnanolona

(0,30 mg/kg) ndo so bloqueou a agdo estimulante de ambos os neuroesterdides sulfato
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de pregnenoiona (0,15 mg/kg) e suifato de dehidroepiandrosterona (0,20 mg/kg),
como também a agdo inibitoria da alotetrahidrodeoxicorticosterona (0,20 mg/kg) sobre
o desenvolvimento da tolerancia ao etanol.

Nossos dados também mostraram que o sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg),
quando administrado previamente ao (+)MK-801 (0,06 mg/kg), um antagonista de
receptores NMDA, bloqueou a inibi¢do da tolerancia rapida ao etanol (2,25 g/kg),
enquanto que 0 pré-fratamento com epipregnanolona (0,15 mg/kg) administrado antes
da (+)bicuculina (0,3 mg/kg), um antagonista do receptor GABA-A, bloqueou a
facilitagdo tolerancia rapida ao etanol (2,25 g/kg) no teste do rota-rod.

O desenvolvimento dé tolerdncia ao etanol pode ser influenciado pelos
processos de aprendizagem e memoria. A este respeito, os neuroesteroides sulfato de
pregnenolona (0,08 mg/kg) e epipregnanolona (0,15 mg/kg) interferem no
desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito de incoordenagio motora € hipotermia
produzido pelo etanol que ocorrem durante a execugdo do teste, sob efeito do etanol
no primeiro dia do experimento. Contudo, o desenvolvimento da tolerancia rapida ao
etanol, avaliado no segundo dia do teste, ndo parece estar relacionado com um
aprendizado dependente de estado.

| No presente estudo também foi observado o efeito de neuroesterdides no
desenvolvimento da tolerancia cronica a incoordenag@o motora produzida pelo etanol
(2,5 g/kg) em camundongos submetidos ao teste do rota-rod. Os resultados mostrararﬁ
que o tratamento prévio com epipregnanolona (0,15 mg/kg), durante doze dias, foi
capaz de bloquear o desenvolvimento da tolerancia cronica ao etanol, no Dia 13. Ja o
sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg) administrado pelo mesmo periodo, facilitou
significativamente o desenvolvimento de tolerancia. No entanto, ndo houve diferenca
no imunoconteudo da subunidade al do receptor GABA-A no hipocampo e no cortex
de camundongos no décimo terceiro dia de tratamento com etanol (2,5 g/kg), quando
comparado aos grupos controle. Também, nido se observou nenhuma altera¢do desta
subunidade apos o tratamento cronico com os neuroesteroides.

Os resultados do presente estudo demonstram que as influéncias dos
neuroesteroides no desenvolvimento da tolerdncia aos efeitos do etanol sofrem
modulagio por varios fatores. Nossos resultados também sugerem que a administragdo
de etanol durante 13 dias, a qual resultou no desenvolvimento da tolerancia cronica ao
etanol em camundongos, ndo parece estar relacionada a mudangas no conteudo da

subunidade a1 dos receptores GABA-A no hipocampo e no cortex cerebral.



INTRODUCAO

1. ALCOOLISMO

O Alcoolismo ou sindrome de dependéncia de alcool (CID-10, 1993)
pode ser definido como um distirbio cronico e patoldgico, caracterizado por
uma preocupagio exagerada com o alcool eﬁlico em detrimento da propria
saude e funcionamento do organismo, levando ao uso abusivo € dependéncia a
esta droga (Morse e Flavin, 1992). De acordo com o Manual Diagnostico
Estatistico de Transtornos Mentais (American Phychiatric Association, 1995)
e conforme a Classificagdo Internacional de Doenga (CID-10, 1993) da
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), a determinagdo da dependéncia a
diversas substancias psicoativas, incluindo o élcool, requer o agrupamento de
sintomas cognitivos, comportamentais e fisiologicos. Neste sentido, sio'
inimeras as manifestég:ées fisioldgicas e comportamentais promovidas por
esta droga. |

Ha muita Variz_lgziqo nos dados epidemioldgicos sobre alcoolismo devido
as varias metodologias empregadas, mas sugere-se que aproximadamente 50 a
90% da populagdo mundial tenham algum contato com o alcool e, destes, 12 a

13% podem tornar-se dependentes (Nace, 1986; Clark e Hilton, 1991;

Williams e DeBakey, 1992; Grant, 1997; Diamond e Gordon, 1997). No



Brasil, 40 a 90% das internagdes em hospitais psiquiatricos por dependéncia
de drogas acontecem devido ao uso de alcool. Esta droga tambem ¢
responsavel por cerca de 45% dos acidentes de transito corﬁ jovens entre 13 e
19 anos, e cerca de 65% dos acidentes de transito fatais com motorista
alcoolizados.

A ingestﬁo moderada de alcool pode produzir alteragdes na temperatura
corporal, incoordena¢do motora, déficit de aprendizagem e memoria, bem
como estimulagdo da atividade locomotora, enquanto que 0 seu uso abusivo
produz varios efeitos no organismo como, por exemplo, pancreatite, cirrose,
disfungﬁo hepatica, disturbios cardiovasculares e endécrinos, cancer do
sistema digestivo e respiratorio, além de danos cerebrais (Ishak et al., 1991;
Garro et al., 1992; Raymond, 1996, Porto et al., 1999; Schlecht ef al., 1999;
Cordeiro et al., 1998)

A taxa de alcool no sangue varia de acordo com o peso, a altura e as
condigdes fisicas de cada pessoa. Um individuo € considerado alcoolizado se
estiver com taxa a- partir de 0,6 gramas de alcool por litro de sangue
(intoxicagdo moderada, 60 mg/dl). Quando a alcoolemia atinge 100 mg/dl,
causa incoordena¢do motora, reflexos prejudicados, fala arrastada, sonoléncia,
perda das inibi¢Ges sociais e euforia. Niveis acima de 400 mg/dl promovem

paralisia respiratdria, hipotensdo, acidose metabolica e morte (Urso et al,,



- 1981; Diamond e Messing, 1994). Ademais, estudos mostram que existe uma
correlagdo direta entre a alcoolemia e a concentragdo de alcool no cérebro
(Sunhara et al., 1978; Khanna et al., 1993a).

As causas do alto nimero de pessoas dependentes a bebidas alcodlicas
no Pais devem-se, principalmente, a cultura nacional (por exemplo, a cerveja é
aceita como uma bebida popular), a facilidade de aquisicdo em varios pontos
do Pais, precos acessiveis e a falta de um controle efetivo sobre a venda de
bebidas alcodlicas a individuos menores de 18 anos (por exemplo, a idade em
que os adolescentes comegam a consumir o alcool é cada vez menor e a média
atﬁal estd em torno de 13 anos) (Forster et al., 1996; Muza et al., 1997a, b;
Pechansky, 1998).

A prevaléncia do alcoolismo entre as mulheres ainda ¢
significativamente menor do que a encontrada entre os homens (Blume ef al.,
1994; Grant, 1997). Ainda assim, o consumo abusivo e/ou a dependéncia do
alcool traz, reconhecidamente, inimeras repercussoes negativas. sobre a saude
fisica, psiquica e social-da mulher. Embora o inicio e 0 aumento do consumo
de alcool entre as mulheres seja tardio em relagdo ao dos homens, hd um
maior risco para suicidio e acidentes fatais entre aquelas (Ross et al., 1990).
Estudos mostram que, mesmo que o consumo de alcool seja realmente menor

entre as mulheres, seu impacto pode ser maior que entre os homens, avaliado



por meio do relato de problemas associados ao alcool (Bongers et al., 1997).
A 1dentificagdo do alcoolismo feminino em atendimentos primarios de saude
ainda € deficiente e pouco valorizada (Chang et al., 1997). Apesar disso,
observa-se um crescente aumento do abuso de alcool e de outras drogas
ilicitas, como a cocaina, além do ja conhecido abuso de anfetaminas (Yarnold,
1997).

Além disso, ha varios fatores de risco, tais como genéticos, sociais,
psicologicos, ambientais, farmacocinéticos (absorgdo, distribuigdo e
metabolismo da droga), tipos de personalidades, tipos de bebidas utilizadas,
péso corporal, sexo e idade, que podem contribuir a vulnerabilidade ao
alcoolismo ou a dependéncia ao alcool (Cloninger, 1987; Tabakoff e Hoffman,
1996; Grant, 1997; Eckard et al., 1998).

Embora o alcoolismo seja um dos principais problemas médicos em
todo o mundo, os m_ecanismos responsaveis pelas diversas manifestagdes
clinicas desta doeng¢a permanecem ndo esclarecidos, portanto, um melhor
entendimento dos mecanismos dé acdo que levam ao desenvolvimento da

tolerancia, do abuso e da dependéncia a esta droga se faz necessario.



2. TOLERANCIA

O conhecimento do fendmeno da folerdncia aos efeitos do etanol tem
ajudado a compreensdo da natureza implicita do hébito de ingerir bebidas
alcoolicas e tem propiciado o desenvolvimento de novos esquemas de
tratamento para tal doenca. A tolerdncia esta entre os varios critérios para
caracterizar a dependéncia do etanol. E definida como uma necessidade de
quantidades progressivamente maiores da substancia para se atingir um estado
de intoxicag¢do ou acentuada redugdo do efeito com o uso continuado da
mesma quantidade de substancia (APA, 1994; Tabakoff e Hoffman, 1996).

Este relevante componente da dependéncia ao etanol pode ser
classificado com relagdo aos mecanismos gerais pelos quais ocorre no
organismo em: tolerdncia disposicional (ou | farmacocinética), que inclui
alteracdes na absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo da droga
contribuindo para a feduc;éo da concentragdo desta nos sitios de acdo e
tolerdncia funciona_l (_ou farmacodindmica), que inclui adaptagdes no
organismo aos efeitos da droga causando mudangas nas propriedades e
funcdes do tecido alvo, tornando-o menos responsivo a mesma quantidade da
droga (Kalant e Khanna, 1990; Tabakoff e Hoffman, 1996). A tolerdncia tem

sido bastante estudada devido as suas implica¢des no consumo do alcool e por



envolver alteragdes na plasticidade neuronal, que sdo alteragdes estruturais e
funcionais nas sinapses como resultado dos processos adaptativos (Tabakoff et
al., 1986; Kalant e Khanna, 1990). A tolerdncia metabdlica faz parte da
tolerancia disposicional e resulta de uma eliminagdo mais rapida do alcool no
organismo (Tabakoff et al., 1986). Esta associada ao aumento de atividade de
um grupo de enzimas hepaticas especificas que metabolizam o alcool, com a
conseqiente redugdo da duragdo de seus efeitos no corpo, causado pelo uso
repetido desta droga (Lieber, 1994). O desenvolvimento da tolerancia
disposicional para os efeitos do alcool parece ndo ser resultante de
mbdiﬁcag:ées na absorcdo, distribui¢do ou eliminagdo dessa droga.

A tolerdncia tem sido estudada em uma abordagem temporal, que
permite classificd-la em aguda, rapida e cronica. A tolerancia aguda €
observada durante o curso de uma tnica administragdo do etanol (Kalant e
Khanna, 1990; Kalant, 1998; Chandler et al., 1998) e foi descrita
primeiramente por Mellamby (1919). A tolerdncia cronica é geralmente
detectada ap0s varios dias, semanas ou meses de repetida administragdo do
etanol (Kalant e Khanna, 1990; Tabakoff, 1995; Chandler et al., 1998). A
tolerdncia rdpida, que é usualmente detectada entre oito e vinte e quatro horas
apOs a primeira inje¢do do etanol (Crabbe et al., 1979; Barreto et al., 1998;

Barbosa, 1999), tem sido considerada um modelo preditivo da tolerancia



cronica, devido a similaridade dos resultados obtidos cofn os de estudos
envolvendo estes dois tipos de tolerancia (Chan et a/., 1985; Khanna et al.,
1992a). Estes achados permitirani o desenvolvimento de modelos de estudos
da tolerancia ndo fossem tdo prolongados, evitando, portanto, o estresse dos
animais e diminuindo o custo com drogas. No entanto, esta forma de
tolerancia pareée envolver principalmente mecanismos funcionais, pois os
niveis de etanol no sangue no segundo dia de experimento, ndo foram
significantemente diferentes entre os animais tolerantes e ndo tolerantes, 120
minutos apos a injegdo de etanol (Khanna et al., 1991b;1992b)

Pesquisas mostraram que o desenvolvimento da tolerdncia ao alcool
esta droga pode ser acelerado quando os animais praticam o teste enquanto
intoxicados, sugerindo-se o termo tolerdncia por aprendizagem para designar
esse fenomeno (Chen, 1968; Leblanc et al., 1973; Bitran e Kalant, 1991).
Considera-se que o desenvolvimento da tolerancia pode ser influenciado pela
aprendizagem associativa (condicionamento classico ou Pavloviano) (L€ et
al., 1979; 1987), na qual um estimulo sensorial acompanha a oferta de etanol
ao animal. Este estimulo evoca uma resposta homeostatica compensatéria, que
€ a base do fendmeno da tolerdncia, previamente a administragdo do etanol.
Outra forma de aprendizagem que contribui para a tolerdncia ¢ a

aprendizagem operante (Leblanc et al., 1973; Lé et al., 1989), na qual os



animais praticam a tarefa sob a influéncia do etanol (ou prética intoxicada).
Em outras palavras, o animal aprende a desempenhar a tarefa enquanto
intoxicado pelo alcool.

Em 1968, Chen mostrou que, apos treinar ratos no labirinto, estes foram
divididos em dois grupos: um grupo recebeu etanol antes do teste e o outro
apos o teste. Apos trés sessdes de treino, os dois grupos foram submetidos a
um teste final, no qual ambos receberam etanol antes do teste. Observou-se
que o desenvolvimento da tolerdncia somente ocbrreu nos animais que
tiveram, previamente, a oportunidade de desempenhar a tarefa sob o efeito do
etanol. Assim, parece ser necessaria a execugio da pratica intoxicada para se
observar o desenvolvimento das tolerancias aguda, rapida e cronica a esta
droga (Leblanc et al., 1973).

Bitran e Kalant (1991) demonstraram que a aprendizagem possui um
importante papel dentro do desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol.
Grupos de ratos que receberam ufna unica dose de etanol (1,7 g/kg i.p.)
seguida de intensa pratica intoxicada no teste da esteira movel (moving-belt),
desenvolveram tolerdncia rapida funcional aos efeitos de incoordenagao
motora a uma segunda dose de etanol, administrada 8 a 24 horas apds. Na
auséncia da pratica intoxicada, ou ap6s uma consideravel reducdo da

oportunidade de praticar, a mesma dose de etanol falhou em produzir



tolerancia, sugerindo que nao somente a oportunidade da pratica intoxicada,
mas també€m sua extensdo e, possivelmente sua qualidade, sdo importantes
determinantes no desenvolvimento da tolerancia rapida. Outros estudos
também mencionam a influéncia da aprendizagem na tolerdncia (Khanna et
al.; 1992a e b; 1993a e b; 1996; Grant ef al., 1990; Kalant e Khanna, 1990).
Existem evidéncias de que a tolerancia ¢ dependente de fatores
genéticos em ragas de animais que preferem ou ndo o etanol (Gatto et al.,
1987; Lé e Kiianmaa, 1988). Assim, o desenvolvimento das tolerancias aguda
e cronica pode estar sujeito a um controle genético e ambiental, contribuindo
péra o aumento do consumo a esta droga (LeBlanc et al., 1975; Sdao-Jarvie e
Vogel-Sprott, 1991; Erwin e Deitrich, 1996). Trabalhos realizados em
humanos também sugerem que as diferengas genéticas podem influenciar no
desenvolvimento da tolerancia ao alcool, sugerindo que a predisposi¢do pode
contribuir para o aumento do consumo da droga e esclarecer o maior risco de
alcoolismo entre filhos de pais alcodlatras (Clonninger, 1987; Schuckit e
Gold, 1988). Estudos mostram que o desenvolvimento da tolerancia aos
efeitos do etanol pode ser acelerado quando administragdes repetidas desta
droga ocorrem no mesmo ambiente (Melchior e Tabakoff, 1985; Mansfield e

Cunninghan, 1996). Entretanto, quando o etanol é administrado em elevadas



concentragdes, pode ocorrer tolerancia funcional independentemente da
influéncia do ambiente (Melchior e Tabakoff, 1981).

Por muitos anos, as pesquisas sobre o efeito hipotérmico do etanol tém
sido empregadas como uma varidvel dependente para o estudo dos varios
aspectos da tolerancia a esta droga. Em 1979, Crabbe et al. foram os primeiros
a descrever a tolerancia rapida a hipotermia induzida pelo etanol em
camundongos. Estudos realizados por Khanna et al. (1992b; 1996; 1997)
mostraram que o desenvolvimento das tolerdncias ripida e cronica a
hipotermia foram similares ao da tolerancia a incoordena¢do motora induzida

pelo etanol.

3. ETANOL E SUA INTERACAO COM NEUROTRANSMISSORES

Tem sido demonstrado Que o etanol, em concentragdes fisiologicamente
e farmacologicamente relevantes, afeta uma variedade de sistemas de
neurotransmissores, “tais como acetilcolina (Erikson e Graham, 1973),
monoaminas (Myers e Melchior, 1975; Myers e Veale, 1968; Tabakoff et al.,
1977; Davies et al., 1997), aminoacidos (Frye et al., 1981; Mihic e Harris,
1996; Lovinger et al., 1989; 1990) e esterdides neuroativos (Bowen et al,,

1999; Vanover et al., 1999; Finn et al., 2000). Essa droga, também exerce
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importantes efeitos sobre membranas, canais iOnicos (Mihic e Harris, 1996;
Snell et al., 2000), sistemas de segundos mensageiros (Pandey, 1998) e 6xido
nitrico (Venkov et al., 1999).

No entanto, os receptores GABA-A e os receptores NMDA sdo os mais
sensiveis ao etanol e estdo claramente envolvidos nos mecanismos neuronais
que compreendem a tolerancia e a dependéncia ao etanol (Crews et al., 1996).
Estes receptores adaptam-se a exposi¢do cronica ao etanol e este fato pode
explicar a tolerancia e a hiperexcitabilidade na dependéncia e na sindrome de
abstinéncia a esta droga. E provavel que estas adapta¢des influenciem a
manuten¢do do comportamento excessivo de beber e, portanto, o estado de

dependéncia a esta droga (Gordis, 1995; Schulteis et al., 1996).

3.1 EFEITOS DA EXPOSICAO AGUDA OU CRONICA DO ETANOL
NO RECEPTOR GABA-A

Um grande numero de pesquisas tém se dedicado a examinar a relagdo
" entre as a¢des do etanol no sistema nervoso central e o complexo receptor
GABA-A, um receptor ligado a canais de cloreto, que contém multiplos sitios
de ligagdo, incluindo aqueles para os barbituricos, anestésicos volateis e
esterdides, benzodiazepinicos, alcoois, agonistas e antagonistas GABA, que

alteram a fungdo deste receptor (Johnston, 1996; Hevers e Luddens, 1998).
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Este  complexo receptor consiste de uma  glicoproteina

heteropentamérica composta de cinco subunidades de varias classes (1.6, B1.4,
Yi-45 O, Pi.3, & TE,'e ¢) e, embora ténham sido identificados diferentes tipos de
subunidades que podem levar a multiplas combinag¢Ges destas (Mehta e Ticku,
1999; Bonnert et al., 1999), o nimero de combinagdes do principal subtipo do
receptor GABA-A é estimado em torno de dez (McKernan e Whiting, 1996).
Embora nio se conhega a exata composi¢do dos principais receptores GABA-
A, cada receptor, provavelmente, consiste de duas subunidades a, uma
subunidade {3 e duas subunidades y. Cada tipo de subunidade interage somente
cém moléculas especificas; por exemplo, as subunidades o e B sdo sensiveis
aos efeitos dos barbituricos e do GABA, enquanto as subunidades o e y
contém o sitio de ligagdo para as benzodiazepinas. Ja as trés subunidades a,
B e y sdo sensiveis aos efeitos do etanol. Outras pesquisas mencionam que 0

sitio de ligagdo do alcool reside no segundo dominio transmembranar deste
receptor (Mihic et al., 1997; Mihic, 1999).

Os efeitos do e;tar;ol sobre a func¢do do complexo receptor GABA-A tém
sido extensivamente estudados nos ﬁltifnos 15 anos. Ha evidéncias
comportamentais, eletrofisiolégicas e neuroquimicas de que os efeitos desta

droga no sistema nervoso central envolvam agdes neste receptor (Mihic and

Harris, 1996). Em relagio aos efeitos comportamentais, a administragao aguda
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de etanol produz efeitos similares a de benzodiazepinicos e barbituricos como,
por exemplo, ansidlise, sedag¢do, hipnose e incoordenagdo motora
(Majchrowicz, 1975; Frey et al., 1981), prejuizo no processo cognitivo
(Matthews et al., 1995; Givens e McMahon, 1997) e, em elevadas
concentragdes, anestesia e depressdo respiratoria (Sellers e Kalant, 1976).
Muitos dos efeitos comportamentais desta droga s3o semelhantes aqueles dos
agonistas. do .receptor GABA-A, sugerindo um envolvimento direto deste
receptor nas agdes do etanol. Estes efeitos s@o potencializados pela
administracdo sistémica ou intracerebral de drogas que aumentam a ativagdo
do receptor GABA-A no cérebro, enquanto drogas que diminuem a ativagio
deste receptor, também diminuem os efeitos do etanol (Hoffman et al., 1987;
Glowa et al., 1988; Givens e Breese, 1990; Mihic and Hr;uris, 1996).

E amplamente relatado que o etanol aumenta a ativagio dos receptores
GABA-A. No entanto., isto ndo ocorre em todas as regides do cérebro, em
todos os tipos de células da mesma regido e nem em todos os sitios do
receptor GABA-A no mesmo neurdnio. Assim, esta droga, nas concentragdes
de 10-100 mM, aumenta as correntes pds-sinapticas inibitérias neuronais no
cortex cerebral, bem como em neurdnios do septo medial e em alguns
neurdnios hipocampais na area CAl (Reynolds et al., 1992; Weiner et al.,

1994; Marszalec et al., 1998). Este efeito do etanol parece ser devido a um
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aumento inicial das correntes de cloreto que permeiam o canal do receptor
(Weiner et al., 1994; Marszaiec et al., 1998), um efeito que pode ser
modulado, pela proteina quinase C (PKC), uma vez que inibidores especificos
desta proteina antagonizam o aumento da transmissdo sinaptica no receptor
GABA-A por essa droga (Weiner et al., 1994; 1997).

Tem sido relatado que o desenvolvimento da tolerdncia e da
dependéncia ao alcool parece estar associado com a redugdo da efetividade do
GABA e/ou benzodiazepinas em algumas regioes do cérebro, em parte, devido
a dessensibilizacdo e/ou down-regulation do receptor GABA-A (Mehta e
Ticku, 1989; Devaud et al., 1995). A funcio deste receptor geralmente é
reduzida durante a tolerancia ao etanol e outros agentes que aumentam a do
GABA. A down-regulation ocorre apos exposi¢do prolongada a estes ligantes,
podendo resultar na reducdo do numero de sitios de ligagdo dentro do
complexo receptor GABA-A, sem alteracdo de afinidade (Sieghart, 1995).
Trabalhos mencionam que as mudangas na fungdo e na expressdo das
subunidades do receptor GABA-A apds, tratamento prolongado com alcool,
variam de acordo com as estruturas cerebrais utilizadas (Grobin et al., 1998;
Matthews et al., 1998; Mehta e Ticku, 1999).

Por conseguinte, €é importante investigar se mudangas no

imunocontetdo das subunidades do receptor GABA-A no hipocampo e cortex



de camundongos ocorrem apods o desenvolvimento da tolerancia cronica ao

etanol.

3.2 EFEITOS DA EXPOSICAO AGUDA OU CRONICA DO ETANOL
NO RECEPTOR NMDA

A acdo do etanol sobre o receptor NMDA parece ter, também, um
importante papel no alcoolismo (Tsai et al., 1998). O complexo receptor
NMDA ¢ um subtipo de receptor glutamatérgico ionotrdpico, que esta
acoplado a um canal i6nico de alta condutancia, permeavel aos ions sddio,
potassio e calcio. Este receptor possui muitos sitios de ligagdo, incluindo
aqueles para o glutamato, glicina, céations divalentes (magnésio e zinco),
poliaminas, antagonistas do receptor NMDA, esteroides e etanol (Johnson, e
Ascher, 1987; Mayer e Westbrook, 1987; Ehlers et al., 1992).

Este receptor possui seis subunidades, tais como, NR1, NR2A-NR2D e
NR3A, as quais se combinam para formar um receptor multiméﬁco, que exibe
distintas propriedades .dependendo da composi¢do do receptor. Estudos
realizados por Laube e colaboradores (1998), tém sugerido que os receptores
NMDA podem ser compostos por duas subunidades NR1 e duas subunidades
NR2. A subunidade NRI estd amplamente distribuida no cérebro e ¢

considerada a subunidade chave deste receptor (Monyer et al., 1994).
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Pesquisas mostraram, que a subunidade NR2 controla a sensibilidade deste
receptor as drogas agonistas € antagonistas e a co-associagdo das subunidades
NR1/NR2A, NRI1/NR2B, NRI/NR2C e NRI/NR2D determina maior
sensibilidade a agonistas (Meguro et al., 1992; Ishii et al., 1993). Laube et al.
(1997) relataram também que as subunidades NR1 e NR2 expressam sitios de
reconhecimento para.o glutamato e contém sitios de fosforilagdo suséeptiveis
a para proteina quinase A (PKA) e PKC (Tingley et al., 1997).

Ha varios estudos mostrando que o etanol inibe a fun¢do do receptor
NMDA em concentragdes farmacoldgicas entre 5 e 50 mM (Lovinger et al.,
1989; 1990; Deutsch et al., 1991; Wirkner et al., 1999; Woodwar, 1999). Esta
droga e antagonistas deste receptor produzem efeitos similares em humanos e
animais (Hodge e Cox, 1998; Krystal et al., 1998). Entretanto, 0 mecanismo
pelo qual esta droga modula o receptor NMDA ndo esta claro. Em 1989,
Lovinger e colaborgdores demonstraram que o etanol, administrado
agudamente, inibiu as correntes ativadas pelo NMDA em cultura de neurdnios
hipocampais. Este efeito inibitorio do etanol parece ser devido a diminuigéo
no tempo e na freqiiéncia de abertura do canal (Lovinger ef al., 1990; Wright
et al., 1996). Estudos in vivo € in vitro tém sugerido que a potencializagdo de
longa duragdo (LTP), considerada como a base molecular da memoria,

mediada pelo receptor NMDA em neurdnios hipocampais, foi também inibida
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pelo etanol (Morrisett e Swartzwelder, 1993; Givens e McMahon, 1997;
Randall et al., 1995; Schummers et al., 1997). Sugere-se que a inibigdo
mediada por esta droga em neurdnios corticais e hipocampais, seja devida a
uma alteragdo na cinética de ativagdo do canal (Snell et al., 1993).

No entanto, pesquisas demonstram que a sensibilidade do receptor
NMDA ao etanol parece ser determinada pela composi¢io das subunidades
deste receptor. Koltchine e colaboradores (1993), foram os primeiros a
demonstrar que a subunidade NR1 foi inibida pelo etanol. Kuner e
colaboradores (1993) e Massod e colaboradores (1994) mostraram que a
cdmbinagﬁo das subunidades NR1/NR2 também foi inibida por esta droga,
sugerindo que o grau de inibicdo ¢ dependente da subunidade NR2. Estes
resultados foram confirmados por Mirshahi € Woodward (1995), que
demonstraram que a combinagdo das subunidades NR1/NR2A foi mais
sensivel a inibigdo pc_elo etanol, enquanto a combinagdo das subunidades
NRl/NR2C foi menos sensivel. Outros trabalhos sugerem que a subunidade
NR2B ¢é mais sensivel ao etanol (Lonviger, 1995; Fink e Gother, 1996;
Faingold et al., 1998).

Estudos in vivo tém demonstrado que a tolerancia ao etanol resulta no
aumento da densidade dos sitios de ligagdo para o MK-801 e glutamato no

hipocampo, cértex, estriado e tdlamo, mas ndo em receptores de outros sitios
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(Snell et al., 1993; Sanna et al., 1993; Grant et al., 1990). Michaelis e
colaboradores (1990) relataram que, no cérebro pds-morte, a densidade dos
sitios de ligacdo para o glutamato estd aumentada no hipocampo em
dependentes de alcool, quando comparados com humanos ndao dependentes.
Porém, observoufse uma diminui¢do na ligacdo do glutamato nesta estrutura
tanto em ratos tratados cronicamente com etanol, como em humanos
alcoolicos (para revisdo ver Faingold et al., 1998). A diferencga nos resultados
obtidos por estes estudos parece estar relacionada as diferengas nos protocolos
empregados.

Além disso, tém sido relatadas mudangas seletivas nas subunidades
deste receptor apds a exposi¢do cronica ao etanol. Assim, o tratamento croénico
de camundongos co.m etanol aumentou a subunidade NR1 no hipocampo e
cerebelo e também aumentou a subunidade NR2A no hipocampo e cortex.
Contudo, os niveis do~RNAm destas subunidades ndo aumentaram, enquanto
aumentaram os niveis do RNAm da subunidade NR2B (Snell et al., 1996).
Este tipo de exposi¢do também aumentou a regulagdo dos receptores RN1 pela
imunoreatividade no hipocampo, mas ndo no cortex, nucleo accumbens €
estriado (Trevisan et al., 1994). Trabalho anterior deste laboratério mostrou
que a exposi¢do crdnica ao etanol resultou em dependéncia a esta droga,

avaliada pela intensidade da sindrome de abstinéncia observada (Ferreira,
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2001). Entretanto, os niveis protéicos das subunidades NR1, NR2A, NR2B e
NR2C de hipocampo de ratos avaliados por Western Blot ndo foram alterados.
Este estudo sugere que, a expresséo de subunidades de receptores NMDA ndo
parece ser fundamental para os mecanismos adaptativos observados apos o

uso cronico de alcool.

4. NEUROESTEROIDES

O termo “neuroesterdide” foi proposto em 1981 por Baulieu, e tem sido
aplicado a varios esterdides que sdo acumulados no sistema nervoso
independentemente das glandulas enddcrinas esteroidogénicas e/ou podem ser
sintetizados de novo a partir do colesterol tanto no sistema nervoso central
quanto no periférico (Baulieu, 1991, 1997; Compagnoné e Mellon, 1998).
Estes incluem a pregn~enolona é seu sulfato éster, a progesterona e seus Sa-
metabolitos reduzidos e a dehidroepiandrosterona, principalmente em sua
forma de sulfato, que permanecem presentes no cérebro por longo tempo apos
a remogdo das glandulas enddcrinas esteroidogénicas (gonadas, adrenais e /ou
placenta).

A caracteriza¢do da pregnenolona e dehidroepiandrosterona no cérebro

de ratos como esterdides ndo-conjugados e seus sulfatos, em concentragGes
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mais altas no cérebro do que no plasma, tem levado a reconsiderag¢do da inter-
relacdo esteroide-cérebro (Baulieu, 1997). No entanto, as concentragdes de
testosterona e corticosterona rapidamente declinam para niveis nao detectaveis
apos a remogdo das correspondentes glandulas enddcrinas (Corpéchot et al.,
19; Baulieu, 1997). Estas observagdes revelam a existéncia de uma via de
biosintese de esterdides no sistema nervoso central.

A sintese destes neuroesteréides no sistema nervoso central e sistema
nervoso periférico (Figura 1) envolve trés isoformas de citocromo P450
(P450scc, P450c17 e P450c11pB) e o primeiro passo limitante nesta sintese € a
conversdo do colesterol em pregnenolona pelo complexo enzimatico do
citocromo P450 por clivagem oxidativa da cadeia lateral (P450scc), uma
enzima mitocondrial encontrada nas células gliais (Robel e Baulieu, 1994;
Michael et al., 1996; Robel et al., 1995). Além disso, o cérebro contém
enzimas adicionais que convertem O0s classicos hofm()nios esterdides em
varios neuroesteroides. A pregnenolona, a dehidroepiandrosterona € o0s
metabolitos da progesterona tém sido identificados no cérebro de varias
espécies. Os metabdlitos da progesterona incluem a Soa-dihidroprogesterona e
a alopregnanolona, sugerindo que o cérebro metaboliza a progesterona de
modo diferente das glandulas adrenais e das gdnadas. Entretanto, a sintese de

neuroesterdides pode ser bloqueada por inibidores especificos como, por
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exemplo, a finasterida, um inibidor da enzima Soa-redutase (Lephart et al.,
1996; Kokate et al., 1999; VanDoren et al., 2000); a indometacina, um
inibidor da enzima 3oc-hidroxiestérc’>ide redutase (3a-HSD) (VanDoren et al.,
2000); e o trilostano, (4a-5-epoxi-17B-hidroxi-3-oxo-Sa-androstano-2a.-
carbonitrila, TRIL), um potente inibidor da enzima 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase (3 B-HSD) (Potts et al., 1978; VanDoren et al., 2000).

As concentracbes de pregnenolona, sulfato de pregnenolona,
dehidroepiandrosterona e sulfato de dehidroepiandrosterona no cérebro e no
plasma de ratos sdo0: 8,9, 14,2,0,24 ¢ 1,70 ng/g; e de 1,2, 2,1, 0,06 € 0,20 ng/g,
respectivamente (Baulieu e Robel, 1996; Baulieu, 1997). As conéentragées
dos neuroesterdides sdo maiores no cérebro do que no plasma de ratos e, ndo
desaparecem do cérebro 15 a 45 dias ap6s combinada adrenalectomia e
orquiectomia (Baulieu, 1997). Young et al. (1996), mostraram que as
concentragdes de - pregnenolona, sulfato de  pregnenolona,
dehidroepiandrosterona e progesterona em camundongos machos adultos
castrados foram similares as obtidas em ratos machos. Entretanto, estudos tém
demonstrado que a administragdo aguda de etanol diminui as concentragdes
dos neuroesteroides dehidroepiandrosterona e sulfato de
dehidroepiandrosterona no cérebro de ratos. Esta diminuigdo ocorre

rapidamente € o sulfato de dehidroepiandrosterona desaparece completamente
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ap6s 30 minutos, reaparecendo progressivamente ap6s 4 horas. No entanto, as
concentragdes de pregnenolona e sulfato de pregnenolona n3o sdo alteradas
(Robel e Baulieu, 1994).

Estudos recentes tém mostrado que os neuroesterdides, além de sua
acdo genOmica classica, apresentam agdes ndo gendmicas. Essas agdes sao
rapidas e relacionadas com diversos sistemas de neurotransmissores. Os
neuroesterdides tém distintas agO0es ndo gendmicas sobre os sistemas dos
receptores GABA-A e NMDA, dois receptores conhecidos por mediarem os

efeitos do etanol (Bowen et al., 1999).
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Figura 1. Biossintese de neuroesteréides. As enzimas estdo demonstradas em cada reagao.
P450scc, citocromo P450 por clivagem oxidativa da cadeia lateral; 3a-HSD, 3a-
hidroxiesteréide redutase; 3B-HSD, 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (adaptada de

Compagnone e Mellon, 1998).
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4.1. NEUROESTEROIDES E O RECEPTOR GABA-A

Os principais estudos dos efeitos dos neuroesterdides convergem para
sua intera¢do com o receptor GABA-A (Compagnone et al., 1995; McEwen,
1991). Evidéncias bioquimicas, eletrofisioldgicas e comportamentais sugerem
que alopregnanolona, alotetrahidrodeoxicorticosterona, progesterona e
epipregnanolona atuam como moduladores positivos (Lambert et al., 1995;
Schumacher et al., 1997), enquanto o sulfato de pregnenolona e sulfato de
dehidroepiandrosterona atuam como moduladores negativos do receptor
GABA-A (Majewska et al., 1988; Majewska, 1992; Mienville e Vicini, 1989)
(Figura 2).

Neuroesterdides endogenos como alopregnanolona,
alotetrahidrodeoxicorticosterona e pregnanolona estdo entre 0s principais
ligantes ativos no receptor GABA-A, com afinidade igual ou superior aos do
barbituricos e benzodiazepinas (Paul e Purdy, 1992; Lambert et al., 1995).
Portanto, ndo é surpreendente que estes e outros neuroesterdides tenham
efeitos ansioliticos, - hii)n(’)ticos, anticonvulsivantes e anestésicos quando
administrados em animais de laboratério (Lambert et al., 1995). No entanto,
estudos eletrofisioldgicos e de binding tém demonstrado que os efeitos destes

neuroesterdides ndo resultam da ligagdo a sitios de reconhecimento das

benzodiazepinas, barbitiricos, picrotoxina e GABA associados ao complexo
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receptor GABA-A, sugerindo que interagem com um sitio distinto neste
complexo receptor (Paul e Purdy, 1992; Lambert et al., 1995; Morrow et al.,
1990b). Embora ndo haja uma absoluta especificidade a modulagdo dos
neuroesteroides neste receptor, tem sido demonstrado que a presenga das
subunidades o e y afeta a neuromodulagdo exercida pela alopregnanolona e
sulfato de preénenolona (Shingai et al., 1991; Zaman et al., 1992). Por
exemplo, estudos eletrofisioldgicos demonstraram que a presenga da
subunidade al dobrou a eficicia da alopregnanolona e a presenga das
subunidades y inibiu a modulagdo pelos neurosterdides (para revisdo, ver
C;)mpagnone e Mellon, 2000).

Estudos realizados por Majewska et al (1987; 1988), demonstraram que
concentragdes micromolares de sulfato de pregnenolona inibem, de maneira
dependente da dose, o transporte de cloreto ou as correntes induzidas pelo
GABA em sinaptoneurosomas € neurdnios, respectivamente. Estudos de
binding sugerem que o sitio que exibe afinidade de ordem micromolar a este
neuroesterdide coincide com o sitio de ligagdo de convulsivantes ao receptor
GABA-A (Majewska et al., 1990a). Também tem sido relatado que o sulfato
de dehidroepiandrosterona bloqueia as correntes induzidas pelo GABA em
neurdnios, e parece interagir em sitio proximo ao da ligag@o dos barbitdricos

(Majewska et al., 1990b; Dermigoren et al., 1991).
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Os neuroesterdides de acdo GABAérgica modulam os eventos
sinapticos e podem ter um papel crucial na plasticidade neuronal. Os
moduladores positivos do recepfor GABA-A prolongam o potencial pds-
sinaptico inibitério (PPSI) (Harrison et al., 1987) e reduzem as respostas
despolarizantes ao glutamato e os potenciais de agdo induzidos pelo glutamato
(Lambertt ef al., 1995), enquanto que os moduladores negativos deste receptor
(sulfato de pregnenolona e sulfato de dehidroepiandrosterona) reduzem as
amplitudes do PPSI (Spivak, 1994), aumentando a despolarizagdo neuronal.
Os efeitos excitatérios destes neuroesterdides moduladores negativos do
receptor GABA-A sobre os neurdnios, tém sido consistentemente relatados
(Carette e Poulain, 1984) juntamente com suas ag¢des convulsivantes em

animais (Heuser e Eidelberg, 1961).

4.2. NEUROESTEROIDES E O RECEPTOR NMDA

Tem sido demonstrado que neuroesterdides como o sulfato de
alopregnanolona e o_ su]fato de epipregnanolona, atuam como moduladores
negativos do receptor NMDA (Park-Chung et al., 1994), enquanto o sulfato de
pregnenolona, a pregnenolona e a dehidroepiandrosterona sdo considerados
moduladores positivos do receptor NMDA (Bowlby, 1993; Irwin et al., 1992;

Majewska et al., 1988; 1990a; De Kloet et al., 1998; De Meio, 1975). O
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sulfato de dehidroepiandrosterona € um fraco modulador positivo desse
receptor (Figura 2).

Estudos eletrofisiologicos mostraram que o sulfato de pregnenolona
atua como um modulador positivo do receptor NMDA em neurdnios da
medula espinhal (Wu et a/ 1991). Nestes estudos, 100 uM de sulfato de
pregnenolona aumentou as correntes associadas a receptores NMDA em
aproximadamente 200%. Irwin et al. (1992) também demonstraram que este
neuroesteroide aumentou a concentragdo de célcio intracelular, mediado pelo
receptor NMDA em culturas de neurénios do hipocampo de rato. Além disso,
foi demonstrado que o aumento de calcio intracelular mediado pela
dehidroepiandrosterona, foi abolido de maneira dependente _da dose pelo MK-
801 e pelo D-APS5, que sdo antagonista ndo competitivo € um inibidor
competitivo do receptor NMDA, respectivamente, sugerindo uma interagdo
direta da dehidroepiandrosterona neste receptor (Compagnone et al., 2000).
Compagnone e Mellon (1998) também relataram que o sulfato de
dehidroepiandrosterona- potenciou o aumento do célcio intracelular livre
devido a ativagdo dos receptores NMDA no cérebro.

Os neuroesterdides atuam rapidamente e com um alto grau de
especificidade estrutural, o que é mais condizente com sua ag¢do direta em

sitios modulatorios especificos no receptor NMDA, do que um efeito indireto
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mediado por associagdo com a bicamada lipidica ou outras proteinas. Esta
modulag@o € independente dos sitios da espermina, redox, glicina, MK-801,
Mg*" e do acido araquidénico qué também estad presente no receptor NMDA
(Park-Chung et al., 1997), indicando que estes neuroesterdides atuam através
de uma classe distinta de sitios modulatorios. Além disso, a interagdo entre o
modulador positivo (sulfato de pregnenolona) e o modulador negativo (sulfato
de epipregnanolona) ndo é competitiva, indicando que apesar da similaridade
estrutural, os efeitos destes dois moduladores do receptor NMDA s&o
mediados através de sitios distintos. O efeito inibitério do sulfato de
epipregnanolona provavelmente nio é devido a ligacio dentro do poro do
canal, porque a inibi¢do € independente da voltagem. Os sitios para ambos
moduladores, positivo e negvativo, provavelmente estdo localizados nas
porgdes extracelulares do receptor NMDA, pois o sulfato de pregnenolona e
sulfato de epipregnanoilona ndo tém efeito quando aplicados intracelularmente
(Park-Chung et al., 1996,1997). Além disso, estudos sugerem que a
subunidade NMDARZ2A controla a eficacia de ativa¢do dos neuroesteroides

que sdo moduladores positivos (Yaghoubi et al., 1998).



28

- 0 P-450scc
PREGNENOLONA

4
Terminal PS/ / , %Pl
Pré-Sindptico « DHEAS ALLOT
Glutamatérgico - \ Sindptico
\ N
S
N N
N N

N

\

/
éc
7

R‘GABAA
CI™

Neurénio Pos-Sinaptico

Figura 2. Modelo esquematico da modulagdo dos receptores NMDA e GABA-A pelos

neuroesterdides (adaptada de Lancaster, 1994).

4.3. NEUROESTEROIDES E ETANOL

Ha evidéncias de que a alopregnanolona e a pregnanolona aumentam o
prejuizo motor e o tempo de sono induzido pelo etanol em camundongos

(Vanover et al., 1999; Vanover, 1999). Czlonkowska et al. (2000),
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demonstraram que a administragdo de alopregnanolona
intracerebroventricularmente (i.c.v.) em camundongos, diminuiu a laténcia é
aumentou a duragio do tempo de sono, de maneira dependente da dose,
enquanto que a progesterona nao alterou a laténcia e o tempo de sono induzido
pelo etanol. Contudo, o sulfato de dehidroepiandrosterona e o sulfato de
pregnenolona, em algumas doses, diminuiram a duragdo do tempo de sono
produzido pelo etanol. Estes pesquisadores sugerem que a falta dos efeitos da
administracdo de progesterona indica que esta droga seja metabolizada
perifericamente a esterdides neuroativos, que podem aumentar as agdes do
etanol relacionadas a0 GABA, apés sua interagdo no cérebro. Melchior e
Allen (1992) e Melchior e Ritzmann (1992) também demonstraram que os
neuroesterdides sulfato de pregnenolona e sulfato de dehidroepiandrosterona
aumentaram o efeito hipotérmico do etanol, mas néo interferiram na
incoordenagd@o motora ou no tempo de sono induzido pelo etanol, enquanto
que a pregnanolona aﬁmentou todos 0s trés efeitos do etanol.

Melchior e Ritzmann (1996) mostraram que o sulfato de pregnenolona,
sulfato de dehidroepiandrosterona, dehidroepiandrosterona e pregnenolona,
foram capazes de bloquear o prejuizo da meméria produzido pelo etanol (0,5
g/kg) em camundongos, quando avaliados no labirinto em T (T-maze). Um

resultado surpreendente obtido por estes pesquisadores foi o bloqueio do
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efeito do etanol (prejuizo da memoria) pela pregnanolona, um moduladqr
positivo do receptor GABA-A. Em contraste, a epipregnanolona, um
antagonista especifico da pregnaholona neste receptor (Prince e Simmonds,
1992), reduziu a capacidade deste neuroesterdide em bloquear o efeito do
etanol. Assim, pode haver uma interacdo entre neuroesterdides que interfira
nas acdes do etanol.

Outros trabalhos mencionam que os neuroesterdides que modulam
positivamente o receptor GABA-A de modo semelhante ao etanol,
provavelmente potencializam os efeitos discriminativos do etanol, enquanto
que os neuroesterdides que modulam negativamente este receptor ou
positivamente o receptor NMDA de modo oposto ao etanol, possivelmente
diminuem os efeitos do etanol (Bowen et al., 1999). Outros estudos mostram
que a tetrahidrodeoxicorticosterona (5a-THDOC), um neuroesterdide que
aumenta a conduténcia dos ions cloreto no receptor GABA-A, vaumentou este
efeito do etanol, enquanto o sulfato de dehidroepiandrosterona, um modulador
negativo deste receptor, ndo diminuiu o efeito do etanol (Bienkwski e
Kostowski, 1997).

Recentes pesquisas realizadas por Mheta e Ticku (2001) mostraram que
o sulfato de dehidroepiandrosterona inibiu a ligagdo do [H’] flunitrazepam em

menor grau no cerebelo de ratos dependentes ao etanol, quando comparados
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ao grupo controle. Ja a dehidroepiandrosterona foi mais potente em inibir a
ligagdo do [H’] TBPS (t-butilbiciclofosforotionato) no cerebelo € no cortex
cerebral de ratos dependentes a0 etanol, quando comparados ao grupo
contrqle. Estas observagdes indicam que estes neuroesteroides modulam de
modo diferente os receptores GABA-A em ratos dependentes de etanol, bem
como em ratos controle. Sugerindo que os sitios de ligagdo destes
neuroesteroides neste receptor t€m um | importante papel durante a
dependéncia, bem como podem modular algumas mudangas neuroquimicas
associadas a administragdo cronica de etanol.

Com respeito a participa¢do de neuroesterdides na tolerdncia ao alcool,
estudos prévios de nosso laboratério mostraram que o pré-tratamento com
sulfato de pregnenolona ou sulfato de dehidroepiandrosterona, trinta minutos
antes do etanol, estimulou o desenvolvimento da tolerancia rapida a
incoordenagio motorav ao etanol (Barbosa, 1999). Além disso, em relagao a
estudos cdm injegdes repetidas de alcool, observamos que a administragdo de
sulfato de pregnenolona e epipregnanolona, respectivamente, estimulou e
bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia cronica ao prejuizo motor induzido
pelo etanol (Barbosa, 1999; Barbosa e Morato, 2000). Nao se sabe, no entanto,

se durante o desenvolvimento da tolerdncia cronica ao etanol em animais
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tratados ou ndao com neuroesterdides, haveria alguma alteragdo no
imunoconteudo da subunidade o, do receptor GABA-A.

A agdo estimulatoria do sulfato de pregnenolona no desenvolvimento de
tolerancia a0 etanol foi revertida pela administragdo de (+)MK-801, um
antagonista nio competitivo do receptor NMDA. Por outro lado, o0 muscimol,
um agonista do receptor GABA-A, bloqueou a tolerdncia rapida a
incoordena¢do motora induzida pelo etanol. Assim, seria importante verificar
se o bloqueio pelo (+)MK-801 da tolerancia rapida a incoordenagdo motora
causada pelo etanol seria inibido por sulfato de pregnenolona. Além disso,
seria importante observar a interagdo de (+)bicuculina, um antagonista do sitio
do GABA no receptor GABA-A, e neuroesterdides na modulagio da
tolerancia. Esses resultados poderiam fornecer evidéncias da participagdo dos
receptores NMDA e GABA-A na modulagdo da tolerdncia ao alcool por

neuroesteroides.
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II - HIPOTESES

A exposicdo prolongada ao alcool leva ao desenvolvimento de
tolerancia. O desenvolvimento da tolerdncia aos efeitos do alcool €
inﬂuenciadd por diferentes fatores (farmacodinamicos, farmacocinéticos,
cognitivos). Os neuroesteroides, que modulam positiva ou negativamente 0s
receptores GABA-A e NMDA possivelmente exercem um papel chave nos
varios fatores relacionados com esse fendmeno, especialmente, no que diz
respeito aos receptores GABA-A. Assim, ¢ possivel que haja uma alteragdo no
imunoconteudo da subunidade o, dos receptores GABA-A hipocampais €

corticais.
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II1 - OBJETIVOS

O presente trabalho tem por ‘objetivo geral estudar os fatores
envolvidos na modulagdo da tolerdncia aos efeitos do etanol por
neuroesteroides. Para atingir esse proposito, os seguintes objetivos especificos

foram desenvolvidos:

1. Verificar a influéncia de neuroesterdides em um modelo de tolerancia

rapida a hipotermia produzida pelo.

2. Estudar a interagdo entre diferentes neuroesterdides no desenvolvimento da
tolerancia rapida a incoordenacdo motora e hipotermia produzidas pelo

etanol.

3. Investigar os efeitos da inibi¢do da sintese de neuroesterdides da fmasterida
(inibidor da enzima S5a-redutase) e da indometacina (inibidor da enzima
3a-hidroxiesteroide-redutase) no desenvolvimento da tolerancia rapida a

incoordenagdo motora do etanol.-

4. Complementar o estudo sobre a participagdo dos sistemas GABA-A e
NMDA nos efeitos de neuroesterdides na tolerancia rapida ao etanol pelo

uso de (+)bicuculina e (+)MK-801.
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5. Estudar a importancia de fatores cognitivos na modulagdo da tolerdncia

rapida por neuroesteroides.

6. Verificar se a interferéncia na tolerdncia rapida ao etanol exercida por

neuroesterdides apresenta um componente farmacocinético.

7. Avaliar o imunocontetdo da subunidade «; do receptor GABA-A apds o

desenvolvimento da tolerancia cronica ao etanol em tecidos cerebrais de

animais tratados com neuroesterdides, utilizando-se da técnica de Western

* Blot.



IV - MATERIAL E METODOS

1.ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Suigos, machos, mantidos 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 agua e comida ad libitum. O presente estudo procurou seguir as
recomendac¢des do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do
Nétional Institutes of Health (NIH) dos‘ Estados Unidos e o protocolo
experimental foi aprovado pela Comissﬁo de Etica para Uso de Animais da

Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA n°. 058/2001).

2. DROGAS ¢ REAGENTES

As seguintes drogas foram utilizadas: etanol absoluto p.a. Merck (grau
de pureza 99,8%), dilﬁfdo em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%) a 14% (p/v),
em todos os experimentos; sulfato de pregnenolona (5-pregnen-3f3-0l-20-one
sulfate sodium), sulfato de dehidroepiandrosterona (5-androsten-3f3-ol-17-one
sulfate sodium), (+) MK-801 (Research Biochemicals International; EUA) e

preparadas nas concentragdes apropriadas, em solugdo fisioldgica;
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epipregnanolona, alotetrahidrodeoxicorticosterona (Sa-pregnane-3a,21-diol-
20-one) (Sigma Chemical Company; EUA) e dissolvidas em concentra¢des
apropriadas em 1% de Tween 80 e solugdo fisiclogica; finasterida (Sigma
Chemical Company; EUA) dissolvida numa mistura de 80% oleo de milho;
indometacina (Sigma Chemical Compaﬁy; EUA) dissolvida em solugdo
tampdo de Tris (pH 7,4) e (+)bicuculina (Sigma Chemical Company; EUA)
dissolvida em solucio tampio de PBS (pH 7,0). A solugdo fisioldgica (salina)
foi preparada com NaCl (Merck) em agua desﬁlada, na concentragio de 0,9%.
_Todas as solu¢les foram livremente preparadas e administradas por via
iﬁfraperito'neal (i.p.) e todos os volumes injetados foram de 1ml/kg de peso
corporal, exceto para o etanol que foi ajustado de acordo com a dose utilizada.

As doses daé varias drogas utilizadas no presente estudo forafn retiradas
da literatura e/ou baseadas em resultados de estudos preliminares (Barbosa,
1999; Barbosa e Morato 2000; Melchiof e Ritzmann, 1996).

"~ Os seguintes reagentes foram utilizados: Bis-acrilamida (Sigma);
Acrilamida (Sigma); Tris (Pharmacia Biotech); SDS (s6dio dodecil sulfato;
Pharmacia Biotech); Acido Bérico (Pharmacia Biotech); EDTA (Merck);
NaCl (Merck); kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech); Glicina (Pharmacia

Biotech) e BSA (soroalbumina bovina; Sigma).
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3. EQUIPAMENTOS

3.1. ROTA-ROD:

O rota-rod, fabricado pela Columbus Instruments International
Corporation, consiéte numa caixa de acrilico dividida em quatro
compartimentos e possui um eixo giratorio suspenso entre eles. Esse eixo pode
girar com vélbéidade constante ou com aceleragdo regulével de 1 r.p.m./s.
Abaixo do eixo, 1ocaliza-se um sistema fotoelétﬁco que permite o registro da
queda do animal e a aplicag:ﬁo de um choque de 0 a 1 mA. O equipamento esté
acoplado a um computador PC-XT, tornando possivel a programagdo dos

experimentos e registro dos dados.

3.2. TERMOMETRO:

Termdmetro digital (modelo 8402-00), fabricado pela Cole-Parmer

Instrument Company, contém um sensor flexivel de 2,5 mm de didmetro.

3.3. ELETROTRANSFERENCIA:

Sistema de eletrotransferéncia (modelo TE22 e fonte EPS301),

fabricado pela Amersham Pharmacia Biotech.
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4. PROCEDIMENTO GERAL

4.1. TREINAMENTO DOS CAMUNDONGOS NO ROTA-ROD

O treinamento consistiu em quatro treinos didrios durante trés dias, no
aparelho de rota-rod. O équipamento permitiu o treino de quatro animais por
vez, sendo o intervalo de tempo entre um treinamento e outro, foi de
aproximadamente ddis minutos. O animal era colocado no aparelho, sob
aceleragdo continua (1r.p.m./s), e a queda do animal do eixo giratoério era
registrada. Ao cairem, recebiam um choque de 0,2 mA nas patas (2 s). Apos o
periodo dos treinos, os animais foram selecionados de acordo com uma linha
de base estavel de, no minimo, 20 r.p.m./s para a realiza¢@o dos testes. Os
animais selecionados apresentaram valores basais de 20 a 40 rp.m./s ¢ a

porcentagem de aproveitamento dos animais foi de aproximadamente 90 —

92%.

4.2. TESTE NO APARELHO DO ROTA-ROD

Nos testes, primeiramente, foi feito o registro da medida basal, que
constitui na avalia¢do da velocidade (r.p.m.) em que‘ o animal, ja treinado,
caia do eixo giratério. Os animais receberam, intraperitonealmente, inje¢do de
solugdo fisioldgica ou etanol, em doses apropriadas e foram colocados no rota-

rod em intervalos de 30, 60 ¢ 90 minutos apds a injegdo, para observagdo de
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seu desempenho. A velocidade de queda de cada animal, obtida aos 30, 60 e
90 minutos apds a injecdo, foi comparada com o respectivo valor basal, para a
verificagdo da incoordenagdo motora. Dentre os valores obtidos para cada.
animal, registrou-se a pior desempenho. ApGs 24 horas, todos os animais
foram retestados, sob efeito de etanol e o prejuizo motor maximo induzido em
cada um foi calculado, conforme descrito por Barreto ef al. (1998) e Barbosa e

Morato (2000), pela férmula:

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

escore da linha de base

4.3. TREINAMENTO DOS CAMUNDONGOS COM O TERMOMETRO

Os animais foram previamente manuseados por trés dias antes do
experimento com o termdmetro digital, com a finalidade de habituar o animal
ao equipamento e, aésim, minimizar a ocorréncia de estresse. Os animais
foram mantidos em_gai_olas plasticas durante 30 minutos em ambiente com
temperatura de 23 + 1 °C e, em seguida, um sensor lubrificado com Vaselina
foi inserido 2,5 ¢cm dentro do reto, sendo o registro da temperatura estavel
- obtido em aproximadamente 30 segundos. Em todos os experimentos o0s

animais apresentaram valores basais entre 36,7 e 37, 4 °C.
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4.4. TESTE DE HIPOTERMIA

Nos testes, primeiramente foi determinada a temperatura corporal basal.
Os animais receberam, intraperitonealmente, inje¢do de solugdo fisioldgica ou
etanol, em doses apropriadas e foram avaliadas as temperaturas corporais em
intervalos de 30, 60 e 90 minutos apds a inje¢do. A temperatura corporal
obtida aos 30, 60 e 90 minutos apos a inje¢do, foi comparada com o respectivo
valor da temperatura basal para a verificagdo da hipotermia. Dentre os valores
obtidos, para cada animal, registrou-se a variacdo na queda da temperatura.
Apods 24 horas, todos os animais foram retestados, sob efeito de etanol e a

variacdo da temperatura induzida nos animais foi calculada pela férmula:

Variagio da temperatura (°C) = menor temperatura do teste — temperatura basal

4.5. WESTERN BLOT
Obtencdo das amostras

ApoOs o tratamento para desenvolvimento de tolerdncia crbnica ao
etanol, na presen¢a ou ndo de neuroesterdides (sulfato de pregnenolona e
epipregnanolona), os animais foram sacrificados 30 min apds a administra¢do
de etanol no décimo terceiro dia. Seus cérebros foram retirados, € seus

hipocampos e cortex cerebrais dissecados em meio refrigerado.



Separagao de proteinas

Os hipocarﬁpos e os cortex foram homogeneizados em relacdo 1/10
(p/v) em tampdo de homogeneizagio (100mM EDTA, 200mM PMSF e 50mM
Tris, pH 7,0) e, a seguir, centrifugados 1000 xg durante 5 nﬁn a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e, as proteinas foram dosadas para preparacdo de
amostras pafa eletroforese. As proteinas (100ug/pogo) foram separadas por
SDS-PAGE (eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo SDS), usando

gel gradiente 7,5-15% e gel de entrada 4% (Bunn ef al., 1995).

Eletrotransferéncia e imunodetecgdo

As proteinas foram transferidas do gel para a membrana de
nitrocelulose usando corrente de 300mA (3 h; 4°C). Apos a
eletrotransferéncia, as membranas foram bloqueadas (1h) com leite desnatado
5% em TBS (Tris 10mM, NaCl 150mM, pH7,5) e, a seguir, lavadas uma vez
durante 5 min com TES-T (Tween-20 0,05%, Tris 10mM, NaCl 150mM,
pH7,5). Um segundo bloqueio (1 h) foi realizado usando 2,5% de gelatina em
TBS, seguido de nova lavagem (trés vezes por 5 min) em TBS-T (Baldo,
1994; Collins & Sim, 1998). Finalmente, as membranas foram incubadas com
o anticorpo anti-GABA,-a, €, a seguir, lavadas quatro vezes durante 5 min

com TBS-T.
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Para a detec¢dao dos complexos imunes, as membranas foram incubadas
(1 h) com anticorpo secundario especifico (rabbit, ligado a peroxidase) e, apos
trés lavagens (por 5 min) com TBS-T e uma vez (por 5 min) com TBS, foram
revelados através de kit de quimioluminescéncia (sistema ECL), seguindo as

recomendacdes do fabricante.

Dosagem de proteina

As proteinas. foram dosadas através do método de Peterson (1977).
Sobre aliquotas de 2 ul das amostras foram adicionadas 398 ul de H,O e 400
ul do reagente de Lonry (0,2 N NaOH; 2,5% DSD; 5% Na,CO3; 0,2% SUSOy;
0,1% de tartarato duplo de Na" e K"). Em seguida, forma adicionados 200 ul
do reagente de folin 0,4% N e encubados por 30 min. A leitura foi realizada
em 750 nn e as concentragdes de proteinas foram obtidas através de uma curva

padrdo utilizando albumina sérica bovina “BSA” .

4.6. DOSAGEM ALCOOLICA

A dosagem alcodlica foi determinada por método enzimético, baseado
na conversdo do alcool para aldeido pela agdo da desidrogenase. As amostras
de sangue foram colhidas de animais ndo aproveitados nos testes, por pungao

intracardiaca (0,7 - 1 ml), com a utilizagdo de uma agulha intradérmica, em
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seringa de 1 ml. O sangue foi entdo transferido para o tubo de ensaio,
contendo o anticoagulante EDTA, e armazenado em um refrigerador. No
momento das dosagens, as afnostfas 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; tampao de citrato de
sodio, além do corante monotetrazolium. Apos um periodo de repouso de 24
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).

5. ANALISE ESTATISTICA

‘Os resultados foram avaliados através da Anilise de Varidncia
(ANOVA) tendo como variaveis independentes o primeiro pre-tratamento, 0O
segundo pré-tratamento, o tratamento e o dia, dependendo do experimento
realizado e, como varidveis dependentes a incoordenagdo motora maxima ou
variagdo maxima na queda da temperatura. O teste post hoc empregado foi o
teste de Tukey. Para as dosagens alcodlicas cerebrais foi realizada a ANOVA
de uma via. Para a quantificagdo da subunidade o, do receptor GABA-A, a

analise estatistica foi realizada através da ANOVA e o teste post hoc
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empregado foi o teste de Duncan. O valor de p< 0,05 foi considerado como

nivel de significancia em todos os experimentos.
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Experimento 1: Efeito de diferentes doses de etanol sobre o desenvolvimento

da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico.

Este experimento foi realizado com o intuito de selecionar uma dose de
etanol que produéisse tolerancia rapida, e uma outra dose que ndo produzisse
tolerancia ao efeito hipotérmico induzido pelo etanol. Para tal, camundongos
previamente habituados com o procedimento de medida da temperatura, no
Dia 2, foram divididos em oito grupos com dez animais em cada um. No Dia
1, quatro grupos receberam 4,0 g/kg de etanol ou salina sendo a resposta
hipotérmica medida aos 30,60 e 90 minutos. Logo apds, os animais retornaram
para suas gaiolas-moradia. No Dia 2 os animais receberam etanol (1,75; 2,0;
2,25 ou 2,5 g/kg) e a resposta hipotérmica foi medida para avaliar o grau de

tolerdncia rapida.

Resultados

Os resultados destes experimentos indicam que os camundongos
tratados com etanol (4,0 g/kg) no Dia 1, manifestaram menor resposta
hipotérmica ao etanol significativa em relagdo aos grupos controles, de modo
dependente da dose (Figura 3). No Dia 2, verificou-se que os grupos tratados

com etanol, nas doses 1,75 ou 2,5 g/kg, ndo apresentaram tolerancia, enquanto
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que nos grupos que receberam etanol nas doses de 2,0 ou 2,25 g/kg [F(1.72 =
13,33; p<0,0001], observou-se o desenvolvimento da tolerancia rapida. A
analise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que nestes grupos de animais
houve significante redugdo da hipotermia, sugerindo o desenvolvimento da
tolerdncia rapida. A dose de 2,0 g/kg de etanol produziu tolerdncia mais
evidente do que a dose de 2,25 g/kg e, por este motivo, foi escolhida,

juntamente com a dose de 2,5 g/kg, para a realizagdo dos experimentos

seguintes.
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Figura 3 - Desenvolvimento da tolerancia rapida a hipotermia induzida por diferentes doses de
etanol (1,75; 2,0; 2,25 ou 2,5 g/kg) em camundongos. No Dia 1, o grupo controle recebeu
salina (S) e os demais grupos receberam etanol (E) (4,0 g’kg). O animais foram testados 30
minutos apds a inje¢do de salina ou etanol. Apds 24 horas (dia 2), todos os grupos controle €
experimental foram tratados com etanol (1,75; 2,0; 2,25 ou 2,5 g/kg) e testados novamente. Os
resultados representam as médias + E.P.M. de 10 animais. * p< 0,05 (teste Tukey).
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Experimento 2: Efeito do sulfato de pregnenolona e- do sulfato de
dehidroepiandrosterona sobre a tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do

etanol.

Para este eXperimento, 0 objetivd foi investigar se os -néuroesteréideé,
sulfato de pregnenolona (modulador positivo do receptor NMDA e negativo
do receptor GABA-A) e sulfato de dehidroepiandrosterona (modulador
negativo do receptor GABA-A), facilitariam a aquisi¢do da tolerancia répida
ao efeito hipotérmico do etanol. Animais previamente habituados com o
método, foram divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo foi subdividido
em dois, -0s quais receberam salina e sulfato de pregnenolona ou sulfato de
dehidroepiandrosterona. As doses de sulfato de pregnenolona foram de 0,08
mg/kg (Figura 4A) e 0,15 mgkg (Figura 4B) e sulfato de
dehidroepiandrosterona 0,15 mg/kg (Figura 5A) e 0,20 mg/kg (Figura 5B),
respectivamente. Ap(’)s' 30 minutos, cada um dos subgrupos foi redividido em
dois, recebendo, cada um 4,0 g/kg de etanol ou salina. A seguir, a resposta
hipotérmica foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos e os animais retornaram
posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos 0s animais foram tratados com

a dose de 2,5 g/kg de etanol, e a resposta hipotérmica foi avaliada.
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Resultados

A Figura 4 ilustra a influéncia do sulfato de pregnenolona sobre o
desenvolvimento da tolerdncia rapida. A administracdo prévia de sulfato de
pregnenolona, na dose dé 0,15 mg/kg, fo1 céﬁaz de facilitar o desenvolvimenté
da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol no Dia 2. Entretanto, ndo
houve redugio do efeito hipotérmico nos grupos controle tratados com etanol
- em ambos os dias (EE), confirmando que a dose de 2,5 g/kg de etanol ndo
produz tolerancia rapida. A ANOVA de trés vias mostrou efeito significante
para os fatores tratamento com etanol: (Fig. 4A: F( 36 = 13,976, p<0.0008;
Fig. 4B: F(136 = 23,834, p<0.0001); dia (Fig. 4A: F 35 = 10,946, p<0.0025;
Fig. 4B: Fy36 = 11,335, p<0.0018) e para a interacdo pré-iratamento X
tratamento x dia (Fig. 4B: F(; 36 = 11,434, p<0.0017). A anélise post-hoc (teste
de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com sulfato de pregnenolona, na
dose 0,15 mg/kg, faciﬁtou o desenvolvimento da tolerancia répida, no Dia 1,
comparado aos grupos controles. Contudo, a dose 0,08 mg/kg ndo fo1 capaz de
facilitar o desenvolvimento da tolerdncia rapida (Figura 4A).

Similarmente, a figura 5 ilustra influéncia do sulfato de
dehidroepiandrosterona sobre o desenvolvimento da tolerdncia rapida. A

administracdo prévia de sulfato de dehidroepiandrosterona na dose de 0,20
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mg/kg, facilitou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico
do etanol no Dia 2. Como no experimento anterior, ndo houve redugdo do
efeito hipotérmico nos grupos controle tratados com etanol em ambos os dias
(EE). A ANQVA de trés vias detectou significancia para os fatores tratamento
com etanol: (Fig. SA: F36 = 11,314, p<0.0022; Fig. 5B: Fu36 = 11,499,
p<0.0017); dia (Fig. 5A: F136 = 15,749, p<0.0004; Fig. 5B: F(, 35 = 37,976,
p<0.0001) e para a interagdo pré-tratamento x tratamento x dia (Fig. 5B: F, 3¢
= 7,918, p<0.0078). A analise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o
tratamento prévio com sulfato de dehidroepi‘androsterona, na dose 0,20 mg/kg,
facilitou o desénvolvimento da tolerancia rapida, no Dia 1, comparado aos
grupos controles, mas a dose de 0,15 mg/kg ndo foi capaz de facilitar o

desenvolvimento da tolerancia rapida (Figura 5A).
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Figura 4 - Efeito do sulfato de pregnenolona no desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito
hipotérmico do etanol. Quatro grupos receberam salina (S) e outros quatro grupos receberam
sulfato de pregnenolona (PS) nas doses de 0,08 (A) ou 0,15 (B) mg/kg, i.p., 30 min antes da
administragdo de salina (S) ou etanol (E) 4,0 g/kg, i.p., no Dia 1. A tolerancia rapida aos efeitos
do etanol foi observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com etanol na dose
2,5 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 5 - Efeito do sulfato de dehidroepiandrosterona no desenvolvimento da tolerdncia
rapida ao efeito hipotérmico do etanol. Quatro grupos receberam salina (S) e outros quatro
grupos receberam sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) nas doses de 0,15 (A) ou 0,20
(B) mg/kg, i.p., 30 min antes da administragcdo de salina (S) ou etanol (E) 4,0 g/kg, i.p., no Dia
1. A tolerdncia rapida aos efeitos do etanol foi observada no Dia 2, quando todos os grupos
foram tratados com etanol na dose 2,5 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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Experimento 3: Efeito da epipregnanolona e alotetrahidrodeoxicorticosterona

sobre a tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol.

Para este experimento, o objetivo foi investigar se 0s neuroesterdides,
epiprégnaﬁolona e athetrahidrodeoxicorticosterona, moduladores positivo do
receptor GABA-A, interfeririam na aquisi¢3o da tolerancia rapida ao efeito
hipotérmico do gtanol. Animais previamente treinados e selecionados, foram
divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo foi subdividido em dois, os quais
receberam salina e epipregnanolona ou alotetrahidrodeoxicorticosterona. As
doses de epipregnanolona foram de 0,15 mg/kg (Figura 6A) e 0,30 mg/kg
(Figura 6B) e alotetrahidrodeoxiconicosterona 0,10 mg/kg (Figura 7A) € 0,20
mg/kg (Figura 7B), respectivamente. Apds 30 minutos, cada um dos
subgrupos foi redividido em dois, recebendo, éada um 4,0 g/kg de etanol ou
salina. A seguir, a resposta hipotérmica foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos €
0s animais retornaram posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos os
animais foram tratados com a dose de 2,25 g/kg de etanol, e a resposta

hipotérmica foi avaliada.



54

Resultados

A Figura 6 mostra a -influéncia da epipregnanolona sobre o
desenVleimento da tolerancia rapida. No Dia 2, a administragdo prévia de
epii)regnanolona ﬁa dose de 0,30 mg/kg, foi capaz de bloquear o
desenvolvimento da’ tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol.
Contudo, no Dia 2 do experimento, houve reducdo do efeito hipotérmico, de
forma significativa, nos grupos controle administrados com etanol em ambos
os dias (EE) sugerindo que a dose de 2,0 g/kg ‘de etanol produz tolerancia
rapida. A ANOVA de trés vias considerou significante os fatores tratamento
com etanol: (Fig. 6A: F( 36 = 22,274, p<0.0001; Fig. 6B: F(136 = 29,083,
p<0.0001); dia (Fig. 6A: Fu3s = 7,237, p<0.0107) e pré-tratamento com
epipregnanolona (Fig. 6B: F(; 35 = 6,284, p<0.016). A analise post-hoc (teste
de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com epipregnanolona (0,30
mg/kg) bloqueou a foleréncia rapida, no Dia 1, comparado aos grupos
controles. Na dose menor (0,15 mg/kg), no entanto, a epipregnanolona
bloqueou parcialmente o desenvolvimento da tolerancia répida (Figura 6A).

Similarmente, a influéncia da alotetrahidrodeoxicorticosterona sobre o
desenvolvimento da tolerancia rapida esta representada na Figura 7. No Dia 2,

a administra¢do prévia de alotetrahidrodeoxicorticosterona na dose de 0,20
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mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico
do etanol. Os grupos controles tratados com etanol nos dois dias de
experimento (grupo EE) mostraram menor hipotermia no Dia 2. A ANOVA
de trés vias detectou significante os fatores tratamehto com etanol: (Fig. 7A:
F(|_36)v = 13,413, p<0.0007; Fig. 7B: F(1 36y = 28,187, p<0.0001) e intera@:ﬁo pre-
tratamento x tratamento x dia (Fig. 7A: F(; 36 = 6,650, p<0.0141; Fig. 7B:
F136 = 4,921, p<0.0329). A anélise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que
o tratamento prévio com alotetrahidrodeoxicorticosterona, na dose 0,20
mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia rapida, no Dia 1,
cdmparado aos grupos controles, mas a dose 0,10 mg/kg teve apenas um

bloqueio parcial sobre o desenvolvimento da tolerancia rapida (Figura 7A).
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Figura 6 - Efeito da epipregnanolona no desenvolvimento da tolerdncia rapida ao efeito
hipotérmico do etanol. Quatro grupos receberam salina (S) e outros quatro grupos receberam
epipregnanolona (EPI) nas doses de 0,15 (A) ou 0,30 (B) mg/kg, i.p., 30 min antes da
administragdo de salina (S) ou etanol (E) 4,0 g/kg, i.p., no Dia 1. A tolerancia rapida aos efeitos
do etanol foi observada no Dia 2, quando todos os grupos foram tratados com etanol na dose
2,0 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).



(A)
Dia 1 Dia 2
25 S ALLOT S ALLOT
1
g; 2.0 —‘[— .
E 1.5 ’
il T =
[+}]
0 *
: 0.5 / %
00 ﬁ ] )
S E S E SE EE SE EE

(B)

56

Dia 1 Dia 2
S ALLOT S ALLOT

2.5+
2.0 + .
1.54 T
1.0- /
0.5 >
0.0

S E S E SE EE SE EE

Figura 7 - Efeito da alotetrahidrodeoxicorticosterona no desenvolvimento da tolerdncia rapida
ao efeito hipotérmico do etanol. Quatro grupos receberam salina (S) € outros quatro grupos
receberam alotetrahidrodeoxicorticosterona (ALLOT) nas doses de 0,10 (A) ou 0,20 (B) mg/kg,
i.p., 30 min antes da administragdo de salina (S) ou etanol (E) 4,0 g/kg, i.p., no Dia 1. A
tolerancia rapida aos efeitos do etanol foi observada no Dia 2, quando todos os grupos foram
tratados com etanol na dose 2,0 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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Experimento 4: Efeito do pré-tratamento com epipregnanolona sobre a
facilitagdo da tolerancia répida ao etanol produzida pelo sulfato de

pregnenolona e pelo sulfato de dehidroepiandrosterona no teste do Rota-rod.

Para este experimento, o objetivo foi investigar se o neuroesterdide,
epipregnanolona, um antagonista do sitio de neuroesterdides no receptor
GABA-A, interferiria na facilitacdo da tolerancia rapida a incoordenagdo
motora ao etanol produzida pelo sulfato de pregnenolona e pelo sulfato de
dehidroepiandrosterona. Animais previamente treinados e selecionados, foram
divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo foi tratado com epipregnanolona
nas doses de 0,15 (Figura 8A) e 0,30 mg/kg (Figura 8B) e, apds 15 minutos,
cada um dos grupos foi subdividido em dois, recebendo cada um, sulfato de
pregnenolona (0,08 mg/kg) ou salina, respectivamente. Apds 30 minutos cada
grupo foi novamente djvidido, recebendo etanol (1,9 g/kg) ou salina. A seguir,
a incoordena¢do motora foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos € os animais
retornaram posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos os animais foram
tratados com a mesma dose de etanol (1,9 g/kg), e a incoordenagdo motora fo1
avaliada. Em outros grupos de animais, procedimento similar foi seguido,
exceto quanto ao sulfato de dehidroepiandrosterona, que foi utilizado na dose

de 0,15 mg/kg (Figura 9A e 9B).
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Resultados

Os resultados desse experimento estdo representados na Figura 7. A
ANOVA multivariada revelou efeitos significantes para os fatores: tratamento
coin étanol (Fig. 8A: F1.npy = 172,238; p<0,0001; Fig. 8B: F 72y = 150,543;
p<0,0001), tratamentp com sulfato de pregnenolona (Fig. 8A: F(.7,) = 13,94;
p<0,0003), pré-tratamento com epipregnanolona (Fig. 8A: Fq7) = 4,955;
p<0,0292) e dia (Fig. 8A: Fy7y = 135.996; p<0.0001; Fig. 8B: F(;7) =
306,231; p<0,0001). A analise post-hoc (teste de Tukey) indicou que o pré-
tratamento com epipregnanolona ndo bloqueou o efeito estimulatdrio da
tolerancia rapida pelo sulfato de pregnenolona.

Similarmente, a Figura 9 ilustra a influéncia da epipregnanolona sobre a
facilitagdo da tolerancia pelo sulfato de dehidroepiandrosterona. No Dia 1, a
administragdo prévia de epipregnanolona, foi capaz de bloquear a facilitagdo
da tolerancia réapida belo sulfato de dehidroepiandrosterona' no Dia 2. A
ANOVA multivariada— detectou efeitos significantes para os fatores:
tratamento com etanol (Fig. 9A: F(; 72 = 239.534; p<0.0001; Fig. 9B: F(172) =
253.119; p<0.0001), tratamento com sulfato de dehidroepiandrosterona (Fig.
9A: F( 17 = 12.792; p<0.0006; Fig. 9B: F(; 72y = 4.961; p<0.0291) e dia (Fig.

9A: F1y = 155.331; p<0.0001; Fig. 9B: F(;.7») = 197.450; p<0.0001). A
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analise post-hoc (teste de Tukey) indicou que o tratamento prévio com as duas
doses de epipregnanolona bloqueou o efeito estimulatério da tolerancia rapida

pelo sulfato de dehidroepiandrostérona.
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Figura 8 — Efeito da administragdo prévia de epipregnanolona sobre a facilitagdo do sulfato de
pregnenolona na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. Um
foi injetado com epipregnanolona (EPI) 0,15 (A) ou 0,30 (B) mg/kg e o outro com salina, ap6s
a primeira administragdo, metade de cada grupo foi tratada com sulfato de pregnenolona (PS)
0,08 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta e cinco minutos apds a primeira injegdo 0s
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 1,9 g/kg. 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).
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Figura 9 — Efeito da administragdo prévia de epipregnanolona sobre a facilitagdo do sulfato de
dehidroepiandrosterona na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois
grupos. Um foi injetado com epipregnanolona (EPI) 0,15 (A) ou 0,30 (B) mg/kg e o outro com
salina, apos a primeira administragdo, metade de cada grupo foi tratada com sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS) 0,15 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta € cinco
minutos apds a primeira injegdo 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 1,9 g/kg. 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 5: Efeito do pré-tratamento com epipregnanolona sobre o
bloqueio  da toléréncia rapida ao  etanol produzida pela
alotetrahidrodeoxicorticosterona no teste do Rota-rod.

Para este experimento, o objetivo também foi investigar se o
neuroesterdide, epipregnanolona, um antagonista do sitio de neuroesterdides,
interferiria no bloqueio da tolerancia rapida a incoordenagdo motora ao etanol

produzida pela alotetrahidrodeoxicorticosterona. Animais previamente
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treinados e selecionados, foram divididos em dois grupos: A'e B. Cada grﬁpo
foi tratado com epipregnanolona nas doses de 0,15 (Figura 10A) e 0,30 mg/kg
(Figura 10B), e apds 15 minutos, cada um dos grupos foi subdividido em dois,
recebendo, cada um alotetrahidrodeoxicorticosterona (0,10 mg/kg) ou salina,
respectivamente. Apds 30 minutos cada grupo foi novamente dividido,
recebendo etanol (2,25 g/kg) ou salina. A seguir, a incoordenag:ﬁo motora foi
avaliada aos 30, 60 e 90 minutos e 0os animais retornaram posteriormente as
suas gaiolas. No Dia 2, todos os animais foram tratados com a dose mesma

dose de etanol (2,25 g/kg), e a incoordenagdo motora foi reavaliada.

Resultados

A Figura 10 mostra a influéncia da epipregnanolona sobre o bloqueio da
tolerdncia rapida pela alotetrahidrodeoxicorticosterona. A ANOVA
multivariada revelou significante os fatores tratamento com etanol (Fig. 10A:
Fu) = 143,915; p<0,0001; Fig.10B: F(; 72 = 132,662; p<0,0001), dia (Fig.
10A: F12 = 154,859; p<0,0001; Fig. 10B: F 7y = 144,976, p<0,0001) e
interagdo pré-tratamento x tratamento x dia (Fig. 10A: Fq36 = 11,868;
p<0,0009; Fig. 10B: F( 72 = 5,326; p<0,0239). A andlise post-hoc (teste de

Tukey) indicou que o pré-tratamento com epipregnanolona (0,15 mg/kg)
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bloqueou o  efeito inibitério da  tolerdncia : rdpida  pela
alotetrahidrodeoxicorticosterona. No entanto, a dose 0,30 mgkg de
epipregnanolona ndo foi capaz de bloquear o efeito inibitério da tolerincia

rapida pela alotetrahidrodeoxicorticosterona (Figura 10B).
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Figura 10 — Efeito da administra¢do prévia de epipregnanolona sobre a interferéncia da
alotetrahidrodeoxicorticosterona na tolerancia rdpida ao etanol. Os animais foram divididos em
dois grupos. Um foi injetado com epipregnanolona (EPI) 0,15 (A) ou 0,30 (B) mg/kg e o outro
com salina, apds a primeira administragio, metade de cada grupo foi tratada com
alotetrahidrodeoxicorticosterona (ALLOT) 0,10 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta e
cinco minutos apos a primeira injegdo 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 2,25 g/kg. 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).
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Experimento 6: Efeitos do pré-tratamento com epipregnanolona sobre a
facilitagdo da tolerdncia rapida ao etanol produzida pelo sulfato de
pregnenolona e pelo sulfato de dehidroepiandrosterona no teste da

temperatura.

Para este experimento, o objetivo fo1 investigar se a associagdo entre 0s
neurosterdides influenciaria a facilitagdo da tolerancia rdpida ao efeito
hipotérmico pelo sulfato de pregnenolona (0,15 mg/kg) e sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,20 mg/kg). Foi seguido um procedimento similér
éciuele usado no experimento 5, exceto que no Dia 1, grupos de animais foram
previamente tratados com epipregnenolona na dose de 0,30 mg/kg e etanol na
dose de 4,0 g/kg e a resposta hipotérmica foi medida aos 30, 60 ¢ 90 minutos.

No Dia 2, todos os animais receberam etanol na dose de 2,5 g/kg.

Resultados

A Figura 11 ilustra a influéncia da epipregnanolona sobre a facilitagdo
da tolerancia rapida pelo sulfato de pregnenolona. No Dia 1, a administrag¢do
prévia de epipregnanolona, foi capaz de bloquear a facilitagdo da tolerincia

rapida pelo sulfato de pregnenolona no Dia 2. A ANOVA multivariada vias
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revelou efeito significante dos fatores: tratamento com etanol (Fig. 11: F(;.72) =
58,783; p<0,0001), dia (Fig. 11: Fy7) = 6,982; p<0,01) e interagdo pre-
tratamento x tratamento x dia (Fig. 11: Fi 36 = 5,375; p<0,0232). A anélise
post-hoc (teste de Tukey) indicou que o tratamento prévio com
epipregnanolona bloqueou o efeito estimulatério da tolerancia rapida pelo
sulfato de pregnenolona.

Similarmente, a influéncia da epipregnanolona sobre a facilitacdo da
tolerancia pelo sulfato de dehidroepiandrosterona estéd representada na Figura
12. No Dia 1, a administragdo prévia de epipregnanolona, impediu a
fabilitagﬁo da tolerancia rapida pelo sulfato de dehidroepiandrosterona no Dia
2. A ANOVA multivariada vias detectou efeito significante para os fatores:
tratamento com etanol (Fig. 12: F 72y = 41,414; p<0,0001), tratamento com -
sulfato de dehidroepiandrosterona (Fig. 12: F .7,y = 7,258; p<0,0087) e dia
(Fig. 12: Fumy = 5,096, p<0,027). A andlise post-hoc (tevste de Tukey)
indicou que o tratamento prévio com epipregnanolona bloqueou o efeito

estimulatorio da tolerdncia rapida pelo sulfato de dehidroepiandrosterona.
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Figura 11 - Efeito da administragdo prévia de epipregnanolona sobre a facilitagdo do sulfato
de pregnenolona na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois grupos. O
primeiro foi injetado com epipregnanolona (EPI) 0,30 mg/kg € o outro com salina, apds a
primeira administragdo, metade de cada grupo foi tratada com sulfato de pregnenolona (PS)
0,15 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta e cinco minutos apds a primeira inje¢do os
grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 4,0 g/kg ou salina (S). No Dia 2, todos os
grupos foram tratados com etanol 2,5 g/kg. 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).
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Figura 12 — Efeito da administragdo prévia de epipregnanolona sobre a facilitagdo do sulfato
de dehidroepiandrosterona na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em dois
grupos. O primeiro foi injetado com epipregnanolona (EPI) 0,30 mg/kg e o outro com salina,
apés a primeira administracdo, metade de cada grupo foi tratada com sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS) 0,20 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta e cinco
minutos apds a primeira injegdo os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 4,0 g/kg
ou salina (S). No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 2,5 g/kg. 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).
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Experimento 7: Efeito do pré-tratamento com epipregnanolona sobre o
bloqueio da  tolerancia rapida ao  etanol produzido pela

alotetrahidrodeoxicorticosterona no teste da temperatura.

Para eéte ekperimento, ) objet-ivo foi investigar se a associacao entre oS
neurosterdides também influenciaria no bloqueio da tolerancia rapida ao efeito
hipotérmico do alcool pela alotetrahidrodeoxicorticosterona (0,20 mg/kg). Foi
seguido um procedimento similar ao descrito no experimento anterior, exceto
que no Dia 1, grupos de animais foram préviamente tratados com
epipregnenolona na dose de 0,30 mg/kg e etanol na dose de 4,0 g/kg € a
resposta hipotérmica foi medida aos 30, 60 e 90 minutos. No Dia 2, todos os

animais receberam etanol na dose de 2,0 g/kg.

Resultados

A Figura 13 mostra a influéncia da epipregnanolona sobre o bloqueio da
tolerancia rapida pela alotetrahidrodeoxicorticosterona. A administragdo
prévia de epipregnanolona no Dia 1, impediu o bloqueio da tolerancia rapida
pela alotetrahidrodeoxicorticosterona observado no Dia 2. A ANOVA de trés

vias revelou efeito significante para os fatores: tratamento com etanol (Fig. 13:
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Fi7y = 44,614; p<0,0001), tratamento com alotetrahidrodeoxicorticosterona
(Fig. 13: Fyn) = 6,241; p<0,0147) e pré-tratamento com epipregnanolona
(Fig. 13: Fy.7y = 6.787, p<0.0111). A analise post-hoc (teste de Tukey)
conﬁrmou que o tratamento previo com epipregnanolona bloqueou a inibigdo

da tolerancia rapida pela alotetrahidrodeoxicorticosterona.
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Figura 13 - Efeito da administracdo prévia de epipregnanolona sobre a interferéncia da
alotetrahidrodeoxicorticosterona na tolerancia rapida ao etanol. Os animais foram divididos em
dois grupos. O primeiro “foi “injetado com epipregnanolona (EPI) 0,30 mg/kg e o outro com
salina, apds a primeira administragdo, metade de cada grupo foi tratada com
alotetrahidrodeoxicorticosterona (ALLOT) 0,20 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta €
cinco minutos apds a primeira inje¢do os grupos foram redivididos € tratados com etanol (E)
4,0 g/kg ou salina (S). No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 2,0 g/kg. 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).



69

Experimento 8: Efeito da finasterida sobre a tolerancia rapida a

incoordenagao motora induzida pelo etanol.

Para este experimento, 0 objetivo foi investigar se a fmasterida, um
inibidor da enzima So-redutase, interferiria na aquisi¢io da tolerancia rapida a
incoordenagdo motora do etanol. Animais previamente treinados e
selecionados, foram divididos em trés grupos: A, B e C. Cada grupo foi
subdividido em dois, os quais receberam salina ou fmasterida. As doses de
finasterida foram de 12,5 (Figura 14A), 25,0 (Figura 14B) e 50 (Figura 14C)
rﬁg/kg, respectivamente. Apds uma hora e meia (1,5 hr), cada um dos
subgrupos foi redividido em dois, recebendo cada um 2,25 g/kg de etanol ou
salina. A seguir, o prejuizo motor foi avaliado aos 30, 60 e 90 minutos e 0s
animais retornaram posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos os
animais foram tratados com a mesma dose de etanol (2,25 g/kg), e 0 prejuizo

motor foi avaliado.

Resultados

A Figura 14 representa a influéncia da fmasterida sobre o

desenvolvimento da tolerdncia rapida. A administragdo prévia de fmasterida
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na dose de 50,0 mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia rapida a
incoordenagdo motora do etanol no Dia 2. Houve redugdo do prejuizo motor
nos grupos controles tratados corﬁ etanol em ambos os dias (EE), confirmando
que a dose de 2,25 g/kg de etanol produz tolerancia rapida. A ANOVA de trés
vias revelou efeito significante para os fatores: tratamento com etanol (Fig.
14A: F(136) = 41,833, p<0.0001; Fig. 14B: F(i36 = 23,966, p<0.0001; Fig.
14C: F( 36 = 30,085, p<0.0001); pré-tratamento com finasterida (Fig. 14B:
F(1.36 = 5,932, p<0.0199) e dia (Fig. 14A: F; 36y = 37,837, p<0.0001; Fig. 14B:
Fus6 = 47,877, p<0.0001; Fig. 14C: F(; 3 = 58,613, p<0.0001). A analise
pbst-hoc (teste de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com fmasterida,
na dose 50,0 mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida, no Dia
1, comparado aos grupos controles. Contudo, as doses 12,5 e 25,0 mg/kg nédo

foram capazes de bloquear o desenvolvimento da tolerdncia rapida (Figura

14A e 14B).
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Figura 14 - Efeito da finasterida no desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenagado
motora do etanol. Quatro grupos receberam salina (Sal) e outros quatro grupos receberam
finasterida nas doses de 12,5 (A), 25,0 (B) ou 50,0 (C) mg/kg, i.p., uma hora e meia 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 2,25
g/kg. 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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Experimento 9: Efeito da indometacina sobre a tolerdncia rapida a

incoordenagio motora induzida pelo etanol.

Para este experimento, o objetivo foi investigar se a indometaqina, um
inibidor da enzima 3a-hidroxiesterdide redutase, interferiria na aquisi¢do da
tolerancia rapida a incoordena¢do motora do etanol. Animais previamente
treinados e selecionados, foram divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo
foi subdividido em dois, os quais receberam salina ou indometacina. As doses
de indometacina foram de 0,1 (Figura 15A) e 0,3 (Figura 15B) mg/kg,
respectivamente. Apos 20 minutos, cada um dos subgrupos foi redividido em
dois, recebendo, cada um 2,25 g/kg de etanol ou salina. A seguir, o prejuizo
motor foi avaliado aos 30, 60 e 90 minutos e os animais retornaram
posteriormente és suas gaiolas. No Dia 2, todos os animais foram tratados com

a mesma dose de etanol (2,25 g/kg), e o prejuizo motor foi avaliado.

Resultados

A Figura 15 mostra a influéncia da indometacina sobre o
desenvolvimento da tolerdncia rapida. A administragdo prévia de

indometacina ndo foi capaz de bloquear o desenvolvimento da tolerancia
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rapida a incoordenagdo motora do etanol no Dia 2. Entretanto, houve redugao

do prejuizo motor nos grupos controles tratados com etanol em ambos os dias

(EE), confirmando que a dose de 2,25 g/kg de etanol produz tolerancia rapida.

A ANOVA de trés vias considerou significante os fatores tratamento com

etanol: (Fig. 15A: F36 = 19,225, p<0.0001; Fig. 15B: F(35 = 41,055,

p<00001) e dia (Flg 15A: F(1_36) = 61,385, p<00001, Flg 15B: F(1_36) =

45,187, p<0.0001). A analise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o

tratamento prévio com indometacina ndo foi capaz de bloquear o

desenvolvimento da tolerancia rapida (Figura 15A e 15B).
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Figura 15 - Efeito da indometacina no desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenagdo
motora do etanol. Quatro grupos receberam salina (Sal) e outros quatro grupos receberam
indometacina nas doses de 0,1 (A) ou 0,3 (B) mg/kg, i.p., 20 min antes da administfacdo 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 2,25 g/kg. 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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Experimento 10: Efeito da administragdo prévia de (+)bicuculina sobre a

tolerancia rapida a incoordenagdo motor induzida pelo etanol.

Para este experimento, o0 objetivo foi investigar se a (+)bicuculina, um
modul.ador positivo do receptor GABA-A, interferiria na aquisicdo da
tolerancia rapida a incoordenagdo motora do etanol. Animais previamente
treinados e selecionados, foram divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo
foi subdividido em dois, os quais receberam salina ou (+)bicuculina. As doses
de (+)bicuculina foram de 0,75 mg/kg (Figura 16A)e 1,0 mg/kg (Figura 16B),
respectivamente. Apés 30 minutos, cada um dos subgrupos foi redividido em
dois, recebendo cada um 2,25 g/kg de etanol ou salina. A seguir, a
incoordena¢do motora ‘foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos e os animais
retornaram posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos os animais foram
tratados com a mesma dose de etanol e a resposta a incoordenag@o motora foi

avaliada.

Resultados

A Figura 16 ilustra a influéncia da (+)bicuculina sobre o
desenvolvimento da tolerancia rapida. No Dia 2, a administragdo prévia de

(+)bicuculina nas respectivas doses, ndo interferiu no desenvolvimento da
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tolerdncia rapida a incoordenag@o motora do etanol. Como esperado, no Dia 2
do experimento, houve redugdo da incoordenagdo motora, de forma
significativa, nos grupos controle administrados com etanol em ambos os dias
(EE) mostrando que a dose de 2,25 g/kg de etanol produz tolerancia rapida. A
ANOVA de trés vias revelou efeito significante para os fatores: tratamento
com etanol (Fig. 16A: F(; 36 = 99,523, p<0.0001; Fig. 16B: F3 = 77,800,
p<0.0001); dia (Fig. 16A: F, 35 = 60,548, p<0.0001; Fig. 16B: F(,35) = 68,947,
p<0.0001). A andlise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o tratamento
prévio com (+)bicuculina (0,75 e 1,0 mgkg) ndo interferiu no
desenvolvimento da tolerincia rapida ao etanol, no Dia 1, comparado aos

grupos controle.
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Figura 16 - Efeito da administracdo prévia de (+)bicuculina sobre a tolerancia rapida a
incoordenagdo motora do etanol. Os animais foram divididos em dois. grupos. Um foi injetado
com (+)bicuculina 0,75 mg/kg (A) ou 1,0 mg/kg (B) e o outro com salina (S). Trinta minutos
apOs a primeira injegdo 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 2,25 g/kg. Os resultados sao
expressos pelas médias + E.P.M. de 10 animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu
respectivo controle (Teste de Tukey).
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Experimento 11: Efeito da administragdo prévia de (+)bicuculina sobre o

bloqueio da tolerdncia rapida ao etanol pela epipregnanolona.

Para este experimento, o objetivo foi investigar se a (+)bicuculina
influenciaria no bloqueio da tolerdncia rapida a incoordenag¢do motora pela
epipregnanolona. Animais previamente treinados e selecionados, foram
divididos em dois grupos: A e B. Cada grupo foi tratado com (+)bicuculina
nas doses de 0,75 mg/kg (Figura 17A) e 1,0 mg/kg (Figura 17B) e, apos 15
minutos, cada um dos grupos foi subdividido em dois, recebendo cada um
epipregnanolona (0,15 mg/kg) ou salina, respectivamente. Apés 30 minutos
cada grupo foi novamente dividido, recebendo etanol (2,25 g/kg) ou salina. A
seguir, a incoordenagdo motora foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos € 0s
- animais retornaram posteriormente as suas gaiolas. No Dia 2, todos os animais
foram tratados com a mesma dose de etanol (2,25 g/kg), e a incoordenagéo

motora foi avaliada.

Resultados

A Figura 17 ilustra a influéncia da (+)bicuculina sobre o bloqueio da

tolerancia rapida pela epipregnanolona. A ANOVA de quatro vias revelou
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efeito significante para os fatores: tratamento com etanol (Fig. 17A: F 1) =
317,917; p<0,0001; Fig. 17B: F 7 = 122,740; p<0,0001), pré-tratamento
com (+)bicuculina (Fig. 17A: F(‘l,n) = 6,307; p<0,0142; Fig. 17B: Fyn) =
6,189; p<0,0151), dia (Fig. 1 7A: F;.n) = 241,401; p<0,0001; Fig. 17B: F(1 12 =
137,811; p<0,0001) e interagdo pré-tratamento x tratamento x dia (Fig. 17B:
Fa.my = 4,257, p<0,0426). A andlise post-hoc (teste de Tukey) indicou que o
pré-tratamento com bicuculina (1,0 mg/kg) bloqueou o efeito inibitorio da
tolerancia rapida pela epipregnanolona. Entretanto, a dose 0,75 mg/kg de
bicuculina ndo foi capaz de bloquear o efeito inibitorio da tolerancia rapida

péla epipregnanolona (Figura 17A).
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Figura 17 - Efeito da administragdo prévia de (+)bicuculina sobre a interferéncia da
epipregnanolona na tolerincia rdpida 4 incoordenagdo motora do etanol. Os animais foram
divididos em dois grupos; um foi injetado com (+)bicuculina 0,75 mg/kg (A) ou 1,0 mg/kg (B)
e o outro com salina, ap6s a primeira administragdo, metade de cada grupo foi tratada com
epipregnanolona (EPI) 0,15 mg/kg e a outra com salina (S). Quarenta e cinco minutos apds a
primeira injegdo os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 2,25 g/kg ou salina (8S).
No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 2,25 g/kg. Os resultados sdo expressos
pelas médias + EP.M. de 10 animais por grupo. * p< 0,05 comparado ao seu respectivo
controle (Teste de Tukey).
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Experimento 12: Efeito da administragdo prévia do sulfato de pregnenolona

sobre o bloqueio da tolerancia rapida ao etanol pelo (+)MK-801.

Este experimento foi realizado com o propdsito de investigar a interagao
entre o sistema NMDA e o neuroesterdide sulfato de pregnenolona no
desenvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol, utilizando-se o (+)MK-801,
um antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA. Animais, treinados e
selecionados conforme protocolo, foram divididos em dois grupos. O primeiro
recebeu como primeiro tratamento, sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg) € o
segundo salina. Quinze minutos apds a administragdo, metade dos animais de
cada grupo recebeu o segundo tratamento com (+)MK-801 (0,06 mg/kg) € a
outra metade, salina. Quarenta e cinco minutos apos a administragdo 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-rdd, trinta minutos apds a ultima injecdo, retomando

posteriormente as suas gaiolas, de acordo com protocolo ja descrito.

Resultados

A figura 18 ilustra a influéncia do sulfato de pregnenolona sobre o

bloqueio da tolerdncia rapida pelo (+)MK-801. A administragdo prévia de
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sulfato de pregnenolona, no Dia 1, foi capaz de impedir o bloqueio da
tolerancia rapida pelo (+)MK-801 no Dia 2. A ANOVA de quatro vias revelou
efeito significante dos fatores: tratamento com etanol (Fig. 18: Fuymy =
179,716; p<0,0001), pré-tratamento com sulfato de pregnenolona (Fig. 18:
Fu 72 = 30,595; p<0,0001), pré-tratamento com (+)MK-801 (Fig. 18: F(y 75 =
6,593; p<0,0123), dia (Fig. 18: F 7 = 156,221; p<0,0001) e intera¢do pré-
tratamento x tratamento x dia (Fig. 18: F(; 36y = 6,574; p<0,0124). A analise
post-hoc (teste de Tukey) indicou que a injecdo de (+)MK-801 bloqueou a
tolerancia rapida no Dia 2, e a administragdo de sulfato de pregnenolona antes

do pré-tratamento com (+)MK-801, impediu esse bloqueio.
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Figura 18 — Efeito da administragdo prévia do sulfato de pregnenolona sobre a interferéncia do
(+)MK-801 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, apds a primeira
administragio, metade de cada grupo foi tratada com (+)MK-801 (MK) 0,06 mg/kg € a outra
com salina (S). Quarenta e cinco minutos ap6s a primeira injegdo 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 2,25 g/kg. 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).
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Experimento 13: Efeito da administra¢ao de sulfato de pregnenolona antes ou

apos o teste sobre a tolerancia rapida ao etanol no teste do rota-rod.

Para este experimento, o objetivo foi verificar se a facilitagio da
tolerancia rapida pelo sulfato de pregnenolona ocorreria de forma semelhante,
quando administrada apoés o teste no rota-rod. Animais treinados e
selecionados foram divididos em trés grupos. No Dia 1, o primeiro e o terceiro
grupos foram pré-tratados com salina e o segundo grupo foi pré-tratado com
sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg). Apés 30 minutos cada grupo foi
novamente dividido, recebendo etanol (1,9 g/kg) ou salina, respectivamente. A
seguir, a incoordenagdo motora foi avaliada aos 30, 60 e¢ 90 minutqs e oS
animais retornaram posteriormente as suas gaiolas. Depois do teste, aos 120
minutos, oé dois primeiros grupos receberam inje¢do de salina e o terceiro
grupo recebeu sulfato de pregnenolona. No Dia 2, todos os animais foram
tratados com a mesma dose de etanol (1,9 g/kg), e a incoordenagdo motora foi

avaliada. .
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Resultados

A Figura 19 representa a influéncia do sulfato de pregnenolona sobre o
desenvolvimento da tolerancia rapida quando administrada apds o teste. A
admiﬁistrag:ﬁb ﬁrévia de sulfato de pregnenolona na dose de 0,0}8. rﬁg/kg,
facilitou o desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenag¢do motora do
etanol no Dia 2. Entretanto, ndo houve redugdo do prejuizo motor nos grupos
controles tratados com etanol em ambos os dias (EE), confirmando que a dose
de 1,9 g/kg de etanol ndo produz tolerancia rdpida. Para o grupo administrado
com sulfato de pregnenolona antes do teste com etanol, a ANOVA de trés vias
considerou significante os fatores: tratamento com etanol (F( 35 = 46,478,
p<0,0001) e dia (F36 = 57,412, p<0,0001), além de uma interagdo pre-
tratamento x tratamento x dia (F(; 3¢ = 5,988, p<0,0194;). A analise post-hoc
(teste de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com sulfato de
pregnenolona, na dosé 0,08 mg/kg, facilitou o desenvolvimento da tolerancia
rapida, no Dia 2, comp?rado aos grupos controles. No entanto, para o grupo
administrado com sulfato de pregnenolona apds o teste com etanol, a ANOVA
de trés vias revelou efeito significante dos fatores: tratamento com etanol
(Fa.36) = 98,975, p<0,0001) e dia (F(; 36 = 126,846 p<0,0001). A analise post-

hoc (teste de Tukey) revelou que o tratamento com sulfato de pregnenolona
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ap6s o teste, na dose 0,08 mg/kg, ndo foi capaz de facilitar o desenvolvimento

da tolerancia rapida, no Dia |, comparado aos grupos controle.

Dia 1 Dia 2
80 Antes ApGs Antes Apos
£ x x
& 60 * = T
=100 o e
2|00 1Dl
el L
E o m
0 S é S Er lE SE EE SEEE SE EE
S PS PS S PS PS

Figura 19 — Comparacdo dos efeitos da administragdo de sulfato de pregnenolona antes ou
apds o teste sobre o desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenagdo motora produzida
pelo etanol. Os animais foram divididos em trés grupos: o primeiro € o terceiro grupos
receberam salina e o segundo recebeu sulfato de pregnenolona 0.08 mg/kg. Trinta minutos apos
a primeira injegdo os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 1,9 g/kg ou salina (S).
Apds o teste os dois primeiros grupos receberam uma injegdo de salina € o terceiro grupo
recebeu sulfato de pregnenolona. No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 1,9 g/kg.
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 14: Efeito da administracdo de epipregnanolona antes ou apds o

teste sobre a tolerancia rdpida ao etanol no teste do rota-rod.

Para este experimento, o objetivo foi verificar se o bloqueio da

tolerancia rapida pela epipregnanolona ocorreria de forma semelhante, quando
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administrada apds o teste no rota-rod. Animais treinados e selecionados foram
divididos em trés grupos. No Dia 1, o primeiro e o terceiré grupos foram pré-
tratados com salina € o segundo ‘grupo foi pré-tratado com epipregnanolona
(0,15 mg/kg). Apds 30 minutos cada grupo foi novamente dividido, recebendo
etanol (2,25 g/kg) ou salina, respectivamente. A seguir, a incoordenagao
motora foi avaliada aos 30, 60 e 90 minutos e os animais retornaram
posteriormente as suas gaiolas. Depois do teste, aos 120 minutos, os dois
primeiros grupos receberam injeg¢do de salina e o terceiro grupo recebeu
epipregnanolona. No Dia 2, todos os animais foram tratados com a mesma

dose de etanol (2,25 g/kg), e a incoordenagao motora foi avaliada.

Resultados

A Figura 20 representa a influéncia da epipregnanolona sobre o
desenvolvimento da téleréncia rapida quando administrada apds o teste. A
administragdo prévia de epipregnanolona na dose de 0,15 mg/kg, foi capaz de
bloquear o desenvolvimento da tolerdncia rapida a incoordenag¢do motora do
etanol no Dia 2. Entretanto, houve redugdo do prejuizo motor nos grupos
controles tratados com etanol em ambos os dias (EE), confirmando que a dose

de 2,25 g/kg de etanol produz tolerancia rapida. Para o grupo administrado
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com epipregnanolona antes do teste com etanol, a ANOVA de trés vias
considerou significantes os fatores: tratamento com etanol (F( 35 = 92,356;
p<0,0001), pretratamento com epipregnanolona (F36) = 34,769; p<0,0001) e
dia (Fu3s = 196,011; p<0,0001). A analise post-hoc (teste de Tukey)
confirmou que o tratamento prévio com epipregnanolona, na dose 0,15 mg/kg,
bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida, no Dia 2, comparado aos
grupos controles. No entanto, para o grupo administrado com epipregnanolona
apds o teste com etanol, a ANOVA de trés vias considerou significante os
fatores: tratamento com etanol (F 36 = 36,437, .p<0,0001) e dia (Fuse =
76,762, p<0,0001). A analise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o pos-
tratamento com epipregnanolona, na dose 0,15 mg/kg, ndo bloqueou o
desenvolvimento da tolerancia rdpida, no Dia 2, comparado aos grupos

controle.
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Figura 20 — Comparagdo dos efeitos da administragdo de epipregnanolona antes ou apds o
teste sobre o desenvolvimento da tolerancia rapida a incoordenagdo motora produzida pelo
etanol. Os animais foram divididos em trés grupos: o primeiro e o terceiro grupos receberam
salina e o segundo recebeu epipregnanolona 0.15 mg/kg. Trinta minutos ap6s a primeira injecado
os grupos foram redivididos e tratados com etanol (E) 2,25 g/kg ou salina (S). Apds o teste os
dois primeiros grupos receberam uma injecdo de salina e o terceiro grupo recebeu
epipregnanolona. No Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 2,25 g/kg. 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 15: Efeito da administracao de sulfato de pregnenolona antes ou

apos o teste sobre a tolerancia rapida ao etanol no teste da temperatura.

Para este experimento, o objetivo foi também investigar se a facilitagao
da tolerdncia rapida ao etanol pelo sulfato de pregnenolona ocorreria de forma
semelhante, quando administrada apds o teste da temperatura. Foi seguido um

procedimento similar aquele usado no experimento 13, exceto que no Dia 1,
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grupos de animais foram previamente tratados com sulfato de pregnenolona na
dose de 0,15 mg/kg e etanol na dose de 4,0 g/kg e a resposta hipotérmica foi
medida aos 30, 60 e 90 minutos. No Dia 2, todos os animais receberam etanol

na dose de 2,5 g/kg.

Resultados

A Figura 21 representa a influéncia do sulfato de pregnenolona sobre o
desenvolvimento da tolerdncia rapida quando adrﬁinistrada apos o teste. A
administracdo prévia de sulfato de pregnenolona na dose de 0,15 mg/kg,
facilitou o desenvolvimento da tolerdncia rapida ao efeito hipotérmico do
etanol no Dia 2. Entretanto, ndo houve redug@o da resposta hipotérmica nos
grupos controles tratados com etanol em ambos os dias (EE), confirmando que
a dose de 2,5 g/kg de etanol ndo produz tolerancia répida. Para o grupo
administrado com sulfato de pregnenolona antes do teste com etanol, a
ANOVA de trés vias considerou significante os fatores: tratamento com etanol
(F36) = 23,838, p<0,0002) e dia (F(116 = 11,335, p<0,0018), além de uma
interagdo pré-tratamento x tratamento x dia (F(; 36 = 11,434, p<0,0017;). A

analise post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com
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sulfato de pregnenolona, na dose 0,15 mg/kg, facilitou o desenvolvimento da
tolerancia rapida, no Dia 2, comparado aos grupos controles. No entanto, para
o grupo administrado com sulfato de pregnenolona apds o teste com etanol, a
ANOVA de trés vias revelou efeito significante dos fatores: tratamento com
etanol (F(; 36y = 40,415, p<0,0005) e dia (F( .36 = 16,279 p<0,0003). A analise
post-hoc (teste de Tukey) revelou que o tratamento com sulfato de
pregnenolona apds o teste, na dose 0,15 mg/kg, ndo foi capaz de facilitar o
desenvolvimento da tolerdncia rapida, no Dia 1, comparado aos grupos

controle.
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Figura 21 —~ Comparagdo dos efeitos da administragdo de sulfato de pregnenolona antes ou
apos o teste sobre o desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol. Os
animais foram divididos em trés grupos: os dois primeiros receberam salina e o terceiro recebeu
sulfato de pregnenolona 0,15 mg/kg. Trinta minutos apds a primeira inje¢@o os grupos foram
redivididos e tratados com etanol (E) 4,0 g/kg ou salina (S). Apds o teste os dois primeiros
grupos receberam uma injegdo de salina e o terceiro grupo recebeu sulfato de pregnenolona. No
Dia 2, todos os grupos foram tratados com etanol 2,5 g/kg. 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).
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Experimento 16: Efeito da administra¢do de epipregnanolona antes ou apds o

teste sobre a tolerancia rapida ao etanol no teste da temperatura.

Este experimento foi realizado com intuito de verificar se o bloqueio da
tolerancia rapida pela epipregnanolona ocorreria de forma semelhante, quando
administrada apds o teste da temperatura. Foi seguido um procedimento
similar ao descrito no experimento anterior, exceto que no Dia 1, grupos de
animais foram préviamente tratados com epipregnenolona na dose de 0,30
mg/kg e etanol na dose de 4,0 g/kg e a resposta hipotérmica foi medida aos 30,
60 e 90 minutos. No Dia 2, todos os animais receberam etanol na dose de 2,0

g/kg.

Resultados

A Figura 22 representa a influéncia da epipregnanolona sobre o
desenvolvimento dawtol‘eréncia rapida quando administrada apos o teste. A
administra¢do prévia de epipregnanolona na dose de 0,30 mg/kg, foi capaz de
bloquear o desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do

etanol no Dia 2. Entretanto, houve redugao da resposta hipotérmcia nos grupos

controles tratados com etanol em ambos os dias (EE), confirmando que a dose
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de 2,0 g/kg de etanol produz tolerancia rapida. Para o grupo administrado com
epipregnanolona antes do teste com etanol, a ANOVA de trés vias considerou
significantes os fatores: tratamento com etanol (Fuse = 29,083 p<0,0005),
pretratamento com epipregnanolona (F( 35 = 6,2847; p<0,0168). A analise
post-hoc (teste de Tukey) confirmou que o tratamento prévio com
epipregnanolona, na dose 0,30 mg/kg, bloqueou o desenvolvimento da
tolerancia rapida, no Dia 2, comparado aos grupos controles. No entanto, para
o grupo administrado com epipregnanolona apdés o teste com etanol, a
ANOVA de trés vias considerou significante os fatores: tratamento com etanol
(F(1_36) = 15,0384, p<0,0004) e dia (F( 3¢ - 16,978, p<0,0021). A analise post-
hoc (teste de Tukey) confirmou que o pds-tratamento com epipregnanolona,

na dose 0,30 mg/kg, ndo bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida, no

Dia 2, comparado aos grupos controle.
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Figura 22 — Comparagdo dos efeitos da administragdo de epipregnanolona antes ou apds o
teste sobre o desenvolvimento da tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol. Os animais
foram divididos em trés grupos: os dois primeiros receberam salina e o terceiro recebeu
epipregnanolona 0,30 mg/kg. Trinta minutos apdés a primeira injegdo os grupos foram
redivididos e tratados com etanol (E) 4,0 g/kg ou salina (S). Apds o teste os dois primeiros
grupos receberam uma injegdo de salina e o terceiro grupo recebeu epipregnanolona. No Dia 2,
todos os grupos foram tratados com etanol 2,0 g/kg. 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 17: Efeito da administragdo de sulfato de pregnenolona nos dias

1 e/ou 2 sobre a tolerancia rapida ao etanol no teste do rota-rod

Considerando -a hipotese de que a tolerdncia tem um componente
relacionado com a aprendizagem, existiria a possibilidade de que a facilitagdo
da tolerancia pelo sulfato de pregnenolona pudesse envolver aprendizagem
dependente do estado. Portanto, camundongos treinados foram selecionados,

sendo que a metade deles recebeu salina e a outra sulfato de pregnenolona
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(0,08 mg/kg). Trinta minutos apos a administragdo os animais foram divididos
em dois grupos, sendo em um administrado salina e no outro etanol, na dose
de 1,9 g/kg. Os animais foram testados no aparelho rota-rod, como descrito
anteriormente. No dia 2 do teste, cada um dos grupos tratados com salina ou
etanol no Dia 1, foi novamente dividido em dois; um deles recebeu salina e o
outro, sulfato de pregnenolona. Apos trinta minutos, todos os grupos foram
tratados com 1,9 g/kg de etanol e retestados no rota-rod. Desta forma, foram
submetidos ao teste um grupo experimental pré-tratado com sulfato de

pregnenolona, nos Dias 1 e 2, e outro somente no dia 2.

Resultados

A Figura 23, ilustra o efeito do pré-tratamento com sulfato de
pregnenolona no Dia 1 e/ou Dia 2. No Dia 1, todos os grupos pré-tratados com
salina ndo apresentaram perda da capacidade motora, enquanto os tratados
com etanol apresentaram prejuizo motor significante. O pré-tratamento com
sulfato de pregnenolona ndo alterou o efeito do etanol na coordenagio motora
dos animais. No Dia 2, os animais tratados com salina no Dia 1, ao receberem
etanol, apresentaram prejuizo motor significante, e os tratados com etanol em
ambos os dias ndo desenvolveram tolerancia rapida, excegdo feita aos grupos

tratados com sulfato de pregnenolona, antes do etanol no Dia 1. ANOVA de
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trés vias revelou efeito significante dos fatores: tratamento com etandl: (Fig.
23: F(1.72y = 193,493, p<0,0001) e dia (Fig. 23: F(; 7, = 158,802, p<0,0001). A
analise post hoc confirmou quela facilitagdo da tolerdncia pelo sulfato de
pregnenolona ndo ¢ dependente de estado, j4 que ndo foi alterada quando os
animais receberam sulfato de pregnenolona em ambos os dias do experimento.
Além disso, essa facilitacdo somente ocorre quando o sulfato de pregnenolona
¢ administrado no Dia 1, ndo havendo interferéncia na tolerancia quando esta

droga é administrada apenas no Dia 2.
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Figura 23 — Influéncia da administragdo de sulfato de pregnenolona no Dia 1 e/ou Dia 2 sobre
a incoordena¢do motora ao etanol em camundongos submetidos ao teste do rota-rod. No Dia 1,
quatro grupos de animais receberam salina (S) e os outros quatro sulfato de pregnenolona (PS;
0,08 mg/kg), ap6s trinta minutos, dois grupos administrados com salina ou PS receberam etanol
(E; 1,9 g/kg) e os demais salina. No dia 2, os grupos tratados com salina e etanol no Dia 1|
receberam um pré-tratamento com salina ou PS e trinta minutos ap6s essa administracdo todos
os animais receberam etanol e foram testados no rota-rod. 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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Experimento 18: Efeito da administracdo de sulfato de pregnenolona nos dias

1 e/ou 2 sobre a tolerdncia rapida ao etanol no teste da temperatura

Para este experimento, o objetivo foi também verificar se a facilitagdo
da tolerancia rapida ao etanol pelo sulfato de pregnenolona pudesse envolver
aprendizagem dependente do estado neste modelo. Foi seguido um
procedimento similar aquele usado no experimento 17, exceto que no Dia 1,
grupos de animais foram previamente tratados com sulfato de pregnenolona na
dose de 0,15 mg/kg e etanol na dose de 4,0 g/kg e a resposta hipotérmica foi
medida aos 30, 60 e 90 minutos. No Dia 2, todos os animais receberam etanol

na dose de 2,5 g/kg.

Resultados

A Figura 24, ilustra o efeito do pré-tratamento com sulfato de
pregnenolona no Dia 1 e Dia 2. No Dia 1, todos os grupos pré-tratados com
salina ndo apresentaram hipotermia, enquanto os tratados com etanol
apresentaram hipotermia significante. O pré-tratamento com sulfato de
pregnenolona nio alterou o efeito do etanol na temperatura corporal dos
animais. No Dia 2, os animais tratados com salina no Dia 1, ao receberem

etanol, apresentaram hipotermia significante, e os tratados com etanol em
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ambos os dias ndo desenvolveram tolerancia rapida, excecdo feita aos grupos
tratados com sulfato de pregnenolona, antes do etanol no Dia 1. A ANOVA de
trés vias revelou efeito signiﬁcaﬂte dos fatores: tratamento com etanol: (Fig.
24: F.7) = 193,493, p<0,0001) e dia (Fig. 24: F(; 12y = 158,802, p<0,0001). A
analise post hoc confirmou que a facilitacdo da tolerancia rapida -ao etanol
pelo sulfato de pregnenolona ndo ¢ dependente de estado, ja que ndo foi
alterada quando os animais receberam sulfato de pregnenolona em ambos o0s
dias do experimento. Além disso, essa facilitagdo somente ocorre quando o
sulfato de pregnenolona é administrado, no Dia 1, ndo havendo interferéncia

na tolerancia quando esta droga é administrada apenas no Dia 2.
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Figura 24 — Influéncia da administragdo de sulfato de pregnenolona no Dia 1 e/ou Dia 2 sobre
a hipotermia produzida pelo etanol em camundongos. Quatro grupos de animais receberam
salina (S) e os outros quatro sulfato de pregnenolona (PS; 0,15 mg/kg), apds trinta minutos,
dois grupos administrados com salina ou PS receberam etanol (E; 4,0 g/kg) e os demais salina.
No dia 2, os grupos tratados com salina e etanol no Dia | receberam um pré-tratamento com
salina ou PS e trinta minutos apds essa administragdo todos os animais receberam etanol (2,5
g/kg) e foram testados no rota-rod. 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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Experimento 19: Dosagem do alcool

A fim de verificar a possivél intera¢do farmacocinética entre o etanol e
os neuroesterdides sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg) e epipregnanolona
(0,15 mg/kg), oito grupos de animais foram submetidos aos seguintes
tratamentos: salina + etanol (SE; 1,9 g/kg); etanol + etanol (EE; 1,9 g/kg);
sulfato de pregnenolona + salina (PSS; 1,9 g/kg); sulfato de pregnenolona +
etanol (PSE; 1,9 g/kg); salina + etanol (SE; 2,25 g/kg); etaﬁol + etanol (EE;
2,25 g/kg); epipregnanolona + salina (EPIS; 2,25 g/kg); epipregnanolona +
etanol (EPIE; 2,25 g/kg). No Dia 2, o sangue foi coletado apds 120 minutos e

a dosagem alcodlica realizada como descrito no procedimento geral.

Resultados

Os resultados sdo apresentados na tabela 1. A ANOVA de uma via
revelou que ndo existenr diferengas significativas, entre os grupos. Estes dados
sugerem que OS efeitos dessas drogas na tolerdncia ndo se devem a uma
interferéncia na farmacocinética do etanol, pois a concentracdo sangiiinea de

etanol foi similar entre os grupos.
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Tabela 1. Efeito do sulfato de pregnenolona e epipregnanolona na concentra¢do de
etanol no sangue (mg/dl) no Dia 2 submetidos ao teste do rota-rod. Os resultados estdo
expressos pelas médias £ E.P.M. de 6 animais por grupo. *p<0,05, comparado aos
grupos tratados com etanol (1,9 grkg) (ANOVA de uma via).

TRATAMENTO ALCOOLEMIA (mg/dl)

Controle (1,9 g/kg)

SS 148,3 £3,5
" EE 154,8 £4,7
Sulfato de prégnenolona (0,08 mg/kg)
PSS 147,1 £4,0
PSE 151,6 2,5

Controle (2,25 g/kg)

3S 172,7 £2,4 *
EE 177,5+3,9
Epipregnanolona (0,15 mg/kg)
EPIS 166,4 £5,8
EPIE

170,2 £4,3




99

Imunoquantificagdo da subunidade al do receptor GABA-A apds a
- adaptagdo comportamental durante a exposi¢do prolongada de

alcool
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Experimento 20: Efeito da administragdo da epipregnanolona sobre a indugao

de tolerancia cronica ao etanol.

‘A fim de verificar se o neuroesterdide epipregnanolona, bloquearia a
aquisicio da tolerancia cronica ao etanol avaliada no modelo do rota-rod,
animais previamente treinados e selecionados, foram divididos em dois
grupos, os quais receberam salina e epipregnanolona (0,15 mg/kg). Apds 30
minutos, cada um dos grupos foi subdividido em dois, que receberam etanol
(2,5 g/kg) ou salina, respectivamente. A seguir, fdram submetidos & avalia¢do
no rota-rod e, findo o teste, 0s animais retornaram as gaiolas; tal procedimento
ocorreu durante doze dias. No décimo terceiro dia, todos os animais foram
tratados com etanol (2,5 g/kg), sendo novamente testados no aparelho do rota-

rod.

Resultados

A administra¢do de epipregnanolona bloqueou o desenvolvimento da
tolerancia crénica ao etanol, avaliada no teste do rota-rod (Figura 25). No Dia
1, a ANOVA de duas vias demon.strou o efeito ‘do tratamento com etanol
F28= 368,111; p<0,0001. No Dia 13 do experimento, houve redugdo do

prejuizo motor, de forma significativa, no grupo controle administrado com
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etanol + etanol (EE). A ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do
tratamento com etanol F(; .= 32,129; p<0,0001. O grupo pré-tratado com
epipregnanolona 0,15 mg/kg antes do etanol, no Dia 1, ndo apresentou
tolerancia, no Dia 13. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-
tratamento com epipregnanolona F(; »5) = 34,969; p<0,0016 e a intera¢do pré-
tratamento x tratamento F, »g) = 19,363; p<0,0093. A anélise post-hoc indicou
que a epipregnanolona na dose 0,15 mg/kg, impediu o desenvolvimento da
tolerAncia cronica (teste de Tukey). A ANOVA para medidas repetidas

revelou efeito do tempo de tratamento F(; g4) = 27,097; p<0,0001.
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Figura 25 — Efeito da epipregnanolona no desenvolvimento da tolerancia cronica 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 administragdo de salina ou etanol 2,5 g/kg, i.p., no Dia 1-12. A
tolerdncia crénica aos efeitos do etanol foi observada no Dia 13, quando todos os grupos foram
tratados com etanol na dose (2,5 g/kg, i.p.). O simbolo (O) representa o desempenho do grupo
SS(S+S), (¢) do grupo SE (S + E), (W) do grupo EPIS (EPI + S) e ({) do grupo EPIE (EPI
+ E). Os resultados sdo expressos pelas médias = E.P.M. de 10 animais por grupo. * p<0,05
comparados ao respectivo controle; # p<0,05 comparado com os Dias | e 5 (SE) (Teste de
Tukey).



102

Experimento 21: Efeito da administrag:ﬁo do sulfato de pregnenolona sobre a

inducdo de tolerdncia cronica ao etanol.

Este experimento foi realizado para verificar se o sulfato de
pregnenolona, facilitaria a aquisigdo da toleréincia cronica ao etanoi do mesmo
modo que obtido com a tolerdncia rapida. Animais previamente treinados e
selecionados, foram divididos em dois grupos, os quais receberam salina e
sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg). Apds 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 e, findo
0 teste, 0s animais retornaram as gaiolas; tal procedimento ocorreu durante
doze dias. No décimo terceiro dia, todos os animais foram tratados com

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

Resultados

A administracio de sulfato de pregnenolona facilitou o
desenvolvimento da tolerancia cronica ao etanol, avaliada no teste do rota-rod
(Figura 26). No Dia 1, a ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do
tratamento com etanol F ,5= 385,85; p<0,0001. No Dia 13 do experimento,

houve redu¢do do prejuizo motor de forma significativa no grupo
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administrado com etanol + etanol (EE), em relacdo ao grupo controle. A
ANOVA de duas vias demonstrou o efeito do tratamento com etanol F »5=
186,326; p<0,0001. O grupo pré;tratado com sulfato de pregnenolona 0,08
mg/kg antes do etanol, no Dia 1, apresentou desenvolvimento da tolerancia, no
Dia 13. A ANOVA de duas vias revelou o efeito do pré-tratamento com
sulfato de pregnenolona F; 2 = 6,921; p<0,0137 e a intera¢@o pré-tratamento
x tratamento foi significativa F .5 = 16,661; p<0,0001. A analise 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(;g4) = 15,626;

p<0,0001.
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Figura 26 — Efeito do sulfato de pregnenolona no desenvolvimento da tolerancia crénica 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 administragdo de salina ou etanol 2,5 g/kg, i.p., no
Dia 1-12. A tolerancia cronica aos efeitos do etanol foi observada no Dia 13, quando todos os
grupos foram tratados com etanol na dose (2,5 g/kg, i.p.). O simbolo (O) representa o
desempenho do grupo SS (S + S), (¢) do grupo SE (S + E), (®) do grupo PSS (PS + S) e (1)
do grupo PSE (PS + E). Os resultados sdo expressos pelas médias £ E.P.M. de 10 animais por
grupo. * p<0,05 comparados ao respectivo controle; # p<0,05 comparado com os Dias 1 € 5
(SE); # p<0,05 comparado ao grupo SE (Teste de Tukey).
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Experimento 22: Imunoquantificagdo da subunidade o; do receptor GABA-A

durante o desenvolvimento da tolerancia cronica ao etanol em animais tratados

com neuroesteroides.

A andlise de Immunoblotting foi réalizada para a quantificacdo da
subunidade « dos receptores GABA-A hipocampais e corticais durante o
ultimo dia do teste de exposigdo ao etanol. Os animais foram sacrificados no
décimo terceiro dia, 30 minutos apés a administragdo do etanol. A
imunodetec¢do da subunidade a, dos receptores GABA-A hipocampais e
corticais foi avaliada através do anticorpo anti-GABA-x-o,. Nenhuma
diferenca significante dessa subunidade foi observada em homogenados
hipocampais (Figura 27) e corticais (Figura 28) a partir de camundongos

expostos ao etanol ou controle.
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Figura 27 — Imunoquantificacdo da subunidade o; do receptor GABA-A em hipocampo de
camundongos. Os animais foram tratados durante 12 dias com SS (S+S); SE (S+E); PSS
(PS+S); PSE (PS+E); EPIS (EPI+S) e EPIE (EPI+E). Os hipocampos foram retirados e
homogeneizados no 13° dia, 30 minutos apds a administragdo de etanol. As proteinas (100
ug/poco) foram separadas através de SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose para a
realizagdo da imunodetec¢do da subunidade o, do receptor GABA-A. A) Imunoblotting
representativo mostrando a subunidade o; do receptor GABA-A. B) Quantificacdo da
subunidade a; do receptor GABA-A através da densitometria das bandas. Os resultados sio
expressos pelas médias + E.P.M. das densidades 6ticas das bandas e foram normalizados como
percentual relativo ao controle (SS; considerado 100%). n= 6 por grupo. A andlise estatistica
foi realizada através da ANOVA, seguida do teste de Duncan.
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Figura 28 — Imunoquantificagio da subunidade o; do receptor GABA-A em cortex de
camundongos. Os animais foram tratados durante 12 dias com SS (S+S); SE (S+E); PSS
(PS+S); PSE (PS+E); EPIS (EPI+S) e EPIE (EPI+E). Os cortex foram retirados e
homogeneizados no 13° dia, 30 minutos apds a administragdo de etanol. As proteinas (100
pg/pogo) foram separadas através de SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose para a
realizacdo da imunodetecgdo da subunidade oy do receptor GABA-A. A) Imunoblotting
representativo mostrando a subunidade a; do receptor GABA-A. B) Quantificagdo da
subunidade o; do receptor GABA-A através da densitometria das bandas. Os resultados sdo
expressos pelas médias + E.P.M. das densidades oticas das bandas e foram normalizados como
percentual relativo ao controle (SS; considerado 100%). n= 6 por grupo. A anélise estatistica
foi realizada através da ANOVA, seguida do teste de Duncan.
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VII - DISCUSSAO

Durante muitos anos, as investigagdes a respeito do etanol tém se
direcionado para o fendmeno da tolerincia. Como ja mencionado na
Introdugdo, a tolerancia € um fendomeno complexo que se desenvolve como
resultado da adaptagdo do organismo a presen¢a de uma droga em certas
circunstancias, ¢ pode desenvolver-se em diferentes graus para diferentes
efeitos dessa droga (Grant et al., 1990; Kalant e Khanna, 1990; Hoffman e
Tabakoff, 1996). Pesquisadores estdo interessados em estudar a tolerancia
por muitas razdes, como por exemplo, seu papel na plasticidade neuronal e
na neuroadaptagdo (Kalant e Khanna, 1990; Kalant, 1985; 1996), além de
seu papel na dependéncia de drogas.

Estudos mostram que a tolerancia ao etanol pode ser influenciada por
varios fatores como, por exemplo, a variagdo nos protocolos experimentais
(Kalant e Khanna, 1990). A tolerancia rapida ao efeito hipotérmico do etanol
tem sido estudada desde 1979 (Crabbe et al., 1979). Estes pesquisadores
mostraram que, camundongos recebendo etanol em dois dias consecutivos,
desenvolvem tolerincia rapida a hipotermia no segundo dia. Os resultados
obtidos por Crabbe et al. (1979) foram semelhantes aos obtidos por

Ritzmann e Tabakoff (1976), no qual observou-se tolerdncia ao efeito
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hipotérmico para esta droga mesmo apos cinco dias. Além disso, estudos
realizados por Khanna et al. (1991a) e Bitran e Kalant (1991), também
demonstraram que ratos recebendo etanol vinte e quatro horas apés a
primeira administragdo desta droga, desenvolveram tolerancia rapida a
incoordena¢dao motora quando submetidos aos testes do plano inclinado (tilt-
plane) e da esteira movel (moving-belt).

O presente estudo demonstrou o desenvolvimento da tolerancia rapida,
tanto ao efeito do etanol na coordenagdo motora, quanto ao efeito
hipotérmico em camundongos. Além disso, nossos dados confirmam
trabalhos prévios obtidos sobre a tolerancia rapida aos efeitos de hipotermia
e incoordenacdo motora do etanol em ratos € camundongos, € sugerem que 0
desenvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol requer experiéncia com a
especifica resposta examinada, como ja observado por outros autores
(Alkana et al., 1983; Crabbe et al., 1979; Khanna et al., 1996). Assim, o fato
de que a tolerancia rapida para a hipotermia em camundongos ter sido
obtida somente com as doses de 2,0 g/kg e 2,25 g/kg de etanol, no segundo
dia, corrobora os resultados obtidos em outros experimentos, nos quais a
tolerancia rapida aos efeitos de hipotermia e incoordenag@o motora do etanol
foram obtidos numa certa faixa de doses desta droga (Khanna et al., 1996;

Barbosa e Morato, 2000; Zaleski et al., 2001).
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Existem evidéncias de que o estresse per se pode causar hipertermia
em animais, mas em combinagdo com o etanol pode potencializar o efeito
hipotérmico desta droga (Cunnigham e Bischof, 1987). No presente estudo,
entretanto, os animais foram manipulados durante trés dias antes do
experimento a fim de habitua-los ao procedimento. Portanto, é improvavel
que o estresse tenha afetado nossos resultados.

Apds padronizado o modelo de tolerancia rapida a hipotermia causada
pelo etanol, a influéncia dos neuroesterdides foi avaliada neste teste. Um
~ importante resultado deste estudo, foi que a administragdo de sulfato de
pregnenolona, um modulador positivo do receptor NMDA e um modulador
negativo do receptor GABA-A (Mienville e Vicini, 1989; Wu et al., 1991), ¢
do sulfato de dehidroepiandrosterona, um modulador negativo do receptor
GABA-A (Demirgorem et al., 1991; Majewska et al., 1990b) estimularam
significativamente 0 desenvolvimento da tolerdncia rapida ao efeito
hipotérmico do etanol. Ao contrario, o pré-tratamento com epipregnanolona
e alotetrahidrodeoxicorticosterona, moduladores positivos do receptor
GABA-A (Melchior e Ritzmann, 1996; Baulieu et al., 1990; Baulieu e
Robel, 1990; Majewska et al., 1986; Majewska, 1992; Prince e Simonds,
1993), significativamente bloquearam o desenvolvimento da tolerancia.

Estes dados sdo consistentes com nossos estudos prévios sobre as tolerancias
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rapida e cronica ao prejuizo motor induzido pelo etanol no teste do rota-rod,
no qual o sulfato de pregnenolona e o sulfato de dehidroepiandrosterona
estimularam a tolerancia, enqﬁanto que, a epipregnanolona, bloqueou a
tolerancia ao etanol (.Barbosa, 1999; Barbosa e Morafo, 2000). Tal resultado
sugere que o efeito desses neuroesteroides pode ser generalizado para a
tolerdncia rapida a estes dois efeitos do alcool.

As doses utilizadas de neuroesteroides per se ndo alteraram a
temperatura corporal dos animais, os quais apresentaram resultados similares
aos dos grupos controle, e também ndo se observou qualquer efeito residual
na temperatura corporal dos animais no segundo dia. Assim, os efeitos destes
neuroesteroides parecem ser farmacodinamicos e ndo farmacocinéticos, uma
vez que trabalhos prévios deste e de outros laboratdrios tém mostrado que a
administra¢do aguda de neuroesterdides ndo interfere com a farmacocinética
do etanol em camundongos e ratos (Melchior e Allen, 1992; Barbosa, 1999).
Além disso, estudos mostram que a concentracao de etanol no sangue tem
correlagdo com aquela do cérebro (Sunhara et al., 1978; Khanna et al.,
1993a). Portanto, nossos resultados sugerem que a administragdo destes
neuroesterdides influenciou os processos funcionais relacionados com o

desenvolvimento da tolerdncia rapida ao efeito hipotérmico do etanol.
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Parece estar bem estabelecido que a tolerancia rdpida tem um
componente predominantemente funcional antes de metabolico (Crabbe et
al., 1979; Khanna et al., 1996) e pode sofrer influéncia do aprendizado
(Bitran e Kalant, 1991). Nossos resultados demonstraram que os efeitos
desses neuroesterdides na tolerancia rapida ndo se devem a uma interferéncia
na farmacocinética do etanol no Dia 2 apds o teste, pois a concentracao
sangiiinea de etanol foi similar entre os grupos controle, sugerindo que esta
forma de tolerancia seja funcional. Embora, ndo se possa excluir totalmente
o componente disposicional na tolerancia observada, pois os niveis das
drogas foram medidos no final do teste € ndo ao longo do experimento
(Khanna et al., 1991a), nossos dados estio de acordo com a literatura
sugerindo que a tolerdncia rapida é predominantemente funcional (Crabbe et
al., 1979; Khanna et al., 1991a; 1991b;1996).

Apos observa; a influéncia dos efeitos dos neuroesterdides sobre a
tolerdncia ao efeito hipotérmico do etanol, a interagdo entre diferentes
neuroesteroides no-desenvolvimento da tolerdncia rdpida a incoordenagéo
motora e hipotermia ao etanol foi avaliada. Nesse experimento, a
administragdo de epipregnanolona (0,15 e 0,30 mg/kg) nao bloqueou a agao
estimulante do sulfato de pregnenolona (0,08 mg/kg), mas bloqueou a agao

estimulante do sulfato de dehidroepiandrosterona (0,15 mg/kg) sobre a
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tolerancia rapida a incoodenag¢do motora causada pelo etanol. Além disso, o
pré-tratamento com epipregnanolona bloqueou a ag¢do inibitdria da
alotetrahidrodeoxik:orticosterona (0,10 mg/kg) no desenvolvimento da
tolerancia ao etanol.

Os resultados obvtido‘s com '0. efeito hipotérmico do etanol foram
similares éqUeles obtidos com o teste do prejuizo motor. Entretanto, o pré-
tratamento com epipregnanolona na dose de 0,30 mg/kg bloqueou a agdo
estimulatéria do sulfato de pregnenolona (0,15 mg/kg) e do sulfato de
dehidroepiandrosterona (0,20 mg/kg) sobre a tolerancia rapida a hipotermia
i)roduzida pelo etanol, enquanto que bloqueou a agdo inibitéria da
alotetrahidrodeoxicorticosterona (0,20 mg/kg) sobre o desenvolvimento da
tolerAncia ao etanol. Todos os resultados foram obtidos com doses de
neuroesteroides que per se nao inferferem com a coordenagdo motora ou
com a temperatura corporal dos animais no Dia 1 e ndo produzem algum
efeito residual no Dia 2. As diferencas entre aé acOes da epipregnanolona nos
testes de hipotermia e incoordenagdo motora talvez decorram das diferengas
nas doses de etanol necessarias para produzir tolerdncia répida em um e
outro teste.

Nossos resultados sdo cohsistentes com dados da literatura que tém

sugerido que a epipregnanolona, em estudos in vitro e in vivo, comporta-se
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como um antagonista especifico do sitio de neuroesterdides no receptor
GABA-A (Prince e Simmonds, 1992; 1993; Melchior e Ritzmann, 1996).
. Nestes estudos foi demonstrado que a epipregnanolona antagonizou de modo
competitivo a potenciagio da ligacio do [*H]flunitrazepam induzida por
pregnanolona e alopregnanoiona (Prince e Simmonds, 1992; 1993). Melchior
e Ritzmann (1996) mostraram que a epipregnanolona (um agonista parcial
do receptor GABA-A) bloqueou a agdo inibitéria da pregnanolona (um
modulador positivo do receptor GABA-A) sobre o prejuizo da memoria
produzido pelo etanol. Além disso, outras pesquisas mencionam que a
épipregnanolona antagonizbu a potenéiacéo das correntes de cloreto mediada
pela pregnanolona (Petty e Simmonds, 1991).

Estudos prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que o
pré-tratamento com os sulfatos de pregnenolona ou dehidroepiandrosterona
bloqueou a agio inibitéria do muscimol (um agonista do receptor GABA-A)
na tolerancia rapida a incoordenagdo motora, sugerindo que a agdo
estimulatéria da tolerdncia exercida por estes neuroesteroides pode ser
mediada via uma ag3o antagonista no receptor GABA-A. (Barbosa,1999).
Esses resultados sdo consistentes com estudos mostrando que moduladores
negaﬁvos deste receptor atuam de maneira ndo competitiva diminuindo a

atividade do receptor GABA-A (Majewska, 1992; Majewska et al., 1986;
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Mienvile e Vicine, 1989). Assim, o presente estudo' mostra que a
epipregnanolona bloqueia a acdo estimulante da tolerancia pelos sulfatos de
pregnenolona e de dehidroepiéndrosterona, bem como bloqueia a ag¢do
inibitdria da tolerancia pela alotetrahidrodeoxicorticosterona, sugerindo uma
interagdo diferencial entre os neuroesterdides sobre o desenvolvimento da
tolerdncia rapida ao etanol.

Investigagdes recentes tém demonstrado um papel significante para os
neuroesterdides nos efeitos do etanol (Morrow et al., 1998; 1999; 2001;
VanDoren et al., 2000; Barbaccia et al., 1999). VanDoren e colaboradores
(2000) investigaram se a alopregnanolona (modulador positivo do receptor
GABA-A) pode contribuir para os varios efeitos do etanol. Os efeitos
sedativo/hipnético produzidos por altas doses de etanol sdo mediados, em
parte, pelos receptores GABA-A e podem ser potencializados por agonistas €
bloqueados por antagonistas deste receptor (Martz ef al., 1983). Estes
pesquisadores verificaram que o pré-tratamento com finasterida (25 mg/kg),
um inibidor da formacgdo da alopregnanolona, nio teve efeito sobre o
aumento dos niveis deste neuroesterdide no cortex cerebral induzido pelo
etanol em doses hipnéticas (3,5 g/kg) e, consequentemente, ndo teve efeito
sobre o tempo de sono induzido pelo etanol. No entanto, o pré-tratamento

com finasterida (50 mg/kg) bloqueou completamente o efeito
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anticonvulsivante do etanol (2,0 g/kg), sem bloquear a incoordenagdo motora
induzida por essa droga. Esses dados sugerem que a alopregnanolona pode
modular ou mediar alguns efeitos do etanol relacionados com o receptor
GABA-A, representando um novo mecanismo de a¢ao para o etanol, bem
como, um importante papel modulatério para os neuroesterdides no sistema
nervoso central.

Por outro lado, estudos realizados por Barbaccia et al. (1999),
relataram que uma dose baixa de etanol (1 g/kg), aumentou os niveis de
alopregnanolona e alotetrahidrodeoxicorticosterona no cortex cerebral € no
hipocampo em uma linhagem de ratos que prefere alcool, quando
comparados com aqueles apresentados por uma linhagem de ratos que ndo
prefere alcool. Ademais, outras pesquisas tém mostrado que a administragao
aguda de etanol reduziu os niveis de sulfato de dehidroepiandrosterona no
cérebro de ratos (Baulieu e Robel, 1996) e bloqueou o aumento da LTP
mediado pelo receptor NMDA em fatias do hipocampo produzido por este
neuroesterdide (Randall et al., 1995).

A partir desses estudos, testou-se, em nosso modelo, os efeitos da
inibicdo da sintese de neuroesterdides no desenvolvimento da tolerancia
rapida a incoordenagdo motora causado pelo etanol, utilizando-se a

finasterida, um inibidor da enzima Sa~redutase, que catalisa a conversdao da
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progesterona em 5a-dihidroprogesterona e a indometacina, um inibidor da
3a-hidroxiesterdide redutase, que catalisa a conversio da Sa-
dihidroprogesterona em alopreghanolona e alotetrahidrodeoxicorticosterona.
Nossos resultados mostraram que o tratamento prévio com 50 mg/kg de
finasterida, bloqueou o desehvolvimento da tolerdncia rapida ao etanol,
enquanto que as doses menores ndo apresentaram efeito nesse teste.
Considerando que a fmasterida e a indometacina inibem a formagdo de
alopregnanolona (Morrow et al., 1998; 1999) e que a administra¢do aguda de
alcool aumenta os niveis deste neuroesteréide no cortex cerebral (VanDoren,
| 2000), nbssa hipétese era que o desenvolvimento da tolerdncia rapida a
incoordena¢do motora produzida pelo etanol seria bloqueado pela
administracio prévia daqueles inibidores de enzima da formagdo de
neuroesteroides. Assim, a inibi¢do da enzima Sa-redutase pela fmasterida
resultou no bloqueio da tolerdncia rapida. Esse efeito da fmasterida na
tolerancia pode estar relacionado com uma redugdo dos niveis de
alopregnanolona, neuroesteréide modulador positivo do GABA-A. Embora
ndo tenhamos realizado a dosagem dos niveis cerebrais de alopregnanolona
no presente estudo, nossos resultados sugerem que, o bloqueio da sintese
desse neuroesterdide pela fmasterida bloqueia a tolerancia rapida a

incoordenagdo motora causada pelo alcool.
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Com respeito ao nosso estudo com a indometacina, no entanto, nao
observamos bloqueio da tolerancia com doses consideradas suficientes para
bloquear a conversio 50c-dihidr6progesterona em alopregnanolona (Costa et
al., 1994). Estudos realizados por Morrow e colaboradores (1998) mostraram
que a administragdo de indometacina, um inibidor da enzima 3o-
hidroxiesterdide, aumentou, ao invés de diminuir, os niveis de
alopregnanolona no cértex cerebral. Esse efeito poderia ocorrer pelo fato da
indometacina bloquear a oxidagdo da alopregnanolona ao invés de bloquear
a reducdo da Sa-dihidroprogesterona em alopregnanolona (Morrow et al.,
1999). Assim, os resultados obtidos com a indometacina em nosso modelo
nao foram conclusivos.

Como mencionado, varias pesquisas tém sugerido que os receptores
GABA-A e NMDA sdo sensiveis a modulagdo pelos neuroesteroides
(Majewska. et al., 1986; 1988; Mienville e Vicini, 1989; Schumacher e
McEwen, 1989; Wu et al., 1991; Bowlby, 1993; Park-Chung et al., 1997;
Yaghoubi et al., 1998). Nosso estudo recente mostrou que o tratamento
previo com sulfato de pregnenolona bloqueou a inibigdo da tolerancia rapida
causado pela administragdo de muscimol, em camundongos tratados com
etanol, enquanto que, o tratamento com MK-801 bloqueou a facilitagdo da

tolerancia por esse neuroesterdide (Barbosa, 1999). Como o sulfato de
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pregnenolona € modulador negativo do receptor GABA-A e positivo do
receptor NMDA, este resultado sugere que a facilitagdo da tolerancia por
este neuroesteroide pode estar relacionada com estes receptores.

Para melhor demonstrar a participagdo do receptor GABA-A nesses
efeitos dos neuroesterdides, no presente estudo, verificou-se se a agdo da
epipregnanolona na tolerancia rapida ao prejuizo motor causado por etanol
(2,25 g/kg) seria afetada por (+)bicuculina, um antagonista do receptor
GABA-A. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com (+)bicuculina,
bloqueou, de modo dependente da dose, o efeito inibitério da tolerancia
causado por epipregnanolona (0,15 mg/kg). Assim, a dose de 1,0 mg/kg de
(+)bicuculina bloqueou, enquanto que a dose de 0,75 mg/kg ndo teve efeito
sobre a agdo da epipregnanolona na tolerancia. Esses dados reforgam a idéia
de que este neuroesterdide influencia a tolerdncia ao alcool por um
mecanismo que envolve o complexo receptor GABA-A, sugerida em nosso
estudo prévio (Barbosa, 1999).

Esses resultados foram obtidos com doses da (+)bicuculina que ndo
alteram a aquisi¢do da tolerancia rapida a incoordenagdo motora causada
pelo etanol, nem a coordenagdo motora dos grupos controles no primeiro dia
do teste. Além disso, essas doses da (+)bicuculina ndo promoveram qualquer

efeito residual na coordenagcdo motora dos animais no segundo dia,
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sugerindo que essa droga afetou apenas a modula¢dao pelos neuroesterdides
na tolerancia ao etanol.

Com respeito a participa@:éo do receptor NMDA na modulagdo da
tolerancia rapida ao alcool por neuroesteroides, estudo prévio mostrou que o
(+)MK-801 bloqueou a estimulagdo da tolerancia ao alcool por sulfato de
pregnenolona‘(Barbosa, 1999). Esse efeito poderia ser interpretado como
sendo uma soma algébrica entre as a¢des do (+)MK-801 e do sulfato de
pregnenolona.

No presente estudo, o pré-tratamento com sulfato de pregnenolona
(0,08 g/kg) bloqueou o efeito iriibitério da tolerancia rapida causado pelo
(+)MK-801 (0,06 mg/kg), em camundongos tratados com etanol na dose de
2,25 g/kg (que produz tolerancia per se). Este resultado reforga os dados
obtidos no estudo anterior, sugerindo que a agdo do sulfato de pregnenolona
em nosso modelo esteja ligada ao receptor NMDA. Assim, esses resultados,
em conjunto, sao consistentes com estudos prévios que sugerem que 0s
neuroesterdides moduladores positivos estimulam e potencializam a ligagdo
do GABA e benzodiazepinas a membranas neuronais, aumentando o
transporte de cloreto (Majewska et al., 1986; Schumacher e McEwen, 1989),
enquanto que, os neuroesterdides moduladores positivos do receptor NMDA

aumentam as correntes induzidas pelo NMDA, aumentando a concentragdo
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de calcio intracelular mediado pelo receptor NMDA (Maione et al., 1992;
Irwin et al., 1992). Além disso, hd evidéncias de que os neuroesterdides
moduladores positivos do receptor NMDA atuam em distintos sitios sobre
este complexo receptor (Park-Chung et al., 1997; Yaghoubi, et al., 1998).
Por outro lado, h4a também evidéncias de que os receptores NMDA e
GABA-A estejam envolvidos com os processos de aprendizagem e memoria
(Bliss e Collingridge, 1993; Morrisett e Swartzwelder, 1993). Trabalhos
mostram que a atividade GABAérgica tem papel fundamental na indugdo da
LTP (Wigstrom e Gustafsson, 1985; Colligridge et al., 1992), uma vez que a
hiperpolarizagéo causada pela liberagdo de GABA intensifica o bloqueio do
receptor NMDA por sitios regulatérios de ions Mg presentes no canal do
complexo NMDA. A LTP e a memoria s3o sensiveis a inibi¢do neuronal,
mediada pelo GABA e por agonistas do receptor GABA-A (Collingridge et
al., 1990; Sarter et a_l., 1995; Evans e Viola-McCabe,‘ 1996), enquanto que
podem ser facilitadas por antagonistas GABA-A e por agonistas inversos do
sitio de reconhecimento dos benzodiazepinicos (Izquierdo e Medina, 1995;
Seabrook et al., 1998). Ha evidéncias de que o etanol potencializa as agdes
do GABA no receptor GABA-A (Tabakoff e Hoffmam, 1996), podendo
contribuir para o prejuizo da aprendizagem e memoria (White et al., 1997,

Vandergriff et al., 1995; Givens, 1995). Ja, o envolvimento do receptor
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- NMDA nos processos de aprendizagem e memdria, 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 calcio mediado pelo receptor NMDA, atuando como um
antagonista deste receptor (Lovinger et al., 1989; Hoffman e Tabakoft, 1994;
Schummers et al., 1997).

Recentemente, existem informagdes a respeito do envolvimento dos
receptores GABA-A, GABA-B e NMDA nas agdes do etanol e a
barticipag:éo destes sistemas no desenvolvimento da tolerancia a esta droga
(Szabo et al.,1994; Barreto et al., 1998; Barbosa, 1999; Zaleski et al., 2001).
Estudos obtidos em nosso e em outros laboratorios sugerem que, 0
desenvolvimento da tolerancia rapida aos efeitos de incoordenag@o motora e
hipotermia do etanol € inibido por drogas que prejudicam a memoria, tais
como, a dizocilpina (MK-801) e a cetamina ou o muscimol (Khanna et al.,
1991b; 1992b; 1993a;-Barbosa, 1999; Barreto et al., 1998), e estimulados
por drogas que melhoram a memoria, tais como a D-cicloserina (Khanna et
al., 1993b; 1995a).

Além disso, varios trabalhos tém mencionado que os neuroesterdides

moduladores positivos do receptor GABA-A prejudicam a memoria,
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enquanto aqueles com influéncia negativa neste receptor ou exercendo
modulagdo positiva no receptor NMDA, melhoram a aprendizagem e a
memoria (Mathis et al., 1994, .1996; Meyer e Gruol, 1994; Flood et al,
1999). Flood e colaboradoes (1992; 1988), utilizando camundongos tratados
com sulfato de pregnenolona e dehidroepiandrosterona, mostraram uma
melhora da ineméria, avaliada no labirinto em T (T-maze). Estudos
realizados por Mathis e colaboradores (1994; 1996) verificaram que a
administracdo do sulfato de pregnenolona, em camundongos, reverteu o
prejuizo da performance induzido por antagonistas do receptor NMDA,
Quando testados no rota-rod e na caixa de Skinner. Ademais, a influéncia
destes neuroesterdides sobre a memoria pode ser mediada via receptor sigma
(Monnet et al., 1995; Maurice et al., 1997; Phan et al., 1999; Zou et al.,
2000).

Com base nesses dados, estudou-se a importancia do fator aprendizado
na modulagdo do desenvolvimento tolerancia rapida pelos neuroesterdides,
sulfato de pregnenolona, um modulador negativo do receptor GABA-A
(Mienville e Vicini, 1989), e epipregnanolona, um modulador positivo do
receptor GABA-A (Melchior e Ritzmann, 1996). Se a modulagdo da
tolerancia rapida por neuroesterdides ocorresse durante o teste no primeiro

dia, a administragdo dos neuroesterdides apds o teste, ndo afetaria a
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tolerancia rapida. Portanto, verificou-se o efeito desses neuroesterdides na
tolerancia rapida administrando-os em um grupo de animais antes do teste e
em outro grupo apds o teste, no Dia 1. No segundo dia, observou-se que a
administragdo de epipregnanolona antes do teste com etanol (2,25 g/kg),
bloqueou a tolerancia rapida a incoordenag¢do motora causada pelo etanol,
confirmando  os | experimentos anteriores. O grupo que recebeu
epipregnanolona apds o teste do rota-rod, desenvolveu tolerancia rapida.

Utilizando-se o sulfato de pregnenolona, observou-se que a
administracdo deste neuroesteréide antes do teste com etanol (1,9 g/kg),
facilitou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao prejuizo motor induzido
pelo etanol. Todavia, o grupo que recebeu sulfato de pregnenolona apds o
teste do rota-rod, ndo apresentou facilitagdio do desenvolvimento da
tolerancia rapida ao etanol. Portanto, a epipregnanolona e. o sulfato de
pregnenolona, respeqtivamente, s6 sdo capazes de bloquear ou facilitar a
tolerancia rapida ao etanol se forem administradas no animal antes da pratica
enquanto intoxicados, no primeiro dia do experimento.

Os resultados obtidos com o efeito hipotérmico do etanol foram
similares aqueles obtidos com o prejuizo motor. Assim, nossos resultados
sugerem que, embora a incoordenagdo motora e a hipotermia sejam

controladas por estruturas distintas do sistema nervoso central, deve haver
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um mecanismo associativo comum que contribua para a tolerancia a estes
efeitos do etanol que sdo influenciados pelos neuroesterodides.

Um estudo complementar‘ a este resultado, foi realizado com o intuito
de verificar se a facilitagdo causada pelo sulfato de pregnenolona sobre a
tolerdncia rapida, estaria relacionada com o aprendizado dependente de
estado (Khanna et al., 1995a; Barreto, 1997). Os resultados demonstraram
que os camundongos pré-tratados com sulfato de pregnenolona, no Dia 1,
apresentaram tolerdncia rapida. J& os camundongos que receberam este
neuroesteroide somente no Dia 2, ndo desenvolveram tolerancia a
incoordenagéo motora causada pelo etanol, comprovando resultados
anteriores, com relagdo a necessidade do tratamento ser realizado antes da
pratica intoxicada. Os animais pré-tratados com sulfato de pregnenolona em
ambos os dias (Dia 1 e Dia 2), apresentaram tolerancia rapida, e estes
resultados foram similares aos obtidos com o grupo que regebeu sulfato de
prégnenolona, somente no Dia 1.

Os resultados obtidos com o efeito hipotérmico produzido pelo etanol
foram semelhantes aos obtidos com a incoordenagdo motora produzida por
esta droga. Portanto, nossos resultados sugerem que a facilitagdo da
tolerancia rapida ao etanol ndo deve estar relacionada com um aprendizado

dependente de estado, uma vez que o grupo que recebeu o tratamento com o
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neuroesterdéide somente no segundo dia do teste, ndo evidenciou uma
facilitagao da tolerancia rapida. Desta forma, estes experimentos mostraram
que a facilitacdo da tolerancia répida pelos neuroesterdides estd relacionada
com algum processo que ocorre durante o teste, sob efeito do etanol, no Dia
1.

Como relatado na Introdugdo, a tolerancia cronica ¢ observada apoés
dias, semanas ou meses de exposi¢do ao etanol (Chandler et al., 1998) ¢
ambos os componentes disposicional e funcional estdo geralmente incluidos
neste tipo de tolerdncia. Khanna et al., (1991a; 1992a; 1996), encontraram
resultados semelhantes entre as tolerdncias cronica e rapida aos efeitos
hipotérmico e de incoordenagdo motora produzidos pelo etanol. Outros
trabalhos mostram que, o tratamento prévio com (+)MK-801 ou com
cetamina bloqueiam de modo similar estes dois tipos de tolerancia (Khanna
et al., 1992c; 1994; Szabo et al., 1994). Recentemente, estudos realizados
em nosso laboratério demonstraram que o sulfato de pregnenolona e
epipregnanolona estimulou e bloqueou, respectivamente, o desenvolvimento
da tolerancia crOnica ao etanol, de maneira similar ao obtido com o modelo
da tolerancia répida (Barbosa, 1999; Barbosa e Morato, 2000).

No presente estudo, tentamos correlacionar as alteragoes

comportamentais verificadas apos o desenvolvimento da tolerancia cronica a
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incoordena¢do motora produzida pelo etanol com possiveis alteragcdes na
subunidade al do receptor GABA-A durante o tratamento crénico com

etanol e neuroesterdides. Obser\}ou-se que o tratamento com etanol na dose
de 2,5 g/kg durante treze dias levou ao desenvolvimento ’de tolerancia. Esta
dose foi escolhida para o estudo da influéncia dos neuroesterdides sulfato de
pregnenolona e epipregnanolona nesse modelo.

Os resultados mostraram que o pré-tratamento com sulfato de
pregnenolona, durante doze dias, facilitou significativamente o
desenvolvimento da tolerdncia cronica ao etanol, enquanto que o tratamento
brévio com epipregnanolona bloqueou significativamente a tolerdncia ao
etanol. Estés resultados foram obtidos com doses de neuroesterdides que per
se ndo interferiram com a coordena¢do motora dos camundongos durante os
doze dias de tratamento, sem causar efeitos residuais na coordenag:ﬁd motora
basal ao longo do experimento. Portanto, nossos resultados foram
semelhantes aos obtidos previamente em nosso e em outros laboratérios,
confirmando que a-tolerancia rapida ao etanol pode ser utilizada como um
modelo preditivo da tolerdncia cronica (Barbosa e Morato, 2000; Khanna et
al., 1991a; 1992c; 1996).

Ha evidéncias de que a exposigdo crdnica ao etanol produz efeitos

comportamentais semelhantes aos da exposi¢do crénica  aos
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benzodiazepinicos e barbituricos. O uso prolongado de alcool produz tanto
tolerdncia quanto dependéncia. Ambas estio correlacionadas com uma
diminui¢do na sensibilidade das respostas mediadas pelo receptor GABA-A
no cortex cerebral (Morrow et al., 1988; Sanna et al., 1993), em culturas de
neurdnios da medula espinhal (Mheta e Ticku, 1988; Ticku, 1989) e nos
nucleos do septo medial (Criswell et al., 1993). Trabalhos mencionam que
no cortex cerebral e no cerebelo, o uso prolongado de alcool diminui a
potenciagdo da agdo do GABA ou o influxo de ions cloreto estimulado pelo
muscimol (Allan e Harris, 1987; Morrow et al., 1988; Grobin, et al.,1998).
Entretanto, a potenciagdo do influxo de ions cloreto mediada pelos
neuroesterdides alopregnanolona e alotetrahidrodeoxicorticosterona esta
aumentada em ratos dependentes de etanol (Devaud et al., 1996).

Enquanto que resultados de estudos comportamentais e funcionais
claramente sugerem que a administragdo cronica de alcool altera a fungao do
receptor GABA-A, dados de estudos de binding ndao proporcionam uma
explicagdo para estes -efeitos. Além disso, alteragdes nao consistentes nos
sitios de reconhecimento do receptor GABA-A té€m sido observadas. Muitos
estudos tém demonstrado que a administragdo cronica de etanol altera a
expressdo de varias subunidades do receptor GABA-A, sugerindo que estas

alteragdes possam ser responsaveis pelas alteragdes na fungdo do receptor
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GABA-A (Morrow et al., 1990b; 1992; Montpied et al., 1991; Mhatre e
Ticku, 1992; Mhatre et al., 1993; Devaud et al., 1995; 1997; Grobin et al.,
2000; Papadeas et al., 2001).

As alteragOes na funcdo e expressdo do receptor GABA-A sdo
dependentes da regido, bem como do tempo de tratamento de etanol, e tém
sido estudados principalmente em ratos. O consumo crénico com alcool
durante 40 dias (Matthews et al., 1998) ou 60 dias (Mahmoudi et al., 1997),
resultou em aumento da expressdo da subunidade a4 no hipocampo de ratos,
enquanto que o tratamento com 14 dias ndo alterou o nivel de peptideo desta
éubunidade. No entanto, o nivel de RNAm e de peptideo da subunidade a4
foi significativamente aumentado no cortex cerebral apds 14 - 40 dias de
consumo de etanol e durante a abstinéncia (Devaud et al., 1995; 1 ?97). A
Vexpresséo do nivel de RNAm e de peptideo da subunidade ol no hipocampo
ndo foi alterada apds tratamento crénico com etanél durante 14 ou 28 dias
(Charlton et al., 1997) ou 40 dias (Matthews ét al., 1998), enquanto diminuiu
significativamente 0 nivel de RNAm e de peptideo da subunidade al no
cortex cerebral apds 14 dias (Devaud et al., 1997) e 40 dias de tratamento
(Matthews et al., 1998). Estudos realizados por Charlton et al. (1997),
demonstraram que o tratamento com etanol durante 2 a 4 semanas diminuiu

a expressdo do nivel de RNAm da subunidade a1 e a5 no cortex cerebral e
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no cerebelo de ratos. Ja no hipocampo, o tratamento com etanol durante 1 a 4
semanas nao alterou é expressao do nivel de RNAm da subunidade al,
enquanto que apos 12 semanas aumentou a expressdo desta subunidade.
Entretanto, Hirouchi et al. (1993) mostraram que camundongos expostos a
inalagdo continua com etanol por mais de 5 dias, apresentaram aumento
significativo no nivel de RNAm da subunidade a1, retornando aos niveis
normais 8 horas ap6s o término da inalagdo com etanol. Em conjunto, os
resultados de todos esses estudos indicam que a expressdo das subunidades
do receptor GABA-A ¢ regulada de modo diferente pelo etanol no
hipocampo comparado ao cortex cerebral e cerebelo. Portanto, a regulagéo
da expressdo deste receptor pelo alcool varia de acordo com as regides
cerebrais.

Virios estudos sugerem que os sitios de ligagdo dos neuroesterdides
no receptor GABA-A tém um importante papel na dependéncia e na
abstinéncia ao etanol (Devaud et al., 1996; Mehta e Ticku, 1999; Janak et
al., 1998; Bowen et al., 1999; Finn et al., 2000; VanDoren et al., 2000).
Recentemente, foi demonstrado que os neuroesterdides sulfatados e ndo
sulfatados modulam a fun¢do do receptor GABA-A através de sitios distintos
neste receptor (Sousa e Ticku, 1997; Park-Chung et al., 1999). Entretanto,

ndo se sabe se tais neuroesterdides afetam as mudangas neuroquimicas apos
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a administracdo cronica de etanol ou apos a abstinéncia. Estudos de binding
realizados por Mehta e Ticku (2001), mostraram que os neuroesterdides
dehidroepiandrosterona e sulfato de dehidroepiandrosterona modulam a
atividade do receptor GABA-A no cortex cerebral e no cerebelo de modo
diferente em ratos dependentes de etanol. Isto sugere que o sitio de ligagao
destes neuroesterdides associados ao receptor GABA-A tem um importante
papel na dependéncia do alcool e que alguma mudanga neuroquimica apos o
uso prolongado de etanol pode ser mediada através destes sitios de ligag@o.
No entanto, a base molecular para os diferentes efeitos destes
neuroesterdides em modular a farmacologia dos receptores GABA-A ainda
ndo esta totalmente conhecida. Além disso, pesquisas recentes mostraram
que a alopregnariolona diminuiu a expressdo do nivel de RNAm das
subunidades a2, a3 e B do receptor GABA-A (Yu ef al., 1996), enquanto
que aumentou o nivel de RNAm da subunidade a4 (Grobin e Morrow,
2000). Entretanto, a nosso ver ndo existem estudos sobre os efeitos da
associacdo de neuroesterdides e alcool no imunoconteudo da subunidade al
em camundongos.

Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenga no
imunocontetdo da subunidade a1 do receptor GABA-A no hipocampo e no

cortex de camundongos no décimo terceiro dia de tratamento com etanol
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(2,5 g/kg), quando comparado aos grupos controle. Também, ndo se
observou nenhuma alteragdo no imunoconteido desta subunidade apods o
tratamento crénico com o0s neuroesterdides sulfato de pregnenolona e
epipregnanolona comparado aos respectivos grupos controle. Isto sugere que
o uso prolongado de etanol resulta em tolerancia cronica a esta droga, € que
o tratamento cronico com sulfato de pregnenolona e epipregnanolona,
respectivamente, facilita e bloqueia a tolerancia. Porém, o desenvolvimento
da tolerdncia cronica ndo parece estar relacionado a mudangas no conteudo
da subunidade a1 do receptor GABA-A no hipocampo e no cortex cerebral
de camundongos.

E importante ressaltar que, em testes preliminares, o anticorpo
reconheceu a banda especifica mostrando uma linearidade na imunoreagdo
na faixa de proteina de 50-150.

Além do conteido da subunidade al do receptor GABA-A, também
foi quantificado o conteudo de duas proteinas de choque térmico (heat shock
protein) de 27 kDa e 70 kDa. Os resultados mostraram que nao houve
diferenga no conteudo destas proteinas apOs os respectivos tratamentos
(dados nao mostrados).

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que os efeitos dos

neuroesterdides no desenvolvimento da tolerdncia rapida aos efeitos do
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etanol sdo influenciados por véarios fatores e que o desenvolvimento da
tolerancia cronica ndo parece estar associado a alteracdes no conteudo da

subunidade a1 dos receptores GABA-A.



VI - CONCLUSOES

1. Os neuroesterdides influenciam o desenvolvimento da tolerdncia

rapida a hipotermia produzida pelo etanol.

2. A EPI bloqueou a agio estimulante da tolerdncia rapida pelo PS e
DHEAS, bem como bloqueou a agdo inibitdria pela ALLOT,
sugerindo uma intera¢do diferencial entre os neuroesterdides na

modulagdo do desenvolvimento da folerdncia rapida ao etanol.

3. A finasterida bloqueou o desenvolvimento da tolerdncia rapida a
incoordenagdo motora produzida pelo etanol, sugerindo um papel

significante para os neuroesterdides neste efeito do etanol.

4. A (H)bicuculina bloqueou o efeito inibitdrio da tolerdncia rapida ao
etanol induzido pela EPI, sugerindo que este neuroesterdide influencia

a tolerdncia por um mecanismo que envolve o complexo receptor

GABA-A.

5. O PS bloqueou o efeito inibitdrio da tolerdncia rdpida ao etanol

causado pelo (+)MK-801 (reforgando estudos prévios), sugerindo que



este neuroesterdide influencia a tolerancia por um mecanismo que

envolve o receptor NMDA.

. Os neuroesterdides influenciaram o desenvolvimento da tolerdncia

rdpida durante a execugdo do teste sob o efeito do etanol, no primeiro

dia.

. A facilita¢do da folerdncia rapida ao etanol pelo PS, provavelmente,
ndo se relaciona com um aprendizado dependente de estado, pois a
administracdo de PS antes do etanol no primeiro dia do teste oﬁ em
ambos os dias, facilitou a tolerancia, enquanto que a administragdo de

PS apenas no segundo dia do experimento, ndo a facilitou.

. Os efeitos dos neuroesterdides na tolerdncia rapida nao se devem a
uma interferéncia na farmacocinética do etanol no Dia 2 apds o teste,
pois a concentragdo sangiiinea de etanol foi similar entre todos os

grupos, sugerindo que esta forma de tolerancia seja funcional.

. O desenvolvimento da tolerdncia crénica ndo parece estar associado
com mudancgas no conteido da subunidade al do receptor GABA-A

no hipocampo e no cértex cerebral de camundongos.



ABSTRACT

Our previous study showed that neurosteroids might either facilitate or block rapid
tolerance (RT) and chronic tolerance (CT) to the incoordinating effects of ethanol (E tOH).
The aim of the present study was to extend the investigation on the factors involved in the
modulation of the tolerance to the effects of EtOH by neurosteroids. Initially, we defined the
doses of EtOH that did or did not produce RT to EtOH-induced hypothermia. In a second
step, we investigated whether  pregnenolone sulfate (PS; 0.08 or 0.15 mgkg),
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS; 0.15 or 0.20 mg/kg) and
allotetrahydrodeoxicorticosterone (ALLOT; 0.10 or 0.20 mg/kg) injected before EtOH (4.0
g/kg) on Day 1 influenced the development of RT to EtOH. Pretreatment with PS or with
DHEAS significantly facilitated the acquisition of RT, whereas pretreatment with ALLOT
significantly blocked the development of RT to the hypothermic effect. Considering the RT to
ethanol-induced motor impairment, epipregnanolone (EPI; 0.15 mgkg) reversed the
stimulatory action of DHEAS (0.15 mg/kg), but did not affect the actions of PS (0.08 mg/kg).
Moreover, EPI prevented the blockade of RT by ALLOT (0.10 mg/kg). In relation to the RT
* observed for EtOH-induced hypothermia, the results showed that pretreatment with EPI (0.30
mg/kg) significantly prevented the stimulatory action of DHEAS and PS, as well as the
inhibitory action of ALLOT (0.20 mg/kg). Furthermore, pretreatment with finasteride blocked
the development of RT to the incoordinating effect of EtOH, whereas pretreatment with
indometacine did not affect this response. Administration of (+)bicuculine prevented the
inhibitory action of ALLOT on RT to the incoordinating effect of EtOH. Pretreatment with PS
reversed the inhibitory action of (+)-MK-801 on RT to the incoordinating effect of EtOH.
Moreover, the stimulation of RT by PS seems to be unrelated to state-dependent-learning,
since the administration before EtOH on both, Days 1 and 2 was similar to that produced by
PS plus EtOH on Day | only. The injection of PS before the administration EtOH only on
Day 2 did not affect RT. Furthermore, we investigated the effect of chronic EPI or PS
treatment on CT induced by EtOH administration during 13 days. It was observed that the
neurosteroid EPI blocked while PS stimulated the development of CT to the incoordinating
effect of EtOH. In addition, GABA-A receptor al subunit expression was not altered in
hippocampus and cerebral cortex homogenates from EtOH-exposed mice. Taken together, our
results suggest that the effects of neurosteroids on the modulation of RT to EtOH are mediated
by several factors. Also, our results suggest that administration of EtOH during 13 days,
which results in the development of CT to EtOH in mice, is not associated with changes in the

immunocontent of al subunit in the hippocampus and cerebral cortex.
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